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Cil: Sledovat sérové koncentrace Hsp60 a Hsp70 v priibéhu operace a naslednych pooperac¢nich dnech u kardiochirurgic-
kych pacienttl operovanych s pouzitim kardiopulmonalniho bypassu (CPB) a bez jeho pouZiti.

Metodika: Bylo sledovano 34 pacientti, kterym byl proveden koronarni bypass. Pacienti podstoupili bud konvenéni myo-
kardialni revaskularizaci s pouZitim kardiopulmonalniho bypassu nebo byli operovani na bijicim srdci. Obé dvé skupiny se
od sebe vyznamné neliSily vékem, pohlavim, po¢tem anastomoéz a ejekéni frakei. Vzorky Zilni krve byly odebirany pacienttim
v péti ¢asovych intervalech: pri tivodu do anestezie, po ukonceni operace, prvni, treti a sedmy pooperac¢ni den. Koncentra-
ce Hsp60 a Hsp70 byly stanoveny komeréné dostupnymi kity ELISA.

Vysledky: Koncentrace Hsp60 se nelisila mezi pacienty operovanymi s CPB a bez CPB s vyjimkou sedmého dne, kdy by-
la koncentrace sérového Hsp60 u pacientti operovanych na bijicim srdci vyznamné niZsi v porovnani s ostatnimi odbéry
(p < 0,0151). Koncentrace Hsp70 se u pacienttt operovanych s CPB a bez CPB vyznamneé liSila bezprostiredné po ukonc¢eni
opera¢niho vykonu, kdy u pacientti operovanych s CPB dochéazelo k vyraznému narustu sérového Hsp70 v porovnani s pa-
cienty operovanymi na bijicim srdci (p < 0,0259).

Zavéry: Studie prokazala zvySené sérové koncentrace Hsp70 u kardiochirurgickych pacientt operovanych s pouzZitim
CPB ve srovnani s pacienty operovanymi na bijicim srdci, coZ naznacuje vétsi ischemicko-reperfuzni poskozeni pri tomto
typu operace.
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Background/Aims: To study the perioperative and postoperative serum levels of heat shock proteins Hsp60 and Hsp70 in
cardiac surgical patients operated with or without cardiopulmonary bypass (CPB).

Methods: Thirty-four patients undergoing coronary artery bypass grafting (CABG) were operated either with or without the
use of CPB. The subgroups did not differ in age, sex, number of anastomoses, and ejection fraction. Samples of venous
blood were taken at five intervals: at the induction to anesthesia, upon completion of surgery and on postoperative days 1,
3, and 7. Hsp60 and Hsp70 levels were detected by commercially available ELISA Kits.

Results: Hsp60 levels did not differ between patients with or without CPB. Hsp60 levels were significantly decreased in
patients operated without CPB on postoperative day 7 (p < 0.0151). The dynamics of Hsp70 was different between the
subgroups with and without CPB. We found significantly increased levels of Hsp70 upon completion of surgery in patients
operated with CPB (p < 0.0259).

Conclusion: The study demonstrated increased Hsp70 levels in cardiac surgical patients undergoing CABG using CPB
compared with patients operated on the beating heart. This finding is in accordance with more profound ischemia-reperfusion
injury in patients operated with the use of CPB.
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Pouzité zkratky

CPB mimot€lni obéh

HSE heat shock element

HSF heat shock transcription factor

Hsp stresovy protein

TNF-o tumor-nekrotizujici faktor o
uvoD

Kardiochirurgické operace predstavuji naro¢ny vy-
kon, ktery je i pres velké pokroky v této oblasti
mnohdy spojen s radou poopera¢nich komplikaci. Ty
mohou souviset s aktivaci nespecifickych sloZzek imu-
nitniho systému a rozvojem syndromu systémové
zanétlivé odpoveédi (SIRS). SIRS byva spojen se systé-
movym oxidativnim stresem, pri némZ dochazi k tvor-
bé reaktivnich kyslikovych forem (ROS) poskozujicich
bunécéné struktury a tvoricich dalsi Skodlivé meta-
bolity.12:18) Volné kyslikové radikaly jsou povazZovany
za jednu z nejvyznamnéjSich poSkozujicich slozek pri
kardiochirurgickém vykonu.2%31 V burikach myokar-
du, a také v bunéénych elementech jinych té€lnich
soustav vCetné soustavy imunitni, vSak existuji nebo
jsou indukovatelné nékteré adaptacni mechanismy,
které jsou schopny ochranit buriky pred nezadoucimi
ucinky ischemie a reperfuze. V této souvislosti jsou
uvadény jako jedny z nejduleZitéjSich stresové pro-
teiny (Hsp). Nékteré studie se soustiedi na pochope-
ni jejich role v kardioprotekci.®-26:27:28)

Hsp jsou multigenni rodinou proteint s molekulo-
vou hmotnosti v rozmezi 10-150 kDa a vyskytem
ve v8ech dulezitych bunéénych organelach.?) Jejich
nazev vyplyva z historickych souvislosti, kdy byla
v roce 1962 u drosofily popsana reakce na tepelny
Sok tvorbou zdurelych mist na chromosomech izo-
lovanych z bunék slinnych Zzlaz.V Jednalo se o vaz-
bu transkripénich faktorti na specifickd mista genu
hsp.!? Hsp jsou indukovany nejen zvySenou teplo-
tou, ale také radou dalSich stimulti jako je ptisobeni
vira, raznych chemikalii, tézkych kovl, steroidnich
hormont, dale mechanickym stresem, anoxii a vy-
stavenim volnym radikalum.®11:12 Hsp patii k evo-
lu¢né starym proteintim vyskytujicim se u prokaryot,
eukaryot v€etné rostlin, a napfi¢ rdznymi druhy jsou
strukturné velmi konzervativni.*? Nékteré Hsp jsou
exprimovany konstitutivnég, jiné jsou prisné induci-
bilni.!V Stresova regulace exprese Hsp probiha ze-
jména na trovni transkripce. Na specifické sekvence
v promotorové oblasti genti hsp zvané HSE (heat
shock element) se vazou aktivované specifické tran-
skrip¢ni faktory HSF (heat shock transcription factor)
a spousti transkripci gentt hsp.'® Funkce protei-
na Hsp jsou velice rozmanité a daly by se shrnout
pojmem udrZeni normaéalnich bunéénych funkci,
bunééné homeostazy. Nejcastéji byva uvadeéna jejich
funkce molekularnich ,chaperont®, tedy proteind,
které jsou schopny ovliviiovat terciarni a kvarterni
strukturu ostatnich proteint.*” Dale je uvadéna
fada funkci, mezi né€Z patfi napriklad inhibice apo-
ptoézy, regulace bunééného cyklu, ochrana cytoske-
letu a dalsi.(12)

Nejvetsi pozornost je v souvislosti s onemocnénimi
srdce a ob&hové soustavy u Hsp vénovana rodinam
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Hsp70 a Hsp60. Hsp70, nazyvany téZ mortalin, vyka-
zuje ruzné subcelularni lokalizace, avSak dominant-
né je pritomen v mitochondriich. Zde je zodpovédny
za transport proteintt dovnitf organel a jeho ¢innost
zavisi na ATP.® Hsp70 dale odpovida za sestavovani
proteint i multimernich proteinovych komplexu jak
v cytosolu, tak v mitochondriich a degradaci protei-
nt1.?% Ma také rozmanité funkce souvisejici s bunéc-
nou proliferaci a neoplastickou transformaci.® Jeho
inhibice indukuje smrt bunék.!? Souc¢asny vyzkum
se zameéruje téZ na jeho protektivni funkce a moz-
né terapeutické vyuZiti proti ptisobeni poskozujiciho
bunééného stresu.®

Hsp60 se nachazi hlavné v mitochondriich, ale
jsou popsany zmeény v intracelularni lokalizaci,
exprese na bunécéném povrchu a jeho uvolfiovani
z mrtvych ¢€i umirajicich bunék.!? Hsp60 je silné
zavisly na svém cochaperonu Hsp10, ktery se k nému
vaze a ovliviiuje jeho vazebné vlastnosti a ATPazovou
aktivitu.®2% Hsp60 funguje jako hlavni mitochon-
drialni molekularni chaperon a je zodpovédny za
transport mitochondriadlnich proteinti kédovanych
jadernou DNA dovnitf mitochondrii.-929 Ug¢astni se
sestavovani a degradace proteinti a téZ translokaci
organel.? Extracelularni Hsp60, stejné jako Hsp70,
aktivuje prirozenou imunitu CD14-de-pendentnim
zpuisobem.®

Kardiochirurgické zakroky jsou v souc¢asnosti pro-
vadény dvéma odliSnymi zptsoby. Bud jde o opera-
ci na srdci, které je vyrazeno z ¢innosti a jeho funk-
ci prebird podpurné zafizeni (technika vyuZivajici
CPB-cardiopulmonary bypass, ,on-pump® surgery),
a nebo jde o nov€jsi pristup - operaci na bijicim
srdci (,off-pump” surgery).® Kardiochirurgické ope-
race bez pouZiti CPB jsou povaZovany za méne€ rizi-
kové ve smyslu rozvoje syndromu systémové zanétli-
vé odpovédi.®

Cilem této prace je sledovat zmény koncentrace
Hsp60 a Hsp70 v séru u pacientti béhem kardiochi-
rurgického zakroku a kratce po ném. V souvislosti
s odliSnymi technikami vedeni operace je nasim cilem
téZ sledovat, zda se operace s mimotélnim obéhem
a operace na bijicim srdci poji s odliSnou expresi
a uvolnénim Hsp.

MATERIAL A METODY

Soubor pacientu

Bylo sledovano 34 pacientu (26 muzi a 8 Zen), kte-
rym byl poprvé proveden koronarni bypass. Studie
byla schvélena Etickou komisi Lékatské fakulty Uni-
verzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Hradci Kralo-
vé. Od kazdého ucastnika studie byl obdrZen infor-
movany souhlas. Pacienti prodélali bud konvenéni
myokardialni revaskularizaci s pouzitim CPB (n = 17,
pramérny vék 70,53 = 7,05 let) nebo byli operovani
na bijicim srdci (n = 17, pramérny vék 66,41 = 10,12
let). Obé dvé skupiny se od sebe vyznamné neliSi-
ly vékem, pohlavim, po¢tem anastomoéz a ejekénich
frakci. Median ejekéni frakce u nemocnych operova-
nych s CPB byl 0,65. TotoZna hodnota ejekéni frakce
byla i u nemocnych operovanych bez pouziti CPB.
V obou skupinach nemocnych byl totoZny pocet pro-
vedenych anastoméz (median 2,0). Operac¢ni postupy
a postupy vedeni CPB byly obdobné pro vSechny
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pacienty. Pooperacni péce byla zajiStovana na jednot-
ce intenzivni péce kardiochirurgické kliniky, ze kte-
ré byli pacienti v zavislosti na zdravotnim stavu
prekladani na standardni oddéleni. Podrobny popis
operace vcetné CPB je uveden v nasi publikaci Ku-
nese a spol.(?

Odbér vzorku

Vzorky Zilni krve byly odebirany pacientiim v péti
casovych intervalech: pfi Gvodu do anestezie (vzo-
rek 1), po ukonceni operace (vzorek 2), prvni poope-
racni den (vzorek 3), tfeti poopera¢ni den (vzorek 4)
a sedmy pooperacni den (vzorek 5).

Laboratorni zpracovani

Zilni krev byla odebirana do odbérovych zkumavek
firmy Saarstedt (Némecko). Po koagulaci a centrifu-
gaci bylo sérum rozdéleno do alikvota a zamraZeno
pri -40 °C. Vzorky byly zmraZeny a rozmrazZeny pouze
jednou. Koncentrace Hsp60 a Hsp70 byly stanoveny
komercné dostupnymi kity ELISA (Elisa Stressgen
Bioreagents, Némecko) a hodnoceny spektrofotome-
tricky pri 450 nm.

Statistické hodnoceni

Zmény ve sledovanych parametrech a rozdily mezi
skupinami byly vyhodnoceny dvoucestnou analyzou
variance pro opakované meéreni a naslednym Fishe-
rovym testem pro mnohonasobna porovnani. Dyna-
mika zmeén je vyjadrena jako prumérné hodnoty
dosazené v jednotlivych odbérech. VSechny testy byly
provadény pri a = 0,05. Statistické hodnoceni bylo
provedeno pomoci statistického softwaru Statistica
5.5 (StatSoft, USA).

VYSLEDKY

Vysledky stanoveni sérové koncentrace Hsp60 u pa-
cienti operovanych s pouzitim CPB jsou znazornény
na obrazku 1. Koncentrace Hsp60 se pohybovaly
v rozmezi 0,15-12,85 ng/ml a nevykazovaly statistic-
ky vyznamné zmény v prubéhu operace a naslednych
sedmi pooperac¢nich dnui.

U pacienti operovanych na bijicim srdci se sérové
koncentrace Hsp60 pohybovaly mezi 0,15 -23,25 ng/ml,
jak je znazornéno na obrdzku 2. Zmeény v koncen-
traci byly opét shledany statisticky bezvyznamné
s vyjimkou posledniho odbéru - sedmy pooperacni
den, kdy byla koncentrace sérového Hsp60 vyznam-
né niz8i v porovnani s ostatnimi odbéry (p < 0,0151).

Porovnanim dynamiky sérového Hsp60 u obou
dvou skupin pacientt1 jsme neodhalili ZAdné vyznam-
né rozdily mezi skupinou pacientti operovanych
s pouZitim CPB a pacienttl operovanych na bijicim
srdci (p = 0,56), vysledky nejsou uvedeny.

Stanoveni koncentrace sérového Hsp70 u pacien-
ta operovanych s pouZitim CPB prineslo nasleduji-
ci vysledky: koncentrace Hsp70 se pohybovaly mezi
0,24-10,64 ng/ml a statisticky vyznamny narust byl
prokazan bezprostfedné po skonceni operace (p <
0,0001). Pramérné hodnoty sérového Hsp70 u pa-
cientaa s CPB v periopera¢nim a poopera¢nim obdobi
jsou zachyceny na obrdzku 3.

U pacientt operovanych na bijicim srdci se kon-
centrace sérového Hsp70 pohybovaly mezi 0,23-6,88
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Obr.2 Hsp60 - zmény sérovych koncentraci u nemocnych
operovanych bez CPB

F (4,64) = 3,34, p< 0,0151
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Obr.3 Hsp70 - zmény sérovych koncentraci u nemocnych
operovanych s CPB

F (4,64) = 21,12, p < 0,0001

F — hodnota Fisherova testu

ng/ml, jak je uvedeno na obrdzku 4. Mezi koncentra-
cemi Hsp70 pfi jednotlivych odbérech nebyl nalezen
vyznamny rozdil, tzn. koncentrace Hsp70 se v inkri-
minovaném case priliS neménila.
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Obr.4 Hsp70 - zmény sérovych koncentraci u nemocnych
operovanych bez CPB
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F — hodnota Fisherova testu

9
B T Tl s CPB
7 =1 bez CPB

Hsp70 (ng/ml)
(6]

3 - 1 H ' _'I__
i N T

Obr.5 Hsp70 - porovnani sérovych koncentraci u nemoc-
nych operovanych s CPB a bez CPB

F (1,32) = 5,46, p < 0,0001

F — hodnota Fisherova testu

Pri porovnani dynamiky Hsp70 u pacienttt opero-
vanych s CPB a bez CPB byly nalezeny vyznamné roz-
dily v koncentraci bezprostfedné po ukonceni ope-
rac¢niho vykonu, kdy u pacienti operovanych s CPB
dochéazelo k vyraznému nartstu sérového Hsp70
v porovnani s pacienty operovanymi na bijicim srdci
(p < 0,0259, obrdzek 5).

DISKUSE

Predkladana studie sleduje koncentrace sérovych
proteintt Hsp60 a Hsp70 u pacientt béhem kardio-
chirurgického vykonu a nasledné po ném. Jiz ra-
du let jsou studovany postupy a strategie zlepSujici
ochranu myokardu a urychlujici rychlost fyziolo-
gického zotaveni po kardiochirurgickych vyko-
nech.(:1522 Experimentalné na zvifecich modelech
bylo prokazano, Ze kratka ischemie srdce vede k rezi-
stenci k naslednym ischemickym periodam a obdob-
né postupy u dalSich organu, jako jsou ledviny nebo
tenké strevo, jsou téZ schopny navodit ochranu myo-
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kardu. Naopak kratka ischemicka perioda myokardu
muze sniZit napriklad plicni poSkozeni po nasledném
kardiochirurgickém vykonu.!%2% Nabizi se tedy otaz-
ka, jaké ochranné mechanismy jsou pri ischemickych
d€jich indukovany a jakym zpusobem je ochrana
jednoho typu tkané€ zprostfedkovana pusobenim na
jinou tkan. Soudi se, Ze dulezitou, i kdyZ ne jedinou,
roli v mechanismu ochrany sehravaji proteiny Hsp,
které zvySuji ochranu bunék pri ischemicko-re-
perfuznich dé&jich, zlepSuji postischemickou funkéni
obnovu myokardu a mohou také sniZit incidenci po-
operacni fibrilace sini.!*% Hsp posiluji proteosynté-
zu, stabilizuji nové formované proteiny a opravuji
denaturované proteiny.?¥ Blahodarné puisobeni je
pripisovano také enzymtim s antioxida¢nimi vlast-
nostmi jako je superoxid dismutaza a katalaza.!-15-24

Prokazali jsme, Ze kardiochirurgicky vykon za po-
uziti CPB vedl k vétsi indukci sérového Hsp70 v po-
rovnani s koncentracemi u pacienttt operovanych na
bijicim srdci. Podobné vysledky publikovali Dybdahl
a spol., ktefi nachazeli nejvyssi sérové koncentrace
Hsp70 2 hod. po operaci u pacienttt operovanych
s CPB.® V nasem souboru byly rozdilné koncentrace
Hsp70 nalezeny bezprostiredné po ukonéeni operace,
kdy u pacienttt operovanych s CPB dochéazelo k vy-
znamnému narutstu tohoto proteinu. To odpovida
skutecnosti, Ze pri operaci s pouzitim CPB dochéazi
k daleko vétSimu ischemicko-reperfuznimu poskoze-
ni. Z pohledu rozvoje systémové zanétlivé odpovédi je
operace s pouzitim CPB povazovana za rizikové&jsi.©®-13
V bunéénych kulturdch koronarnich endotelovych
bunék a srdec¢nich myocytti, stejné jako u experi-
mentalnich zvirat, bylo potvrzeno, Ze zvySené kon-
centrace Hsp70 vedou ke kardioprotekci a k rezis-
tenci k ischemii.®!!223 Intracelularni koncentrace
Hsp70, av8ak ne sérové, negativné koreluji s poope-
racni fibrilaci sini, ktera je povaZovana za bé&Znou
arytmii po kardiochirurgickém vykonu.!” Ohse
a spol. méfili expresi mRNA pro Hsp70 v polymorfo-
nuklearnich burikdch za ucéelem urceni stupné peri-
operativniho stresu. Prokazali slaby nartist mRNA
pro Hsp70 na konci operace a vyrazny narust 6 hodin
po operaci, pricemzZ k vyrovnani koncentrace na pred-
operac¢ni uroven doslo 48 hodin po operaci.?V Stu-
die Schmitta a spol. ukazala, Ze nartst Hsp70 byl
po kardiochirurgickém vykonu v primeéru dvojnasob-
ny jak v jadre, tak v cytosolu myocytti a endotelial-
nich bunék. 28

Na vyznam Hsp70 je moZno pohliZet z né€kolika
uhla. Bylo prokazano, Ze extracelularni Hsp70 je po-
vazovan za urcity signal nebezpeci, ktery vede k akti-
vaci imunitniho systému. In vitro bylo prokazano,
Ze ma vyznamny imunoregulacni potencial. MuZe
byt téZ povaZzovan za ukazatel, ktery odrazi stupen
posSkozeni myokardu, kdy je do ob&hu uvolfiovan
z nekrotickych ¢i poSkozenych bunék. Zdrojem
Hsp70 uvolnéného do obéhu pak mohou byt jak sa-
motné buriky myokardu, tak leukocyty, zejména po-
§kozené monocyty a granulocyty.®

Pokud jde o protein Hsp60, nebyly nalezeny rozdi-
ly v koncentraci mezi nemocnymi operovanymi s po-
uzitim CPB a nemocnymi operovanymi na bijicim
srdci. Zajimavé je pouze zjiSténi, Ze u pacientu ope-
rovanych na bijicim srdci dochazi pfi poslednim
odbéru, tj. sedmy pooperacni den k vyznamnému po-
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klesu Hsp60 oproti predeslym hodnotam. Hsp60 by-
va exprimovan po pusobeni riznych stresovych fak-
torti vCetné ischemie a reperfuze.?”? Byla nalezena
pozitivni korelace mezi sérovou koncentraci Hsp60
a TNF-o. Koncentrace cirkulujiciho Hsp60 jsou aso-
ciovany s ¢asnymi stadii kardiovaskularnich onemoc-
néni. Hsp60 pusobi jako prozanétlivy protein, ale jeho
prozanétliva aktivita neni vyjadrena pokud je uloZen
nitrobunééné. V koncentraci vétsi nez 100 ug/ml
v plazmeé je biologicky aktivni a je schopen stimulovat
myeloidni buriky k produkci prozanétlivych mediato-
ra a endotelové buriky k expresi adhezivnich mole-
kul, coz muZe prispivat k patogenezi aterosklerozy.
Nartstaji dukazy o tom, Ze Hsp60 uvolnény do obéhu
je asociovan s rozvojem choroby véncitych tepen.®-29)
Studie Schiflera nezjistily zvySené hodnoty Hsp60
v myokardu pacientt podstupujicich kardiochirur-
gické vykony, zato u pacientt s chronickou fibrila-
ci sini dochazelo k 2,5ndsobnému nartstu Hsp60
v porovnani s pacienty s normalnim sinusovym ryt-
mem. 2627 Pri pokusech s bunécnymi kulturami, kde
byla simulovana ischemie, bylo zjiSténo, Ze pouze
zvySena exprese Hsp60 bez zvySené exprese HsplO
nema zadné protektivni ti¢inky.1?

Nelze si nepoloZit otazku, zda zvySeni sérové kon-
centrace Hsp60 a Hsp70 prinasi pozitivni, ¢i negativ-
ni nasledky pro operovaného pacienta. Z hlediska
navozeni ochrany myokardu a dalSich tkani je induk-
ce Hsp povaZovana za pozitivni jev. Nékteré studie se
zabyvaji aplikaci indukce Hsp v Kklinické praxi a zkou-
maji ruzné farmakologické postupy zvySujici expre-
si Hsp.(1:6:12.14.19)

ZAVER

Studie prokazala zvySené koncentrace Hsp70 u kar-
diochirurgickych pacientti operovanych s pouZitim
CPB oproti pacientim operovanych na bijicim
srdci. K vyraznému nartistu koncentrace sérové-
ho Hsp70 dochéazi bezprostfedné po ukonceni ope-
race u pacientu operovanych s CPB, coZ naznacuje
vétsi ischemicko-reperfuzni posSkozeni pifi tomto
typu operace. Vyzvou k naslednym studiim je ko-
relovat tyto vysledky s klinickymi daty jednotlivych
pacientti.
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