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SOUHRN

Tato diplomovd prace se =zabyva stanovenim tifi cytokini produkovanych
peritonealnimi makrofagy potkana - TNFa, IL-1p a IL-6 ve vztahu K rozdilnému pfistupu
opera¢niho vykonu — laparotomickému ¢i laparoskopickému. Byla métena bazalni produkce
uvedenych cytokini a jejich produkce po stimulaci makrofagh bakterialnim
lipopolysacharidem (LPS). Izolace bunék z peritonea probihala ve dvou intervalech - 24 nebo
72 hodin po operaci. Vlastni analyze predchézela vzdy 24 hodinova kultivace s, resp. bez
LPS. Optimalni koncentrace LPS vhodné pro stimulaci peritonedlnich makrofagti bylo nutno
experimentalné docilit. Zjisténad optimalni koncentrace LPS byla 0,1 pg/ml. Hladina cytokinii
byla stanovena pomoci sendvicové ELISA metody.

V teoretické Casti je popsana organizace imunitniho systému a funkce jeho
jednotlivych slozek v imunitni odpovédi s dirazem na ulohu makrofagli. Vyznamna ¢ast je
vénovana roli cytokinli v modulaci imunitni odpovédi. Dale je podana literarni reSerSe o
d&jich v peritonealni oblasti ve vztahu k laparotomickému ¢i laparoskopickému zasahu do
abdomindlni krajiny a zhodnoceni systémové a lokalni imunitni odpovédi, kterd tyto
chirurgické zakroky doprovazi.

Experimentalni ¢ast je vénovana popisu principu EIA metod se zamétenim na ELISA
metody a jeji variace. Dale je v této Casti uveden optimalizovany postup izolace a kultivace
peritonealnich makrofagh a vlastniho stanoveni jimi produkovanych cytokini metodou
ELISA.

Vysledkova ¢ast obsahuje postup optimalizace koncentrace LPS vhodného pro
stimulaci peritonealnich makrofagti. Dale zahrnuje grafickou a slovni dokumentaci bazalni i
stimulované produkce jednotlivych cytokinli makrofagy izolovanymi 24, resp. 72 hodin po
zakroku. Bazalni produkce cytokinti byla signifikantn€ vyssi u laparoskopované skupiny,
nejvyssi produkci cytokini stimulovanymi makrofagy vykazovala naopak skupina po

laparotomii. Zhodnoceni ziskanych vysledki je rozebirano v diskusi.
KLiCOVA SLOVA

PERITONEALNI MAKROFAGY
CYTOKINY

ELISA

LPS



SUMMARY

This thesis deals with the determination of the three cytokines produced by rat
peritoneal macrophages - TNFa, IL-1B and IL-6 in relation to the different approach of
surgery - laparoscopic or laparotomic. Was measured basal production of cytokines and those
of their production after stimulation of macrophages by bacterial lipopolysaccharide (LPS).
Isolation of peritoneal cells was performed in two intervals - 24 or 72 hours after surgery. The
actual analysis is always preceded by 24 hours of cultivation with, respectively without LPS.
The optimal concentration of LPS suitable for stimulation of peritoneal macrophages was
necessary to achieve experimentally. The observed optimal concentration of LPS was 0,1
ug/ml. The level of cytokines was determined using a sandwich ELISA method.

The theoretical part describes the organization of the immune system and functions of
its individual components in the immune response with emphasis on the role of macrophages.
A significant part is devoted to the role of cytokines in the modulation of immune responses.
In addition, is given a literature review about actions in the peritoneal area in relation to
laparotomic or laparoscopic intervention into the abdominal landscape and assess systemic
and local immune response that accompanies the surgery.

The experimental section is devoted to describing the principle of EIA methods,
focusing on the ELISA method and its variations. Additionally, the optimized process
isolation and cultivation of peritoneal macrophages and optimized determination of cytokines
measured by ELISA is described there.

Results contain the process of optimization of an appropriate concentration of LPS
suitable for stimulation of peritoneal macrophages. It also includes a graphical and verbal
documentation of basal and stimulated production of cytokines by macrophages isolated 24,
resp. 72 hours after surgery. Basal cytokine production was significantly higher in
laparoscopic group, the highest cytokine production by stimulated macrophages showed a

group after laparotomy. Evaluation of obtained results is discussed in the discussion.

KEYWORDS

PERITONEAL MACROPHAGES
CYTOKINES

ELISA

LPS



1. UVOD

Cilem této prace je zavedeni metodiky stanoveni produkce cytokinli peritonealnimi
makrofagy potkana a sledovat zmény produkce po operacnim zékroku v abdominalni duting s
ohledem na typ chirurgického piistupu. V teoretické ¢asti ma prace podat literarni prehled o
mechanismech imunitni odpovédi v obecné roviné, popsat déje provazejici imunitni reakci po
chirurgickém zakroku v abdomindlni dutiné a poukazat na tlohu peritonealnich makrofagt v
téchto d&jich. V experimentélni ¢asti je popsan princip ELISA metod, metodicky postup a
jeho optimalizace pro stanoveni cytokinii TNFa, IL-1p a IL-6 produkovanych peritonealnimi
makrofagy potkana. Vysledkova ¢ast je vénovana stanoveni produkce cytokinil peritonealnimi
makrofdgy potkana. Makrofagy byly izolovany 24 a 72 hodin po laparotomické a
laparoskopické operaci a nasledné¢ kultivovany bez ¢i se stimulaci lipopolysacharidem.
Ziskané hodnoty produkce cytokinli byly vzdjemné statisticky porovnany vcetné kontrolni
neoperované kontroly. Dosazené vysledky by mély pfispét k objasnéni, zda stale pouzivané;si
laparoskopické operace mohou vést k alteraci lokalni imunitni odpovédi, coz méa vyznam pro

lepsi progndzu pooperacnich komplikaci.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Organizace imunitniho systému

Imunitni systém ma za kol vyhledavat a pfipadné nicit potenciondln¢ nebezpecné
infekéni agens, nejcastéji mikroorganismy, prvoky, parazity a jejich toxiny. Lze jej d€lit na
dv¢ zakladni slozky, rozliSované podle evolu¢niho vyvoje a liSici se také funkci, a to na
specifickou (adaptivni) a nespecifickou (pfirozenou, neadaptivni) imunitu. Prvni ze
zminovanych mé moznost se pfizpisobovat, béhem zivota jedince se ménit a je z evolucniho
hlediska mladsi. Jeji plna odezva je nastolena az po aktivaci, jez se déje az po setkani s danym
antigenem, s nimz slozky adaptivni imunity specificky reaguji — tj. vazou se na dané vazebné
misto antigenu podle principu zadmek vs. kli¢. K plnohodnotné odezvé imunitniho systému je
potom tfeba nékolik dni az tydnd. Charakteristickym rysem specifickych reakci je tzv.
imunologickd pamét, kterd umozniuje rychlou reakci proti reinfekci antigenem, s nimz se jiz
organismus Vv minulosti setkal. Naproti tomu nespecifickd imunita je totozna jak u
novorozence, tak u dospélého clovéka a jeji slozky reaguji s nebezpecnymi vzory ihned bez
nutnosti pifedchozi aktivace. Je evolucné starsi a stala.

V' mechanismech pfirozené imunity se uplatiuji bunky s fagocytarni schopnosti,
bunky ptirozené cytotoxické (NK — natural killers), komplement, interferony, lektiny a dalsi
sérové proteiny. Do specificky reagujicich potom patii T lymfocyty, B lymfocyty, z nichz
aktivaci vznikaji plazmatické buniky tvofici protilatky, jez jsou humoralni slozkou adaptivni

imunity. Pro ptehlednost je rozdéleni uvedeno nize v tabulce ¢. 1.
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Tabulka €. 1

Organizace imunitniho systému

T lymfocyty

Specificka imunita Bunééna B lymfocyty

Plazmatické bunky

Humoralni Protilatky

Granulocyty Eosinofily

Basofily

Bunécna Neutrofily

Monocyty + makrofagy

Nespecifickd imunita Dendritické bufiky

NK — Natural killers

Komplement

Interferony

Humoralni Lektiny

Sérové proteiny

Vsechny imunokompetentni buniky zahajuji sviij vyvoj v kostni dieni. Z pluripotentni
kmenové bunky, coz je buitka schopna diferenciace na jakoukoliv jinou bunku, zde vznikaji
dvé linie — lymfoidni a myeloidni. Z myeloidni se déle vyvijeji granulocyty, dendritické
(Langerhansovy a intersticidlni) buniky a monocyty, z nichZ pfechodem do tkan& vznikaji
makrofagy. VSechny vySe uvedené kone¢né produkty myeloidni linie spadaji do nespecifické
bunééné imunity a vétSinou maji schopnost fagocytosy. Vedle imunokompetentnich bunék
vnikaji z této linie i erytrocyty a trombocyty. Naopak z lymfoidni linie vznikaji prfedevsim
bunky tvofici zaklad specifické imunity, jejiz buiiky reaguji na cizorodé struktury pomoci
svych vysoce specifickych receptori. Z lymfoidni linie se vyvijeji T a B lymfocyty, lymfoidni
dendritick¢ buiky a NK bunky. NK buiky jsou sice morfologicky velmi podobné
lymfocytim, ovSem reaguji pomoci nespecifickych mechanismii a jsou tedy zastupci
pfirozené imunity. Dal$i vyjimkou jsou dendritické burky, jeZ patii rovnéZ pod imunitu
neadaptivni, ovSem v zavislosti na druhu se vyvijeji zobou linii. Po slozitych d&ich
nastartovanych specifickym kontaktem s antigenem vznikaji z B lymfocytt dalsi diferenciaci

tzv. plazmatické buiky, které produkuji imunoglobuliny, humoralni soucast specifické
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imunity (1). Obé vyvojové linie a jejich kone¢né diferencia¢ni produkty jsou uvedeny na

obrazku ¢. 1.
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2.1.1 Nespecificka imunita

Prvotni obrannou funkci organismu proti vniku patogenli zastavaji fyziologické
bariéry, které nemaji jest€¢ imunologickou povahu. Jsou uréeny histologickymi parametry
tkani a anatomickym uloZenim organti. Povrchové vrstvy téla jako ktize a sliznice prunik fadé
patogent do organismu kdyZ ne pfimo znemoZnuji, pak pfinejmenSim znesnadiiuji. Epitelie
jsou povrchem rychle se ménicim a nedoptavaji tak choroboplodné ¢éstici dostate¢ny cas na
prinik do organismu. Casto je epitel vybaven dal$imi mechanismy, které tento dopad jests
nasobi — fasinky, hlen ¢i osidleni pfirozenou mikroflorou. Diilezitou tlohu na sliznicich hraji 1
sekrecni protilatky. Fyziologické bariéry jsou svymi pokryvy v podstaté nejvetSim

imunologickym organem a vyznamné ovliviiuji imunologickou reaktivitu organismu (1).
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Nespecifickd imunita, jak bylo naznaceno vyse, reaguje nespecificky proti strukturdm,
které se vyskytuji na patogenech a jsou jim spole¢né. Témito strukturami jsou tzv. PAMP
(pathogen associated molecular patterns), jez se vyskytuji na choroboplodnych ¢asticich, ale
ne na strukturach organismu vlastnich nebo pro néj neskodnych. Imunokompetentni bunky
spadajici pod nespecificky subset imunity maji na svém povrchu receptory, jimiz jsou
schopny tyto PAMP struktury rozpoznat a vzapéti tj. bez ptfedchozi stimulace na né reagovat a
vykonavat tak svou efektorovou funkci. Jsou tedy v organismu pfipraveny k okamzité reakci a
jsou ontogeneticky stalé.

Bunécénou slozkou nespecifické imunity jsou pfedevSim nize podrobnéji probirané
fagocyty, kam spadaji jak jejich zastupci v periferni krvi (neutrofilni a eosinofilni granulocyty
a monocyty), tak ve tkdni (makrofagy). Dalsi dilezitou soucésti jsou bunky dendritické,
jejichz hlavnim ukolem je ucinnd prezentace pohlcené¢ho antigenu bunkdm specifického
imunitniho systému. Tvoii tak vyznamnou spojnici mezi kooperujicimi slozkami
nespecifického a specifického imunitniho systému. Poslednim bunéénym zastupcem jsou
lymfocytim morfologicky podobné NK buiiky, které se vyznacuji schopnosti piimé

cytotoxické aktivity (2).

2.1.1.1 Fagocyty:

Buiiky, jez nazyvame profesiondlnimi fagocyty, se vyznacuji, jak 1ze jiz odvodit podle
nazvu, tim, ze jsou schopny pohlcovat choroboplodné ¢astice a uvnitt sebe je pak
ve specidlnich vakuolach nasledné usmrcovat. Jelikoz se tak déje na zakladé rozpoznani
struktur, jez jsou spolecné vSem infekénim a cizorodym ¢asticim, nikoliv na podnét specifické
reakce proti danému epitopu jistého antigenu, jsou fazeny pod nespecifickou imunitu. Do
rodiny fagocyt patii granulocyty — eosinofilni a neutrofilni, dendritické bunky a tkanova

forma monocyti — makrofagy (2).

Fagocytosa
Fagocytosa je d& probihajici pfevazné ve tkéani, proto museji buiiky s fagocytarni
aktivitou nejprve projit pes cévni sténu. Tento d¢j se nazyva diapedesa a je zprostiedkovan
adhezivnimi molekulami endotelii selektiny, které se vazou na sacharidové struktury na
povrchu fagocytu. Po tomto nepf#ili§ silném spojeni zvaném rolling, jeZ ma za tkol fagocyty
V misté potieby predev§im zpomalit, nasleduje jiz spojeni pevnéjsi a ireverzibilni. Toto je
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Vv ptipad¢ makrofagl realizovano adhezivni molekulou S7-integrinem na fagocytech a tzv.
molekulou VCAM-1 ptitomnou na endoteliich. U neutrofili se jedna o leukocytarni integriny
na fagocytech, které adheruji na molekulu ICAM na endoteliich (2). Afinitu integrint
k endotelu vyrazné zvySuji prozanétlivé cytokiny, kdy se zméni konformacni struktura
integrinu, a tim je vazba umoznéna. Poté muze fagocyt proniknout pfes cévni sténu z krve do
tkane.

Aby mohl ve tkani fagocyt svou funkci splnit, musi byt nejprve K mistu potieby
nasmérovan. Tento d&j se nazyva chemotaxe a latky, vykonavajici tuto funkci chemotaktiny.
Do této skupiny patii fada latek rozmanité povahy, pro které maji fagocyty na svém povrchu
ptislusné receptory, jejichz stimulace vede k chemotaxi a k aktivaci fagocytosy i naslednych
déja. Fagocyty se ve tkani aktivné pohybuji k mistu zdnétu pomoci hydrolytickych enzymi,
jimiz S$té€pi slozky mezibunééné hmoty a posunuji se diky reverzibilnim adhezivnim
interakcim svych povrchovych adhezivnich molekul a molekul mezibunécné hmoty (2).

DalSim piedpokladem pro fagocytosu je urcité zviditelnéni ¢i zvyraznéni castice
ur¢ené k pohlceni. Tento d&j je oznaCovan opsonizace a latky majici tuto aktivitu opsoniny.
Jsou to substance, jez se na Castici odsouzenou k pohlceni vdZzou a funguji jako jakési
vystrazné svétlo, které na sebe chemotaxi ptilakané fagocyty upozorni. Jako opsoniny funguje
cela fada latek, z nichz nejdtlezitéjsi jsou protilatky, slozky komplementu (C3b, C5b) a
sérové proteiny, které jsou pod vlivem prozanétlivych cytokini syntetizovany jatry.
Specifické protilatky navdzané na ptisluSnou ¢astici ¢i mikroorganismus jsou rozeznavany Fc-
receptory fagocytl, coz jsou receptory, které se, jak jiz ndzev napovida, vazou na Fc ¢ést
protilaitek a tim také spousti d& samotné fagocytosy. Obdobné¢ slozky aktivovaného
komplementu na povrchu mikroorganismii jsou rozeznavany komplementovymi receptory
fagocytu (2).

Poté jsou jiz fagocyt a cizoroda Castice v bezprostfednim kontaktu, fagocyt obchvacuje
Castici pseudopodiemi a ta se tak uzavira do nové vzniklé vakuoly nazyvané fagosom. Po
vytvotfeni fagosomu (ale 1 jiz béhem tvorby) dochézi k jeho fizi s lysosomy (u granulocyta
zvané téz azurofilni granula), které obsahuji fadu latek baktericidni povahy (defensiny) a
hydrolytické enzymy (katepsiny, lysozym) v tekutiné o kyselém pH (4-5). Fc-receptory a
komplementové receptory na povrchu fagocytu reaguji s pfislusSnym opsoninem na cizorodé
¢astici a tim aktivuji membranovy enzym NADPH-oxidasu. Jeji aktivace zahajuje fadu déjt
provazenych rapidni spotfebou kysliku a jsou proto nazyvany oxida¢nim (respiracnim)

vzplanutim. NADPH-oxidasa katalyzuje proces, pii némz reakci kysliku a NADPH
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(redukovana forma NADP®) vznikAi NADP® (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) a
superoxidovy radikal O, (molekula kysliku s pfipojenym jednim elektronem). Z n¢j potom
dale vznikaji dal$i latky nazyvané souhrnné reaktivnimi kyslikovymi intermediaty (ROI),
které maji povahu velmi agresivnich oxidacnich ¢inidel, jez poskozuji bakteridlni DNA,
narusuji strukturu mikrobialnich biopolymerQ a ni¢i aktivitu jejich enzymt. Témito latkami
jsou predevsim singletovy kyslik, hydroxylovy radikal a peroxid vodiku, ktery je za katalyzy
enzymem myeloperoxidasou schopen reagovat s chloridovym aniontem za vzniku
chlornanovych aniontt (C1O") majicich rovnéz baktericidni aktivitu (2). VSechny tyto latky
pusobi nejen uvniti fagosomu, ale fagocyty je sekretuji i do okolniho prostiedi, kde Casto
poskozuji spolu s teréovymi bunikami i okolni tkan a té€lni struktury (1).

Rada bakterii viak Zije intracelularné a obsahuje enzym katalasu, ktery je schopen
rozlozit peroxid vodiku na kyslik a vodu, a tim zabranit nejen vlastni baktericidni aktivité
peroxidu, ale i vzniku vySe zminovaného chlornanového aniontu. Intracelularni patogeny jsou
ni¢eny dal$im mikrobicidnim prostfedkem fagocyti - oxidem dusnatym produkovanym
enzymovym komplexem inducibilni iNO-synthasou. Tento enzym se ptedevsim uplatiiuje
v makrofazich. V likvidaci intracelularnich bakterii tedy hraji roli zejména aktivované
makrofagy, jez jsou na rozdil od ostatnich fagocytti schopny NO v dostatecné mite tvorit.
Proti extracelularnim patogentim postac¢i produkty aktivace NADPH-oxidasy a jako bunky se

Vv tomto boji uplatiiuji ptedevs§im neutrofilni granulocyty (2).

21.1.1.1. MAKROFAGY

Makrofagy piedstavuji tkaovou formu monocytd a spolecné reprezentuji
mononuklearni fagocytarni systém. Monocyty se vyskytuji Vv periferni Krvi v pomérném
zastoupeni 5-10% ze vSech leukocytl. Zastoupeni ostatnich druhti leukocytii je uvedeno

V tabulce ¢. 2.

Tabulka €. 2

Pomérné zastoupeni jednotlivich druhii leukocytit v periferni krvi dospélého clovéka

Druh bunék Pomérné zastoupeni [%]
Neutrofilni granulocyty 60-70

Eosinofilni granulocyty 1-3

Basofilni granulocyty 0-2

Monocyty 5-10

Lymfocyty 20-40
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Makrofagy se vyskytuji prakticky ve vSech organech a tkdnich v organismu. Diky
tomuto hojnému zastoupeni konaji funkci ,,pfedsunutych hlidek®, se kterymi se infek¢ni agens
diive ¢i pozdéji setka. Ve své membrané maji zakotvenu fadu membranovych receptort
spadajicich do skupiny tzv. PPR, PRR (pathogen pattern receptor, pattern recognition
receptors), kterymi jsou schopny rozpoznavat struktury asociované s patogenem (PAMP —
pathogen associated molecular patterns) (2). Tyto struktury se nachazeji na povrchu
mikroorganismii, ale nikoliv jiz na neposkozenych buiikach organismu vlastnich a mohou byt
predstavovany napiiklad endotoxiny (LPS), peptidoglykany, glukany, mannany atd.

Prestoze je vétSina charakteristik spoleCna vSem bunkdam spadajicich do rodiny
profesionélnich fagocytti (neutrofily, eosinofily, monocyty a makrofagy a zvlastni druh
fagocytujicich bunék - buiiky dendritické), jsou zde samoziejmé i urcité rozdily. Pfedev§im
makrofagy na rozdil od neutrofilii exprimuji na svém povrchu MHC gp. Il. tfidy (u lidi jsou
nazyvany HLA II. tfidy) a jsou tedy buiitkami prezentujicimi antigen, které zajiStuji pfimy
kontakt s imunitou specifickou a tim i prvotni specifickou odpovéd’. Z dalsich povrchovych
znakl nesou molekulu CD 14, kterd rozpoznava LPS a je tedy zodpovédna za citlivost
makrofdgli na stimulaci touto noxou. Déle se, jak jiz bylo zminéno vySe, podileji na
fagocytose a likvidaci piedev§im intracelularnich mikroorganismid a také vlastnich
apoptickych bunék. Dalsi rozdil je vtom, Ze granulocyty jsou schopny vykondvat své
efektorové funkce ihned, zatimco makrofagy vyzaduji ke své plné funkci aktivaéni signaly
poskytované T-lymfocyty ve formé cytokinii INFy a TNFa, takze v podstaté jsou zavislé na
kooperaci se specifickymi mechanismy (3). Rozdil prameni i z odli$né zivotnosti. Neutrofilni
granulocyty maji v Krvi polo¢as pouhych 6-12 hodin, po splnéni své funkce hynou a jsou
odstrafiovany pravé makrofagy, které oproti nim ziji relativné dlouho a jsou schopny se
transformovat do riznych aktivacnich stadii a proces fagocytosy nékolikrat opakovat (1).

Vedle fagocytarni funkce maji makrofagy jest¢ neméné dileZitou funkci regulacni.
Intracelularni infekce vyZaduji aktivaci makrofagh zavislou na Tyl bunkach, které nasledné
navozuji bunééné zprostiedkovanou specifickou imunitni odpovéd’. K aktivaci makrofagu je
tieba jeho kontakt s diferencovanymi Tyl buitkami a pro pomnozeni a diferenciaci Ty bun€k
do podtfidy Tl je nezbytnd ucast makrofagi. Makrofag jakozto APC na svém povrchu
v komplexu s MHC gp. Il. tfidy vystavuje peptidy pochazejici z mikroba, které je prislusny
klon Ty lymfocyti schopen svym receptorem (TcR) rozpoznat. Mezi butikami vznika pevny
kontakt diky vazb& adhezivnich (ICAM-1) a kostimula¢nich molekul (CD86) makrofagi S
pfislusnymi receptory na povrchu Ty. Makrofagy produkuji IL-12, ktery ma za tkol
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diferencovat pomocné Ty lymfocyty do subsetu Tyl. Samotny kontakt IL-12 a receptoru pro

IL-12 na Ty-lymfocytech ale k diferenciaci nestaci, uplatiiuji se i signaly pies TcR, CD 28 a

dalsi molekuly, které nastartuji déje vedouci k pomnozeni klonu T-bunék dané specifity a k

diferenciaci na efektorové Tyl. Tyl lymfocyty produkuji INFy, ktery aktivuje makrofagy (2).

Takto aktivovany makrofag je jednak schopen tvofit NO, dale pak celou fadu cytokind,

jejichz prehled je uveden vtabulce ¢. 3. Pomoci nékterych cytokinii produkovanych

aktivovanymi makrofagy se spousti i celd kaskada reakci, které maji souhrnné prozanétlivy

ucinek (3).
Tabulka & 3
Piehled cytokinui produkovanych makrofiagy a jejich funkce

Cytokin Jiné zdroje Funkce

IL-1la,p | neutrofily Kostimulace T, indukce TNF a IL-8, pyrogen,
prozanétlivy

TNF-0 | monocyty, NK Indukce mistniho zanétu, aktivace endotelii

IL-6 Tw2, neutrofily Stimulace T, B, sekrece Ig, indukce syntézy proteint
akutni faze, pyrogen, prozanétlivy

IL-8 rizné bunky Chemotaxe a aktivace granulocytl, amplifikace
zangtliveé reakce

IL-10 Tw2, neutrofily Inhibice Tyl a makrofagl, indukce diferenciace na
plazmocyty

IL-12 Neutrofily, NK bunky, B- | Stimulace Tyl a NK

lymfocyty
IL-18 Kupferovy bunky Indukce INFy
IL-27 monocyty,  dendritické | Indukce IL-12R na T-lymfocytech
bunky

IL-28 bunky infikované virem | Protivirové plisobeni (jako INF)

IL-29 buriky infikované virem | Protivirové pusobeni (jako INF)

INF-a Lymfocyty, monocyty Protivirové pusobeni (inhibice replikace)

G-CSF | stroma dfené, fibroblasty | Stimulace diferenciace granulocytt

GM- endotelie, T-lymfo., Stimulace diferenciace myeloidnich bunék, regulace

CSF fibroblasty hematopoesy

TGF-p | T-lymfocyty, trombocyty | Inhib. mitosy, izotypovy pfesmyk na IgA, protizanétlivy
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Z vyctu funkci cytokini produkovanych makrofadgy je patrné, ze imunitni systém

neovliviiyji jen jednim smérem, ale ptisobi na celou fadu cilovych struktur a riznymi Gc¢inky,

-----

IL-10 a TGF-B).

2.1.1.1.2. Dendritické bunky

Dendritické bunky (DC — Dendritic cells) jsou neja¢innéjsi antigen prezentujici bunky
(APC) a na svém povrchu exprimuji MHC gp. I. i IL tfidy. Jsou strategicky rozmistény
Vv celém organismu, kde se setkavaji s moznymi strukturami, které pohlcuji a v komplexu
s MHC gp. II. tfidy vystavuji na povrchu $t€py pochazejici z pohlceného materialu. Pokud
V organismu neni pfitomna infekce, nezralé dendritické buiikky pohlcuji a zpracovavaji
struktury télu vlastni, napt. odumfielé bunky (1). Specifické T lymfocyty, které organismu
vlastni antigen rozpoznaji, jsou bud’ utlumeny, nebo se diferencuji na Treg lymfocyty, které
aktivné potlacuji autoimunitni reakci proti vlastnim antigenim. Dendritické bunky se tak
vyznamné podili na toleranci vlastnich struktur (2). Pokud se ovSem setkaji s patogenem,
aktivuji se a diferencuji se na zral¢ dendritické builkky. Ty migruji do sekundarnich
lymfatickych organti, kde ptredkladaji antigenni $t€¢p lymfocytim a tak je aktivuji. Zralé DC
ztraceji schopnost pohlcovat ¢astice z okoli a méni se na G€inné APC. ZvySuji expresi MHC
glykoproteint, kostimulacnich a adhezivnich molekul a produkci cytokinl, které jsou
vyuzivany T lymfocyty a stimuluji jejich diferenciaci. Naivni lymfocyty, tj. ty, které se jesté
nesetkaly s antigenem, mohou byt aktivovany pouze zralymi dendritickymi bunikami. Jakmile
dendritické bunky dosdhnou zralosti, je tento proces ireverzibilni a po splnéni tkolu hynou
apoptosou. DC rovnéZ hraji roli v imunitni odpovédi na napadeni virem. Jsou virem casto
infikovany a v komplexu s MHC gp. 1. tfidy poté exprimuji vlastni, virem abnormalné
zménéné proteinove Sté€py, které jsou rozpoznavany antigenné specifickymi T¢. Podileji se tak
jak na bunécné zprosttedkované cytotoxické odpovédi, tak na odpovédi zaloZené na Ty
lymfocytech, potazmo na protilatkach (1). Dendritickych bunék je n€kolik typa, které se 1isi
vyvojovym puvodem, prevazujicim vyskytem v danych tkdnich a expresi urcitych
povrchovych CD znakl. Folikuldrni DC prezentuji antigen B lymfocytim a hraji ulohu

Vv procesu imunologické paméti B lymfocytt (2).
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2.1.1.2 NK buiky

NK buiky jsou oznaCovany jako pfirozeni zabije¢i. Vznikaji, rovnéz jako T i B-
lymfocyty, z lymfoidniho progenitoru. Jsou morfologicky velice podobné T lymfocytim, ale
jelikoz nemaji na svém povrchu antigenné specifické receptory, jsou fazeny do imunity
nespecifické. Jejich tloha v organismu je vyhledavat a bez ptedchozi stimulace ¢i proliferace
okamzité nicit predev§im bunky nadorové a infikované virem. Dal$i analogie s T lymfocyty je
ve zpusobu a mechanismu likvidace patogent. Obsahuji, stejné jako cytotoxické T-lymfocyty,
cytotoxicka granula s perforinem (jenz zprostiedkuje priuchod do ter¢ové bunky) a granzymy
(enzymy, které tercovou bunku zlikviduji) (2).

Tyto buniky maji na povrchu v zasad¢ dva druhy receptorii — pozitivni (stimula¢ni) a
negativni (inhibi¢ni) a podle ptfevahy dané skupiny se bud’ cytotoxické mechanismy stimuluji
¢i inhibuji. Do skupiny navozujici cytotoxickou aktivitu patii pfedevsim Fc-receptor (FCR,
CD16), ktery vaze Fc casti protilatek opsonizujicich ¢astici. Tento d€j se nazyva cytotoxicka
reakce zavisla na protilatkach — ADCC. Do skupiny s inhibiénim uc¢inkem na cytotoxickou
aktivitu patii predevSim receptory rozeznadvajici MHC gp. 1. tfidy. Builky s dostate¢nou
expresi MHC gp. L. tfidy tedy nejsou odstrailovany NK buiikami. Nékteré nadorové zménéné
a virem napadené buiky se odvrhovanim MHC gp. I. tfidy maskuji proti cytotoxickému
ucinku T-lymfocytii. NK bunky tedy ni¢i ty struktury, které maji na svém povrchu MHC gp.
I. abnormalné malo (2).

Dalsi funkci NK bunék, je funkce regulacni, kterou maji vlastné vSechny slozky
imunitniho systému. Produkuji naptiklad cytokin INFy aktivujici makrofagy, latky ovliviwjici
diferenciaci Ty bunék ¢i hematopoesu (IL-3, M-CSF) (1).

2.1.1.3 Komplement:

Komplement je soustava nékolika proteind, které maji po vzdjemné spolupraci za kol
infek¢ni Castici opsonizovat, chemotakticky ,,naldkat dal$i slozky imunitniho systému a
zpusobit osmotickou lyzu a tim bunku zni¢it. Do tohoto systému je zahrnovano piiblizné 30
proteind, pficemz nejdilezitéj$i tlohu zde hraje 9 sérovych bilkovin (C1-C9), jez se riznymi
podnéty kaskadovité aktivuji a nakonec tvoti tzv. MAC komplex (membrane attack complex),

jez perforuje membranu mikroorganismii a lyzuje je. K dosazeni tohoto komplexu vedou
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Vv zasadg tfi cesty, které se liSi zplisobem primarni aktivace komplementu a vice ¢i méné také
pribéhem.

Prvni cesta je nazyvéna klasickd a je zahdajena na Casticich opsonizovanych
protilatkami. Druhou cestou je draha alternativni, ktera je iniciovana na tzv. vhodnych
povrsich vyskytujicich se pfevazné na choroboplodnych ¢i cizorodych ¢asticich. Mezi takové
struktury patii LPS G- bakterii, rizné endotoxiny, bunécné stény kvasinek nebo buiky
nadorové zvrhlé. Poslednim zpusobem aktivace je cesta lektinova. Je iniciovana lektinem
vazajicim manosu (MBL, mannose-binding lectin), ktery se vaze na sacharidové struktury
ptitomnymi na mikroorganismech.

Vsechny cesty aktivace komplementu zpisobuji kaskadovité Stépeni proteinovych
komponent C2-C5 za vzniku jejich $tépnych produktl, které maji chemotaktickou ¢i
opsoniza¢ni aktivitu. V8echny drahy komplementu vyustuji ve vznik §tépného produktu C5b
a zde je jiz mechanismus pro vSechny drahy spole¢ny. C5b spolu s bilkovinami C6, C7 a C8
vytvoti komplex, jez se zanoii do membrany ter¢ové buiiky a na néj kruhoveé nasedne 13 — 18
molekul proteinu C9 a vytvofi tak pdér. Timto otvorem v membrané nasledné unikaji
cytoplazmatické komponenty, je narusena osmoza a buiika podléha 1yze. OvSem ucinnost na
mikroorganismy obdafené bunéfnou sténou je nulova a tak komplement ma svoji
nezastupitelnou ulohu pfedev§im v G€inné chemotaktické a opsonizacni aktivité svych

meziprodukti (2).

2.1.1.4 Ostatni:

Dalsimi neméné dulezitymi slozZkami neadaptivni imunity jsou proteiny akutni faze.
Jsou to rtznorodé bilkoviny obsazené V séru a jejich koncentrace se v zavislosti na tadé
podnéti meéni. Takovym stéZejnim stimulem pro jejich syntézu v jatrech je pusobeni
prozanétlivych cytokind, které jsou vreakci na zanét produkovany imunokompetentnimi
bunikami. Nespecifickou obranu proti virovym infekcim zastdvaji interferony, jez patfi do

obsahlé¢ rodiny cytokint. Dilezitou Glohu sehravaji i lektiny ¢i erytrocyty a trombocyty (1).
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2.1.2 Specificka imunita

Specifickd imunita se vyznacuje tim, ze ptisluSné bunky ¢i protilatky reaguji proti
konkrétnimu specifickému epitopu dané¢ho antigenu a pouze na tuto strukturu se vazi jako
zamek vs. kli¢. Jejich plna odezva a funkce nastava az po setkani s piislusnym antigenem a po
piijmuti kostimulacnich signalti poskytovanymi dal$imi imunokompetentnimi bunkami se

%6

teprve plné aktivuji. Vykazuji jev zvany ,,imunologickd pamét*, kdy cast lymfocyti po
splnéni své funkce apopticky nezahyne, nybrz se pifeméni na tzv. pamétové bunky, které¢ v
pfipad¢ sekundarni infekce danym patogenem zajisti rychly rozvoj protektivni obranné
reakce. Tento tkaz doklada, Ze specificka imunita na rozdil od té nespecifické neni

ontogeneticky jednotna, tj. v prub&hu vyvoje daného jedince se méni.

2.1.2.1 Specificka bunééna imunita

Zastupci bunééné specifické imunity jsou B a T lymfocyty a buiiky, které vznikaji

jejich dalsi diferenciaci, tj. buniky plazmatické ¢i pamétové.

2.1.2.1.1 T-lymfocyty:

T lymfocyty pochéazeji z hematopoetickych kmenovych bunék, odkud migruji do
thymu. V thymu se pfes n¢kolik diferenciacnich stadii méni na zralé lymfocyty, které jsou
vyplavovany do periferni krve a sekundarnich lymfatickych organti, kde ¢ekaji na kontakt s
antigenem. Dale v thymu probiha proces selekce, ktery je soucasti tzv. indukce tolerance
vlastniho. Pteziji jen lymfocyty, jeZ jsou schopny s dostateCnou afinitou rozeznat antigenni
Stépy v komplexu s MHC gp. na povrchu APC (pozitivni selekce) a jsou niCeny ty, které
reaguji s vlastnimi strukturami (negativni selekce). Tyto TcR receptory zralych lymfocytt
jsou strukturné velice podobné imunoglobuliniim. TCR, podilejici se na rozeznavani antigentl,
je asociovan s komplexem CD3, ktery je vyznamny pro pienosu signalu (1).

T lymfocyty se déli podle koreceptoru poméhajiciho vdzat MHC gp. na CD4" a CD8"
lymfocyty. Koreceptor CD 4 se podili na vazbé MHC gp. Il. tfidy a CD 8 na vazbé¢ MHC gp.
I. tiidy. MHC gp. 1. tfidy se vyskytuji na vSech jadernych bunikach a v komplexu s nimi jsou
vystavovany peptidové $t€py z proteini pochazejicich z dané buiky (buiiky napadené viry,
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nadorové bunky). Oproti tomu MHC gp. II. tfidy se vyskytuji pouze na profesiondlnich APC
a vazou peptidy pochazejici z materidlu buiikou pohlceného. Cilem CD 4" T lymfocyti
nazyvanych Ty (helper, pomocné) je ptevazné regulace a sekrece cytokini pusobicich bud’ na
tvorbu protilatek ¢i na aktivaci makrofagli a obecné napomahat ostatnim strukturam imunity
ve funkci. Mizeme jej dale v zavislosti na produkovanych cytokinech délit na podtyp Twl,
Tw2, THO a zvlastni skupinu Treg. TYp Twl, produkujici pievazné IL-2 a INFy, napomaha
svymi pusobky ve funkci makrofagim, typ T2 podporuje protilatkovou odpoved a
produkuje ptevazné interleukiny IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10. Podtyp TH0 se vyznacuje produkci
smési cytokinti prvni i druhé skupiny. Podskupina Trec méa velmi dualezitou 0Glohu pfi
udrzovani tolerance k vlastnim tkanim (2).

V krvi se vyskytuji prekurzorové Ty lymfocyty a smér, jakym se budou dale vyvijet,
zavisi na cytokinovém prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Urcujici je pomér IL-4 (produkovany
basofily, mastocyty i samotnymi Tp2) a IL-12, jeZz je tvofen pievazné infikovanymi
makrofagy. IL-12 pusobi jako diferenciacni faktor pro Tyl, IL-4 podporuje vznik Ty2. Cilem
podskupiny Tyl je G¢inna pomoc makrofagim a jejich pfeména na aktivovanou formu.
Takovyto makrofdg s pohlcenym mikroorganismem vystavuje jeho $t€py na svém povrchu
v komplexu s MHC gp. II. tfidy a ty jsou rozpoznavany TcR receptory Ty lymfocytd. Dale
sekretuje IL-12 a pod vlivem dalSich adhezivnich spojeni a kostimula¢nich signald (vazbou
proteinu makrofagii CD 86 na receptor lymfocyti CD 28) se zac¢ne dale tvofit a diferencovat
podskupina Ty1. Takto aktivované Tyl klony jsou zdrojem IL-2, jeZ je vSeobecnym ristovym
faktorem a INFy, ktery spolu s TNFa aktivuje makrofagy, jez jsou poté schopny tvofit enzym
NO-synthasu, nasledné baktericidni oxid dusnaty a U¢inn¢ tak likvidovat i intracelularni
mikroorganismy k jinym baktericidnim prostiedkim fagocyti odolné (1).

Tnl subset je rovnéZ zodpovédny za tzv. imunopatologické reakce oddaleného typu
(DTH; delayed type hypersensitivity). Pf¥i tomto procesu se v experimentalni praxi zvite
intradermalné imunizuje antigenem, coz vede ke vzniku antigenné specifickych Tyl bunék.
Po nékolika tydnech se aplikace antigenu ve vhodném adjuvans opakuje a v tu chvili za¢nou
K mistu reakce migrovat Tyl lymfocyty i makrofagy a vzajemné se stimulovat. Po 24-72
hodinach se v misté¢ vpichu objevi charakteristicka lokalni reakce zpuisobend bunécnou
infiltraci. Na tomto principu funguje tzv. tuberkulinova zkouska (2).

Pokud jsou v procesu zapojeny basofily ¢i zirné bunky, produkuji v hojné mite I1L-4,
ktery urcuje diferenciaci v klon T2, jehoz ukolem je pfeména B lymfocytt na plazmatické
bunky a produkce protilatek. Setkani Ty lymfocytu v cytokinovém prostiedi bohatém na IL-4
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s APC, nejlépe dendritickou bunkou, navodi diferenciaci na klon zralych Ty2 bunék.
Kontaktem TcR na Tu2 s komplexem MHC gp. II. tfidy a antigenniho §tépu na povrchu B
lymfocytu, vlivem kostimulaénich signalii (navozenych vazbou ligandu T2 lymfocyti - CD
40L na receptor CD 40 na povrchu B lymfocytu) dochazi k pifeméné B bun¢k na plazmatické
bunky a k tvorb¢ protilatek (2).

CD 8" lymfocyty, nazyvané Tc (cytotoxické) lymfocyty se podileji pievazné na niceni
bunék napadenych virem a buné¢k nadorové zvrhlych, které vystavuji peptidové fragmenty
v komplexu s MHC gp. 1. tfidy na povrchu postizené buniky. Tyto $tépy jsou nasledné
rozeznavany danym klonem lymfocytl a posléze, pokud jsou pfitomny kostimula¢ni signaly,
dojde k nastartovani cytotoxickych dé&ji vedoucich k 1yze teréové bunky. Bunky, jez obsahuji
pottebné kostimula¢ni molekuly, jsou pfedevs§im aktivované dendritické builkky a makrofagy.
Pokud by Tc¢ lymfocyt dostal signal pouze ptes jeho TcR bez signali zprostiedkovanych
kostimula¢nimi molekulami, byl by utlumen. Pokud ovSsem dojde ke kontaktu s APC, ktera na
svém povrchu exprimuje MHC gp. I tiidy se §t€py abnormalnich proteinti, patiicné adhezivni
a kostimula¢ni molekuly, T¢ klon za¢ne proliferovat a diferencovat se na zralé efektorové Tc.

K proliferaci T¢ bunék je zapotfebi mimo jiné IL-2 produkovany subsetem Tyl, které
tak cytotoxickou reakci zalozenou na T¢ lymfocytech podporuji. Dilezitd role Ty lymfocyti
V tomto procesu spociva rovnéz v aktivaci dendritickych bungk, jelikoz pouze Ty lymfocyty
stimulovana dendriticka burika je schopna ucinné navodit proliferaci Tc. Jakmile T¢ lymfocyt
dosdhne zralosti, postaci k jeho plné cytotoxické aktivité pouze signal zprostiedkovany pres
TcR (kostimulacni signaly jiz nejsou nutné). Efektorové Tc lymfocyty jsou roznaseny krvi do
tkani, kde mohou uplatnit své cytotoxické mechanismy. Ve své cytoplazmé obsahuji granula
S proteinem perforinem, ktery perforuje membranu patogenni buiikky a mlize zpusobit i jeji
lyzu. Cast&ji ovsem vytvofeny otvor slouzi jako vstupni brina pro w¢inné proteasy Tc
lymfocytl - granzymy. Ty nasledné $tépi enzymatické komponenty patogenu a nastartuji tak
kaskadu reakci vedouci k apoptické smrti dané bunky. Dale T¢ lymfocyty na svém povrchu
exprimuji protein Fas ligand (FasL), ktery po kontaktu s Fas receptorem na povrchu fady
bunck véetné patogennich, navozuje apoptickou smrt bunky. Zajimavé je, ze T buiiky na
svém povrchu exprimuji rovnéz Fas receptor a mohou tedy zpisobit programovanou smrt
rovnéz sami sob¢. Timto mechanismem se Casov€é omezuje agresivni cytotoxicka reakce
zalozena na Tc lymfocytech. Vedle téchto mechanismt, které vyzaduji specificky

bezprostiedni kontakt s terovou strukturou, sekretuji Tc lymfocyty do svého okoli cytokin
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lymfotoxin (LT, TNFp), jehoz G¢inky navozuji rovnéz indukci apoptosy. Masivni aktivaci
agresivnich T¢ lymfocytd tak mize dojit k poskozeni okolnich vlastnich tkani (2).

Tc lymfocyty hraji roli pfi tzv. imunopatologickych reakci bunéénych cytotoxickych,
jejichz prabéh je podobny s vyse zminovanou DTH reakci a ¢asto se vyskytuji v kombinaci.
Tul lymfocyty pfi ni vedle makrofighi aktivuji i CD 8" lymfocyty, které své efektorové

funkce mifi proti buitkkam napadenych virem ¢i nadorovym bujenim (2).

2.1.2.1.2 B lymfocyty:

Hlavni ulohou B lymfocyti je jejich pfeména na plazmatické buiky a nasledna tvorba
protilatek. Na svém povrchu exprimuji receptor BcR, coz je membranové vazany monomerni
imunoglobulin IgM nebo IgD. Na rozdil od receptoru T lymfocyti - TcR, BCR je schopen
vazat antigen v nativni, tedy nezménéné formé a nikoliv v komplexu s MHC gp. MHC gp. II.
tiidy jsou vSak na povrchu B lymfocytli exprimovany a umoznuji B lymfocytim fungovat i
jako APC.

Proces, pfi némz vznikd z B lymfocytu plazmaticka buiika, je slozity a vyzaduje
pomoc Ty2 lymfocytl uvadénych vyse. Nejprve B buiika rozeznd antigen, navdze ho na sviij
BcR a na povrchu takové burniky se budou v komplexu s MHC gp. I1. tiidy vyskytovat $tépy
z tohoto antigenu. Ty2 bunky se setkaji s antigenem stimulovanymi B lymfocyty, svymi
specifickymi TcR navazou komplex MHC gp. II. tfidy s peptidy pochazejicimi z antigenu a
pomoci interakci dalSich adhezivnich molekul a kostimula¢nich molekul (CD 40 na B
lymfocytech interaguje s ligandem CD 40L na aktivovanych Ty2) stimuluji B lymfocyty
k proliferaci a diferenciaci na plazmatické buriky. Ty poté tvori velké mnozstvi protilatek (1).

Vedle klasické stimulace B lymfocyti, ke které je nutnd pomoc T lymfocyti, existuje
nékolik latek schopnych vyvolat jejich proliferaci a diferenciaci bez pfi¢inéni T bunék. Mezi
struktury takto plsobici patii naptiklad bakteridlni lipopolysacharid (LPS), pro ktery maji B
lymfocyty pfislusny receptor. Vysledkem takové reakce je prevazné tvorba nizkoafinnich
protilatek tfidy IgM. Dal§imi latkami ptsobicimi jako polyklonalni mitogeny B lymfocyta
jsou mikrobialni polysacharidy ¢i polymerni proteiny. Tyto veliké molekuly slozené
z opakujicich se totoznych sekvenci reaguji s velkym mnoZstvim BcR, B buiiky tak shlukuji a
vyvolaji diferenciaci a proliferaci. Ackoli stimulace k déleni a diferenciaci na plazmatické

buniky a nasledna produkce protilatek tedy mize vzniknout bez vlivu T lymfocytu,
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plnohodnotné reakce je zavisla na cytokinech jimi tvofenymi, tudiz nezévislost na T bunikach

neni Gplna (2).

2.1.2.2 Specificka humoralni imunita

2.1.2.2.1 Protilatky:

Humoralni slozkou specifické imunity jsou protilatky, jez jsou produktem
plazmatickych bun€k diferencovanych z B lymfocyti. Kazdd molekula imunoglobulinu je
tvofena dvéma tézkymi fetézci (U, d, v, a a €) a dvéma lehkymi (k a A), které jsou vzdjemné
pfipojeny disulfidickymi mustky. Zakladni jednotkou je tzv. doména tvofici zékladni
strukturu a obsahuje ptiblizné¢ 110-120 sekvenci aminokyselin. T€zké fetézce imunoglobulind
se skladaji ze Ctyt takovych domén (nékteré tiidy dokonce z péti), lehké potom ze dvou. Cela
molekula imunoglobulinu schematicky pfipomind pismeno Y. Domény na N konci obou
fetézcl jsou variabilni, to znamend, Ze jsou u produktu kazdého klonu plazmatickych bunék
odli$né, vaze se na n¢ antigen a jsou tedy mistem specifické reakce mezi protilatkou a
antigenem. Ostatni domény nazyvame konstantni a jsou vzdy u stejné tiidy protilatek totozné.
Tyto konstantni domény prochazi zménou pfi procesu izotypového presmyku, kterym se tvori
protilatky jinych tfid, tj. z prvnich tvofenych protilatek IgM se tvoii dalsi izotypy IgD, IgG (s
podtypy 19G1-IgG4), IgA (majici dvé varianty IgAl a IgA2) a IgE. Dale lze casti
imunoglobulinu rozliSovat na fragmenty vznikajici po nastépeni enzymem papainem na dva
stejné Fab $tépy, kdy kazdy ma jedno monovalentni vazebné misto pro antigen a fragment Fc.
Za tuto Cast protilatky je imunoglobulin vazan na Fc receptory riznych imunokompetentnich
bunék, napiiklad fagocytl, NK bunck a na toto misto se vaze i komplementovy protein CI.
Z tohoto faktu vyplyva jedna z nejdilezitéjsich tloh protilatek a to proces zvany opsonizace
(2).

Protilatkou oznacené antigeny jsou imunitnim systémem likvidovany a casto zde
probiha tzv. ADCC, na protilatkach zavisla cytotoxicka aktivita, kdy se na Fc ¢ast navazaného
imunoglobulinu navaze Fc receptor napi. NK bunék a podniti je tak k pfimé cytotoxické
aktivité. Zapocina u nich 1 klasicka cesta aktivace komplementu, ovSem ne kazdy izotyp ma
ob¢ tyto vlastnosti — tj. naptiklad protilatky tfidy IgM aktivuji komplement, ov§em fagocyty

jiz ne, IgA presné naopak. Vyznamnou roli maji protilatky 1 ve slizni€ni imunité.

30



Imunoglobulin (nejcastéji IgA) se svou sekre¢ni komponentou, coz je zbytek transportniho
Fc-receptoru zajist'ujici protilatce odolnost vici proteasam, neutralizuji antigeny na povrsich

sliznic a tak napomahaji obran¢ proti pruniku patogenti do organismu (2).

2.1.3 Cytokiny:

Na tyto latky proteinové struktury miizeme pohlizet jako na tzv. tkanové hormony, jez
jsou vysoce biologicky aktivni, tj. jejich ucinky jsou znatelné uz pii velmi nizkych
koncentracich, fddové pg/ml. Jsou produkovany ptredevS§im bunikami imunitniho systému,
posléze sekretovany do okolniho prostiedi a po vazbé na pro né specificky receptor na cilové
burnice na ni pusobi. Vedle tohoto mechanismu mame jest¢ membranové vazané cytokiny,
které vyzaduji pfimy kontakt bunika-cilova buiika a samostatné ve tkani ¢i télni tekutinou
unaseny nejsou.

V zasad¢ tedy mame tii zplsoby pusobeni, jez jsou totozné¢ jako u klasickych
hormonti, a to autokrinni, kdy cytokin je sekretovan tou samou builkou, kterd nese i
specificky receptor, parakrinni, kdy plsobi na builky v blizkém okoli zdrojové buiky a
endokrinni, kdy je cytokin sekretovan do cévy, kterou je unésen na vzdalené misto plsobeni.
Nejcastéj$i jsou Vramci imunitniho sytému prvni dva uvadéné mechanismy. Podobnost
s hormony je zfejma 1 proto, zZe nékteré hormony se mohou za urcitych podminek chovat jako
cytokiny a buiiky imunitniho systému pro né maji pfislusné receptory a naopak. Hranice mezi
klasickymi hormony a cytokiny neni ostra (2).

Dalsi charakteristikou tzv. cytokinové sité je to, ze Casto pusobi na nékolik druht
bunék zaroven (pleiotropni ucinek), jeden cytokin podnécuje tvorbu dalsiho (kaskadovité
pusobeni) a Casto maji do jisté miry synergistické (ucinku se dosdhne pouze v jejich
kombinaci) ¢i antagonistické (jeden cytokin inhibuje ¢i oslabuje G¢inky druhého) plsobeni.
Spousta téchto latek ma podobné ucinky, tudiz zde funguje jistd mira zastupitelnosti, kdy
naptiklad v ptipad€ poSkozeni tvorby dané¢ho cytokinu muze byt jeho uloha pievzata jinym.
Tomuto jevu se fika redundance. Stejné tak, jako miize jeden cytokin ptsobit na fadu cilovych
bun¢k, mlze jeden druh imunokompetentnich bunék tvofit fadu cytokinil s riznymi Uc¢inky.
Z tohoto faktu vyplyva, Ze jsou produkovany jak buitkami spadajicimi pod specifickou, tak
nespecifickou imunitu a ovliviiuji fadu struktur adaptivni 1 neadaptivni imunity a ¢asto jejich
pusobeni dokonce ptfesahuje hranice imunitniho systému. Jeden dany cytokin tak mize byt

produkovan ¢i miiZze pusobit na fadu struktur najednou, a to i v pfipad¢, ze jejich efektorové
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funkce jsou protichidné. Hraji tak v podstaté ulohu jakési ,,spojnice mezi témito
jednotlivymi systémy, at’ uz pouze mezi specifickou a nespecifickou ¢asti v ramci imunitniho
systému, tak naptiklad mezi systémem imunitnim a endokrinnim ¢i nervovym (2).

Rozmanité plisobeni a fakt, Ze hranice mezi nimi a hormony neni jasn¢ definovana,
naznacuje, ze pijde o velice obsahlou skupinu latek. Je tedy nékolik aspektt, podle nez je
mozno cytokiny délit. Lze je klasifikovat naptiklad podle funkce na ty s prozanétlivym,
se vV bunécéné ¢i humoralné zprosttedkované imunité. Dalsim hlediskem pro jejich zafazeni
muze byt struktura, kdy ovsem i cytokiny s podobnym t¢inkem mohou mit zna¢né rozdilnou
chemickou strukturu a naopak. Dal$i moznosti je déleni do skupin, jejichz nazvy vyjadiuji
spiSe historicky vyvoj jejich objevovani nez vylucné funkéni ¢i strukturni spjatosti. Dle této
zazité terminologie jsou cytokiny clenény na interleukiny, chemokiny, interferony,

transformujici rustové faktory, faktory stimulujici kolonie, faktory nekrotizujici nadory a jiné

vvvvvv

Tabulka &. 4
Cytokin Zdroje Funkce
Interleukiny
IL-1a,p | MF, N Kostimulace T, indukce TNF a IL-8, pyrogen
IL-2 Tul Ristovy faktor T, NK, B
IL-3 Thl Stimulace hematopoetickych prekurzori
IL-4 Tn2, BAS Stim. B, indukce T2, indukce izotypového presmyku na IgE a
IgG4, inhibice Tyl a MF
IL-5 Tw2, EOS Stim. B, rastovy faktor EOS
IL-6 Tw2, MF, N Stim. T, B, sekrece Ig, syntéza prot. akut. faze, pyrogen
IL-7 Stroma, kostni | Stimulace lymfoidnich prekurzort
dien
IL-9 Th2 Stimulace T
IL-10 T2, MF, N Inhibice Tyl a MF, indukce diferenciace na plazmocyty
IL-11 Fibroblasty Podobné IL-6, riistovy faktor prekurzorti megakaryocytt
IL-12 MF, N, NK, B | Stimulace Tyl a NK
1L-13 Tw2 Podobné IL-4
IL-14 T, folikul. DC | Stimulace B, udrzovani pamét'ovych B
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IL-15 Epitelie, M Podobné IL-2
IL-16 CD8+T Chemotaxe CD4+ T
IL-17 CD4+T Stim. endot., epit. a fibroblasti k produkci IL-6, IL-8 a G-CSF
IL-18 Aktiv. MF Indukce INF-y
IL-19 Aktiv. M Indukce IL-6 a TNFv M
IL-20 M Proliferace keratinocyty a produkce TNF
IL-21 Aktiv. T, ZB | Proliferace T, B, NK
IL-22 Aktiv. T, NK | Inhibice T2, podpora zanétu, tvorba proteint akutni faze v jatrech
IL-23 Aktiv. DC Proliferace pamétovych T, zvyseni produkce INFy
1L-24 M, aktiv. T Inhibice nadora
IL-25 7B, T2 Podpora tvorby T2 cytokint
IL-26 Thl, NK
IL-27 M, MF, DC Indukce IL-2R na T
IL-28 A, | Virové Protivirové puisobeni
B (INF- infikované
Y2, 3) buniky, MF
IL-29 Virove Protivirové ptisobeni
(INF-y 1) | infikované
bunky, MF
1L-31 Th2 Regulace koznich reakci, atopie
IL-32 L, epitelie Indukce IL-8, TNF
Interferony
INFa L, M, MF Protivirova obrana (inhibice replikace)
INFp Fibroblasty, Protivirova obrana (inhibice replikace)
epitelie
INFy Trul, NK Aktivace MF, stimulace exprese MHC gp.
Faktory stimulujici kolonie
M-CSF L, endotelie, Stimulace diferenciace monocytl
M, fibroblasty
G-CSF Stroma diené, | Stimulace diferenciace granulocytt
fibroblasty, MF
GM-CSF | T, endotelie, Stimulace diferenciace myeloidnich bun¢k
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MF fibroblasty

Transformujici ristové faktory

TGFa Rizné Diferenciace hematopoetickych dieniovych bunck
TGFp T, MF, TRO Inhib. mitosy, izotyp. pfesmyk na IgA, protizanétlivy
Skupina TNF
TNFa M, MF, NK Indukce mistniho zanétu, aktivace endotelii, i membr. forma
TNFp Tc Cytolyza, aktivace endotelii
CD 30L T, M Aktivace L pres CD 30, membr. forma
CD40L | Tn Aktivace B, indukce somat. mutaci, paméti a izotyp. piesmyku v B
FasL Tc Indukce apoptosy pres Fas
TRAIL T, M Apoptosa aktivovanych T a nadorovych bunék
APRIL MF, L Proliferace B
LIGHT Aktiv. T, M, Aktivace DC
DC
TWEAK |M Angiogeneze
BlyS T, DC, M, MF | Proliferace B
Chemokiny
IL-8 Rizné Chemotaxe, aktivace granulocytii
ptrombo- | Granulocyty Chemotaxe a aktivace granulocytil a fibroblast
globulin
MCP-1 Rizné Chemotaxe a aktivace M a BAS
MIP-1a M, T, BAS Chemotaxe a aktivace M, granulocytiia T
RANTES | T, TRO Chemotaxe a aktivace M, T
Jiné
SCF Razné Diferenciace hematopoetickych dfefiovych bunék
EPO Hepatocyty, Stimulace diferenciace erytroidnich bun¢k
ledviny
MIF Aktivované T | Aktivace MF, inhibice migrace
PDGF TRO, rizné Hojeni ran, stimulace mitosy
LIF Rtzné Stimulace riiznych bunck

Pouzité zkratky: BAS: basofily; EOS: eosinofily; N: neutrofily; M: monocyty; MF: makrofagy; NK: Natural
killer; L: lymfocyty; B: B lymfocyty; T: T lymfocyty; ZB: zirné buiiky; DC: dendritické buiiky; TRO:

trombocyty
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Do rodiny cytokinli spadaji rovnéz interferony, které¢ jsou pro svoje piisobeni ¢asto
fazeny k nespecifické ¢asti imunitniho systému. Interferonovy systém zahrnuje vesmés 4
odlisné druhy interferont, a to INFa, INFB a INFw, jez jsou pro svou podobnost Casto
nazyvany interferony I. typu a strukturné i funkéné zcela odlisny INFy. Interferony I. typu
jsou cytokiny tvorené pievazné buikou infikovanou virem a v nich i v bunkach dosud
nenapadenych jsou schopny navozovat tzv. antivirovy stav tim, ze spusti syntézu enzymu
potlacujicich replikaci virt. Maji antiproliferativni G¢inek obecného charakteru, proto jsou
vyuzivany napiiklad pii terapii nddorovych onemocnéni. Oproti nim je INFy produkovan
hlavné antigenné specifickymi T lymfocyty spadajicich pod Tyl subset a spolu s TNFa
aktivuje makrofagy, ¢imz se vedle své imunomodula¢ni a antitumorové aktivity podili na
eliminaci intracelularnich bakterii (1).

V diplomové praci jsou stanovovany nasledujici prozanétlivé cytokiny:

IL-1B

IL-1B patii, stejné jako IL-la a IL-6, do skupiny interleukini s pluripotentné
prozanétlivym ucinkem. Nézev interleukiny piivodné znamenal, ze pomoci téchto latek je
zprostitedkovdna komunikace mezi leukocyty, ovSem pozdé€ji se zjistilo, Ze jejich pole
pusobnosti je znacné Sirsi. IL-1 je produkovan v rizné mife vSemi jadernymi bunikami,
nejvice ale monocyty ¢i aktivovanymi makrofagy. Jeho G¢inky se daji souhrnné nazvat jako
prozanétlivé — vedle pyrogenni aktivity ptsobi jako aktivator T lymfocytl a znacn€ moduluje
vyskyt adhezivnich molekul jak na leukocytech, tak na endoteliich. IL-1 pisobi také jako

regulator exprese fady vyznamnych geni (1).

IL-6

IL-6 je fazen, rovnéz jako vySe uvedeny IL-1, do skupiny pluripotentnich
prozanétlivych interleukinti a fada biologickych ucinkii je mu tudiz podobnd. Nejvétsi
produkci IL-6 maji na svédomi piedev§im T a B lymfocyty, ale opét ho mohou tvofit i ostatni
jaderné bunky. Mezi jeho nejhodnotnéjsi funkce patii, vedle pyrogenni aktivity, regulace
diferenciace a proliferace B lymfocytii a produkce protilatek. Dale jsou proteiny akutni faze

jaternimi bunikami syntetizovany po pfijeti signalu poskytovanym IL-6 (1).
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TNFa

TNFa patii do tzv. rodiny tumor nekrotizujicich faktori, mezi jejiz zéstupce patii
TNFa a TNFp, které jsou si velmi podobné jak strukturou, tak ucinky. TNFa je tvofen celou
fadou bun¢k od T ¢i B lymfocytt, pfes NK buiiky a neutrofily, az po keratinocyty a endotelie.
Jeho nejvyznamnéjsi produkci ovSem zastavaji buniky nalezici do monocyto-makrofagové
linie. Jeho dopad na organismus je nezastupitelny a rozmanity a je mozno ho oznalit za
nejdulezitéjsi cytokin nespecifické imunity, a to pouze s lehkou nadsazkou. Je
nejvyznamnéjsim cytokinem produkovanym subsetem Tyl a podili se na fyziologické
cytotoxické aktivité timto subsetem zprostfedkované (1).

Diky jeho u¢inkim je ¢asto tazen, stejné jako IL-6 a IL-1, do skupiny pluripotentnich
prozanétlivych cytokini. Je schopen zplsobit zvySeni télesné teploty vlivem na
hypothalamus. Vedle pyrogenni aktivity ma, stejné jako IL-6, vliv na tvorbu bilkovin akutni
faze v jatrech a stejné jako IL-1 podnécuje expresi adhezivnich molekul na leukocytech a
endotelovych buikach. Jeho zvysend tvorba stimuluje osteoklasty podilejici se na resorpci
kostni tkdné, zvySuje koagulacni aktivitu endotelii a méd vSeobecné katabolické Ucinky.
Z tohoto divodu lidé dlouhodobé nemocni, naptiklad AIDS ¢i rakovinou, ztraceji na vaze (1).

Dilezitou informaci je, ze jednim z nejvyznamnéjSich podnéti tvorby TNFa
v makrofazich je lipopolysacharid (LPS) obsazeny v bunécnych sténach predevsim G-
bakterii. S timto faktem je spojen mechanismus vzniku tzv. septického Soku, kdy pokud se do
krevniho obéhu dostane velké mnoZstvi G- bakterii, LPS se vaze na sérovy protein LBP
(lipopolysacharide binding protein) a tento komplex interaguje s membranovym receptorem
CD 14 na makrofazich a monocytech. Jeho stimulaci je nastolena velka produkce TNFa
témito buitkami. Pfehnana aktivita na podnét, jenz pretrvava i poté, co byl mikroorganismus
usmrcen, preriistd V rapidni systémovou zanétlivou odpovéd’ se vSemi duisledky a neziidka

vytst'uje az v multiorganové selhani (1).
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2.2. Zmény navozené chirurgickym zakrokem v _abdominalni

oblasti

Chirurgickym zakrokem v bfiSni oblasti dochazi k poskozeni kontinuity peritonea.
Peritoneum je serosni bldna vystylajici abdomindlni dutinu. Skladd se zjedné vrstvy
mesothelu na basalni membrané a podkladové vrstvy pojivové tkan€. Peritoneum je bohaté
prokrvené a jako organ se vyznamné podili na fad¢é procesi, napiiklad na regulaci zanétlivé
odpovédi, fibrinolyze, angiogenezi ¢i na procesu hojeni a obnovy tkané (4; 5; 6; 7). Tim, Ze
umoznuje vyménu molekul, udrzuje homeostasu a tvorbou peritonealni tekutiny poskytuje
organim dutiny bfiSni vhodné prostfedi pro jejich spravnou funkci. Jelikoz jim vedou
lymfatické cévy je i mistem rychlych imunologickych reakci a pfi poskozeni, naptiklad
chirurgickym vykonem, je navozena imunologicka odpovéd..

V disledku aktivace zanétlivého procesu se degranulaci peritoneédlnich zirnych bunck
zvysi cévni permeabilita a pod vlivem chemotakticky aktivnich latek migruji do mista potieby
imunokompetentni  buiiky, pfedev§im polymorfonuklearni leukocyty. Ty pak spolu
S peritonealnimi makrofadgy, vyznamnou bunécnou populaci v peritonedlni oblasti, osidluji
postizenou oblast a hraji roli v dal§im rozvoji zanétlivé reakce. Tyto buiiky produkuji fadu
cytokinti v¢etné téch S prozanétlivym ucinkem, které plisobi jak mistné, tak systémove a cely
proces tak moduluji. ZvySena prostupnost kapilar pro proteiny a dalsi latky ma za nasledek
tzv. extravazaci plazmy, kdy do tkan¢ vedle nich ptestupuje i tekutina. Vznika tak vypotek,
jehoz sloZeni se V zavislosti na zavaznosti zanétlivé reakce méni. Mezi faktory ovliviujici
endotel cév smérem k vétsi propustnosti patii naptiklad bakteridlni LPS, nékteré metabolity
kyseliny arachidonové, produkty krevné-koagulacniho systému a zminéné prozanétlivé
cytokiny (1).

Zmény navozené chirurgickym zakrokem mohou vyustit az v pooperacni komplikace.
Vedle morfologickych zmén je tieba brat v tivahu 1 metabolické zmény, které se mohou v
peritonedlni dutin€ vyvijet, coz je nejvice zaznamenano v souvislosti s laparoskopickym

pfistupem spojenym s insuflaci CO; do peritonealni dutiny (kapnoperitoneum).
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2.2.1. Rozdilny dopad laparotomického a laparoskopického

vvkonu na imunitni odpovéd’

Frekvence pouziti laparoskopického pfistupu u chirurgickych zakrok se neustale
zvySuje. Nespornymi benefity laparoskopické metody jsou vedle kosmetickych divodii
pfedevSim redukce pooperacni bolesti, rychlejsi rekonvalescence pacientii a kratsi doba
hospitalizace. Tyto vyhody byly potvrzeny celou fadou klinickych studii (8; 9; 10; 11; 12).
Vlivem chirurgického zakroku dochazi obecné k navozeni imunitni reakce, jejiz charakter
muze mit dopad na vyvoj pooperacnich komplikaci. K ¢astym patii srtsty, infekce, u operaci
malignit je obavanou komplikaci i lokalni diseminace nadoru (13). V soucasné dobé¢ jsou
dostupné vysledky praci, které se vénuji hodnoceni systémové imunitni odpovédi na
chirurgicky zdkrok a porovnavaji zmény spojené s laparoskopickym a laparotomicky
pristupem. Problém vSak zastava u lokdlni imunitni odpovédi. Malé mnozstvi doposud
pfedevSsim experimentalnich praci zatim nedokdze jednoznacné odpoveédét, zda je
laparoskopie spojena s mirn&jsi alteraci lokalni imunitni odpovédi a mtze tak byt vhodnym
pfistupem nejen pro benigni pfiiny operaci, ale 1 pro malignity, kdy by byla lokalni

imunosuprese nezadouci pro zvySeni rizika diseminace nadoru v ¢asném poopera¢nim obdobi.

2.2.1.1. Vliv chirurgického vvkonu na systémovou imunitni odpovéd’

Bylo prokazano, ze rozsahlé trauma zpusobené chirurgickym vykonem zpisobuje
ranou zanétlivou odpovéd. Ta je charakterizovana zvySenou produkci prozéanétlivych
cytokinti (TNFa, IL-1, IL-6), expresi adhezivnich molekul na imunokompetentnich bunkach a
endoteliich a aktivaci polymorfonuklearti a makrofagl v postizené oblasti. Pietrvavajici silna
produkce IL-6 ma za nasledek mimo jiné i tvorbu ptsobkd s protizanétlivym ucinkem (14).
Jimi jsou prostaglandin E2, IL-10, TGFB ¢i imunosupresivni kysely protein (IAP;
immunosuppressive acidic protein) a jejich ptisobeni pak paradoxné pfispiva k chirurgickym
vykonem navozené imunosupresi (15). Na zplsobeny stres reaguje spolu s imunitnim
systétmem i neuroendokrinni systém (15), jejichz ptsobeni je v organismu jako celku
provazané. Trauma je registrovano autonomnimi nervovymi zakoncenimi a pusobi na osu

hypothalamus-hypofyza-nadledviny, kdy nejprve podmini uvolnovani  hormonu

kortikoliberinu hypotalamem. Ten se krevni cestou dostava do adenohypofyzy, kde stimuluje
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produkci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH), jenz stimuluje sekreci glukokortikoida
kirou nadledvin. NejvyznamnéjSim glukokortikoidem je kortizol, ktery ma silné
imunosupresivni  u¢inky, pusobi antiedematézné a podporuje imunitni odpovéd
zprostifedkovanou subsetem Ty2 (16).

V souvislosti s timto oslabenim imunitniho systému je pozorovana neschopnost
monocytii v dostate¢né mite tvofit TNFa jako odpovéd na stimulaci LPS ¢i naruSeni
zminovaného poméru Tyl/Ty2 subsetu ve prospéch Tw2 (14). Ten, jak jiz bylo feceno,
stimuluje protilatkovou imunitni odpovéd na ukor té bunéné zprostiedkované, ktera je
vyrazn¢é oslabena.

Jak jiz bylo zminéno, jednim z ukazatelli zanétlivého stavu, ktery je obrazem miry
tkanového poskozeni, jsou prozanétlivé cytokiny (IL-1 B, IL-6, TNF). Ty se pfi rozsahlém
poskozeni tkdn¢ dostavaji rovnéz do periferni krve, potazmo jater, kde stimuluji syntézu
proteini akutni faze, které se dale rovnéz podileji na modulaci zanétlivého procesu.
cytokin IL-6 a také CRP (C reaktivni protein), jenz patii do vySe zminované rodiny proteind
akutni faze. Rada studii potvrzuje vyznamné zvysenti jejich systémovych hladin po otevieném
chirurgickém zakroku (17; 18; 19; 20; 21; 22; 23), které mélo ale ve vétsiné piipadi pouze
kratkodobé trvani, kdy byl jejich vzestup detekovan 1 - 6 hodin po operaci (20; 19). N¢které
studie se ovSem s témito vysledky rozchazeji a vyznamny rozdil mezi systémovou produkci
prozanétlivych cytokini a CRP po laparoskopické a oteviené chirurgii jimi nebyl prokazan
(24; 25). Na tyto vysledky mlze mit vliv pfedev§im nehomogennost testovanych skupin
v klinicke studii, kdy imunitni reakce mohla byt ovlivnéna jiz primarnim onemocnénim. Dale
se na vysledcich podepisuje vedle velikosti a agresivity danych tumorti napiiklad i pocet
prodélanych krevnich transfuzi ¢&i v neposledni fadé samoziejmé jednotlivé postupy
inkriminovanych chirurgickych zakroki. Trvani operace, délka fezu u otevienych operaci, ale
také tlak Ci teplota a vlhkost plynu pii laparoskopii se u kazdého jedince vice ¢i méné 1isi a
vSechny tyto aspekty by mohly zptisobit nesourodost vysledka (26).

Hodnoceni systémové imunitni odpovédi po laparoskopickych a otevienych operacich
na zéklad¢ produkce cytokini se tak jevi jako diskutabilni, mohou byt sice nalézany
prokazatelné rozdily, ty jsou vSak piechodné. Navic zvySena produkce cytokinl a proteinii
akutni faze sice byva provazena vysSim vyskytem infek¢nich komplikaci a zvysSuje celkovou

morbiditu pacientli, av§ak nevypovidd obecné o stavu a pfipravenosti imunitniho systému.
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Proto je v soucasné dobé pro hodnoceni celkové imunitni reakce po chirurgickém zakroku

pozornost spiSe upfena na zmény v bunecné zprostfedkované imunitni odpovédi.

2.2.1.2. Vliv chirurgického vykonu na systémovou bunééné zprostiredkovanou

imunitni odpovéd’

Systémove je v souvislosti s jakymkoliv chirurgickym zakrokem mozno pozorovat
vzestup leukocytli, stoupd populace neutrofilnich granulocytti. Oproti tomu bylo mozno
zaznamenat sniZzeni celkového poctu lymfocytli a vSeobecné snizenou aktivitu bunécné
imunity. Byly nalezeny snizené hodnoty v fadach Tc, Ty i NK bunikach a naopak zvysena
populace supresorovych T lymfocytd (15; 27). Tyto zmény pietrvavaly minimalné 14 dni po
operaci. Zaroven byl pozorovan vzestup imunosupresivniho kyselého proteinu a kortizolu
(15), jenz, jak jiz bylo zminéno vyse, vede narusenim poméru Thl/Tw2 K Gtlumu bunééné
zprostiedkované odpovédi.

Buiky, které jsou podporovany subsetem Tyl, jsou vedle makrofagt i cytotoxické Tc
lymfocyty, jejichz tkolem je mimo jiné ni¢it nadorové zvrhlé buiiky. Pokles celkového poctu
lymfocytt je piipisovan naruSené balanci mezi Ty subsety (15). Vyzkumy svédéi pro to, ze
laparoskopie ¢aste¢né eliminuje toto nezadouci ovlivnéni poméru Tyl/Ty2 a na rozdil od
laparotomie nebyla inhibice subsetu Tyl v tak velké mife pozorovana (28; 29).

Subset Tyl se také podili na tzv. imunopatologické reakci oddaleného typu (DTH)
zminované diive. Ta, vedle bunétné cytotoxické imunopatologické reakce, s kterou je Casto
propojena, odrazi aktivitu bunééné odpovédi, jeZ se vyznamné podili 1 na ni¢eni tumorovych a
virem infikovanych bungk. Utlum bunééné imunity je tedy pii terapii tumorii znaén&
nezaddouci a mohl by pfispét k vétsi pravdépodobnosti relapsu onemocnéni ¢i vyskytu
metastaz. V nékterych studiich bylo zjiSténo, Ze laparoskopicky piistup zachovava bunécnou
imunitu oddaleného typu lépe nez otevieny laparotomicky pfistup (30; 31). Jind studie
upozoriuje, ze dilezitym faktorem je rovnéz vybér plynu pfi laparoskopii. Pfi pouziti CO;
zistala DTH reakce neporuSend, ovSem ve skupiné s heliem coby insufla¢nim plynem a
skupin€ podstupujici otevienou operaci klesala (32).

Pro U¢innou prezentaci antigenu T lymfocytim jsou nezbytné profesiondlni APC
disponujici MHC gp. II. tfidy. Exprese téchto molekul zaujima tedy v adekvatni imunitni
odpovédi dulezity post. Rada klinickych studii porovnavala expresi HLA-DR na CD 14"
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monocytech a dosla k zavéru, ze po otevienych operacich je exprese HLA-DR niZs§i nez po
jejich laparoskopickych alternativach (22; 17), pti¢emz tento pokles mél u otevienych technik
i delsiho trvani (17). Tento nalez naznaCuje, ze prezentace antigenu nezbytna K navozeni
dostate¢né imunitni odpoveédi je u laparoskopickych operaci ve srovnani s laparotomii 1épe
zachovana. Klinicky vyzkum provadény na pacientech podstupujicich minilaparotomickou a
laparoskopickou cholecystektomii potvrdil, ze laparoskopicky pfistup vV zachovani exprese
HLA molekul pied¢i i laparotomické metody provedené s minimalni invazi (33). Nicméné
nékteré klinické studie na pacientech s kolorektalnim karcinomem nenalezly v expresi HLA
antigenti mezi obéma zpuisoby signifikantni rozdil (27; 26).

N¢kolik studii hodnotilo u pacienti schopnost T lymfocytt proliferovat jako odpoveéd
na stimulaci mitogenem. Prolifera¢ni aktivita byla oslabena u obou skupin, ackoli u
laparoskopické méné nez u laparotomické (34; 35). 15 dni po operaci nabyly T lymfocyty
plnou proliferacni aktivitu pouze ve skupiné po laparoskopii (36). Stejné tak byla u obou typi
zakrokli porovndvana cytotoxicka aktivita NK bunék, které maji velmi dulezitou funkci
pfedev§im v boji proti butkdm napadenych virem ¢i nadorové zvrhlych. Suprese NK bunéck
byla u oteviené operace déletrvajici a vyraznéjsi (37). Je vSak tieba vzit v uvahu, ze praci
zabyvajicich se hodnocenim aktivity NK bunék neni mnoho a podle dosavadnich vysledki
nékterych z nich nelze ptiznivy dopad laparoskopie na cytotoxicitu ¢i pocet NK bunék
potvrdit (34; 26; 27).

Nicméné vySe uvedené nalezy sv€d¢i pro to, Ze laparoskopické operace navozuji
mensi systémovou reakci organismu a nevykazuji takovy tlumivy efekt na imunitni odpovéd’
jako otevieny chirurgicky ptistup (17; 18). To by mohlo byt vyhodou pro pooperacni prubéh a

prevenci pooperacnich komplikaci.

2.2.1.3. Vliv chirurgického vykonu na lokalni imunitni odpovéd’

Zatimco systétmova odpovéd na chirurgicky zdkrok je pomérn¢ dobie
zdokumentovana, problematika lokalni imunitni odpovédi zastava stale nedofesena. Vliv na
lokdlni peritonedlni imunitu miZze byt zprosttedkovdn nejen samotnym chirurgickym
zakrokem, ale i pouzitym plynem pfi laparoskopii. Jeho chemicka podstata, pfipadné jeho
tlak, teplota ¢i vlhkost mlZze mit na lokdlni imunitu daleko markantn&j$i dopad nez na
systémovou odezvu. Aspekti, které je tieba pii studiu lokalni imunity po operacnim zakroku

sledovat, je tedy cela fada.
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Jak jiz bylo zminéno, prvni imunitni reakci zajist'uji v abdominalni oblasti peritonealni
makrofagy a posléze neutrofily, které z obc¢hu migruji do mista potieby. Pfesun neutrofilnich
granulocyti z periferni krve do peritonea je pirisuzovan vlivu chemokinii tvofenych prave
peritonealnimi makrofagy (38). Makrofagy tedy hraji v imunitni reakci v peritonealni oblasti
vyznamnou ulohu. Jejich aktivita muze slouzit jako ukazatel miry stimulace lokalni imunitni
odpovédi a lze ji posuzovat podle fady faktort. Urcitou informaci mohou pfindset zmény
V poctu bunék v peritoneu, exprese MHC gp 1. a II. tfidy na makrofazich ¢i jejich efektorové
funkce reprezentované schopnosti fagocytosy a produkci cytokini. Aktivita makrofagu je v
experimentech hodnocena po izolaci bun€k, které nejsou nasledn¢ stimulovany, tj. za
bazalnich podminek, nebo po stimulaci makrofagi, velmi Casto lipopolysacharidem (LPS).
Lze tak do jisté miry v in vitro podminkach posuzovat reakci makrofagli na imunitni podnét, o
¢emz bazalni aktivita nemusi tolik vypovidat.

Ojedinélé experimentalni prace piinaseji ruznorodé vysledky, které mohou byt i
kontroverzni. Jak pfi oteviené, tak pii laparoskopické chirurgii byl zaznamendn narast
populace polymorfonuklearti i makrofagi v peritonealni lavazi (39). Dale bylo zjisténo, Ze jiz
4 hodiny po oteviené operaci ve srovhani s mén¢ invazivnimi metodami viabilita makrofagi
vyznamné klesa (40; 41), ackoliv ne vSechny studie nasly v Zivotnosti bun¢k signifikantni
rozdil (42).
fagocytosa. Studie provedena na zvifecim modelu dokumentuje vyssi bakterialni clearance
zprostfedkovanou peritonealnimu makrofadgy u skupiny podrobené laparoskopickému zakroku
(43). Vysledky této prace naznacuji, Ze po laparoskopii by makrofagy mohly mit lepsi
schopnost pohlcovat minimalné extracelularni bakterie. Béhem slozitého procesu fagocytosy
vznik4d mimo jiné H,Oy, jenz ma jednak sdm baktericidni povahu a jednak z ngj dale vznikaji
dalsi pro mikroorganismy toxické latky. Nékteré experimenty sledovaly jeho produkci coby
odraz aktivity fagocytujicich bunék. Bylo zjiSténo, ze po stimulaci produkuji makrofagy
izolované po laparotomii méné H,O, nez kontroly i bufiky odebrané po laparoskopii (44).
Mezi hodnotami u kontrol a po laparoskopii nebyl zjistén signifikantni rozdil. Dal$im
kritériem, které odrazi fagocytarni schopnost, je tvorba superoxidu O;, z které¢ho jiz
zminovany peroxid vodiku vznika a podili se tak na schopnosti likvidovat pohlceny material.
Vyssi hodnoty superoxidu a TNFa produkovanych peritonealnimi makrofagy byly nalezeny
ve skuping, kterd byla podrobena laparotomii a laparoskopii provadéné se vzduchem coby

insuflaénim plynem (45). Aktivované makrofagy jsou ze vSech fagocytli schopny nejvétsi
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produkce NO, jenz je vyznamnym mikrobicidnim prostfedkem schopnym hubit i
intracelularné zijici mikroorganismy, potazmo Viry a nadorové bunky (46). Studie na
potkanech pozorovala nejvy$si nartst NO po laparotomii, méné po laparoskopickém i
minilaparotomickém piistupu oproti kontrole (39; 40). V kontrastu s tim je experimentalni
prace na potkanech, ve které je bazalni produkce NO signifikantné vyssi po laparoskopickém
zakroku v porovnani jak s laparotomii, tak kontrolou. OvSem po stimulaci bakterialnim LPS
jiz na rozdil od oteviené operace nebyl u makrofagh izolovanych ze skupiny po laparoskopii
pozorovan tak vyrazny nartst aktivity NOS (41). Ta byla posuzovana podle mnozstvi
produkovaného NO, tak i stanovenim exprese mMRNA NO synthasy a oba zpusoby vedly
Kk stejnému zavéru (41).

Dalsi funkci reflektujici aktivitu peritonedlnich makrofagi je produkce cytokind.
Nékteré experimentdlni prace naznacuji, Ze vyssi produkci prozanétlivych cytokint vykazuji
makrofagy po otevieném chirurgickém vykonu. Produkce TNFa se vyviji v zavislosti na
délce intervalu od provedeného zékroku. 1 hodinu po vykonu byla jeho tvorba signifikantné
zvySena u laparotomického pfistupu, po stimulaci LPS doslo ke zvySeni produkce u skupiny s
laparoskopii (47). V dalsich intervalech - 4, 12 a 24 hod. po vykonu byla produkce TNFa
stimulovanymi makrofagy u laparoskopie nizsi ve srovnani s laparotomickym ptistupem (44;
48).

Exprese povrchovych antigent MHC gp. II. tfidy makrofagy méa vyznamnou ulohu
v aktivaci T-lymfocyti a v podpofe predevs§im bunéné zprostfedkované imunitni reakce
zalozené hlavné na aktivovanych makrofazich schopnych tvotit NO. Experimentem na
potkanech bylo zjisténo, ze vyskyt MHC gp. II. tfidy na peritonedlnich makrofazich se diky
chirurgickym vykontim snizuje. Tato redukce provazela otevienou chirurgii, u laparoskopické
v§ak zaznamenana nebyla (44). Studie na prasatech toto ovSem popira. Makrofagy izolované
ze skupiny, jez prodé¢lala laparoskopickou operaci, sice vykazovaly vyssi bakterialni
clearance, ovsem MHC gp. II. tfidy byly vice exprimovany na peritonealnich makrofazich i

krevnich monocytech ze zvifat podrobenych otevienému zakroku (43).
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2.2.1.4. Vliv oxidu uhliCitého pouzitého pri laparoskopii na lokalni zmény

V_peritoneu

Chirurgicky zakrok v peritonealni oblasti vyvolava vedle morfologickych zmén i fadu
zmén metabolickych. Laparotomickym zakrokem se do peritonealni oblasti dostava vzduch,
laparoskopickym zase oxid uhli¢ity ¢i jiné pouzivané plyny jako napiiklad helium, ¢imz
vznikd nepfirozeny stav nazyvany pneumoperitoneum. Tim je naruSeno pfirozené prostiedi
peritonea a jsou detekovany zmény v hladinach kysliku, které mohou vést naptiklad k hypoxii
a metabolickym rozvratim vyuast'ujicim aZ v acidosu.

Nékolik studii se shodlo, Zze rozhodujicim faktorem pro imunitni reakci pfi
laparoskopii je pouzity insuflaéni plyn. Podle téchto praci v klinické praxi nejcastéji vyzivany
oxid uhli¢ity muze mit negativni dopad na peritonealni imunitu (49). Vztah CO, k produkci
cytokini peritonedlnimi makrofadgy byl jiz zminén. Studie na izolovanych peritonedlnich
makrofazich stimulovanych LPS zkoumala vliv oxidu uhli¢itého, helia a vzduchu na produkci
IL-1B a TNFa. Vystaveni peritonea CO, na rozdil od helia i vzduchu zptsobovalo docasny
pokles produkce zminovanych cytokint (42). Hladina IL-1p klesala jiz po patnactiminutové
expozici CO,, zatimco pokles TNFa byl patrny po tficeti minutach (42). 24 hod. po expozici
plyniim vsak jiz rozdily nebyly patrné. Jiz bylo ale zminéno, ze pokud byla CO, vystavena
zvifata béhem experimentalni laparoskopie, produkce TNFo stimulovanymi makrofagy
mohou snizovat produkei n€kterych cytokint (50; 42; 51; 45).

S operaénim zakrokem muze dojit i ke snizeni intenzity fagocytosy (47), ulohu ve
snizené fagocytarni aktivité muze hrat vysoka koncentrace CO; (52; 50; 42; 53). Z tohoto
divodu se zrodila myslenka pouzivani jiného plynu, napiiklad helia, vzduchu ¢i oxidu
dusného. CO; je ovsem na rozdil od vSech uvedenych alternativnich plynt v krvi vysoce
rozpustny, a proto eliminuje hrozici riziko plynové embolie. Existuji vSak i informace, ze
acidifikace prostfedi, kterd se muze vlivem piitomnosti CO, rozvinout, mize fagocytarni
aktivitu zvySovat (54).

DalSim sledovanym faktorem byla intraabdominélni teplota béhem zdkroku. CO,
snizuje teplotu v intraperitonealni oblasti az na 27,7°C a ma vliv i na teplotu télesnou (55; 56).
Tak vyrazna lokalni hypotermie mize ovliviiovat funkci imunokompetentnich buné€k a pokles

télesné teploty muze byt pro pacienta nebezpeény. Vlhky a na 37°C ohtaty CO, celkovou
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télesnou teplotu, na rozdil od nevlhé¢eného CO;, pokojové teploty, neovliviioval (57). Na
druhou stranu ovsem pouziti teplejsiho plynu bylo provdzeno poklesem produkce cytokint
TNFa, IL-1p a IL-6 peritonealnimi makrofagy (58).

Vzhledem k tomu, ze laparoskopie se pouziva i pii operacich malignit, fada praci se
snazi zohlednit schopnost §ifeni metastdz a nadorovych bun¢k v zavislosti na zptisobu daného
opera¢niho vykonu ¢i insuflaéniho plynu. Studie na mySich se zabyvala vlivem CO; na
morfologii peritonea a dale vztahu tohoto poskozeni k vyssi pravdépodobnosti ichytu lokalné
aplikovanych tumorovych bun¢k. Ty byly injekéné vpraveny do peritonedlni oblasti mysSim
po laparoskopické operaci s pouzitim CO; i zvifatim bez operace, které¢ slouzily jako
kontrola. Jiz 2 hodiny po vystaveni peritonea oxidu uhli¢itému byly patrné vyrazné
morfologické zmény, kdy se odhalila bazalni membrana. Na tu nasedaly maligni buiiky a do
96 hodin byl rozsev tumorovych bun€k pozorovan po celém peritoneu. Kontrolni skupina
zUstala beze zmén (59). Efekt oxidu uhli¢itého na $iteni nadorového rozsevu potvrdily i jiné
studie na zvifecich modelech, kdy vyskyt nadorti byl u laparoskopie realizované s CO, vyssi
jak v porovnani s laparotomii, tak s laparoskopii se vzduchem (60; 51).

Bylo prokazano, Ze pti pouziti CO; vyrazné klesa peritonealni pH, jehoz hodnota se po
skonéeni zakroku samovolné rychle plné upravi (61; 62). Mirna zména acidobazické
rovnovahy byla, pravdépodobné diky transperitonealni absorpci, detekovatelnd rovnéz
systémové (61; 63). Heliové pneumoperitoneum lokalni pH neovliviiovalo (62; 64) ¢i jen
velmi lehce zvysilo (61).

Peritonealni acidosa mize ovliviiovat imunitni odpovéd jak v této oblasti, tak
koncentrace TNFa po aplikaci bakterialniho LPS a tyto hladiny korelovaly s peritonealnim
pH. Zajimavé je, ze nezalezelo, zda poklesu peritonealniho pH bylo docileno pomoci
insuflace CO;, ¢i pufrovanou kyselou lavazi. Experimentalni zmény navozené aplikaci CO; do
peritonealni dutiny nebo inkubaci izolovanych makrofagi s CO, mohou mit pfi¢inu v
acidifikaci prostiedi. Peritonedlni acidosa mize vést k oslabeni systémové imunitni reakce na
systémoveé do ob&hu podany LPS (65). Rovnéz bylo prokazano, Zze toto ovlivnéni celkové
imunitni odpovédi je nezavislé na systémovém pH (62; 63). Objevuji se i spekulace, Ze lehce
snizené pH by mohlo mit i své vyhody. JelikoZ septicky Sok je provazen vyznamnou produkei
TNFa vreakci na bakterialni LPS, mohlo by CO, pneumoperitoneum poskytovat lepsi

ochranu pfed touto zavaznou komplikaci, jez muiZe ohroZzovat predevSim pacienty
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podstupujici zdkroky v gastrointestindlnim traktu, kde je riziko kontaminace abdominalni
dutiny stfevnimi mikroorganismy (66; 67).

Nekteré studie piipisuji acidobazickym zménam v peritoneu rovnéz vliv na incidenci
niZze zminovanych srusti (68; 69). Jejich vyskyt stoupal piimo umérné s tlakem a dobou
expozice plynu a naopak klesal, byla-1i do smési CO; ptidana 2-3% kysliku. Jeho vyssi podil
vsak jiz pusobil skodlive (68).

2.2.15. Faktory ovliviiujici vvskyt pooperacénich srustu

Velice Castou pooperacni komplikaci je vyskyt tzv. srustl, které vznikaji jako reakce
na chirurgické trauma zejména v abdominalni oblasti. Ve vice nez 75 % se vyskytuji u
pacientii podstupujicich laparotomické chirurgické vykony (70). Jejich tvorba je zavisla na
celé skale faktorti, ovSem jednim z nejvyznamnéj$ich je rovnovaha mezi degradaci a tvorbou
mezibunééné hmoty (71). Oba tyto procesy jsou ve spravné mife nutnou soucasti riznych fazi
zanétlivé reakce, avSak jejich ovlivnéni by mohlo pfispét k eliminaci vyskytu této casté
komplikace. Samoziejmé ovsem musi byt v dostate¢né miie zachovana fyziologicka tloha
danych latek v zanétlivé odpovédi (71).

Naruseni bunééné hmoty zajist'uji latky s proteolytickou aktivitou. Fyziologicky tak
umoziuji postup imunokompetentnich bun¢k mezibunéénou hmotou k mistu potieby ve tkéni.
Vysoka aktivita proteolytickych latek vede k pfehnanému sebeposkozeni organismu a zadouci
JiZ neni.

Mezi nejvyznamnéjsi proteolytické latky hrajici ulohu v peritoneédlni zanétlivé reakci
je tkanovy a urokinasovy aktivator plasminogenu (tPA a uPA). Jejich pusobenim se
plasminogen méni na plasmin, jenZ je velice u¢innou serinovou proteasou a hraje stéZejni roli
pii fibrinolyze a odbourdavani mezibunééné hmoty. Bylo zjisténo, ze hladiny a aktivity vySe
zminénych pasobklli maji vyznam ve vyskytu pooperacnich sristi. Studie dokazuji, ze
klasickd oteviena chirurgie zplisobuje pokles fibrinolytické aktivity jednak diky snizeni
tvorby aktivatorti plasminogenu (72; 73) a jednak zvysenim koncentrace jejich inhibitord PAI
(73), coz vede kvysSimu vyskytu pooperacnich sristu. Jiné vyzkumy dokladaji, ze
pravdépodobné diky rozsahlejsimu poranéni tkané je laparotomicky pfistup spojen s rychlym
a vyraznym, le¢ kratkodobym, uvolfiovanim tPA mesothelidlnimi buikami (74; 75).

Vyzkumy, zabyvajici se laparoskopickou chirurgii ve vztahu k fibrinolyze nejsou ve svych
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vysledcich jednotné. Nékteré dokladaji zvySeni aktivatorti plasminogenu a zarovei sniZeni
specifickych inhibitord PAI (76), coz vedlo k vyssi fibrinolytické aktivit¢ a tedy mozné
redukci pooperacnich komplikaci. Jiné poukazuji na podobnost mezi obéma piistupy, kdy
laparoskopickd operace vedla stejné jako laparotomicka k snizené aktivit¢ tkanového
aktivatoru plasminogenu (77). Vyznamnou roli hral ¢asto také tlak plynu (78), jeho teplota
(79) a délka zakroku (80).

Soucasti komplexniho procesu zanétu je v jeho pozdni fazi tvorba mezibuné¢né hmoty
a obnova tkanové integrity. Na tomto tkolu se podili celd fada latek, z nichz nejvyznamné;jsi
je regulace zprostiedkovana TGFp. Tento cytokin stimuluje fibroblasty k produkci kolagenu,
fibronektinu a dalSich protein uplatiiujicich se pfi vystavbé mezibunécné hmoty a tkani.
Zaroven také snizuje produkci enzymd, které extracelularni matrix degraduji. Tvorba
pooperacnich sristt je tedy piipisovana mimo jiné i TGF (81) a v celém procesu pak, jak jiz
bylo zminéno, hraje roli rovnovaha mezi tvorbou a degradaci mezibuné¢né hmoty (71). Tyto
sristy maji negativni dopad na funkci dané tkané ¢i organu a je tedy zadouci jejich eliminace.
Nesmi ov§em byt naruSen klicovy a nezbytny prab¢h hojeni.

Cely proces tvorby téchto abnormalnich spojii zavisi na produkci TGFf a poméru
tPA/PAI (82) i na samotném povrchu peritonea, jehoz poSkozenim se rozviji série jiz
zminénych zmén podporujicich tento proces. Pouziti CO, mize poskozovat strukturu

peritonea vice nez expozice vzduchem (83; 84).

2.2.1.6. Shrnuti

Systémova imunitni odezva na laparoskopicky zakrok je ve srovnani
S laparotomickym spojovéana s niz$i inhibici bunééné zprostiedkované imunitni odpovédi a
niz§im stupném imunosuprese. Tento nalez podporuje pouziti laparoskopie s cilem sniZzovat
pooperacni komplikace. Vyzkumy systémové imunitni odezvy jsou ve svych zavérech
pomérné jednotné. Laparoskopie se jevi jako pfiistup, ktery nevyvoldva tak vyraznou
systémovou imunosupresi jako pfistup otevieny - laparotomie. Tento aspekt rozsifuje
spektrum vyhod této metodiky. U lokdlni imunitni odpovédi je ovSem situace stale
nejednoznacna.

V ptedchozim textu je poukdzano na to, Ze neni mozné stanovit jednotny zavér, zda

laparoskopie vede k utlumu lokalni imunitni reakce, ktery by mohl mit vyznam pro rozvoj
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pooperacnich komplikaci a ptfipadnou diseminaci nédoru. Opakuji se ndzory, ze by
laparoskopie mohla vykazovat tlumivy ucinek na metabolickou aktivitu makrofagh Cci
produkci prozanétlivych cytokinl stimulovanymi makrofagy. Nesourodost téchto vysledka
muze plynout z faktu, probihalo-li stanoveni aktivity makrofagh bazaln¢ ¢i az po jejich
stimulaci. Cytokiny maji nepopirateln¢ vyraznou tlohu pro modulaci imunitni odpovédi, kdy
vyznamnou uUlohu sehrava TNFo mimo jiné v aktivaci T-lymfocytd a pasobenim jimi
produkovaného INFy v nasledné pfeméné makrofagl na aktivovanou formu schopnou tvorit
NO. Dopad zmény intenzity produkce cytokinti po laparoskopii na skute¢nou imunitni odezvu
muze byt pouze spekulativni, protoze nezadouci oslabeni procesu fagocytosy nebylo
jednoznacné potvrzeno. Neni také jasné, zda se ptipadny utlum produkce prozanétlivych
cytokinli mize promitnout do vysledné schopnosti vypotradat se s pooperacnimi infekénimi
komplikacemi ¢i eliminace nadorovych bunék. Nelze vyloucit, ze zmirnéni produkce
prozanétlivych cytokini po laparoskopii je pro kompetentni imunitni odpoveéd’ postacujici a
ze naopak jejich vysoka produkce miize byt projevem intenzivniho zénétlivého procesu, ktery

mize vést az k poSkozeni organismu (66; 67).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Zvirata

Cela studie se sklada z n¢€kolika na sebe navazujicich tkont, jejichz organizaéni a
casové skloubeni je pomérné naro¢né. K pokusim byli pouziti samci potkana kmene Wistar
(BioTest Kondrovice) 0 hmotnosti 220-250g. Potkani byli umisténi v mistnosti o teploté 23 +
1 °C, relativni vlhkosti 55 + 10%, s vyménou vzduchu 12-14X za hodinu a stfiddnim svétla a
tmy po 12 hodinach (6-18). Potkani méli volny pfistup ke standardni laboratorni dieté (DOS
Poté 2B, Velaz, Praha) a vod¢. S pokusnymi zvitaty bylo zachazeno v souladu s platnymi
zakony a vSechny pokusy byly pfedem schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvitat proti
tyrani pii Univerzité Karlové v Praze, Lékarské fakulty v Hradci Kralové. Potkani byli
rozdéleni do 3 skupin oznacenych LT (laparotomie); LS (laparoskopie) a K (kontrolni). U
laparotomovanych potkanti byl proveden 3 cm fez ve stfedni abdomindlni cafe a nasledovala
ligace céka. Dutina byla oteviena po dobu 20 minut. Pfi laparoskopickém ptistupu bylo na 20
minut zavedeno kapnoperitoneum (3 mm Hg), Vereshova jehla byla zavedena do levého
hypogastria vpravo. Cékum bylo ptedsunuto pied sténu bii$ni a byla provedena ligace céka.

Kontrolni potkani podstoupili pouze inhala¢ni éterovou celkovou anestezii.

3.2. Pracovni postup

3.2.1. IZOLACE MAKROFAGU

Po provedeni chirurgického zakroku v abdominalni dutiné jsou makrofagy z oblasti
peritonea izolovany. K adekvatni vytéZnosti poctu bunek pii izolaci je nutné suspenzi sbirat
ze dvou az Ctyt zvitat. Proto k ziskani alespon Sesti vysledki v jedné skupiné je obvykle tieba
18 zvitat. Izolace makrofagi se provadi po operacich s laparotomickym a laparoskopickym
ptistupem a u kontrol (tj. bez operace) a to vzdy 24 ¢i 72 hodin po zakroku. Pro tento ucel se
pouziva metoda lavaze peritonealni dutiny, kdy se v éterové anestezii usmrcenému zvifeti
injekéné aplikuje 20 ml lavazniho roztoku (zde se v zajmu zachovani viability bunck
osvédcilo chladné (-4°C) kultivaéni médium RPMI 1640 (Gibco) do pravého dolniho
kvadrantu dutiny bfi$ni). Poté se 2 minuty provadi jemna masaz, aby se makrofagy odloucily

do roztoku. Masaz musi byt provadéna opatrné, jelikoz Castou pooperac¢ni komplikaci je
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krvaceni. Lyza erytrocytli, kterd je nutna pfi jejich velké pfimési, bohuzel snizuje viabilitu
ziskanych makrofagl, proto je nezbytné krvaceni co nejvice zabranit. Krvaceni do biisni
dutiny je podstatné omezeno, pokud je izolace provadéna na jiz usmrceném zvifeti. Po
dvouminutové masazi se provede rozstiizeni biisni stény ve stfedni ¢are a odsaje se veskery
roztok. Z jednoho zvitete ziskame objem cca 20 ml rozdéleny do 2 zkumavek, které jsou

okamzité ulozeny do ledové drti k udrZeni viability bunék.

3.2.2. KULTIVACE

Bezprostiedné po izolaci se ziskana suspenze zcentrifuguje pfi teploté 4 °C, 7 minut,
1200 ot/min a supernatant se odlije. Sediment je resuspendovan a do kazdé zkumavky je
pfidan 1 ml kompletniho DMEM (Gibco) média obohaceného o antibiotika (penicilin 10000
IU/ml, streptomycin 10000 ug/ml; Invitrogen), antimykotika (amphotericin B 25 ug/ml,;
Invitrogen) a fetalni bovinni sérum (10%; Gibco). Obsah se slije dohromady ze 2-4 vzorka
reprezentujicich jednu skupinu. Pro kazdou skupinu se za pomoci Biirkerovy komurky stanovi
pocet bunék v1 ml a za pouziti trypanové modii (Sigma-Aldrich) se uréi viabilita. Toto
stanoveni zivotnosti je zalozeno na faktu, ze mrtvé builky akumuluji v jadrech barvivo.
Provadi se tak, Ze se na podloznim sklicku smicha 10 ul vzorku a 10 pl trypanové modii a po
1 minuté se pod mikroskopem v 50 zornych polich poditaji buniky mrtvé a zivé. Viabilita je
vyjadiena jako pomér poctu zivych bunék k celkovému poc¢tu bunék. Podle aktualniho poctu
bun¢k se suspenze nafedi vySe uvedenym kultivaénim médiem se suplementaci na
koncentraci 1 milion bun¢k na 1 ml. Buiiky jsou ponechany K ptichyceni na Petriho misky (6
mm) Vv poétu 2 miliony bunék/Petriho misku po dobu 2 hodin pii 37 °C a 5% CO,. Po
uplynuti této doby se médium odsaje, provede se vyplach 1 ml RPMI 1640 média a nahradi se
cerstvym kompletnim DMEM médiem. Po 24 hodinové kultivaci se médium odsaje, zamrazi
na -80°C a po rozmrazeni je pfipraveno k okamzitému stanoveni koncentrace cytokind.

Dalsi soucasti pokusu bylo, Zze jsme se snazili simulovat aktivaci makrofagl tim, ze
jsme ke kultivovanym makrofagim ptidavali lipopolysacharid (LPS), jenz je nespecifickym
aktivatorem nejen makrofagi. Pfi vyméné média se pro 24 hodinovou kultivaci pouZzilo
kompletni DMEM médium se suplementaci obohacené navic o LPS (Escherichia coli 011:B4,
Sigma Aldrich) ve vysledné koncentraci 0,1 pg/ml. Po 24 hodinach kultivace se médium opét
odsaje a zamrazi k pozd¢jSimu stanoveni koncentrace cytokind. Zptisob optimalizace pouzité

koncentrace LPS je uveden ve vysledkové casti.
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3.2.3. STANOVENI KONCENTRACE CYTOKINU METODOU ELISA

3.2.3.1. El

EIA (enzyme immunoassay) jsou imunochemické analytické metody zalozené na
specifické reakci antigenu a piislusné protilatky. Jelikoz vznikly komplex Ag-Ab neni
viditelny ani pomoci jiné veli¢iny méfitelny, vyuzivd se znaceni jednoho z reaktanta.
V piipadé EIA je piislusnou znackou enzym, mtize se ale pouzit naptiklad radioaktivni izotop
(RIA — radioimmunoassay), kdy poté méfime radioaktivitu, ¢i fluorescencni latka, kdy se
m¢éfi intenzita fluorescence (FIA — fluoro immunoassay) poptipadé jiné latky schopné po
vazb¢ komplex jakkoliv zviditelnit.

Enzym je pfi metodich EIA na protilatku (pfevazn€) nebo na antigen navazéan
kovalentné a po pfidani vhodného substratu katalyzuje reakci, jez dava vzniknout barevnému
produktu, ktery se nasledovné spektrofotometricky stanovuje. Dany enzym musi spliiovat
nékolik kritérii, aby se dal prohlésit pro tuto metodu jako vhodny. Je nutné, aby mél nizkou
molekulovou hmotnost, vysokou stabilitu a enzymovou aktivitu, musi byt schopen vazby na
protilatku ¢i rizné skupiny antigenti, jeho reak¢éni produkt musi byt barevny nebo jinak
snadno detekovatelny a v neposledni fad¢ hraje roli jeho dostupnost a cena. Z vyse uvedenych
divodt se proto nejCastéji vyuziva alkalickd fosfatasa (za stiev telat), galaktosidasa (z
bakterie Escherichia coli), glukosooxidasa (z kvasinky Aspergillus niger) a peroxidasa (z
kotene kienu), pficemz posledni ze zmitlovanych je v praxi nejcastéji vyuzivanou. Substratem
pro kienovou peroxidasu je peroxid vodiku, z n€éhoZ za enzymatické katalyzy vznikéd voda a
kyslik. Uvolovany O; oxiduje chromogen, jehoz redukovana forma je bezbarva, na barevny
produkt. Jako chromogeny pro kienovou peroxidasu funguje fada latek, naptiklad kyselina
aminosalicylova, tetramethylbenzidin (TMB) ¢i ortho-fenylendiamin (OPD). OPD, jehoz
vznikly reakéni produkt je Zluty aZ cerveny s maximem absorpce pii 492 nm, je nejhojnéji
vyuzivan. Nejpouzivanéj$im substratem pro alkalickou fosfatasu je p-nitrofenylfosfat (85).

Metody EIA jsou rozsahlou skupinou technik, které spojuje fakt, ze komplex antigen-
protilatka je vizualizovan pomoci enzymu. EIA metody slouzi k prikazu a kvantitativnimu
stanoveni haptend, antigent a protilatek. EIA techniky maji fadu variaci, z nichz kazda ma
vlastni spektrum pouziti.

Dle uspofadani dané techniky lze délit tyto metody na kompetitivni (soutézivé) versus

nekompetitivni (nesouté€zivé) a homogenni versus heterogenni (85).
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Kompetitivni EIA: Vazebny reagent je v reakci v limitovaném mnozstvi a o vazebna mista

soutézi neznaceny (analyt) a znaceny ligand, ktery je pridavan ve zndmém mnozstvi. Vazebna
mista na protilatce jsou plné saturovana témito ligandy a jejich vazebny pomér je stejny jako
jejich pomér ve vzorku. M¢étend veli¢ina (absorbance) méa potom s koncentraci analytu
nepiimo umérnou zavislost, protoze ¢im vice je ve vzorku stanovované latky, tim mén¢ se na
protilatku vaze enzymem znaceny ligand a tim se také pfeméni méné substratu na barevny

produkt (85).

Nekompetitivni EIA: Vazebny reaktant je zde v piebytku, tudiz se na néj navaze tolik ligandu,

kolik ho ve vzorku je, proto je zavislost mezi mefenou absorbanci a koncentraci analytu pfimo
umérna. Nejvice se vyuziva tzv. sendvicové metody, kdy se kompex Ag-Ab detekuje pomoci
druhé protilatky, jez je znacend a vytvaii s onim komplexem utvar schematicky pfipominajici

L V213 ~roor

jakysi ,,sendvic¢. Nékdy se vyuziva detekce pies systém avidin-biotin (85).

Homogenni EIA: Neni tfeba odd€lovat zreagovany a nezraecgovany podil a reakce probiha

pouze Vjedné, a to kapalné, fazi. Jde povétSinou o uspotfddani kompetitivni a nejcasté)si
homogenni metodou je variace nazyvana EMIT (Enzyme multiplied immunoassay technique).
Pouziva se predevsim pro stanoveni hapteni — hormond, 1€¢iv a jinych nizkomolekularnich
latek. O omezeny pocet vazebnych mist na protilatce soutézi hapten ze vzorku a znamé
mnozstvi znaceného haptenu. Na protilatku se hapteny navazou v poméru, v jakém jsou
zastoupeny ve smési. Enzym, jenz je pouzit v konjugatu s pfidanym haptenem o znamém
mnozstvi, se pii vazbé na protilatku deaktivuje a v kone¢né fazi je tedy stanoven pouze
produkt enzymatické aktivity volného znaceného haptenu. MéEfena absorbance ma
s koncentraci analytu zavislost pfimo imérnou, protoze ¢im vic je ve vzorku stanovované
latky, tim méné se na protilatku vaze znaceny hapten a tim je vice volného znaceného haptenu

poskytujiciho reakci (85).

Heterogenni EIA: Vyzaduje separaci volné a vazané frakce a jeden z reaktantli je pfitom

vazan na pevnou fazi, kterou mize byt sténa jamky, SEPHADEX, sklenéné kulicky,
polyakrylamid atd. (v praxi se osvédCila zejména vazba na sténu jamKy mikrotitracni
desticky). Po kazdém kroku je tedy nutné pevnou fazi promyvat, aby se odstranily

nezreagované frakce. Nejéastéjsim zastupcem heterogennich EIA metod je ELISA (85).

Prehled zakladnich pouzivanych EIA metod je uveden niZe v tabulce €. 5.
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Tabulka €. 5

metoda

analyt

¢inidlo

komplexy

provedeni

vyuZziti

EMIT

Kompetitivni

homogenni,

Ag (hapten)

Ag*, Ab

Ag-Ab /
Ag*-Ab

Stanovujeme
produkt reakce
volného Ag*, v
komplexu Ag*-
Ab je aktivita
enzymu

inhibovana

Stanoveni
haptent
(hormony,

1&6iva...)

Kompetitivni,

heterogenni

Ag

Ag*, Ab,

Ag-Ab,/
Ag*-Ab,

Imobilizovana
Ab,, kompex

neni vymyt

Stanoveni Ag o

vy$§i Mr

Ab

Ab*, Ag

Ag-Ab/
Ag-Ab*

AQ, vazén na

pevny nosic¢

V praxi
sporadicky

Kompetitivni,
heterogenni,
blokovaci

(vytésnovaci)

Ab

Ag,, Ab*

Ab-Ag,/
Ab*-Ag,

Na
imobilizovany
Ag; se vaze Ab
ze vzorku,
ptidana Ab*
vytésiiuje Ab z
vazby

Kompetitivni,
heterogenni,

nepiima

Ag

Agll Ab,
anpAD*

Ag,-Ab-
aarAb* Ag-
Ab

Ag ze vzorku
vyvaze nekterad
vaz. mista na
Ab, jez by se

vazala na Ag,

Nekompetitivni,
heterogenni

(sendvicova)

Ag

Ab,, Ab*

Ab-Ag-Ab*

Imobilizovana
Ab, se vaze na
Ag ze vzorku a

na ten poté Ab*

Detekce virt,
bakterii,
proteinti a

peptidi

Ab

Agi, aapAb™

Ag,-Ab-
aabAb*

Imobilizovany
Ag,, na n¢j se
vaze Ab ze
vzorku, poté se
piida sapAb*

Detekce
protilatek ze

séra

Ab

aAbAblv Ag;
Ab*

aAbAbl-Ab-
Ag-Ab*

Na
imobilizovanou
aabADb; se vaze
Ab ze vzorku,
na tu se vaze
specificky Ag a
na n¢j pak Ab*
proti Ag

Plus rtizné dalsi

modifikace

Vysvétlivky

Indexy: | (reagent je zakotven na pevné fazi), aAb (proti protilatce), * (zna¢eno enzymem)

53




3.2.3.2. ELISA

Metoda ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) spada pod vySe popisované
enzymoimunoanalyzy, které vyuzivaji tvorby imunokomplexu mezi specifickou protilatkou a
antigenem a kdy se dand reakce vizualizuje pomoci pfemény substratu enzymem. Tato
metoda ma rozmanité spektrum variaci a obmén a lze s jeji pomoci ze vzorku stanovit jak
antigen, tak protilatku. Jeden z reaktantii je ovSem vzdy zakotven na sténé mikrotitracni
jamky, jez slouZzi jako pevny nosi¢ a tudiz reakce neprobihd jen v jedné fazi. Nezreagovany
podil je nutno mezi jednotlivymi kroky promyvanim odstranit a jedna se tedy o metodu
heterogenni. Po vazb¢ jednoho z reaktanti na sténu mikrotitracni jamky je nutné zablokovat
volna mista na povrchu jamky, ktera by mohla zpuisobovat nespecifickou vazbu ruznych latek
véetné analytil a zkreslovat tak vysledky analyz. K tomuto Gc¢elu se pouziva BSA (bovinni
sérovy albumin) (85). Schéma sendvi¢ové ELISA metody slouzici ke kvantifikaci protilatek
vcetné zablokovani volnych vazebnych mist na sténé jamky je zobrazeno niZe na obrazku €.

2.

Obrazek ¢. 2
vrstva BSA
=) G =) L =) X
O :
1. Navazéini antigenu 2, Zablokovini neobsazenych 3. Navizini stanovované 4. Navizini konjugdtu
na povrch desti¢ky vazebnych mist pomoci BSA protilitky po pridani

vzorku (séra) ‘
PN
A

5. Vznik barevného produktu
po pridini substritu

\ 4

6. Méreni optické denzity

Pievzato z: pfednasky z imunochemie; doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.
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Nekompetitivni ELISA

Ve valné vétSing se vyuziva nekompetitivni sendvicové metody detekce, kdy se analyt
detekuje pomoci dalsi protilatky, kterd je bud’ sama jiz konjugované s enzymem (obrazek ¢. 3
a 4) nebo se postupuje pies dalsi mezikrok. K tomuto ucelu se slouzi dalsi specificka
protilatka, kterd je namifena proti Fc ¢asti imunoglobulinu z pfedchoziho kroku a az tato nese
enzym. Velice Casto se také vyuziva vazebné afinity avidinu K biotinu, ktera dava vzniknout
pevné ireverzibilni vazbé. Avidin (protein vaje¢ného bilku) je schopen vazat az 4 molekuly
biotinu (vitamin H). Jeden z této dvojice se potom tedy konjuguje s protilatkou proti analytu a
druhy s enzymem. Oproti tomu se naopak pouziva i zjednodusend varianta této metody, kdy
jsou vSechny potiebné reaktanty pfidany v jediném kroku (obrazek ¢. 5). At jiz je ale
usporaddani nekompetitivnich metod a pocet krokli analyzy jakékoliv, plati, ze po pfidavku
substratu a zastaveni reakce je vzdy intenzita absorbance piimo Umérna koncentraci

analyzované latky ve vzorku (85).

Obrazek ¢. 3

Sendvitova ELISA - prukaz specifickych protilitek betris
substrd
L
)
L ]
(]
L]

inkubace % promyti :7/ o

— + — o’
v ik Y

o o £ ){>—¢

Yy

tuhd faze s

Ao stanovovanai pridéni znaé¢eného
navazanym ot , .
. protilitka antiglobulinu
antigenem
Prevzato z: pfednasky z imunochemie; doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.
Obrazek ¢. 4
Sendvicova ELISA - prukaz a kvantifikace antigenu \“KM['”@”

o @ o-*
" 0.0.6 inkubace 0 " >—c promyti 0 {‘sus@”
ol o'>e= o4%

o € o

tuha fize s Z SR T g
P stanovovany pridini znacené
navazanymi antigen rotilatky
protilatkami 8 P &
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Obrazek ¢. 3

0 >_ E inkubace O‘

+ + —
0 promyti a
>_ E aplikace Q
substratu )_
E

tuha fize s stanovovany .

, . znadeni
navazanou antigen se p
- = O monoklonalni

monoklonalni dvéma ruznymi anti B profilitka
anti A protilitkou epitopyAa B P
Pievzato z: prednasky z imunochemie; doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.
. . 14
Kompetitivni ELISA

Jsou ovSem vyuzivany i kompetitivni zpusoby této metody, pii niz tedy analyt o
limitované vazebné misto soutézi se znaCenym analytem o znamém mnozstvi. Vedle situace
vyobrazené na obrazku ¢. 6, kdy se ke stanovovanému antigenu piidd znamé mnozstvi
znaeného antigenu, jenz spolu posléze kompetuji o omezend vazebna mista na imobilizované
protilatce, je vyuZivana jesté tzv. nepiima kompetitivni ELISA. Pfi ni je stejny antigen, ktery
ma byt stanovovan, imobilizovéan na sténu jamek a po pfidani znamého omezené¢ho mnozstvi
protilatky a analytu se na imobilizovany antigen navéaze jen tolik imunoglobulinu, ktery
nezreagoval se stanovovanym antigenem. Po promyti a pfidavku znaceného antiglobulinu je
enzymatickou pfeménou substratu iniciovdna barevnd zména. DalSi variantou je tzv.
vytésiiovaci ELISA, kdy stanovovanou protilatku ze vzorku vytésiiuje z vazby piidana
znaCena protilatka. Intenzita signalu je poté u kompetitivnich ELISA metod vzdy nepfimo

umérna mnozstvi stanovované latky ve vzorku (85).
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Obrazek ¢. 4

& o'
pomi_ (&)

QO O — o
(&)

'OE : O O

O aplikace
substritu
_>

= = ]
= = =
) ) C
= = =
s e s
Ed > w

tuha fize s

limitovanym znamé mnozstvi stanovovany
mnozstvim znaceného antigenu antigen
protilitky

Pievzato z: prednasky z imunochemie; doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D.

Ke stanoveni cytokinii produkovanych peritonedlnimi makrofagy jsme vyuzivali
metodu ELISA, jez jiz byla detailné&ji popsana vyse. Komeréné dodavany set je zaloZen na
principu sendvi¢ové enzymoimunoanalyzy, kdy se na specifickou protilatku proti danému
analytu navazané na stén¢ jamky vaze dany cytokin ze vzorku. Bezprostiedné poté se ptida
druha specificka protilatka proti cytokinu konjugovana s biotinem. Po inkubaci a promyti
mikrotitra¢ni desti¢ky se do reakce ptida streptavidin konjugovany s enzymem. Béhem dalsi
inkubace se na biotin zachyceny v komplexu na sténé¢ jamky navaze streptavidin nesouci
enzym a utvoii tzv. sendvi¢. Po promyti se do jamek ptida substrat (H,O,), ktery bude za
katalyzy zminovanym enzymem, jimZ je kfenova peroxidasa, rozlozen na vodu a kyslik.
Uvoltiujici se O, nasledovné oxiduje chromogen (TMB) a celou reakci tak vizualizuje. Po
néjaké dobé je reakce 1M kyselinou fosforecnou zastavena a vysledny produkt je nasledné pfi
odpovidajici vilnové délce (450 nm) fotometricky detekovan. Mira absorbance je piimo
umérna koncentraci analytu ve vzorku. Stanovili jsme 3 solubilni cytokiny produkované

makrofagy do kultiva¢niho média slouziciho jako vzorek, a to IL-1, IL-6 a TNFa.
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Schéma pouzité ELISY:

Krok 1:
{+O+ )0
+ + () =
N\
O>—o /=
Krok 2:

%.H + streptavidin

inkubace,
promyti

Krok 3:
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inkubace barevny

ve kmé % sradult

zastaveni
reakce

3.2.3.3. Stanoveni TNFa

Provadi se komeréni soupravou Bender MedSystems a metodou sendvi¢ové ELISY

1) Soucasti dodavané soupravy jsou:

a. Mikrotitraéni desticka s navdzanymi monoklonélnimi protilatkami proti potkanimu TNFa

b. Roztoky a reagencie:

Reagencie Popis Objem [ml]
Biotin conjugate Monoklonalni protilatky anti-rat TNFa | 0,1
Streptavidin HRP 0,15
Standard rat TNF-a | Lyofilizovany, 4000 pg/ml -
Wash buffer PBS + 1% Tween 20 50
Assay buffer PBS + 1% Tween 20 + 10% BSA 5
Sample diluent Pro fedéni vzorki a standardi 12
Substrate solution | Roztok TMB 15
Stop solution IM kyselina fosforecna 12
Blue-dye 0,4
Green-dye 0,4
Red-dye 0,4

2) Priprava roztoku:

a. Wash buffer: Pokud byly v roztoku ptitomny krystalky, byly zahiatim rozpustény a roztok byl
promichan. Obsah lahvicky byl pfelit do odmérného vélce, doplnén destilovanou vodou do
1000 ml, opatrné promichéan a uloZen pii 4°C.

b. Assay buffer: Obsah lahvi¢ky byl promichan a v odmérné bance doplnén destilovanou vodou

do celkového objemu 100 ml, promichan a ulozen pti 4°C
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Biotin-conjugate: Tento roztok se piipravuje vzdy tésné pied pouzitim, a to smichanim

Biotin-conjugate s roztokem Assay buffer v poméru 1 : 100 (0,06 ml Biotin-conjugate + 5,94
ml Assay buffer)

Standard rat - TNFa: Standard rat — TNFa byl pfipraven rozpu$ténim v daném mnoZstvi

destilované vody (dle pokynt na Stitku lahvicky)

Streptavidin HRP: Tento roztok byl pfipraven tésné pied pouzitim nafedénim Streptavidin

HRP roztokem Assay buffer v poméru 1 : 100 (0,12 ml Streptavidin HRP + 12 ml Assay
buffer)

Postup analyzy:

Ptiprava kalibraéni fady: Do sedmi plastovych zkumavek Eppendorf bylo napipetovano 250
ul Sample diluent, do zkumavky oznacené jako ST 1 bylo ptidano 250 pl roztoku standardu a
dvojkovym fedénim byla ziskana fada sedmi kalibrac¢nich roztokd.

Vzorky pro analyzu stimulovanych makrofagii byly fedény destilovanou vodou v poméru
1:100.

Vsechny jamky mikrotitraéni desticky byly 2x promyty 300 ul roztoku Wash buffer. Po
kazdém promyti byl roztok odstranén vyklepnutim a po poslednim promyti byla desticka
jemné¢ osusena buni¢inou.

Do jamek pro standard bylo pod sebe v dubletu napipetovano 100 pl standardii, predem
pfipravenych dle bodu a. (tj. A1, B1 —ST1; C1, D1 -ST2...)

Do jamek pro blank bylo napipetovano 100 pl Sample diluent.

Do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 ul Sample diluent.

Do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 pul vzorka (v dubletu pod sebe).

Byl piipraven roztok Biotin-conjugate (viz. ptiprava roztok).

Do vsech jamek bylo ptidano 50 ul roztoku Biotin-conjugate.

Desticka byla piikryta vickem a 2 hodiny inkubovana pfti laboratorni teploté na rotatoru pii
200 rpm.

Po inkubaci byly jamky 4x promyty podle bodu c.

Byl ptipraven roztok Streptavidin HRP (viz. pfiprava roztoki).

. Do vSech jamek bylo napipetovano 100 ul roztoku Streptavidin HRP.

Desticka byla pfikryta vickem a 1 hodinu inkubovéna pfti laboratorni teploté na rotatoru pii
200 rpm.
Po inkubaci byly jamky 4x promyty podle bodu c.
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p. Do vsech jamek bylo napipetovano 100 ul Substrate solution.

g. Pfikryt4 desticka byla 10 minut inkubovana pfi laboratorni teploté ve tmé.

r. Po inkubaci byla enzymova reakce zastavena napipetovanim 100 ul Stop solution do vSech
jamek.

S. Po zastaveni reakce byla zméfena absorbance pii 450 nm.

3.2.3.4. Stanoveni 11.-18

Provadi se komeréni soupravou Bender MedSystems a metodou sendvicové ELISY

1) Soucasti dodavané soupravy jsou:

a. Mikrotitra¢ni desticka s navazanymi monoklondlnimi protilatkami proti potkanimu IL-18

b. Roztoky a reagencie:

Reagencie Popis Objem [ml]
Biotin conjugate | Monoklonalni protilatky anti-rat IL-1 | 0,1
Streptavidin HRP 0,15
Standard rat IL-/$ | Lyofilizovany, 4000 pg/ml -
Wash buffer PBS + 1% Tween 20 50
Assay buffer PBS + 1% Tween 20 + 10% BSA 5
Sample diluent Pro fedéni vzorki a standardi 12
Substrate solution | Roztok TMB 15
Stop solution IM kyselina fosfore¢na 12
Blue-dye 0,4
Green-dye 0,4
Red-dye 0,4

2) Pfiprava roztokd:

a. Wash buffer: Pokud byly v roztoku ptitomny krystalky, byly zahfatim rozpustény a roztok byl
promichan. Obsah lahvic¢ky byl pielit do odmérného valce, doplnén destilovanou vodou do
1000 ml, opatrné promichéan a uloZen pii 4°C.

b. Assay buffer: Obsah lahvicky byl promichan a v odmérné bance doplnén destilovanou vodou

do celkového objemu 100 ml, promichédn a ulozen pii 4°C
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Biotin-conjugate: Tento roztok se piipravuje vzdy tésné pred pouzitim, a to smichanim

Biotin-conjugate s roztokem Assay buffer v poméru 1 : 100 (0,06 ml Biotin-conjugate + 5,94
ml Assay buffer)

Standard rat - IL-/g: Standard rat — IL-1f byl pfipraven rozpusténim v daném mnoZstvi

destilované vody (dle pokynt na stitku lahvicky)

Streptavidin HRP: Tento roztok byl pfipraven tésné pied pouzitim nafedénim Streptavidin
HRP roztokem Assay buffer v poméru 1 : 200 (60 ul Streptavidin HRP + 11,94 ml Assay
buffer)

Postup analyzy:

Ptiprava kalibra¢ni fady: Do sedmi plastovych zkumavek Eppendorf bylo napipetovano 250
ul Sample diluent, do zkumavky oznacené jako ST 1 bylo ptidano 250 pl roztoku standardu a
dvojkovym fedénim byla ziskana fada sedmi kalibra¢nich roztokd.

VSechny jamky mikrotitra¢ni desticky byly 2x promyty 300 ul roztoku Wash buffer. Po
kazdém promyti byl roztok odstranén vyklepnutim a po poslednim promyti byla desticka
jemng osusena bunicinou.

Do jamek pro standard bylo pod sebe v dubletu napipetovano 100 pl standardi, piedem
ptipravenych dle bodu a. (tj. A1, B1-ST1; C1, D1 -ST2...)

Do jamek pro blank bylo napipetovano 100 ul Sample diluent.

Do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 ul Sample diluent.

Do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 ul vzorkd (v dubletu pod sebe).

Byl ptipraven roztok Biotin-conjugate (viz. piiprava roztokit).

Do vsech jamek bylo ptidano 50 ul roztoku Biotin-conjugate.

Desticka byla piikryta vickem a 2 hodiny inkubovéna pfi laboratorni teploté na rotatoru pti
200 rpm.

Po inkubaci byly jamky 3x promyty podle bodu b.

Byl piipraven roztok Streptavidin HRP (viz. ptiprava roztoku).

Do vsech jamek bylo napipetovano 100 ul roztoku Streptavidin HRP.

. Desticka byla ptikryta vickem a 1 hodinu inkubovéna pfi laboratorni teploté na rotatoru pfi

200 rpm.
Po inkubaci byly jamky 3x promyty podle bodu b.
Do vsech jamek bylo napipetovano 100 ul Substrate solution.

Ptikryta desticka byla 10 minut inkubovana pfi laboratorni teploté ve tmé.
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g. Po inkubaci byla enzymova reakce zastavena napipetovanim 100 ul Stop solution do vsech
jamek.

r. Po zastaveni reakce byla zméiena absorbance pti 450 nm.

3.2.3.5. Stanoveni IL.-6

Provadi se komeréni soupravou Bender MedSystems a metodou sendvi¢ové ELISY

1) Soucasti dodavané soupravy jsou:

a. Mikrotitraéni desticka s navdzanymi monoklonalnimi protilatkami proti potkanimu IL-6

b. Roztoky a reagencie:

Reagencie Popis Objem [ml
Biotin conjugate | Monoklonalni protilatky anti-rat IL-6 | 0,1
Streptavidin HRP 0,15
Standard rat IL-6 | Lyofilizovany, 4000 pg/ml -
Wash buffer PBS + 1% Tween 20 50
Assay buffer PBS + 1% Tween 20 + 10% BSA 5
Substrate solution | Roztok TMB 15
Stop solution IM kyselina fosfore¢na 12
Blue-dye 0,4
Green-dye 0,4
Red-dye 0,4

2) Piiprava roztoku:

a. Wash buffer: Pokud byly v roztoku ptitomny krystalky, byly zahfatim rozpustény a roztok byl
promichan. Obsah lahvicky byl pielit do odmérného vélce, doplnén destilovanou vodou do
1000 ml, opatrné promichén a uloZen pii 4°C.

b. Assay buffer: Obsah lahvicky byl promichan a v odmérné bance doplnén destilovanou vodou
do celkového objemu 100 ml, promichan a ulozen pti 4°C

c. Biotin-conjugate: Tento roztok se pfipravuje vzdy tésné pied pouzitim, a to smichanim

Biotin-conjugate s roztokem Assay buffer v poméru 1 : 100 (0,06 ml Biotin-conjugate + 5,94

ml Assay buffer)
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Standard rat - IL-6: Standard rat — IL-6 byl pfipraven rozpusténim v daném mnozstvi

destilované vody (dle pokynt na stitku lahvicky)
Streptavidin HRP: Tento roztok byl pfipraven nafedénim Streptavidin HRP roztokem Assay
buffer v poméru 1 : 100 (0,12 ml Streptavidin HRP + 12 ml Assay buffer)

Postup analyzy:

Ptiprava kalibra¢ni fady: Do sedmi plastovych zkumavek Eppendorf bylo napipetovano 250
ul Assay buffer, do zkumavky oznacené jako ST 1 bylo piidano 250 ul roztoku standardu a
dvojkovym fedénim byla ziskéna fada sedmi kalibra¢nich roztokd.

VSechny jamky mikrotitraéni desticky byly 2x promyty 300 ul roztoku Wash buffer. Po
kazdém promyti byl roztok odstranén vyklepnutim a po poslednim promyti byla desticka
jemng osusena bunicinou.

Do jamek pro standard bylo pod sebe v dubletu napipetovano 100 pl standardi, piedem
ptipravenych dle bodu a. (tj. A1, B1-ST1; C1, D1 - ST2...)

Do jamek pro blank bylo napipetovano 100 ul Assay buffer.

Do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 pl Assay buffer.

Do jamek pro vzorky bylo napipetovano 50 pl vzorkt (v dubletu pod sebe).

Byl ptipraven roztok Biotin-conjugate (viz. pfiprava roztoki).

Do vSech jamek bylo ptidano 50 ul roztoku Biotin-conjugate.

Desticka byla piikryta vickem a 2 hodiny inkubovéna pfi laboratorni teploté na rotatoru pti
200 rpm.

Po inkubaci byly jamky 3x promyty podle bodu b.

Byl pripraven roztok Streptavidin HRP (viz. pfiprava roztoku).

Do vsech jamek bylo napipetovano 100 pl roztoku Streptavidin HRP.

. Desticka byla ptikryta vickem a 1 hodinu inkubovéna pfi laboratorni teploté na rotatoru pfi

200 rpm.

Po inkubaci byly jamky 3x promyty podle bodu b.

Do vsech jamek bylo napipetovano 100 ul Substrate solution.

Ptikryta desticka byla 10 minut inkubovana pfi laboratorni teploté ve tmé.

Po inkubaci byla enzymova reakce zastavena napipetovanim 100 ul Stop solution do vSech
jamek.

Po zastaveni reakce byla zméfena absorbance pti 450 nm.
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Potadi jednotlivych standardi a vzorkd na mikrotitraéni desticce je u stanoveni vSech

cytokintl totozné a znazoriiuje ho nasledujici tabulka.

Pipetovaci protokol:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

ST1 ST5 V11 | V51 |Vl |V131 | V171 |V21/1 | V25/1 | V29/1 | V331 | V371

ST1 ST5 V12 | V52 |V92 |VI13/2 | V17/2 | V21/2 | V25/2 | V29/2 | V33/2 | V3T7/2

ST?2 ST6 V2/1 | V6l |V10/1 | V141 | V18/1 | V22/1 | V26/1 | V30/1 | V34/1 | V381

ST2 ST6 V22 |V6/2 |V10/2 | V14/2 | V182 | V22/2 | V26/2 | V30/2 | V34/2 | V38/2

ST3 ST7 V31 |Vv71 |VI1U1 | V151 | V191 | V23/1 |V27/1 | V3Ll | V351 | V391

ST3 ST7 V32 |V72 | V112 | V152 | V19/2 | V23/2 | V27/2 | V312 | V352 | V39/2

ST4 BL V4/L | V81 |VI12/1 |V16/1 | V20/1 | V24/1 | V28/1 | V32/1 | V36/1 | V401

I @ M m gl O mw >

ST4 BL V42 | V82 | V12/2 | V16/2 | V20/2 | V24/2 | V282 | V322 | V36/2 | V40/2

Pouzité zkratky: ST:standard; BL: blank; V: vzorek

3.2.4. STANOVENI PROTEINU

K vyjadreni produkce cytokinti kultivovanymi buiikami je tfeba vzit v ivahu aktualni
pocet bun¢k na kultivacni misce. V praxi se osvéd¢ilo vztazeni namétfenych koncentraci
cytokini na koncentraci proteinii pochézejicich ze stejné Petriho misky. Vzorek na jejich
analyzu se ziska nasledovné: poté, co bylo odsato médium na stanoveni koncentrace cytokintl,
a byl proveden vyplach 1 ml destilované vody, pfida se na Petrtho misku opét 1 ml
destilované vody a ze dna se dikladn€ odlouci buniky. Tato suspenze je primarnim vzorkem,

ktery se analyzuje metodou vyuZzivajici Bradfordlv roztok.

Bradford assay:

Pfiprava Bradford roztoku (na 500 ml):

1) 50 mg Brilliant blue G-250 + 25 ml 95% ethanolu + 50 ml H3PO, (85%)
2) Doplnit destilovanou vodou do 500 ml, prefiltrovat
3) Skladovat v chladu pii 4 °C
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Piiprava série standardu BSA (bovinni sérovy albumin) dle tabulky:

Priprava: Koncentrace:
1) | Zasobni roztok 1 (ZR1) | 10 mg BSA / 1 ml destilované vody (DV) 10 mg/ ml
2) | Zasobni roztok 2 (ZR2) | 100 ul ZR1 + 900 pl DV 1 mg/ mi
3) Redénim ZR2 (1 mg / ml) se piipravi:

150 ul ZR2 + 50 ul DV 750 pl/ ml

100 ul ZR2 + 100 ul DV 500 pl/ ml

80 ul ZR2 + 120 pl DV 400 pl / ml

60 ul ZR2 + 140 ul DV 300 ul/ml

40 ul ZR2 + 160 ul DV 200 pl / ml

Zasobni roztok 3 (ZR3) | 100 ul ZR2 +900 pl DV (20 ul ZR2 + 180 ul DV) | 100 ul / ml

4) Redénim ZR3 (100 ul / ml) se pfipravi:

250 ul ZR3 +250 ul DV (10 pl ZR2 + 190 ul DV) | 50 pl / ml

200 ul DV BLANK

Postup:

1) Do kazdé jamky (v dubletu podle nize uvedeného schématu) se napipetuje 10 pl vzorku /
standardu + 300 ul Bradfordova roztoku.

Schéma pipetovani do jednotlivych jamek:

A blank | blank 1 1 9 9 17 17
B st50 st50 2 2 10 10 18 18
C st100 st100 3 3 11 11 19 19
D st200 st200 4 4 12 12 20 20
E st300 st300 ) 5 13 13 21 21
F st400 st400 6 6 14 14 22 22
G st500 st500 7 7 15 15 23 23
H st750 st750 8 8 16 16 24 24

2) Desti¢ka se umisti na rotator (200 rpm) a 10 minut se pii laboratorni teploté inkubuje.
3) Detekce pii 595 nm.
4) Z kalibracni kiivky se vypocitaji pfislusné koncentrace pro vzorky.
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3.2.5. STANOVENI FAGOCYTOSY

Fagocytarni aktivita byla stanovena pomoci komeré¢né¢ dodévaného kitu VybrantT'vI
Phagocytosis Assay Kit (V-6694) od spolecnosti Molecular Probes. Princip stanoveni spociva
v méfeni intracelularniho zafeni emitovaného fluorescenc¢ni barvou, kterd je konjugovéana
s biopartikulemi E. coli, jez bunky pohlcuji. Zaroven je okolni extracelularni fluorescence,
ktera by interferovala se stanovenim, zhasena trypanovou modfi.

Peritonedlni makrofagy byly analogicky izolovany 72 hodin po laparotomii,
laparoskopii a éterové anestezii (bez operace) a 24 hodin kultivovany s nebo bez LPS.
Skupiny LT baz; LT stim; LS baz; LS stim a K stim slouZily jako vzorky. Skupina K baz poté

piedstavovala pozitivni kontrolu.

Kit obsahuje:
Fluoresceinem znacena Escherichia coli (K-12 BioParticles); 5 lahviéek po 5 mg.

10x koncentrovany Hankiv solny roztok HBSS (Hanks ‘ balanced salt solution); 5 lahvi¢ek
po 0,5 ml.
5x koncentrovana trypanova modi — 1,25 mg/ml v citratovém solném roztoku; pH=4,4; 5

lahvicek po 1 ml.

Dalsi pouzité reagencie:
DMEM médium
RPMI 1640

Postup analyzy:

Makrofagy byly izolovany 72 hodin po operaci a nasledné¢ 24 hodin kultivovany v
kompletnim DMEM médiu s nebo bez LPS (0,1 pg/ml) na destickach s 96 jamkami (200 000
bunck/jamku).

Nasledn¢ veskera pouzitd média byla predehiatd na inkubacéni teplotu 37°C. Po skonceni
kultivace bylo stazeno médium a proveden 2x vyplach ¢erstvym RPMI 1640.

Tésné pred pouzitim byla pfipravena suspenze fluoresceinem znacenych partikuli. Obsah

jedné lahvicky HBSS (0,5 ml) byl pfepipetovan do lahvicky obsahujici biopartikule (5 mg) a
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f)
9)

h)

)
K)

nasledovalo kratké rozruseni partikuli ultrazvukem. Poté byl cely obsah piepraven do Cisté
zkumavky se 4,5 ml DMEM bez suplementace.

Do mikrotitratni desticky bez bunék bylo napipetovano 100 pl DMEM média bez
suplementace jako negativni kontrola (16 jamek). Do mikrotitra¢ni desticky s butikami
kultivovanymi po izolaci z intaktnich zvifat bylo napipetovano 100 pl DMEM média bez
suplementace jako pozitivni kontrola (40 jamek).

Do jamek mikrotitrani desticky pro vzorky (intaktni bunky stimulované LPS, bunky
izolované po laparotomii bez a se stimulaci LPS, bunky izolované po laparoskopii bez a se
stimulaci LPS) bylo pro kazdy vzorek napipetovano 100 ul DMEM média bez suplementace
(40 jamek).

Mikrotitra¢ni desticka byla pfikryta vickem a inkubovana 2 hodiny pti 37°C v atmosféte s 5%
COa,.

Desticka byla 2x vyplachnuta RPMI 1640.

Byl pfipraven roztok trypanové modfi. Cely obsah lahvicky trypanové modfi (1 ml) byl
rozdrcen ultrazvukem a zfedén ve 4,0 ml DMEM bez suplementace.

Do vSech jamek bylo ihned pfiddno 100 pl suspenze trypanové modfi z predchoziho kroku.
Mikrotitracni desticka byla 1 minutu inkubovana pii pokojové teploté.

Z mikrotitracni destiCky byl odsaty veskery obsah, 2x vyplachnuta RPMI 1640 a fluorescence
byla zmétena na spektrofotometru Tecan pfi excitacni vinové délce 480 nm a emisni vinové

délce 520 nm.

3.2.6. STANOVENI WST

K vyjadieni fagocytarni aktivity kultivovanymi buiikami je tieba vzit v ivahu aktualni
pocet bunék v mikrotitracni jamce, resp. jejich viabilitu a metabolickou aktivitu. V praxi je
mozné vyjadfit naméfené hodnoty fluorescence k hodnotdm WST-1 testu pochazejicich ze
stejné jamky.

WST bylo stanoveno s pouzitim komeréné dodavaného kitu Cell Proliferation
Reagent WST-1 (Roche Diagnostics). Je to test na stanoveni proliferace, viability a
cytotoxicity bun¢k zalozeny na principu Stépeni tetrazoliovych soli bunéénymi enzymy na
barevny formazan. Vyssi pocet zivych bunek vede ke zvyseni celkové aktivity
mitochondrialnich dehydrogenas ve vzorku. Toto zvySeni enzymové aktivity nésledné
zpusobi zabarveni smési vlivem formazanu, které je pifimo umérné poctu metabolicky
aktivnich bun¢k. Mira zabarveni se stanovuje spektrofotometricky.
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b)

Kit zahrnuje:

WST-1 — pouzity substrat (disodna sul 4-[3-(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-
1,3-benzendisulfonové kyseliny); roztok pfipraveny k pouziti

Elektron transportni ¢inidlo ve fosfatovém pufru

Postup analyzy:

Po stanoveni fluorescence na mikrotitraéni jamce bylo do jamek ptfidano 100 pl nafedéného
WST v DMEM bez suplementace (1:11). Pied inkubaci byla zmétena absorbance v ¢ase 0.
Desticka byla ptikryta vickem a 90 min. inkubovana pii 37°C v atmosféie s obsahem 5% CO,,

Poté byla na pfistroji Tecan méfena absorbance pfi vinové délce 440 nm.
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3.2.7. VYJADRENI VYSLEDKU

STANOVENI CYTOKINU

Z jednotlivych absorbanci jsme pomoci rovnice piimky ziskané z kalibra¢ni kiivky vypogitali
vysledné koncentrace cytokinti pro dané vzorky. Jejich nominalni hodnoty jsme nasledovné
vztahli k analogickym zptsobem vypoctenym koncentracim proteint z odpovidajicich Petriho

misek.

STANOVENI FAGOCYTARNI AKTIVITY

Hodnoty fagocytarni aktivity byly urovany jako pomér namétené fluorescence a adekvatni
WST hodnoty. Aritmeticky primér ziskany z hodnot u intaktnich kontrol bez stimulace LPS
byl vyjadien jako 100 %. Hodnoty v ostatnich skupinach byly vyjadfovany jako

% fagocytarni aktivity = aktivita vzorku / aktivita kontroly x 100

STATISTICKE VYHODNOCENI DAT

Ke statistickému vyhodnoceni dat byl pouzit program GraphPAD Instant 3.06 for Windows
(GraphPad Software, USA). Hodnoceni statistické vyznamnosti bylo provedeno
jednofaktorovym ANOVA testem. K viceCetnému porovnavani mezi skupinami slouzil
Tukey-Krameriv post hoc test. V pfipadé nenormalniho rozlozeni hodnot byl pouzit
neparametricky Kruskal-Wallisiv test s Dunnovym post hoc testem. VSechny vysledky jsou
vyjadfovany jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka priméru. Statistickd

vyznamnost je vyjadiena jako *: p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001
3.2.8. CIL PRACE

Cilem této prace je na experimentdlnim modelu laparoskopie a laparotomie co nejvice

blizkém klinické praxi:

1) porovnat zmény produkce prozanétlivych cytokini:
a) izolovanymi nestimulovanymi makrofagy 24 hod. po operaci.
b) izolovanymi makrofagy po stimulaci lipopolysacharidem 24 hodin po operaci.
) izolovanymi nestimulovanymi makrofagy 72 hodin po operaci.

d) izolovanymi makrofagy po stimulaci lipopolysacharidem 72 hod. po operaci
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2) hodnotit fagocytarni aktivitu:
a) izolovanych nestimulovanych makrofagi 72 hod. po operaci

b) izolovanych makrofagh po stimulaci lipopolysacharidem 72 hod. po operaci
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4. VYSLEDKY:

4.1. Zjisténi optimalni koncentrace LPS

Sohledem na mezidruhové rozdily v citlivosti makrofagh na bakterialni
lipopolysacharid (LPS) bylo tfeba stanovit optimalni koncentraci, ktera by byla schopna
dostate¢né vyrazné stimulovat sekreci cytokinu TNFa. Zarovenn jsme pozadovali, aby dana
davka LPS dostate¢né stimulovala produkci i ostatnich stanovovanych cytokint, tj. IL-1p a
IL-6.

Zminovanou optimalni davku LPS jsme zjistovali porovnavanim produkce cytokini
makrofagy izolovanymi z intaktnich zvifat a kultivovanymi v DMEM médiu bez LPS a po
pfidavku tfi rtznych koncentraci LPS do média. Po 24 hodinové kultivaci nasledovalo

stanoveni cytokinil.

Graf €. 1
Produkce TNFa makrofagy stimulovanymi LPS ***
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Pouzité zkratky a znacky:

K: kontrolni skupina - makrofagy izolovany z intaktniho zvifete a kultivovany 24 hod. (kompletni DMEM
médium s ATB, antimykotiky); LPS 0,1; 1; 10 - makrofagy izolovany z intaktniho zvifete a kultivovany 24 hod.
s LPS (kompletni DMEM médium s ATB, antimykotiky a uvedenou vyslednou koncentraci lipopolysacharidu v
pg/ml).

***: versus K (p<0,001); +++: versus LPS 0,1 (p<0,001); oo: versus LPS 1 (p<0,01)
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Graf €. 2

Produkce IL-1 B makrofagy stimulovanymi LPS ***
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Pouzité zkratky a znacky:

K: kontrolni skupina - makrofagy izolovany z intaktniho zvifete a kultivovany 24 hod. (kompletni DMEM
médium s ATB, antimykotiky); LPS 0,1; 1; 10 - makrofagy izolovany z intaktniho zvifete a kultivovany 24 hod.
s LPS (kompletni DMEM médium s ATB, antimykotiky a uvedenou vyslednou koncentraci lipopolysacharidu v
pg/ml).

***: versus K (p<0,001); ++: versus LPS 0,1 (p<0,01); ooo: versus LPS 1 (p<0,001)
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Graf¢. 3

Produkce IL-6 makrofagy stimulovanymi LPS ___
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Pouzité zkratky a znacky:

K: kontrolni skupina - makrofagy izolovany z intaktniho zvifete a kultivovany 24 hod. (kompletni DMEM
médium s ATB, antimykotiky); LPS 0,1; 1; 10 - makrofagy izolovany z intaktniho zvifete a kultivovany 24 hod.
s LPS (kompletni DMEM médium s ATB, antimykotiky a uvedenou vyslednou koncentraci lipopolysacharidu v
pg/ml).

***: versus K (p<0,001); +++: versus LPS 0,1 (p<0,001); ooo: versus LPS 1 (p<0,001)

Signifikantni narGst hladin vSech tii stanovovanych cytokinli jsme registrovali jiz u nejnizsi
nami pouzité koncentrace LPS 0,1 pg/ml. Koncentrace 0,1 pg/ml LPS tedy spliiuje nami
stanoveny cil - stimulace izolovanych peritonedlnich makrofagii se signifikantnim zvySenim

produkce cytokini TNFa, IL-18 a IL-6.
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4.2. Bazalni produkce cytokina 24 hodin po operaci

Grafy vyjadiuji bazdlni produkci cytokinii V zavislosti na zptsobu operac¢niho
ptistupu. Makrofagy byly izolovany 24 hodin po operaci a poté 24 hodin kultivovany, jak je

uvedeno v metodickém postupu.

Graf €. 4
Produkce TNF a peritonealnimi makrofagy 24 hod. po
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Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky pfistup; LS: laparoskopicky ptistup.

***: versus K (p<0,001); +++: versus LT (p<0,001);000: versus LS (p<0,001)

Produkce TNFa peritonedlnimi makrofagy izolovanymi 24 hodin po operaci byla nejvyssi ve
skuping, ktera podstoupila laparoskopicky zakrok, a to oproti kontrole (p<0,001) i
laparotomované skupiné¢ (p<0,001). Produkce tohoto cytokinu v porovnani s kontrolou

signifikantn¢ vzrostla rovnéz po laparotomii (p<0,001).

75



Graf¢.5

Produkce IL-1 B peritonedlnimi makrofagy 24 hod. po
operaci
k%
1,2 -
+++
1 .
2 08
()]
S
::.o 06 - * % %
3
S~
b0
o
04 -
02 - i
O T T T
K LT LS
skupiny

Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky ptistup; LS: laparoskopicky pfistup.

***: versus K (p<0,001); +++: versus LT (p<0,001)

Produkce IL-1B peritonealnimi makrofagy izolovanymi 24 hodin po zakroku byla
signifikantné¢ nejvyssi u laparoskopicky operované skupiny, a to jak oproti kontrole
(p<0,001), tak oproti laparotomickému pfistupu (p<0,001). ZvySeni produkce IL-1P

vykazovala oproti kontrole i laparotomovana skupina (p<0,001).

Produkce IL-6 peritonealnimi makrofagy izolovanymi 24 hodin po operaci byla ve vSech

pfipadech pod mezi detekce.
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4.3. Stimulovana produkce cytokini 24 hodin po operaci.

Grafy vyjadiuji produkci cytokinti po stimulaci LPS v zavislosti na zpusobu
opera¢niho pfistupu. Makrofagy byly izolovany 24 hodin po operaci a poté 24 hodin
kultivovany s LPS o koncentraci 0,1 pg/ml.

Graf¢. 6

Produkce TNF a peritonedlnimi makrofagy stimulovanymi
LPS 24 hod. po operaci
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Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky pfistup; LS: laparoskopicky pfistup.

***: versus K (p<0,001); +++: versus LT (p<0,001); ooo: versus LS (p<0,001)

Produkce TNFo stimulovanymi makrofagy izolovanymi 24 hodin po zakroku byla
signifikantné vyssi u skupiny zvifat, kterd byla podrobena laparotomickému pfistupu, a to v
porovnani jak se stimulovanou kontrolou (p<0,001), tak s laparoskopicky provedenym
zédkrokem (p<0,001). Skupina, jez podstoupila laparoskopicky =zakrok, vykazovala v

porovnani s uvedenou kontrolou (p<0,001) rovnéz zvySenou produkci TNFa.
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Graf¢. 7

Produkce IL-1 B peritonedlnimi makrofagy stimulovanymi
LPS 24 hod. po operaci
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Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky ptistup; LS: laparoskopicky pfistup.

*: versus K (p<0,05)

Produkce IL-1B stimulovanymi peritonealnimi makrofagy izolovanymi 24 hodin po zakroku
oproti stimulované kontrole byla u obou typu operaci snizena (p<0,05) a mezi

laparoskopickym a laparotomickym pfistupem jsme nezaznamenali signifikantni rozdil.
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Graf¢. 8

Produkce IL-6 peritoneadlnimi makrofagy stimulovanymi
LPS 24 hod. po operaci

* % %
(o] 0]
1,4 -
2 12 -
g
s 14
o
E 08 -
£ ++
0,6 -
04 -
0,2 -
0 -
K LT LS
skupiny

Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky pfistup; LS: laparoskopicky pfistup.

***: versus K (p<0,001); ++: versus LT (p<0,01); oo: versus LS (p<0,01)

Nejvyssi produkce IL-6 stimulovanymi peritonealnimi makrofagy izolovanymi 24 hodin po
zékroku byla zaznamenana U laparotomické skupiny, a to jak oproti stimulované kontrole
(p<0,001), tak oproti laparoskopii (p<0,01). Ackoliv se hladina IL-6 zda po laparoskopii

oproti stimulované kontrole dokonce lehce snizena, signifikantni rozdil nebyl zjistén.
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Pozorovani nartlistu koncentraci cytokinid po stimulaci makrofagt
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Pouzité zkratky a znacky:

K baz: kontrola (pouze s éterovou anestezii), bazalni; K stim: kontrola (pouze s éterovou anestezii), stimulovana
LPS; LT baz: laparotomicky pfistup, bazalni; LT stim: laparotomicky pfistup, stimulovano LPS; LS baz:

laparoskopicky pfistup, bazalni; LS stim: laparoskopicky pfistup, stimulovano LPS

Jelikoz graf ¢. 9 mé diky vysokym hodnotdm TNFa produkovanym stimulovanymi

makrofagy nizkou vypovédni hodnotu o ostatnich cytokinech, byla sniZzena horni hodnota y-

ové osy tak, aby se dosahlo detailnéjsiho nahledu. Znazornéno v grafu ¢. 10.
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Graf €. 10

Pozorovani nartistu koncentraci cytokind po stimulaci makrofaga
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Pouzité zkratky a znacky:

K baz: kontrola (pouze s éterovou anestezii), bazalni; K stim: kontrola (pouze s éterovou anestezii), stimulovana
LPS; LT baz: laparotomicky pfistup, bazalni; LT stim: laparotomicky pfistup, stimulovano LPS; LS baz:
laparoskopicky pfistup, bazalni; LS stim: laparoskopicky pfistup, stimulovano LPS

Zgrafi ¢. 9 a 10 vyplyva, Ze na stimulaci lipopolysacharidem reagovaly peritonealni
makrofagy odebirané po operacich nejvice produkci TNFa, jehoz koncentrace se zvedala
fadové az cca devadesatkrat (v laparotomické skupin€). Kontrolni skupina na stimulaci
nejvice reagovala nariastem produkce IL-1pB, kdy jeho hladina vzrostla piiblizné dvacetkrat.
Vliv stimulace na produkci IL-6 je nepopiratelny, ovS§em vzhledem k tomu, ze bazalni
hodnoty byly nedetekovatelné, ptesnéjsi miru vlivu lipopolysacharidu na tvorbu IL-6 neni

mozné odhadnout.
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4.4. Bazalni produkce cytokina 72 hodin po operaci.

Grafy vyjadiuji bazdlni produkci cytokinii v zavislosti na zptusobu operac¢niho
piistupu. Makrofagy byly izolovany 72 hodin po operaci a poté 24 hodin kultivovany jak je

uvedeno v metodickém postupu.

Graf €. 11
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Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky pfistup; LS: laparoskopicky pfistup.

***: versus K (p<0,001); +++: versus LT (p<0,001); ooo: versus LS (p<0,001)

Produkce TNFa peritonedlnimi makrofagy izolovanymi 72 hodin po operaci byla nejvyssi u
zvitat, které podstoupily laparoskopické podvazani céka, a to jak oproti kontrolam (p<0,001),
tak oproti laparotomickému piistupu (p<0,001). Mezi produkci TNFa u laparotomovanych

zvitat a kontrolni skupinou jsme nenalezli signifikantni rozdil.
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Graf ¢. 12

Produkce IL-1 B peritonedlnimi makrofagy 72 hod. po
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Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky pfistup; LS: laparoskopicky pfistup.

***: versus K (p<0,001); *: versus K (p<0,05); +++: versus LT (p<0,001); ooo: versus LS (p<0,001)

Produkce IL-1B peritonealnimi makrofagy izolovanymi 72 hodin po operaci byla nejvyssi u
zvitat, které podstoupily laparoskopicky zakrok, a to jak oproti kontrolam (p<0,001), tak
oproti laparotomickému pftistupu (p<0,001). ZvySend sekrece IL-1PB oproti kontrole (p<0,05)

byla zaznamenana i u laparotomického pfistupu.

Produkce IL-6 peritonealnimi makrofagy izolovanymi 72 hodin po zékroku byla ve vsech

ptipadech pod mezi detekce.
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4.5. Stimulovana produkce cytokini 72 hodin po operaci.

Grafy vyjadiuji produkci cytokinti po stimulaci LPS v zavislosti na zpusobu
opera¢niho pfistupu. Makrofagy byly izolovany 72 hodin po operaci a poté 24 hodin

kultivovany s LPS o koncentraci 0,1 pg/ml.

Graf €. 13
Produkce TNF a peritonealnimi makrofagy stimulovanymi
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Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky pfistup; LS: laparoskopicky pfistup.

***: versus K (p<0,001); +++: versus LT (p<0,001); ooo: versus LS (p<0,001)

Produkce TNFa stimulovanymi peritonealnimi makrofagy izolovanymi 72 hodin po operaci
po laparoskopii i laparotomii oproti stimulované kontrole signifikantné vzrostla (p<0,001).
Makrofagy laparotomované skupiny vykazovaly signifikantné vyssi produkci TNFa nez po
laparoskopii (p<0,001).
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Graf¢. 14

Produkce IL-1 B peritonedlnimi makrofagy stimulovanymi
LPS 72 hod. po operaci

16 -+ * ok ok

(o]

%k %k

12 A

10 -

ng/mg proteinu

K LT LS
skupiny

Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky ptistup; LS: laparoskopicky pfistup.

***: yversus K (p<0,001); +: versus LT (p<0,05); o: versus LS (p<0,05)

Produkce IL-1pB stimulovanymi peritonealnimi makrofagy izolovanymi 72 hodin po operaci
po laparoskopii i laparotomii oproti stimulované kontrole signifikantn¢ vzrostla (p<0,001).
Makrofagy laparotomované skupiny vykazovaly signifikantné vyssi produkci IL-1B nez po
laparoskopii (p<0,05).

85



Graf ¢. 15

Produkce IL-6 peritonedlnimi makrofagy stimulovanymi
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Pouzité zkratky a znacky:
K: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT: laparotomicky ptistup; LS: laparoskopicky piistup.

***: versus K (p<0,001); +++: versus LT (p<0,001); ooo: versus LS (p<0,001)

Produkce IL-6 stimulovanymi peritonealnimi makrofagy izolovanymi 72 hodin po operaci
byla signifikantné nejvyssi ve skupiné podrobené laparotomii (oproti stimulované kontrole i
laparoskopii: p<0,001). Mezi laparoskopickym zakrokem a stimulovanou kontrolou nebyl

zjistén signifikantni rozdil.
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Graf €. 16
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Pouzité zkratky a znacky:

K baz: kontrola (pouze s éterovou anestezii), bazalni; K stim: kontrola (pouze s éterovou anestezii), stimulovana
LPS; LT baz: laparotomicky pfistup, bazalni; LT stim: laparotomicky pfistup, stimulovano LPS; LS baz:
laparoskopicky pfistup, bazalni; LS stim: laparoskopicky pfistup, stimulovano LPS

Z grafu ¢. 16 vyplyva, ze na stimulaci lipopolysacharidem reagovaly kontrolni peritonealni
makrofagy nejvice produkci IL-1B. Jeho koncentrace se zvedala fadoveé cca devadesatkrat.
V makrofazich izolovanych 72 hodin po obou operacich stoupala po stimulaci nejvice
produkce TNFa. Vliv stimulace na produkci IL-6 je opét nepopiratelny, ovSem vzhledem
Ktomu, ze bazalni hodnoty byly znovu nedetekovatelné, piesnéjsi miru vlivu

lipopolysacharidu na tvorbu IL-6 neni mozné odhadnout.
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4.6. Bazalni fagocytarni aktivita peritonealnich makrofaga 72 hodin po operaci

Graf ¢. 17
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Pouzité zkratky a znacky:

K baz: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); LT baz: laparotomicky pfistup; LS baz: laparoskopicky
piistup.

***: versus K (p<0,001); +: versus LT (p<0,05); o: versus LS (p<0,05)

Schopnost fagocytosy nestimulovanych peritonedlnich makrofagt izolovanych 72 hodin po
operaci byla u laparoskopované skupiny zvifat signifikantné vyssi, a to jak oproti kontrole
(p<0,001), tak oproti makrofagiim izolovanym z laparotomovanych potkant (p<0,05). Mezi
skupinou po laparotomii a kontrolou jsme ve schopnosti fagocytovat nezjistili signifikantni

rozdil.
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4.7. Fagocytarni aktivita LPS stimulovanvch peritonealnich makrofaga 72 hodin po

operaci
Graf ¢. 18
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Pouzité zkratky a znacky:

K baz: kontrolni skupina (pouze s éterovou anestezii); K stim: kontrolni skupina (éterova anestezie) stimulovana
LPS; LT stim: laparotomicky ptistup + stimulace LPS; LS stim: laparoskopicky pfistup + stimulace LPS.

**%: versus K baz (p<0,001); ###: versus K stim (p<0,001); +++: versus LT stim (p<0,001); ooo: versus LS stim
(p<0,001)

Signifikantn€ niz8i fagocytarni aktivitu LPS stimulovanych peritonedlnich makrofagh
izolovanych 72 hodin po operaci jsme pozorovali u laparotomovanych potkant jak oproti
nestimulované kontrole, stimulované kontrole i laparoskopii (vSe: p<0,001). Mezi bazalni

kontrolou, stimulovanou kontrolou a laparoskopii jsme nezjistili signifikantni rozdil.
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5. DISKUSE

Laparoskopie je ve vztahu k systémové imunitni odpovédi povazovana za vyhodné&jsi
nez oteviené zakroky. Vyvolava mirnéjsi zanétlivou odpovéd’ a tim na rozdil od laparotomie
nezpusobuje sekundarni imunosupresi organismu (86). Rovnéz byl prokazan jeji pozitivni
vliv na zachovani bunécné zprostiedkované imunitni reakce, kterd je u otevienych vykonua
inhibovana (29; 30; 31). Neékteré klinické vyzkumy ovSem jeji vyhodnéjsi dopad na
systémovou odezvu potvrdit nemohou (25; 24). Jedna se pfedevs§im o studie na pacientech
S kolorektalnimi karcinomy. Na tyto rozdilné¢ vysledky mohla mit vliv pfedevsim
nehomogennost testovanych skupin v klinické studii. Imunitni reakce mohla byt ovlivnéna jiz
primdrnim onemocnénim a na vysledcich se mohl podepsat vedle velikosti a agresivity
danych tumord napiiklad i1 pocet prod€lanych krevnich transfuzi ¢i v neposledni tfadé
samoziejm¢ jednotlivé postupy inkriminovanych chirurgickych zakrokt. Trvani operace,
délka fezu u otevienych operaci i tlak ¢i teplota a vlhkost plynu pfi laparoskopii se u kazdého
jedince vice ¢i méné lisi a vSechny tyto aspekty mohly zpisobit nesourodost vysledkt (26).
Ackoliv je systémova imunitni odpovéd’ po laparoskopii stale pfedmétem vyzkumil a zdaleka
nejsou objasnény vSechny zakonitosti, je jiz oproti lokdlni reakci pomérné dobie
zdokumentovana.

Studii, jez se zabyvaly lokalni imunitni odpovédi, nebylo zatim mnoho a jejich
vysledky si neziidka i odporuji. Ze vSech dosavadnich poznatktli 1ze o vyznamu dosazenych
znalosti pouze spekulovat a je jisté, Ze k pochopeni imunitnich déji a dopadi je tieba
podrobnéjsiho prizkumu. Vysledky téchto studii pochazeji prevazné z experimentalnich praci
na zvifeti a soustfed’'uji se predevS§im na prvnich 24 hodin po vykonu. Makrofagy hraji
vyznamnou roli v lokalni imunitni odpovédi mechanismem fagocytosy, prezentaci antigenu a
produkuji fadu cytokinti a metabolitii. V experimentech jsou velmi Casto z abdominélni dutiny
izolovany ke stanoveni aktivity. Peritonedlni imunitni odpovéd, potazmo aktivitu
peritonealnich makrofagti, které se na peritonealni imunitni odpovedi podileji nejvice, lze
hodnotit podle fady kritérii. Nej¢astéji stanovované metabolity ¢i povrchové znaky makrofagh
jsou jen kusou informaci, ktera sice poskytuje urcity obraz o probihajicich déjich, ovSem bez
znalosti celého kontextu nelze vyvozovat jasnéjsi zavéry. Nékteré studie se zabyvaly
hodnocenim fagocytosy podle metabolitl pfi ni vznikajicich, jiné urcovaly tento proces podle
samotné schopnosti bun¢k pohlcovat infekéni material. UZ v tomto pfistupu vznikaji rozpory
Vv interpretaci, jelikoZ schopnost a ucinnost tak komplexniho déje, jakym fagocytosa je, se

nedd s jistotou podle tak casteCnych informaci ur€it. Dilezitym déjem je rovnéz 0Gc€inna
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prezentace antigenu, proto se fada vyzkumui zaméfila na méfeni exprese MHC gp. II. tfidy na
makrofazich a ani zde nedospéli k jednotnym vysledkim. Zatimco studie na potkanech
nalezla pokles exprese MHC gp. II. tfidy na makrofazich izolovanych po laparotomii, po
laparoskopii se jejich exprese vici kontrole nezménila (44), jiny vyzkum na prasatech
dokumentoval vyssi expresi MHC gp. II. tfidy na makrofazich z laparotomované skupiny
(43).

Jiz zminovanou moznosti hodnoceni aktivity makrofaghi je i produkce cytokint.
Makrofagy tvoii celou skéalu cytokinii s rozmanitymi ucinky. Tvorba daného cytokinu je
mimo jiné zavisla na fazi zanétu a jejich ucinky poté moduluji jeho pribéh. V ¢asné fazi lze
pozorovat vzestup produkce predev§im prozanétlivych cytokinl a z tohoto divodu jsme se
Vv nasi studii zaméfili na jejich stanoveni. Zvolili jsme 3 nejcastéji hodnocené cytokiny TNFa,
IL-1B a IL-6. Na rozdil od hodnoceni produkce TNFa peritonedlnimi makrofagy se produkci
IL-1B a IL-6 doposud studie zabyvaly podstatné méné. Samoziejmé tyto vysledky mohou
poskytovat pouze ¢aste¢né zhodnoceni aktivity makrofagi a k ucelenéj§imu nazoru by bylo
tieba stanovit i jiné cytokiny. Jednim z dilezitych cytokint je napiiklad 1L-12, ktery se
vyznamné podili na pfeméné Ty lymfocyti na subset Tyl a jeho prostiednictvim poté na
preméné¢ makrofaghh na aktivovanou formu schopnou tvofit NO. Makrofagy produkuji
samoziejm¢ celou paletu dalsich cytokint, jejichz u¢inky jsou v kontextu celé zanétlivé
odpovédi provazané a tedy neméné dilezité. Prvotni néstin situace a miry imunitni odezvy
nami stanovované prozanétlivé cytokiny ovsem reflektuji.

Produkce zminovanych prozanétlivych cytokini TNFo, IL-1p a IL-6 byla
porovnavéana v podminkéach co nejvice se ptiblizujicich klinické praxi. V experimentech na
potkanech byl provadén operacni zakrok (ligace céka) s laparotomickym nebo
laparoskopickym pfistupem. 24, resp. 72 hodin po vykonu byly izolovany makrofagy z
peritonealni oblasti a nasledné 24 hodiny kultivovany. V médiu byly stanovovany
koncentrace produkovanych cytokind. K lepsi moznosti interpretace zmén produkce cytokinti
byla hodnocena i fagocytarni aktivita. Z technickych divodii byla prozatim provedena pouze
Vv intervalu 72 hodin po operaci. Ve shod¢ s literarnimi tdaji jsme potvrdili, Ze k lepSimu
zhodnoceni schopnosti imunitni odpovédi makrofagh na aktualni podnét je tieba produkci
cytokinli ur€ovat nejen za bazalnich podminek, ale také po stimulaci makrofagh (velmi Casto
se pouziva lipopolysacharid - LPS). V piipadé naseho hodnoceni bazalni produkce cytokini
makrofagy izolovanymi z peritonedlni dutiny - skupiny podrobené opera¢nimu vykonu

reaguji zvySenou produkci TNFa a IL-1p. Hladiny IL-6 nebyly detekovatelné. Signifikantné
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vyrazngjsi bylo zvyseni produkce po laparoskopickém zakroku. Obdobné nélezy byly zjistény
za 24 i 72 hodiny po operaci. Po stimulaci makrofagti izolovanych z peritonea je patrné, ze
laparoskopicky pfistup je provazen mirnéjSim vzestupem produkce prozanétlivych cytokinti v
obou sledovanych intervalech.

Co se tyce produkce TNFa, trend byl ve skupiné makrofagl izolovanych 24 i 72 hodin
po operaci stejny. Zjistili jsme, zZe skupina podrobend laparoskopii vykazovala signifikantné
vy$8i nartst bazalni hladiny TNFa nez laparotomovani potkani i kontrolni skupina. Pokud
jsme ovSem makrofagy stimulovali LPS, signifikantné nejvy$$i produkci TNFa jsme
zaznamenali u otevienych operaci. N¢kolik studii hodnotilo produkci TNFa pied a po
stimulaci LPS a bylo zjisténo, ze produkce TNFa se vyviji v zavislosti na délce intervalu od
proveden¢ho zdkroku. 1 hodinu po vykonu byla jeho tvorba signifikantné zvySena u
laparotomického pftistupu, po stimulaci LPS doSlo ke zvySeni produkce u skupiny s
laparoskopii (47). V dalsich intervalech - 4, 12 a 24 hod. po vykonu byla produkce TNFa
stimulovanymi makrofagy u laparoskopie nizsi ve srovnani s laparotomickym ptistupem (44;
48). K analogickym vysledkim jsme tedy dospé€li rovnéZ my a nase studie naznacuje, ze
rovnéZ po 72 hodinéch od opera¢niho vykonu je produkce TNFa u laparoskopované skupiny
ve srovnani s laparotomovanou nizsi.

24 hodin po operaci jsme pozorovali signifikantni zvyseni bazalni produkce IL-1p,
laparoskopie byla provazena vyraznéjSim vzestupem. Pokud vSak doslo ke stimulaci
makrofagl, po obou operacnich vykonech produkce IL-1B klesla pod Groven stimulovanych
kontrol. Obdobné¢ jako v piipadé TNFa muze byt pokles produkce IL-1f makrofagy
stimulovanymi LPS dan do souvislosti s pisobenim CO, pii laparoskopii (42). Pti¢ina poklesu
produkce po laparotomii vSak neni jasnid. 72 hodin po operaci byl u nestimulovanych
makrofagli pozorovan vzestup produkce IL-1B, vyrazné€ji po laparoskopii. Stimulaci
makrofagl doSlo ke zvySeni produkce IL-1P , avSak po laparoskopii nebylo tak vysoké jako
po laparotomii. Stimulace makrofaghh 24 1 72 hod. po operaci vedla ke zvySeni produkce
cytokind, obdobné laparoskopie nebyla provazena tak prudkym vzestupem produkce.
Souhrnné 1ze fici, Ze pokud byly makrofagy stimulovany, nértst produkce cytokinli byl po
laparoskopii mirnéj$i neZ u laparotomované skupiny, ov§em zpravidla ne niz8i nez u kontrolni
skupiny.

Lze také pozorovat Casovy vyvoj produkce cytokinii. U bazalni produkce dosahuje
TNFa a IL-1 maxima jiZ za 24 hod po operaci (vyraznéji po laparoskopii) a po té je mozné

pozorovat mirny pokles. Po stimulaci makrofagii TNFa prudce nartista za 24 hod. po operaci,
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(vyraznéji po laparotomii) a poté vykazuje pokles. IL-6 nariistd za 24 hod. pouze po
laparotomii a drzi se na zvySené hladiné. Po laparoskopii se produkce IL-6 stimulovanymi
makrofagy drzi po celou dobu na trovni kontrol. Produkce TNFa a IL-6 tedy dosahuji
maxima jiz béhem 24 hod. Obdobné je tomu u bazalni produkce IL-1, po stimulaci makrofagi
dochdzi k narastu produkce az za 72 hod. po operaci.

Zajimavé muze byt i zhodnoceni miry stimulace jednotlivych cytokinl pouzitim LPS
v koncentraci 0,1 pg/ml. Na stimulaci LPS reagovaly makrofagy kontrolnich skupin (bez
ohledu na absolutni hladiny) nejvice produkci IL-1B, jehoz koncentrace stoupla ve 24
hodinovém intervalu cca 23x a v 72 hodinovém pfiblizné 87x. Po operacich stimulaci
makrofagti naopak nejprudceji narista produkce TNFa 24 i 72 hod. po operaci. Produkce IL-6
rovnéz prokazatelné stoupla, ovSem z divodu nedetekovatelnych bazalnich hladin nebylo
mozno urcit, kolikrat jeho koncentrace vzrostly. Tento ndlez naznacuje, Ze pii chirurgickém
zakroku makrofagy na stimulaci noxou reaguji nejen navySenim produkce vSech cytokind, ale
oproti organismu, do kterého operativné zasahovano nebylo, je zménén i pomér, v jakém se
cytokiny tvofi.

Vysoké produkce prozanétlivych cytokini mize vyjadiovat vyssi intenzitu zanétlivé
reakce vedouci i k poskozeni organismu. Uvazovali jsme proto, zZe vysoka produkce cytokini
po stimulaci LPS pozorovana u laparotomie mize byt ve vysledku spojena s oslabenim jinych
efektorovych funkci makrofagli. Soucasti nasi studie bylo hodnoceni fagocytosy a nase
vysledky tuto domnénku podporuji. Zjistili jsme, Ze zvySeni bazalni produkce TNFa a IL-1 72
hod. po laparoskopii bylo provazeno zvysenym pohlcovanim partikuli jak oproti kontrole, tak
oproti otevienému zakroku. Stimulace produkce prozanétlivych cytokinli muze facilitovat
obranu proti infekénimu agens. Bylo prokézéano, Ze zvySena koncentrace TNFa byla spojena
se zvySenou urovni fagocytarni aktivity (87). Pokud byly makrofagy v nasi studii stimulovany
LPS, produkce cytokini se vyrazn¢ zvysila u otevieného zakroku a schopnost fagocytosy
signifikantné klesla. U laparoskopického zakroku nedoslo k tak vyraznému zvySeni produkce
cytokinii a uroven fagocytosy byla zachovana bez poklesu. Tyto vysledky nas vedou ke
spekulaci, Zze mira produkce prozanétlivych cytokini makrofagy by mohla souviset s
intenzitou fagocytosy. Pokud by tak doslo k pfili§ vysoké produkei téchto cytokinti, mohlo by
to vést 1 k atlumu fagocytosy.

Hodnocenim aktivity peritonedlnich makrofdgii podle fagocytosy se mnoho studii
rovnéz prozatim nezaobiralo. Expermentalni studie na prasatech hodnotila bakterialni

clearance a dospéla ke stejnému zavéru jako na§ vyzkum - Ze vyssi schopnost pohlcovat
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infekéni materiadl maji oproti laparotomované skupin€ makrofagy izolované po laparoskopii
(43). Béhem fagocytosy vznika fada metabolickych produktid. Nékteré studie zkoumaly
produkci superoxidového radikalu O, a dosly k zavéru, ze u makrofaglti izolovanych po
laparoskopii byla jeho produkce oproti otevienym zakroktim nizsi (45). Superoxid je pouze
pfestupnym metabolitem, z néjz se nadale tvoii jin¢ ucinné latky s mikrobicidni aktivitou,
jako napftiklad peroxid vodiku. Jeho produkce stimulovanymi makrofagy klesala pouze u
skupiny po otevieném zakroku (44). Ani H;O, ovSem v procesu likvidace pohlceného
materidlu nemusi byt konecnym produktem. Souhrnné maji tyto kyslikové slouceniny pravé
pro svou vysokou reaktivitu mimo bunku velice kratké trvani, a proto nam jejich hladina sice
muze leccos naznacit, ovSem vyvozovat definitivni zavéry nelze. Jiné tfi studie se zabyvaly
analyzou oxidu dusnatého produkovanym peritonedlnimi makrofagy. Prvni dvé dosly
Kk zavéru, Ze nejvyssi narist produkce NO 24 hodin po operaci byl pozorovan po laparotomii.
Po laparoskopii byl zaznamenan oproti kontroldm bud’ jen lehky narGst hladin NO (39), nebo
nebyl zjistén signifikantni rozdil (40). Hladina NO ptitom korelovala s koncentraci TNFa
produkovaného peritonealnimi makrofagy (40). Tieti zkoumala vliv stimulace makrofagt
izolovanych 24 hodin po zdkroku na produkci NO. Zatimco bazdlni hodnoty byly vyssi u
skupiny po laparoskopii, po stimulaci jiz nebyl pozorovan tak velky vzestup produkce NO
jako u laparotomovanych zvifat (41). Zmény produkce TNFa v literatuie (44) i v nasi studii
maji obdobny vyvoj jako zmény produkce NO z posledni zmitlované prace (38). TNFa je
nezbytny pro slozity proces aktivace makrofagl a s tim spojenou tvorbu NO (1), pro coz by
svédcily 1 vySe popsané zmény. Z literarnich vysledkl nelze jednoznacné konstatovat, jaky je
vztah laparoskopie a schopnosti fagocytosy, ovsem negativni vliv laparoskopie na fagocytosu
prokézéan nebyl. NaSe studie naopak naznacuje vyssi schopnost pohltit infekéni material po
laparoskopii. Schopnost danou ¢astici pohltit jesté ovSem nemusi znamenat jeji G¢innou
likvidaci a naopak. Na adekvatni likvidaci pohlceného materialu se podili mimo jiné vyse
zminovan¢ produkty NADPH oxidasového komplexu a NO. Z ptedchozich vyzkumi lze
spekulovat, ze fagocytarni aktivita reprezentovana produkty NADPH oxidasového komplexu
se zda byt po laparoskopii zachovana vice nez po otevienych zakrocich. U produktu NO
synthasy, ktery je na rozdil od vySe uvadéného schopen nicit i intracelularni bakterie a je
dilezity i pro likvidaci nadorovych bunék, se zdaji mit vétsi produkci makrofagy po
otevieném zakroku. OvSem ani zde schopnost produkce NO oproti kontroldm po laparoskopii
vyrazn¢ neklesala. Baktericidni aktivita téchto na kysliku zavislych produktii je ovSem

spojend s nevyhnutelnym poSkozenim vlastnich tkdni a u pfilisné aktivity iNOS bylo
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prokdzano proaterogenni pisobeni, kdy by jeji ucinek v periferni krvi mohl mit vliv na rozvoj
aterosklerosy (1). Proto vysoka produkce téchto latek do okolniho prostiedi neni vhodna.
Laparoskopie se i vtomto tedy zda ptihodnéjsi, jelikoZ se jevi, Ze zachovava dostate¢nou
aktivitu Castice pohlcovat, nicit je, jak produkty NADPH oxidasy, tak iNOS a pfitom co
nejméné poSkozovat vlastni struktury.

Souhrnné se tedy da ve srovnani s laparotomii o laparoskopii spekulovat jako pro
peritonealni imunitni odpovéd’ piinosn€jsi metod¢. Nizsi hladiny cytokini produkované
lipopolysacharidem stimulovanymi makrofagy by se daly chapat jako projev urcité tolerance
Kk patogenim, diky niz se predchdzi nadmérné aktivaci makrofagli. Imunitni odpoveéd
reprezentovana produkci prozanétlivych cytokini po laparoskopii zpravidla neklesala pod
uroven kontrol, proto se d4 usuzovat, ze makrofagy po laparoskopii jsou schopny adekvatni
imunitni odpovédi bez nezadouci prehnané aktivace zanétlivé reakce. Ta by mohla vést i
k sekundarni imunosupresi, kterd se mize projevit Utlumem jinych efektorovych funkci,
napiiklad fagocytosy. Tuto hypotézu nasSe studie podporuje, jelikoz fagocytarni aktivita
pottebnd k ucinné likvidaci patogenti po laparoskopii na rozdil od laparotomie neklesala.

V kazdém ptipad€ je nutné provést dalsi vyzkumy. K pochopeni celé imunitni reakce
je nutné znat i produkci jinych metaboliti a Vv rozmanitéj$ich ¢asovych intervalech od
operace. Rovnéz, ackoliv jsou makrofagy nejvice zastoupenou bunécnou populaci
Vv peritonealni oblasti, nejsou jedinou, a proto by bylo vhodné vénovat se i vyzkumu dalSich
pfitomnych buné¢k, naptiklad neutrofilnich granulocytli. Rovnéz je pro aktivaci dalSich bun€k
imunitniho systému, které se naddle podili na rozvoji zanétlivé reakce, stéZejni ucinna
prezentace antigenu a posléze i jejich vlastni aktivita vedouci k plnohodnotné odpovédi.
Dilezitou soucasti imunitni odezvy je rovnéz vyskyt adhezivnich molekul na buikach i
endoteliich a rlznych kostimula¢nich molekul na imunokompetentnich buiikdch. VSechny
tyto aspekty pouze spolu dohromady adekvatné moduluji zanétlivy proces a nelze stavét
vyznam jednoho nad druhy. DalSim faktem je, Ze vSechny dosud provedené studie probihaly
na zvitecich modelech a reakce v lidském organismu se muze vice ¢i méné lisit. Nicméné
z nasich vysledku a z vysledki nékterych jinych studii Ize laparoskopii povazovat za vhodnou
alternativu otevieného chirurgického vykonu, ktera na Uplné objasnéni ¢i potvrzeni svych

vyhodnych dopadt na lokalni imunitni odezvu stale zatim ceka.
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6. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala stanovenim tii prozanétlivych cytokinti (TNFa, IL-
1B, IL-6) produkovanych peritonealnimi makrofagy potkana a hodnocenim jejich hladin
v zavislosti na rozdilném pfistupu operacniho zdkroku do abdominalni oblasti —
laparoskopického versus laparotomického.

Populace makrofagl byla z peritonea izolovana 24, respektive 72 hodin po zakroku a
nasledn€ 24 hodin kultivovana v DMEM médiu se suplementaci (ATB, antimykotika, fetalni
bovinni sérum). Toto médium slouzilo jako primarni vzorek. Vedle stanoveni bazalnich
hladin cytokini jsme zaroveil simulovali stimulaci peritonealnich makrofagi ptidavkem LPS
do zminovaného kultivatniho média. Optimalni koncentrace, vhodna pro dostatecnou
stimulaci produkce vSech uvedenych cytokind, byla docilena experimentalné a bylo zjisténo,
ze koncentrace 0,1 pg/ml LPS tento cel spliuje. Jednotlivé cytokiny byly stanovovany
komeréné dodavanymi kity zaloZzenymi na principu sendvicové ELISA metody. Pro lepsi
zhodnoceni vysledkd byly hladiny jednotlivych cytokinl vztazeny ke koncentraci proteint
pochazejicich ze stejné kultivacni misky. Dal§im pfedmétem vyzkumu bylo hodnoceni
fagocytarni aktivity peritonedlnich makrofagii. Schopnost pohlcovat infekéni material byla
stanovovana komeréné doddvanym kitem na principu intraceluldrni fluorescence pohlcenych
znaCenych partikuli. Pro lepsi zhodnoceni vysledkdi byly hodnoty fluorescence vztazeny
K hodnotam WST, jez byly zjistény z totozné jamky mikrotitracni desticky. Stanoveni WST
probihalo opét komer¢né dodavanym kitem a slouzi k ureni viability resp. metabolické
aktivity bunék.

Zjisténé vysledky zavisely na tom, byla-li méfena bazalni ¢i stimulovana produkce
cytokind. Bazalni hladiny cytokini 24 i 72 hodin po operaci byly zpravidla signifikantné
vy$$i u skupiny, jez prodé€lala zakrok s laparoskopickym pristupem, a to oproti kontrole i
laparotomickému piistupu. Bazalni hladiny IL-6 byly ve vSech ptipadech pod mezi detekce.
Po stimulaci peritonealnich makrofagii LPS nartlistala produkce cytokinii u laparotomované
skupiny v obou casovych intervalech od operace signifikantné vice nez u laparoskopické
skupiny ¢i u stimulovanych kontrol. Produkce cytokind stimulovanymi makrofagy
Z laparoskopované skupiny vSak nebyla niz$i nez u stimulovanych kontrolnich skupin.
Fagocytarni aktivita byla z technickych divodi hodnocena pouze v intervalu 72 hodin od
zakroku. Bazalni fagocytarni aktivita byla u laparoskopického pftistupu signifikantné vySsi

oproti kontrole i laparotomii. Po stimulaci byl pozorovan pokles schopnosti pohlcovat
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infek¢ni material pouze u laparotomované skupiny. Stimulovana laparoskopicka skupina a
stimulovana i nestimulovana kontrola nevykazovaly signifikantni rozdil.

Z téchto poznatki lze spekulovat, ze laparoskopie by mohla zachovavat oproti
laparotomii 1épe nejen systémovou imunitni odpovéd’, ale rovnéz lokalni reakci. Lokalni
zanétliva reakce po stimulaci Skodlivou noxou reflektovana produkcei prozanétlivych cytokini
byla ve srovnani s laparotomickym piistupem po laparoskopii mirnéj§i, avSak vzdy
pfinejmensim srovnatelna se stimulovanymi kontrolami a tudiz rozhodné ne oslabena. Dale
stimulované makrofagy izolované po laparoskopickém zakroku vykazovaly na rozdil od
laparotomie neporusSenou schopnost fagocytovat. Tento nalez lze hodnotit jako urcitou
rozumnou toleranci vuéi patogentim, ktera zabraiuje nezadouci nadmérné aktivaci
zanétlivého procesu, zatimco si peritonedlni makrofagy plné zachovavaly dilezité efektorové
funkce (fagocytosa).

Celé problematika laparoskopie ve vztahu k peritonedlni imunitni odpovédi vyzaduje
nepochybné hlubsi prizkum. Dosavadni studie byly realizovany pouze na zvifecich modelech
a navic nezfidka s kontroverznimi vysledky. Je nutné stanoveni v rozmanitéjSich intervalech
od operace a hodnoceni i jinych aspektl, které hraji v imunitni odezvé roli. Peritoneélni
makrofagy produkuji fadu jinych cytokinl, které v adekvatni regulacni kaskad¢€ imunitni
odpovédi zastupuji nemén¢ dilezitou ulohu. Celd adekvatni reakce vyzaduje aktivitu a
spolupraci jak specifickych, tak nespecifickych, bunéénych i humoréalnich mechanismt a
uc¢innou komunikaci mezi nimi. Ta je zprostfedkovana jednak cytokiny, jednak
prostfednictvim kontaktu povrchovych adhezivnich a kostimulaénich molekul, jejichz
hodnoceni by bylo rovnéz vhodné. Také je tfeba zhodnotit aktivitu i jinych bunék, které se
Vv peritonealni oblasti vyskytuji, naptiklad neutrofilnich granulocytd. Nicméné naSe prace
podporuje domnénku, ze vyhody laparoskopie mohou spocivat nejen v lepsi pooperacéni
rekonvalescenci pacientl, mensi invazivité zakroku, niz§i pooperacni bolestivosti a v lep§im
zachovani systémové imunitni odpovédi, ale mohou byt pifiznivé rovnéz jeji dopady na
lokdlni (peritonedlni) imunitni odezvu. Laparoskopie se zdd byt vhodnou alternativou
oteviené chirurgie a metodou, jejiz mozny piiznivy vliv na lokalni imunitni odpovéd’ na své

potvrzeni stale zatim ceka.
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