Oponentsky posudek na diserta¢ni praci MUDr Kateriny Jiroutkové: The Intensive Care
Unit-Acquired Weakness: The role of mitochondrial dysfunction in its pathogenesis.

Pfedkladana prace je zaméfena na aktudlni téma, ulohu dysfunkce mitochondrii a
energetického metabolismu v patogenezi svalové slabosti u kriticky nemocnych pacienti
v protrahované fazi onemocnéni spojeném se sepsi a syndromem zanétlivé reakce (dale
ICUAW) a specificky na detekci zmén ve funkci a sloZzeni mitochondrii pomoci analyzy
bioptickych vzorkt kosterniho svalu. Prace o 80 ti stranach je ¢lenéna klasicky a v ptilohach
obsahuje 5 publikovanych praci disertantky — 4 ptivodni prace v zahrani¢nich impaktovanych
Casopisech (2x Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, 1x Critical Care, 1x Mitochondrion)
a 1 ptehledny ¢lanek v Anesteziologii a intenzivni medicing. Prace je v psand v anglicting,
obsahuje 10 tabulek, 23 figur a 239 citaci.

V uvodni ¢asti (13 stran) je podan zasvéceny piehled o epidemiologii, klinice a rizikovych
faktorech svalové slabosti kriticky nemocnych komplikujici intenzivni péci pacientl se
syndromem zanétlivé odpovédi, patofyziologii neuropatickych a myopatickych projevi,
dysfunkci mitochondrialni energetiky a terapeutickych moznostech intenzivni péce vzhledem
k naslednému postizeni kosternich svalii, procesu svalové regenerace a moznostech studia
strukturnich a funkénich zmén bioptickych vzorkt svalové tkané.

Nasledné jsou formulovany cile — analyzovat metabolismus a strukturu mitochondrii
kosterniho svalu ICUAW pacientti vzhledem k predpoklddanému postizeni oxidativné
fosforyla¢niho (OXPHOS) aparatu, utilizaci substratd a ptsobeni glutaminu pomoci citlivych
funk¢énich metod. Tento zdanlivé jednoduchy zamér je ale primarné spojen s problematickou
nebo chybéjici experimentalni metodikou pro studium mitochondridlnich funkci v bioptickych
vzorcich kosterniho svalu. Proto podstatnd ¢ast prace je zaméfend metodicky na aplikaci a
optimalizaci citlivych oxygrafickych technik a zavedeni a ovéfeni vhodnych experimentalnich
modelt, které jsou shrnuty Materidlech a metodach (12 stran). Vysledky prace (16 stran) jsou
¢lenény na optimalizaci metod, pisobeni glutaminu a analyzu funkce a sloZzeni mitochondrii ve
svalu pacientti a kontrol. Néasleduje podrobné diskuze (14 stran) a zaveéry.

Vysledkem disertacni prace je usp€$né zavedeni a praktické vyuziti kombinace metod a
in vitro modelq, které umoznily vytvofit systém pro komplexni fenotypizace mitochondrii ze
svalovych biopsii a aplikovat je na studium postiZzeni kosterniho svalu u ICUAW pacientd.
Zahrnuje (i) vysoce citlivou oxygrafii Cerstvych svalovych homogenatii, méfenou systémem
OROBOROS, zachovavajici intaktni mitochondrie pro stanoveni funkéni kapacity jednotlivych
komplext respiraéniho fetézce, schopnosti syntetizovat ATP a spfaZeni oxidace substratl
s fosforylaci. Naopak (ii) perspektivni systém Seahorse pro méfeni utilizace kysliku a zmén pH
v médiu byl vyuzit pro sledovani oxidativniho metabolismu a funkce mitochondrii a/nebo
anaerobni glykolyzy v intaktnich svalovych buiikach. Tato méfeni kultivovanych svalovych
bunék testuji aktualni mitochondrialni tvorbu ATP i vyuziti celkového potenciédlu respira¢niho
fetézce a pfimo vypovidaji o energetickém stavu bun€k daném endogennimi metabolity.
Umoznily analyzovat nediferencované (myoblasty) i diferenciované (myotuby) svalové
bunriky, oxidaci mastnych kyselin a piisobeni glutaminu.

V praci byly studovany svalové biopsie od 7 ICUW pacientt a 8 kontrol, které ukdzaly u
pacientd 50% redukci oxida¢ni kapacity i fosforylace ADP odpovidajici redukci mnoZstvi
mitochondrii, bez ovlivnéni permeability vnitini mitochondridlni membrany. Soucasné byly



nalezeny kvalitativni rozdily v OXPHOS aparatu, jmenovité relativni zvySeni obsahu-kapacity
respira¢niho komplexu II a GPDH, naopak sniZzeni komplexu IV a III.

Endogenni respirace intaktnich diferencovanych myoblastti od pacientti a kontrol se
nelidila v tvorbé ATP, maximalni respiraci, ani sptazeni. Myotuby pacientti ale podstatné Iépe
utilizovaly exogenni mastné kyseliny. Dlouhodoba exposice myotub mastnym Kyselindm také
vedla ke stimulaci bazalni i maximalni respirace u pacient, ale ne u kontrol.

Analyza bun¢k kosterniho svalu dale ukazala, Ze pro proliferaci bun€k je dostate¢ny cca
0,3 mM glutamin. Vys3i koncentrace nemély vliv na proliferaci ani na parametry respirace,
s vyjimkou permeability ,,leaku® — glutamin indukoval rozpfazeni mitochondrialni membrany,
ktera byla ale zvySend pouze v diferencovanych myotubach.

Soucasny biomedicinsky vyzkum piindsi stale vice poznatkli o ucast mitochondrii
v patogenezi lidskych onemocnéni. Vedle dédi¢nych poruch mitochondrii, které jsou primarni
pfi¢inou mitochondridlnich encefalokardiomyopatii, se muze mitochondrialni dysfunkce
podilet na patogenezi multigennich, komplexnich onemocnéni, ale v fad¢ pfipadi se ukazuje,
ze dysfunkce mitochondrii sice nastava sekundarné a pfesto vyznamné ovliviiuje priubéh a
projevy onemocnéni.  Vysledky prace MUDr Jiroutkové vypracované na 3. LF UK pod
vedenim Doc. MUDr FrantiSka Dusky, PhD V jasné ukézaly, ze funkéni postizeni kosterniho
svalu u ICUAW pacientt je spojeno s dysfunkei mitochondrii, evidentné sekundarni, ktera
zahrnuje zmény v obsahu i sloZzeni svalovych mitochondrii a vede k lepsi utilizaci mastnych
kyselin. Tyto nové poznatky a metodické inovace ptedstavuji perspektivni zaklad pro dalsi
poznani a mozné ovlivnéni adaptivnich mechanismd na urovni biogeneze a degradace
mitochondridlnich struktur. Kvalitu dosazenych vysledki dokumentuje jejich publikace ve 4
ptvodnich ¢lancich v renomovanych ¢asopisech s IF 3,14-4.476, kde je disertantka 2x prvnim
a 2x tfetim autorem.

Predkladand prace je ¢tivé napsana kvalitni angli¢tinou, je formalné dobie zpracovana a
obsahuje minimum faktickych neptesnosti. V praci byla pouzita fada modernich analytickych
metod a elegantné byly kombinovany rtizné experimentalni modely. Jak ptehledny uvod, tak
zasveécena a koncisni diskuse dokumentuji velmi dobrou orientaci disertantky ve studované
problematice.

Komentare a otazky:

1) Meéfeni respirace s glycerol-3-fosfatem po inhibici CI a CII neni méFitkem aktivity CIII,
ale aktivity mitochondridlni glycerofosfat dehydrogenazy — mGPDH. Ta sama v piipadé
kosterniho svalu neni schopna CIII saturovat. Naopak dobie hodnoti aktivitu CIII fotometrické
stanoveni se substratem decylubichinonem, a jeho mnozstvi WB s protilatkou proti Core
proteinu.

2) Stanoveni mnoZstvi mitochondrii je obecné problematické a je vhodné vyuzit vice
markeru, napt. obsah mtDNA nebo porin (VDAC) vnéj$i mitochondrialni membrany.

3) SEAHORSE analyzy kultivovanych bun€k je mozné doplnit o méfeni na digitoninem-
permeabilizovanych buiikéch, kdy lze na identickém vzorku testovat i kapacity jednotlivych
respiracnich komplexd a dal§i parametry obdobné jako u méfeni respirace v tkanovych



homogenatech.

4) Glutaminem-indukované rozpfazeni otvira fadu otazek. Co je podstatou a jak dlouho
musi glutamin pusobit? Je rozpiazeni reversibilni a je fakticky zménén membranovy potencial
vnitini mitochondrialni membrany? Nabizi se méfeni pomoci TMRM, JC1 nebo TPP
elektrodou. Je také zménéna mitochondrialni tvorba ROS a/nebo aktivita antioxidacnich
enzymu? Méni se exprese UCP2 a UCP3, nebo jejich bunéény obsah v myotubach?

Zavér:
Diserta¢ni prace jasné dokumentuje autorfiny velmi dobré teoretické znalosti, metodickou
erudici a pfedevsim, schopnost samostatné a originaln¢ fesit zvoleny problém. ProtoZe prace

dostate¢né spliiuje naroky kladené na doktorskou disertaéni praci, doporucuji, aby po fadné
obhajobé byl MUDr Katefiné Jiroutkové udélen titul Ph.D.
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