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ABSTRAKT 

Akutní poškození ledvin (AKI) je syndromem zatíženým vysokou morbiditou a mortalitou, 

postihujícím více než třetinu pacientů na jednotkách intenzivní péče, a jeho incidence 

nadále stoupá. Až polovina případů je zapříčiněna sepsí. I přes narůstající poznatky o 

patofyziologických mechanismech rozvoje renální dysfunkce v sepsi nedosahuje naše 

současné porozumění úrovně, ze které bychom se odrazili k definování a zavedení úspěšné 

cílené prevence a léčby AKI v sepsi. Prvním cílem naší práce tak bylo rozšířit tyto 

poznatky s využitím klinicky relevantního velkého zvířecího modelu a moderních metod 

molekulární biologie - genomiky a proteomiky. 

Acidóza představuje obvyklou poruchu acidobazické rovnováhy u kriticky nemocných. Její 

role je ale kontroverzní. Dosud není známo, zda je markerem tíže základního onemocnění 

nebo sama o sobě přitěžujícím patofyziologickým mechanismem. Množí se také poznatky 

poukazující na možný protektivní vliv acidózy ve stresových podmínkách utlumením 

buněčné energetiky a snížením nároků tkání na kyslík. Vytyčili jsme si za cíl zkoumat 

účinky různých typů acidózy na mnoha fyziologických úrovních zdravého zvířecího 

organismu s důrazem na komplexní výzkum jejich vlivu na ledviny v rámci pátrání po 

nových ochranných a léčebných modalitách AKI, z nichž jednu by permisivní acidóza 

teoreticky mohla představovat. 

Klíčová slova: Akutní poškození ledvin - sepse – acidóza – mitochondrie 

 

ABSTRACT 

Acute kidney injury (AKI) complicates more than one third of intensive care unit 

admissions and is burdened by high morbidity and mortality of affected patients, with 

incidence steadily rising. Sepsis is the leading cause of AKI in critically ill. Despite 

growing insights into the pathogenesis of sepsis- induced AKI, we are so far not able to 

define successful AKI prevention and treatment. We aimed at assessing molecular 

mechanisms of sepsis- induced AKI using clinically relevant large animal model of sepsis 

and implementing new techniques of molecular biology- genomics and proteomics.  

Although acidosis is a common acid base disorder in critically ill, its role remains 

controversial. It is unknown whether acidosis is a marker of disease severity or is directly 

implicated in pathogenesis of acute organ dysfunction states. Its protective role is 

discussed with growing evidence of acidosis induced cellular energetics downregulation 

and reduced oxygen demand in stress conditions. We aimed to evaluate physiological 

effects of different types of acidosis on healthy organism on systemic and regional level, 

including a complex research of its effects on kidney to search for new AKI preventive and 

treatment modalities, which permissive acidosis could represent. 

Key words: Acute kidney injury – sepsis – acidosis - mitochondria   
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Použité zkratky  

ABR  acidobazická rovnováha 

AGTR2  angiotenzin II receptor type 2, receptor pro angiotenzin II typu 2  

AKI     acute kidney injury, akutní poškození ledvin  

ALI  acute lung injury, akutní poškození plic 

ATP  adenosin trifosfát 

CASP3  caspase 3, kaspáza 3 

Cl
-  

chloridový iont 

CO2  oxid uhličitý 

DAMPs   danger - associated molecular patterns, alarminy, molekulární motivy 

spojené s poškozením tkání  

eNOS  endothel derived NO synthasis, endotelová NO syntáza  

GFR   glomerular filtration rate, glomerulární filtrace  

HCA   hyperkapnická acidóza  

ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1, mezibuněčná adhezní molekula 1 

IL-1- β interleukin 1 beta 

IL-6  interleukin 6 

IL-8  interleukin 8 

iNOS   inducible NO synthasis, inducibilní NO syntáza 

JIP      jednotka intenzivní péče  

K
+  

draslíkový iont 

LPS  lipopolysacharid 

MAC  metabolická acidóza 

MAP  mean arterial pressure, střední arteriální tlak 

MODS multiple organ dysfunction syndrome, syndrom multiorgánové dysfunkce  

Na
+
  sodíkový iont  

NADH  nikotinamid adenin dinukleotid 

NF-κB  nukleární faktor kappa B 

NHE-RF3  regulační kofaktor Na+/H+ výměníku 

https://en.wikipedia.org/wiki/Intercellular_adhesion_molecule


NO  nitric oxide, oxid dusnatý 

NOD-like receptor nucleotide- binding oligomerization domain-like receptor,   

  cytoplazmatický receptor PAMPs a DAMPs 

PAMPs  patogen - associated molecular patterns, molekulární motivy patogenů  

PGC-1α  peroxisome proliferator- activated receptor gamma, Coactivator 1 alpha  

PGHS -2  cyklooxygenaza 2 

pO2  parciální tlak kyslíku 

PRRs   pattern recognition receptors, receptory rozpoznávající molekulární motivy 

patogenů 

RBF  renal blood flow, průtok krve renální tepnou 

RIG-1-like receptor retinoic acid inducible gene 1-like receptor, cytoplazmatický  

receptor PAMPs a DAMPs 

RVR  renal vascular resistence, renální cévní rezistence 

S-AKI  sepsis-induced AKI, septické akutní poškození ledvin 

TLR  Toll – like receptor, membránový receptor PAMPs a DAMPs 

TNFα   Tumor necrosis factor alfa 
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1  ÚVOD 

Ledviny kriticky nemocných jsou orgánem značně citlivým, v podmínkách intenzivní péče 

se stávají obětí rozličných a často závažných inzultů. Akutní poškození ledvin (AKI, acute 

kidney injury) postihuje až 36% pacientů přijatých na jednotku intenzivní péče (JIP) 

(Osterman et al., 2007). Jeho incidence stoupá se vzrůstajícím věkem, závažnými 

komorbiditami a pravděpodobně i genetickou predispozicí pacientů kriticky nemocných. 

Již minimální vzestup sérové hladiny kreatininu je asociován se zvýšením morbidity a 

mortality (Coca et al., 2007, Mehta et al 2007) nezávisle na základním onemocnění. 

Syndrom AKI se tak dlouhodobě řadí do popředí zájmu intenzivistů. Až recentně byla ale 

do klinické praxe zavedena jednotná klasifikace renální dysfunkce AKIN (Acute Kidney 

Injury Network, expertní pracovní skupina nefrologů a intenzivistů), která na základě 

vzestupu sérového kreatininu a/nebo poklesu diurézy přesně definuje 3 stadia AKI a tak 

konečně přinesla možnost kvalitních epidemiologických studií v populaci kriticky 

nemocných. 

AKI u kriticky nemocných je velmi často multifaktoriální etiologie. Roli hrají faktory typu 

kardiogenního šoku, hypovolemie, nefrotoxických farmak či velké (kardio)chirurgické 

výkony, známa je interakce s dalšími životně důležitými orgány, jejichž dysfunkce může 

způsobit poruchu funkce ledvin (syndrom hepato-renální, kardio-renální, difuzní alveolární 

poškození může vyvolat AKI). Sepse a septický šok je ale zdaleka nejčastější příčinou AKI 

na JIP (až 50% případů) (Schrier et al. 2004, Parmar et al. 2009). Incidence AKI s tíží 

sepse roste, postihuje 19% pacientů v sepsi, 23% pacientů v těžké sepsi, 51- 64% pacientů 

v septickém šoku. Ukazuje se navíc, že nejen sepse je příčinou AKI, ale i AKI 

predisponuje k rozvoji sepse. AKI samo o sobě je závažným prediktorem morbidity a 

mortality, AKI asociované se sepsí má prognózu ještě nepříznivější (Matějovič et al. 

2011).   

Sepse představuje celosvětově významný medicínský a socioekonomický problém, je 

v současnosti 10. nejčastější příčinou úmrtí a její incidence trvale narůstá. Je 

charakterizována deregulovanou systémovou odpovědí na infekční inzult iniciovanou 

interakcí bakteriálních faktorů s imunokompetentními buňkami organismu. Aktivují se 

prozánětlivé a protizánětlivé mechanismy ústící v nadprodukci širokého spektra cytokinů, 

mediátorů a kyslíkových a dusíkatých radikálů působících na úrovni systémové a 

regionální cirkulace až po mikrocirkulaci, ovlivňujících cévní endotel a koagulační systém. 

Na úrovni celulární a molekulární tyto působky interferují s apoptózou a buněčnou 

energetikou, potažmo tedy s funkcí mitochondrie. Výsledkem je dysfunkce orgánů 

nezávisle na lokalizaci primárního infekčního fokusu. Klinicky pak hovoříme o syndromu 

multiorgánové dysfunkce (MODS, multiple organ dysfunction syndrome), kdy incidence 

dysfunkce jednoho, dvou, tří a čtyř orgánů u septických pacientů osciluje okolo 74 %, 21 

%, 5 % a 1 % s přiměřeně vzrůstající mortalitou 21 %, 44 %, 65 % a 76 % (Vincent et al. 

2006). V jeho rámci se AKI rozvíjí a obvykle se manifestuje jako první z orgánových 

dysfunkcí (Tran et al. 1993). Pro klinika je zásadní rozpoznat sepsi jako příčinu AKI, 
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protože patofyziologicky se zřejmě významně liší od dalších jeho typů, je zatíženo 

rozdílnou mortalitou a odpovědí na léčebné postupy (Uchino et al. 2005). 

AKI v sepsi představuje závažné úskalí z hlediska preventivního i léčebného. Dosud totiž 

nejsme schopni definovat kauzální léčbu AKI, přestože se naše znalosti o 

patofyziologických mechanismech podílejících se na jeho vzniku rozšiřují. Poměrně 

detailně lze popsat změny systémové i regionální hemodynamiky v sepsi a septickém šoku, 

prohlubují se také poznatky o charakteru mikrocirkulace v těchto podmínkách. Nezbytné je 

ale ozřejmit patofyziologii dysfunkce jednotlivých buněk s využitím metod molekulární 

biologie. Není navíc zdaleka jasné, jaké faktory stojí za rozdílnou náchylností nemocných 

k působení sepse, kdy jen část z nich AKI vyvine. První část dizertační práce jsme proto 

věnovali modelování AKI v sepsi a pokusili se zkoumat jeho patobiologii pomocí nových 

metod molekulární biologie, genomiky a proteomiky. 

Jedním z důvodů současného neúspěchu ve vývoji léčebných modalit AKI může být fakt, 

že většina našich poznatků se opírá o zvířecí studie. Mnoho z nich nelze považovat za 

klinicky relevantní a klinická aplikace jejich výsledků je proto omezená. Studovány jsou 

heterogenní modely jak z hlediska užitých zvířecích druhů s jejich specifickou odpovědí na 

infekční inzult, tak z hlediska způsobu indukce sepse či orgánové dysfunkce, léčebných 

intervencí nebo délky pokusu. Je tedy třeba využívat modely co nejvěrněji napodobující 

klinickou situaci na zvířatech geneticky a fyziologicky co nejpodobnějších člověku. 

Ukazuje se, že z hlediska genomiky a translační proteomiky je prase jedním z 

nejvhodnějších kandidátů. V kontextu našich předchozích poznatků o chování tohoto 

zvířecího druhu v sepsi a z hlediska fyziognomie a relativně dobré přístupnosti 

k extenzivnímu pozorování patofyziologických dějů na mnoha úrovních organismu je 

proto v našem experimentu využíváme. 

Druhá část dizertační práce se pak věnuje potenciálnímu protektivnímu vlivu acidózy, 

obligátnímu fenoménu doprovázející kritické onemocnění, na ledviny. Vycházeli jsme 

přitom z hypotézy formulované francouzským profesorem Xavierem Levervem o možném 

tlumivém vlivu acidózy na buněčnou energetiku a tím snížení nároku tkání na kyslík, jež 

by mohlo být výhodné v kritickém onemocnění, a uvažovali jsme tedy o acidóze ne jako o 

přitěžujícím patofyziologickém mechanismu, nýbrž jako o fyziologické adaptaci na 

závažný inzult.    
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2  PŮVODNÍ PRÁCE 

Tato dizertační práce je koncipována jako komentovaný soubor níže uvedených původních 

experimentálních prací a souhrnných článků, které jsou v dalším textu označeny 

příslušnými římskými číslicemi.  

2.1  Původní vědecké práce 

I.  Matejovic M, Tuma Z, Moravec J, Valesova L, Sykora R, Chvojka J, Benes J, 

Mares J: Renal proteomic responses to severe sepsis and surgical trauma: dynamic 

analysis of porcine tissue biopsies. Shock 2016. [Epub ahead of print].  IF 3.045 

II. Matejovic M, Ledvinova L, Benes J, Sykora R, Hrstka R, Chvojka J: Molecular 

differences in susceptibility of the kidney to sepsis- induced kidney injury. BMC 

Nephrol 201m. Manuscript submitted. IF 1.690 

III.  Stengl M*, Ledvinova L*, Chvojka J, Benes J, Jarkovska D, Holas J, Soukup P, 

Sviglerova J, Matejovic M: Effects of clinically relevant acute hypercapnic and 

metabolic acidosis on the cardiovascular system: an experimental porcine study. 

Crit Care 2013. 17:R303. IF 4.476 

*Equal contributors. 

IV.  Valešová L, Chvojka J, Beneš J, Sýkora R, Matějovič M: Kidney in acidosis – a 

complex experimental study. Manuskript v přípravě. 

2.2  Původní přehledové práce 

V.  Matejovic M, Chvojka J, Radej J, Ledvinova L, Karvunidis T, Krouzecky A, Novak 

I: Dying "of" or "with" AKI: sepsis and acute kidney injury are bidirectional. 

Contributions to Nephrology 2011, 174:78-88. IF 1.487 

VI.  Matejovic M, Ledvinova L, Danihel V: Kidney attack in sepsis:  The role of 

hemodynamics. Sepsis Management 2013, 13(4). 

VII. Danihel V, Ledvinová L, Matějovič M: Akutní selhání ledvin a kardiovaskulární 

komplikace, Kardiol Rev 2012, 14(4): 251-253.  

VIII. Ledvinová L, Danihel M, Matějovič M: Perspektivní přístupy v léčbě sepse 

založené na principu nových patogenetických poznatků, Vnitř Lék 2013, 60(1): 68-

72. 

IX. Valešová L, Matějovič M: Role acidózy u kriticky nemocných. Manuskript před 

odesláním. 
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2.3  Práce přímo navazující na danou problematiku 

X. Jarkovska D, Valesova L, Chvojka J, Benes J, Sviglerova J, Florova B, Nalos L, 

Matejovic M, Stengl M: Heart rate variability in porcine progressive peritonitis- 

induced sepsis. Front. Physiol. 2016, 6:412. IF 3.534 
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3  SOUČASNÝ STAV PROBLEMATIKY 

3.1  Akutní poškození ledvin u kriticky nemocných 

Etiologie akutního poškození ledvin je klasicky dělena do tří skupin, prerenální, renální a 

postrenální. U kriticky nemocných je postrenální příčina snadno vylučitelná a okrajová, 

nejčastější je etiologie multifaktoriální kombinující mechanismy vyvolané systémovou 

zánětlivou odpovědí, hypovolemií, hypotenzí, toxickými inzulty a rhabdomyolýzou. Nelze 

opominout ani široké interakce mezi jednotlivými životně důležitými orgány, kdy 

dysfunkce jednoho z nich může vést k poruše funkce jiného. Známa je interakce kardio- 

renální, pulmo- renální, hepato- renální, renální dysfunkce ovlivní i nervový a imunitní 

systém a potencuje systémovou zánětlivou odpověď v sepsi (Li et al. 2009). Interakci 

ledvin a kardiovaskulárního systému jsme detailně rozebrali v práci Akutní selhání ledvin a 

kardiovaskulární komplikace (VII), problematice obousměrného vztahu AKI a sepse jsme 

se věnovali v souhrnném článku Dying "of" or "with" AKI: sepsis and acute kidney injury 

are bidirectional (V). 

Kriticky nemocný na jednotce intenzivní péče je často zatížen rizikovými faktory pro 

rozvoj AKI. Je pokročilého věku, trpí arteriální hypertenzí, diabetem, chronickou renální 

dysfunkcí, chronickým srdečním selháním, generalizovanou aterosklerózou, je léčen 

medikamenty interferujícími s intrarenální vazoregulací typu inhibitoru angiotenzin 

konvertujícího enzymu nebo blokátoru receptoru pro angiotenzin II či nesteroidními 

antiflogistiky. Za těchto podmínek může vyvinout AKI i v terénu „normotenze“, nejčastěji 

ale trpí hemodynamickou nestabilitou s hypoperfúzí a hypovolemií. V souvislosti s 

rozvojem AKI nelze opomíjet také vliv renálního žilního tlaku. Ten spolu se 

středním tlakem arteriálním určuje efektivní perfúzní tlak ledvin a je ovlivněn faktory typu 

žilní kongesce, např. při pravostranném srdečním selhání, nebo nitrobřišní hypertenzí. 

Nefrotoxická léčiva přispívají až ke čtvrtině AKI na JIP (Uchino et al. 2005, Mehta et al. 

2004) a zhruba pětina ze sta na JIP nejčastěji užívaných léčiv je potenciálně nefrotoxická 

(Taber et al. 2009). Nelze podceňovat ani škodlivost některých substitučních roztoků, 

všeobecně dnes akceptujeme renální rizika spojená s podáním koloidních roztoků 

septickým pacientům, stejně tak velkoobjemová substituce 0,9% chloridem sodným 

s navazující hyperchloremií představuje riziko rozvoje AKI (Yunos et al. 2012). 

Vzhledem k množství příčin nelze patofyziologii AKI definovat jednotně. 

Patofyziologickým podkladem prerenálního AKI je především ztráta renální autoregulace, 

tedy schopnosti aferentní a eferentní arterioly glomerulu svou vazodilatací a vazokonstrikcí 

zajistit konstantní průtok glomerulem a filtrační tlak, ústící v pokles glomerulální filtrace. 

Akutní poškození ledvin je procesem dynamickým, zahrnuje celé spektrum poruch funkce 

ledvin od mírného funkčního postižení po letální poškození buněk. Obecně lze říci, že čím 

déle inzult působí, tím horší poškození nastane. Přetrvávající hypoperfúze ledvin s hypoxií 

anebo perzistující expozice nefrotoxinům vyvolá buněčnou nekrózu, nejcitlivější jsou (z 

důvodu své vysoké metabolické aktivity a charakteru intrarenální distribuce perfúze) 

tubulární buňky v zevní dřeni. Rozvoj nekrózy pak aktivuje inflamatorní kaskádu 
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s produkcí množství cytokinů, kyslíkových a dusíkových radikálů, aktivací endotelu, 

koagulace, epiteliálních buněk s nadprodukcí adhezních molekul ústící v dysfunkci 

mikrocirkulace a tkáňovému rekruitmentu aktivovaných zánětlivých buněk, které svou 

cytokinovou produkcí dále potencují systémovou zánětlivou odpověď i dysfunkci 

mikrocirkulace, mikrovaskulární trombózu a tkáňovou hypoxii (Amaral et al. 2004). Velmi 

komplikovanou a dosud nekompletně objasněnou patofyziologií se vyznačuje AKI v sepsi 

(S-AKI, sepsis associated acute kidney injury). Vzhledem k tomu, že náš výzkum 

zaměřujeme především směrem S-AKI, diskutujeme jeho problematiku v následující 

kapitole.         

Prevence a léčba AKI se opírá o normalizaci intravaskulárního objemu a perfúzního tlaku, 

diagnostiku a léčbu příčiny AKI, optimalizaci vnitřního prostředí (v indikovaných 

případech s využitím náhrady funkce ledvin), a odstranění nefrotoxických inzultů. 

Hypotenzi a hypovolemii je třeba bezprostředně léčebně postihnout. V tomto kontextu je 

třeba také uvažovat individuální hemodynamické cíle pro pacienty s rizikovými faktory 

rozvoje AKI k dosažení efektivního renálního perfúzního tlaku. Kontrolovaná tekutinová 

resuscitace balancovanými krystaloidními roztoky je indikovaná v časných fázích inzultu, 

později se ale tekutinové přetížení může stát rizikovým faktorem renální dysfunkce a je 

asociováno s vyšší mortalitou (Payen et al. 2008). Při indikaci potenciálně nefrotoxických 

léčiv je třeba zvážit poměr rizika a užitku z jejich podání a zohlednit změněnou 

farmakokinetiku (adsorpci, distribuci, metabolismus i clearence) plynoucí z orgánových 

dysfunkcí a náležitě přizpůsobit dávkování. Preventivními a léčebnými opatřeními rozvoje 

AKI v sepsi je vedle výše uvedeného včasná a adekvátní antibiotická léčba se sanací zdroje 

infekce. Budoucností léčby sepse jsme se zabývali v souhrnném článku Perspektivní 

přístupy v léčbě sepse založené na principu nových patogenetických poznatků (VIII). 

3.1.1   Patofyziologie AKI v sepsi 

Většina současných poznatků o patofyziologii AKI vychází z modelů zvířecích, obvykle 

časně letálních, hypodynamických či nefrotoxických s akutní tubulární nekrózou jako 

morfologickým podkladem (Heyman et al. 2002) a nelze je tedy spojovat se sepsí 

indukovaným AKI v humánní medicíně. Ukazuje se totiž, že histologicky je S-AKI 

reprezentováno poměrně diskrétními změnami – okrskovým, heterogenním poškozením 

tubulárních buněk s apikální vakuolizací bez známek tubulární nekrózy nebo extenzivní 

apoptózy (Rosen et al, 2001). Tyto morfologické změny se vyvíjí při absenci redukce 

globálního renálního průtoku (Di Giantomasso et al. 2003, Wan et al. 2006) a klinicky jsou 

charakterizovány poklesem glomerulární filtrace a vzestupem kreatininu. Funkčním 

podkladem S-AKI je pravděpodobně bioenergetický stres tubulárních epiteliálních buněk. 

Na jeho rozvoji se podílí následující faktory: inflamace (Wang et al. 2012) a oxidační stres, 

difúzní změny průtoku mikrocirkulací (De Backer et al. 2002) a adaptivní odpověď 

buněčné energetiky na inzult (Singer et al. 2004). Jejich interakce teoreticky vede ke 

vzájemné potenciaci. Ústředním orgánem této potenciace je pravděpodobně peritubulární 

renální mikrocirkulace, jejíž dysfunkce generuje a amplifikuje inflamatorní signál 

směřující k tubulárním buňkám (Gomez et al. 2015, Zarbock et al. 2014). 
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Renální cirkulace v sepsi  

Renální hemodynamice při S-AKI jsme se věnovali v práci Kidney attack in sepsis:  The 

role of hemodynamics (VI). 

Pokles globálního renálního průtoku (RBF, renal blood flow) jako výhradního strůjce S-

AKI dnes již nelze akceptovat absolutně. AKI se v sepsi vyvine za stavů se sníženým, 

normálním, ale i zvýšeným globálním průtokem ledvinou (Di Giantomasso et al. 2003, 

Chvojka et al. 2008). Neúspěch vazodilatační léčby u pacientů se S-AKI (Kellum 2011) 

proto může tkvět právě ve variabilitě RBF. RBF má omezenou prediktivní hodnotu rozvoje 

AKI a jeho úloha není zřejmě při rozvoji S-AKI dominantní. Experimentální studie na 

velkém zvířecím modelu realizovaná naší skupinou (Beneš et al. 2011) ukázala, že 1) 

změny renální cirkulace jsou odlišné v sepsi samotné a sepsi komplikované rozvojem AKI; 

2) renální hemodynamiku nelze spolehlivě predikovat z charakteru hemodynamiky 

systémové; 3) S-AKI může být doprovázeno disociací mezi renální (RVR, renal vascular 

resistence) a systémovou vaskulární rezistencí, tedy že pravděpodobně existuje fenomén 

selektivní renální vazkonstrikce i při adekvátně resuscitované sepsi. Je ale třeba zmínit, že 

při S-AKI byla přítomna velká interindividuální variabilita RVR od vysoce zvýšené přes 

konstantní až po lehce sníženou. Změny RVR a RBF se navíc pravděpodobně liší 

v závislosti na délce trvání sepse a pokročilosti AKI. Klinická práce Prowleho et. al. 

(2012), která hodnotila RBF deseti pacientů s rozvinutým S-AKI, ukázala konzistentní 

pokles RBF a zvýšenou RVR v porovnání se zdravými dobrovolníky. Lze tak 

v současnosti definovat dva fenotypy renální hemodynamiky v sepsi asociované 

s poruchou intraglomerulární cirkulace a poklesem glomerulární filtrace (GFR, glomerular 

filtration rate): 1) koncept renální vazokonstrikce a tkáňové ischemie v terénu septické 

systémové vazodilatace; 2) teorie renální hyperemie při renální vazodilataci v rámci 

systémové vazodilatace.
 

Renální vazokonstrikce a zvýšená RVR převládá u plně 

vyjádřeného AKI (Langenberg et al. 2007, Beneš et al. 2011, Prowle et al. 2012).  

Glomerulární hemodynamika v sepsi není dosud spolehlivě definována (Schrier et al. 

2004, May et al. 2012). Za poklesem GFR při S-AKI stojí pokles glomerulárního 

filtračního tlaku. Byly popsány dva typy chování glomerulárních arteriol: 1) 

vazokonstrikce aferentní arterioly v sepsi zodpovědná za pokles filtračního tlaku a GFR 

(Lugon et al. 1989, Schrier et al. 2004); 2) pokles glomerulární vaskulární rezistence 

aferentní i eferentní arterioly s dominantní dilatací arterioly eferentní zodpovědný za 

pokles GFR (Langenberg et al. 2006, May et al. 2012). Novou a neověřenou teorií je také 

možná existence glomerulárního shuntingu – tedy otevření cévních spojek mezi vas 

afferens a efferens zodpovědné za pokles filtračního tlaku. 

Ukazuje se, že klíčovou úlohu v rozvoji a progresi AKI hraje dysfunkce peritubulární 

mikrocirkulace. Ta trpí již velmi časně podobnými změnami jako jiné lokality v sepsi 

(Holthoff et al. 2012). Zánětlivými mediátory aktivované destičky, fibrin, hůře 

deformabilní erytrocyty a leukocyty spolu s dysfunkcí endotelu a poškozením glykokalyxu 

způsobí okluzi kapilár (De Backer et al. 2011) a lokální hypoxii. Zvýšená permeabilita 
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endotelu způsobuje intersticiální edém a roste tak difuzní vzdálenost pro kyslík k cílovým 

buňkám (Hollenberg et al. 2004). Dochází k poklesu funkční kapilární denzity a vzestupu 

heterogenity průtoku (De Backer et al. 2002, Verdant et al. 2009). Ukázalo se, že po plném 

funkčním zotavení ledvin z AKI se funkční kapilární denzita upraví pouze parciálně a 

může představovat predispozici pro rozvoj chronické renální insuficience (Hörbelt et al. 

2007).  

Porucha perfúze peritubulárních kapilár ale není jednotná ve všech oblastech ledviny. Je 

přítomna především v renálním kortexu, a to okrskovitě. Tyto okrsky obleněného průtoku a 

hypoxie pravděpodobně generují a posilují lokální inflamaci a oxidační stres. Za 

ložiskovým poškozením mikrocirkulace může stát nehomogenní lokální koncentrace oxidu 

dusnatého (NO) v ledvinné tkáni (Trzeciak et al. 2008). Ačkoli je globální produkce NO 

v sepsi zvýšena, exprese inducibilní NO syntázy (iNOS) je heterogenní (Cunha et al. 

1994). Sepse způsobuje i na iNOS závislý pokles aktivity endotelové NO syntázy (eNOS), 

který také může narušit mikrovaskulární homeostázu (Chauhan et al. 2003, Heemskerk et 

al. 2009). Zvýšená koncentrace NO navíc vede ke tvorbě dusíkatých radikálů a tím k 

tubulárnímu poškození rovněž přispívá.  

Inflamace na úrovni ledvin 

Inflamatorní mediátory, které iniciují a řídí odpověď imunitního systému na infekci, 

zprostředkovávají také odpověď dalších buněk napadeného organismu. Ukázalo se totiž, že 

působky patogenů a aktivovaných imunitních buněk (např. lipopolysacharid - LPS, a 

cytokiny, patřící do skupiny danger/patogen - associated molecular patterns - 

DAMPs/PAMPs) jsou rozeznávány nejen imunitními buňkami, ale také epiteliálními a 

parenchymovými buňkami ledvin prostřednictvím PRR receptorů (receptory 

rozpoznávající motivy patogenů) typu membránových toll- like receptorů (TLR, 

membránové receptory PAMPs a DAMPs) nebo cytoplazmatických NOD- like receptorů 

(nucleotide- binding oligomerization domain-like receptors) a RIG-I-like receptorů 

(retinoic acid inducible gene 1-like receptors) (Fry et al. 2012). Ledviny jsou působení 

DAMPs a PAMPs mimořádně exponovány, uvážíme- li, že 20% srdečního výdeje je 

distribuováno do jejich oběhu a DAMPs a PAMPs tak působí na úrovni endotelu 

peritubulární mikrocirkulace. Navíc jsou se 140 litry glomerulárního filtrátu denně 

masivně filtrovány do tubulů, kde jsou rozeznány tubulárními buňkami s receptory TLR-2  

a TLR-4 (Kruger et al. 2009, Mudaliar et al. 2013, Lin et al. 2012). Takto aktivované 

endoteliální a tubulární epiteliální buňky pak spouští vlastní lokální inflamatorní odpověď 

a tak amplifikují odpověď systémovou.  

Aktivované endoteliální buňky nejen že uvolňují další zánětlivé mediátory, ale zvýší i 

expresi adhezních molekul. Ukazuje se, že hlavně při rozvinutém AKI hraje roli 

rekruitment neutrofilů do ledvin (Herter et al. 2014). Adherované a infiltrované neutrofily 

uvolňují působky poškozující tkáň, mimo jiné elastázy, proteázy, myeloperoxidázy a 

reaktivní kyslíkové radikály zvyšující vaskulární permeabilitu a další expresi adhezních 

molekul. Navíc se dostávají infiltrované leukocyty do těsné blízkosti tubulárních buněk a 
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mohou je přímo aktivovat. Tubulární buňky pak endokrinní a parakrinní cestou aktivují 

tubulární buňky distálnějších segmentů nefronu (Kalakeche et al. 2011). Těmito 

mechanismy dochází k dalšímu posílení a propagaci lokální inflamace. Nejmohutněji jsou 

uvedenými změnami postiženy okrsky tubulárních buněk, které anatomicky korespondují 

s oblastmi peritubulární mikrovaskulární dysfunkce. Tyto dysfunkční „nefrovaskulární 

jednotky“ jsou zřejmě hlavním patogenetickým substrátem S-AKI (Matějovič et al. 2016).  

Adaptivní odpověď tubulárních buněk na inflamaci a změny mikrocirkulace 

Tubulární buňky ledvin zemřelých se S-AKI vykazují apikální vakuolizaci, kterou lze 

přisoudit oxidačnímu stresu (Wu et al. 2007). Ten je také spojen s tubulární dysfunkcí 

(Good et al. 2009). In vitro, tubulární buňky a podocyty kultivované s bakteriálními 

složkami nebo plazmou těžce popálených pacientů a S-AKI produkují reaktivní kyslíkové 

radikály nebo spustí apoptózu (Biancone et al. 1997). Vzhledem k tomu, že apoptóza 

tubulárních buněk při S-AKI není rozsáhlá (Takasu et al. 2013), nabízí se, že tubulární 

buňky vystavené hypoxii a inflamaci aktivují procesy, které apoptóze a nekróze zabrání. 

Adaptivně utlumí metabolismus, upraví priority energetického výdeje, spustí procesy 

kontroly kvality buněčných organel (autophagie a mitophagie) a zastaví svůj buněčný 

cyklus (Singer et al. 2004, Brealey et al. 2004). Centrální úlohu v této adaptaci hrají 

mitochondrie.  

Úprava priorit energetického výdeje spočívá v redistribuci omezeně produkovaného ATP 

k procesům, jež jsou zásadní pro přežití buněk (Atkinson 1977, Buttgereit et al. 1995, 

Carre et al. 2008). Nejdříve klesá syntéza makromolekul (proteinů) nebo transportních 

systémů typu Na
+
/K

+
/2Cl

-
 kotransportu, nejpozději jsou poklesem dodávky ATP postiženy 

systémy udržující membránový potenciál a integritu buňky. Funkce orgánu je tak 

obětována přežití jednotlivých buněk.  

Autophagie je buněčný mechanismus řízení kvality, kterým eukariotní buňky odstraňují a 

zpracovávají poškozené organely z cytoplasmy. V případě mitochondrií se tento proces 

nazývá mitophagie (Vanhorebeek et al. 2012, Green et al. 2011).  V sepsi jsou spouštěči 

mitophagie inflamace řízená aktivací TLR-4 (Waltz et al. 2011), oxidační stres (Frank et 

al. 2012, Wang et al. 2012) a změny v elektron-transportním systému, rozpřažení respirace 

a produkce ATP a depolarizace mitochondriální membrány (Green et al. 2011). Toto časné 

rozpřažení respirace a fosforilace ústí v dočasné zvýšení spotřeby kyslíku, aktivace 

mitophagie je adaptivní odpovědí a spotřeba kyslíku pak klesá a energie se uchovává. 

Mitophagie je časnou adaptací renálních buněk na infekční inzult, její pokles v dalším 

průběhu byl spojen s proximální tubulární dysfunkcí s poklesem transportu sodíku a 

clearence kreatininu (Hsiao et al. 2012). Porucha aktivace mitophagie byla spojena 

s horším výstupem kriticky nemocných a mohla by tedy přispívat k buněčné a orgánové 

dysfunkci (Schumacker et al. 1993). Stimulace mitophagie se navíc ukázala být protektivní 

v rozvoji AKI. Odstraněním dysfunkční mitochondrie se také sníží produkce kyslíkových a 

dusíkových radikálů, které by způsobily další buněčné poškození a aktivaci apoptózy. 
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Mitochondrie se pravděpodobně podílí i na řízení buněčného cyklu (Green et al. 2011). 

Buněčný cyklus je soubor dějů, které buňka podstupuje v přípravě k mitóze. Mezi 

jednotlivými jeho částmi (G0, G1, S, G2, M) je několik kontrolních bodů, kde se rozhoduje 

o dalším pokračování nebo přerušení cyklu. V souvislosti s tubulárním poškozením v sepsi 

a rolí mitochondrie je výzkum zaměřen na kontrolní bod G1-S, kde mitochondrie vytvářejí 

specifickou jednotnou tubulární sít a jednotně se chovají, s elektrickým spřažením a 

neobvyklou hyperpolarizací (Mitra et al. 2009). Spotřeba kyslíku a produkce energie v této 

fázi značně roste. Neschopnost buňky získat takové množství energie pak způsobí 

přerušení buněčného cyklu s cílem zabránit letálnímu energetickému vyčerpání (Finkel et 

al. 2009). Obnovení buněčného cyklu pak souvisí s reparací renálních funkcí (Yang et al. 

2009). 

Klinické implikace 

Uvedené adaptační změny renálních buněk v časných fázích S-AKI tedy teoreticky mohou 

představovat ochranu před letálním poškozením mechanismem dočasného utlumení 

funkce. Částečně je tak možné vysvětlit diskrepanci mezi diskrétním morfologickým 

postižením ledvin při S-AKI a klinicky patrnou renální dysfunkcí a také možnost poměrně 

rychlé reparace ledvin ze S-AKI.  Spojnici mezi klinicky manifestním poklesem 

glomerulární filtrace a uvedenou tubulární dysfunkcí by pak mohla představovat 

protektivní aktivace tubuloglomerulární zpětné vazby (Gomez et al. 2014). Macula densa 

registruje zvýšenou koncentraci NaCl při porušené reabsorbci sodíku Na
+
/K

+
/2Cl

-
 

kotransporterem v proximálním tubulu (Singh et al. 2011) a tubuloglomerulární zpětnou 

vazbou sníží hydrostatický tlak v glomerulu a tím GFR. Pokles GFR pak omezí množství 

PAMPs a DAMPs filtrovaných do tubulů a sníží energetické nároky tubulárních buněk na 

reabsorbční děje. 

Akutní poškození ledvin v sepsi je tedy nepochybně složitým a dosud jednoznačně 

neobjasněným souborem mnoha dynamicky interagujících mechanismů a není zapříčiněno 

jedním faktorem. V klinickém výzkumu AKI u kriticky nemocných by bylo třeba 

kontinuální a víceúrovnové monitorace od globálního průtoku ledvinou po mikrocirkulaci, 

markerů inflamace, oxidačního stresu a buněčné energetiky, a především sérií biopsií 

ledvin, jejichž odběr je u kriticky nemocných ze zřejmých důvodů neproveditelný. 

Možnosti humánního výzkumu AKI na úrovni molekulárních dějů jsou tak minimální. Je 

proto třeba komplexních zvířecích studií (Doi et al. 2009) a využití nových dostupných 

metod molekulární biologie – genomiky a proteomiky - v dynamickém tkánově a buněčně 

(tubulární buňky) specifickém výzkumu, který by mohl objasnit nové, relevantní 

mechanismy rozvoje S- AKI. Proto jsme tyto technologie implementovali do vlastního 

experimentálního výzkumu a využili v předkládaných pracích (I a II).  
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3.2  Role acidózy u kriticky nemocných 

Akutně vzniklá porucha acidobazické rovnováhy velmi často doprovází kritické 

onemocnění. Přesná incidence a prevalence není ale známa, v případě metabolické acidózy 

to lze zčásti přičíst i nejednotným definicím užívaným k jejímu popisu. Není jasné, zda 

existuje příčinný vztah mezi acidózou a klinickým výstupem pacientů, ačkoli je acidóza 

silně asociována se špatnou prognózou kriticky nemocných (Hickling et al. 1994, 

Stacpoole et al. 1994).  

Zřejmý rozdíl mezi prognózou nemocných s respirační (HCA, hypercapnic acidosis) a 

metabolickou acidózou (MAC, metabolic acidosis) (Li et al. 2005, Kellum et al. 2002) také 

naznačuje, že spíše než acidóza per se je její příčina určující pro prognózou pacienta. Také 

různé typy MAC definované dominantním anionem mají v organismu rozdílný efekt 

(Kellum et al. 2004) a jsou asociovány s různou mortalitou. Například ve srovnání 

s hyperchloremickou byla acidóza laktátová nebo acidóza s vysokou diferencí silných 

iontů spojena s mnohem vyšší mortalitou, stejně tak hodnota anorganického fosfátu byla 

nezávislým prediktorem mortality (Gunnerson et al. 2006).   

Léčba základního onemocnění vyústí v úpravu acidózy a zlepší klinický výstup, naopak 

není pravděpodobné, že bychom úpravou acidózy ovlivnili základní onemocnění a zlepšili 

prognózu. Za špatnou prognózou stojí neschopnost potlačit základní onemocnění (at‘ už 

hypoxii, ischemii, mitochondriální dysfunkci či jiné). Otázkou zůstává, zda je acidóza 

sama o sobě vůbec škodlivá. Podrobně jsme se hodnocením, patogenezí, molekulárními a 

klinickými konsekvencemi acidózy a její léčbou zabývali v přehledovém článku Role 

acidózy u kriticky nemocných (IX), níže proto předkládáme pouze krátké shrnutí.  

Klinické důsledky připisované acidóze 

Nemalá část současných poznatků o účincích acidózy v organismu vychází jak 

z experimentálních studií, jejichž klinická relevance mnohdy naráží na extrémní hodnoty 

pH v nich užité či se opírá o výzkum izolovaných buněčných kultur, a ne vždy lze odlišit 

důsledky acidózy od působení základní choroby.  

Vliv na hemodynamiku  

Na úrovni systémového oběhu interferuje acidóza s komplexními mechanismy jeho 

regulace. Klasicky je acidóze připisována tepenná vazodilatace vedoucí k hypotenzi 

(Kellum et al. 2004). Bylo popsáno, že jak v HCA, tak v MAC díky poklesu systémové 

vaskulární rezistence vzroste srdeční výdej (Andersen et Mouritzen 1966). U člověka bylo 

dokumentováno i zvýšení tepového objemu vyvolané HCA (Cullen et Eger 1974). V MAC 

je ale často popisován také pokles srdečního výdeje. Acidóza vyvolaná infuzí kyseliny 

mléčné u zdravých zvířat bud´ neměla vliv na srdeční výdej (Arieff et al. 1983), nebo 

snížila kontraktilitu a rezultovala v pokles tepového objemu a hypotenzi (Teplinsky et al. 

1990). Recentní studie ale ukazují, že laktát sám zřejmě hraje důležitou roli pro funkci 
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myokardu jako energetický substrát pro kardiomyocyty (Nalos et al. 2014, Levy et al. 

2007).  

Efekt acidózy na plicní cirkulaci také není jednoznačný, bylo popsáno, že HCA zvyšuje 

plicní vaskulární rezistenci a střední tlak v plicnici (Balanos et al. 2003) a tak jsou kladeny 

vyšší nároky na výkonnost pravé komory srdeční. Hyperchloremické MAC byla připsána 

venokonstrikce se zvýšením preloadu pravostranných srdečních oddílů (Kellum et al. 

2004).  

Poznatky o vlivu acidózy na regionální perfúzi životně důležitých orgánů jsou omezené. Je 

znám účinek HCA ve smyslu zvýšení průtoku krve mozkem (Pollock et al. 2009,. Hare et 

al. 2003). Byly dokumentovány změny v intrarenální hemodynamice vyvolané 

hyperchloremií ve smyslu snížení perfúze kortexu (Chowdhury et al. 2012), údaje o změně 

průtoku renální tepnou jsou rozmanité – bylo pozorováno jeho zvýšení (Cardenas et al. 

1996) i snížení (Fujii et al. 1985).  

Na úrovni neurohumorální osy byla dokumentována aktivace sympatiku se zvýšeným 

uvolňováním katecholaminů (Brofman et al 1990), na něž může být změněná odpověď 

tkání – snížená v myokardu (Kaplan et al. 1988), zvýšená v plicních cévách (Bronstein et 

Porcelli 1988).   

Současné poznatky o vlivu klinicky relevantní tíže akutní acidózy na hemodynamiku jsou 

tedy značně rozporuplné, realizovali jsme proto experimentální studii, jejímž cílem bylo 

ozřejmit efekt akutní MAC a HCA ve zdravém organismu (III). 

Alterace funkce dalších orgánů 

Práce na zdravých potkanech naznačují, že hyperchloremická  acidóza se může podílet na 

snížení bariérové funkce střeva (Salzman et al. 1994, Menconi et al. 1997) a jeho dalším 

poškození zvýšením produkce oxidu dusnatého (NO). Příčinou je zvýšená exprese 

inducibilní NO syntázy a zvýšená produkce superoxidových radikálů a aktivita 

myeloperoxidázy (Pedoto et al. 2001), která má zřejmě důležitou úlohu i v poškození plic 

v obdobném experimentálním modelu (Pedoto et al. 1999).   

Imunitní a zánětlivá odpověď 

In vitro má MAC značný vliv na imunitní efektorové buňky. Vliv na zvýšení produkce NO 

již byl zmíněn, dependence na pH se zdá zjevná i v produkci zánětlivých cytokinů (TNFα), 

i když se liší mezi jednotlivými buňkami, různým pH i mezi typy acidózy. Bylo popsáno 

pro- i antiinflamatorní působení MAC (Heming et al. 2001, Kellum et al. 2004). 

Účinky HCA byly díky obecně akceptovanému užívání protektivní ventilace s permisivní 

hyperkapnií u ALI a ARDS extenzivně studovány na úrovni plicních imunokompetentních 

buněk in vitro, ex vivo i in vivo. Produkce cytokinů, chemokinů, NO a kyslíkových 

radikálů alveolárními makrofágy in vitro, která pak aktivuje polymorfonukleáry (Puneet et 

al. 2005), byla s poklesem pH snížená, zřejmě na vrub snížení metabolické aktivity buněk. 
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Inhibice NF-κB v endoteliálních buňkách plicních tepen snižuje expresi ICAM-1 a IL-8 a 

sníží adhezivní potenciál endotelu pro neutrofily, tím redukuje zánětlivou odpověd´ 

v plicní tkáni (Takeshita et al. 2003). Na druhou stranu se ukázal škodlivým vliv 

hyperkapnické acidózy na reparaci alveolárního epitelu omezením buněčné migrace 

inhibicí NF-κB, transkripčního faktoru zodpovědného v alveolárních epiteliálních buňkách 

II. typu za syntézu adhezních molekul (ICAM-1) a prozánětlivých cytokinů TNFα, IL-1-β, 

IL-6 a IL-8 (Tak et al. 2001). V izolovaných zvířecích plicích hyperkapnická acidóza 

snížila mikrovaskulární permeabilitu, zřejmě inhibicí xantinoxidázy zodpovědné za vznik 

reaktivních kyslíkových radikálů (Shibata et al. 1998), a produkci dusíkatých radikálů 

(Broccard et al. 2001) a zmírňuje tak ischemicko-reperfúzní postižení plic. HCA snižuje 

produkci peroxynitritu, který oxiduje některé složky surfaktantu, a navíc potencuje 

uvolňování surfaktantu, přispívá tedy protektivně i na této úrovni proti rozvoji ARDS. In 

vivo byl ve zvířecích modelech prokázán benefit HCA u intratracheální instilace bakterií 

(Ni Chonghaile et al. 2008, Laffey et al. 2004), nikoli ale u sekundárního ALI vyvolaného 

endotoxemií (Lang et al. 2005).  U ischemicko-reperfúzního postižení plic experimentální 

modely potvrdily potenciál HCA snížit inflamatorní odpověd‘ redukcí produkce TNFα a 

volných radikálů.  

Z uvedeného vyplývá, že HCA redukuje tíži poškození plic snížením funkce neutrofilů, 

produkce zánětlivých radikálů a adhezních molekul, tím ale i fagocytární a baktericidní 

potenciál nutný pro obranu proti patogenu (Swenson et al. 2004), aktivitu zásadní 

v kritickém onemocnění. Skutečně se ukázalo, že u protrahované infekce plic bez 

antibiotické léčby HCA prohloubila poškození plic a zvýšila bakteriální nálož inhibicí 

fagocytózy neutrofilů. V přítomnosti antibiotické léčby už tento efekt prokázán nebyl 

(O’Croinin et al. 2008), stejně tak v jiných studiích s již pokročilou pneumonií a sepsí (No 

Chonghaile et al. 2008, Costello et al. 2009).   

Protektivní efekt HCA v experimentálních studiích byl oslaben korekcí pH, nelze tedy 

vyloučit, že tento účinek není dán koncentrací CO2 per se, ale hodnotou pH. Na druhou 

stranu je protektivní efekt HCA na rozvoj ALI větší než u metabolické acidózy (Laffey et 

al. 2000).   

Acidóza jako fyziologický adaptační mechanismus na stres 

Zdravý člověk během těžké svalové námahy může vyvinout metabolickou laktátovou 

acidózu bez nepříznivých důsledků, naopak, nabízí se možný příznivý efekt v organismu. 

Acidóza posouvá disociační křivku kyslíku doprava (Bohrův efekt) a usnadňuje tak jeho 

uvolňování z hemoglobinu. Byl popsán také pozitivní vliv acidózy na rozsah ischemického 

postižení myokardu (Kitakaze et al. 1997), hypoxicko- ischemického poškození mozkové 

tkáně (Barth et al. 1998), u hepatocytů vystavených anoxii pak acidóza prodloužila dobu 

do aktivace apoptózy (Bonventre et al. 1985). 

Acidóza u kriticky nemocných je velmi často asociována s hyperlaktatemií. Laktát, anion 

kyseliny mléčné, je součástí mnoha drah intermediárního metabolismu karbohydrátů a 

neesenciálních aminokyselin. Hyperlaktatemie je citlivým markerem poruchy energetické 
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homeostázy a reprezentuje adaptivní odpověď na akutní nerovnováhu mezi dodávkou a 

potřebou kyslíku, umožňuje organismu vyrovnat se se širokou škálou poruch metabolismu 

(excesivní svalová námaha, hypoxie, ischemie, těžká sepse, šok) (Leverve 2005). Laktát 

totiž může být odpadním produktem buňky jedné, zatímco se stává velmi důležitým 

substrátem buňky jiné. Je to oxidovatelný substrát, který putuje z oblasti s vysokou 

glykolytickou aktivitou do oblasti s vystupňovanou buněčnou respirací.  

Metabolismus laktátu je spjat se třemi hlavními složkami energetického metabolismu: 

redoxním stavem cytosolu (NADH, H+/NAD+), přeměnou ATP (ADPx Pi/ATP) a 

acidobazickým stavem (pH) (Leverve 2005). Přeměna ATP je závislá na pH – bylo 

popsáno, že acidóza snižuje obrat ATP a nároky na kyslík, představuje tak buď adaptační 

mechanismus nebo škodlivý faktor, v závislosti na tíži, délce trvání a reverzibilitě inzultu 

(Kowalchuk et al. 1984).  

Předpokládali jsme, že akutní acidóza, která je u kriticky nemocných vyvolaná poruchou 

energetické homeostázy, by mohla snížit nároky tkání na kyslík mechanismem útlumu 

funkce mitochondrií a tak být protektivní v rozvoji renální dysfunkce, a na podkladě této 

hypotézy koncipovali další experimentální projekt (IV).  

 

 

4  LEGÁLNÍ A ETICKÉ ASPEKTY STUDIÍ 

Předkládané experimentální práce byly podrobeny schvalovacímu řízení etické komise 

Lékařské fakulty UK v Plzni a naše metodika ctila závazná doporučení pro práci 

s laboratorními zvířaty. Výzkum probíhal na experimentálním pracovišti I. interní kliniky 

při LF UK v Plzni. 
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5 CÍLE PRÁCE 

Cílem této práce na experimentálním klinicky relevantním velkém zvířecím modelu bylo: 

1. S využitím moderních molekulárně biologických metod (proteomika, genomika) popsat 

dynamickou patobiologii septického akutního poškození ledvin a definovat 

hemodynamické a molekulárně- genetické rozdíly mezi zvířaty, která S-AKI vyvinou a 

těmi, jejichž renální funkce zůstanou v sepsi intaktní. 

2. Posoudit vliv klinicky relevantní tíže akutní metabolické a hyperkapnické acidózy na 

zdravý organismus komplexně (systémová a regionální hemodynamika životně důležitých 

orgánů, jejich mikrocirkulace a kyslíkový a energetický metabolismus, oxidační stres) a 

především pak vyhodnotit případný protektivní efekt acidózy v rozvoji AKI mechanismem 

útlumu funkce mitochondrií s využitím metod molekulární fyziologie (vysokoúčinná 

respirometrie).   

 

 

6 METODIKA 

Podrobně jsme metodiku experimentů popsali v přiložených manuskriptech, a proto na ně 

s ohledem na přehlednost dizertační práce odkazujeme a v této kapitole uvádíme pouze 

základní fakta.  

K experimentálnímu výzkumu využíváme sedovaná, uměle ventilovaná selata obou 

pohlaví a srovnatelné hmotnosti. Rozsáhlá chirurgická instrumentace (viz obrázek 1 a 2) 

nám umožnuje invazivně monitorovat parametry systémové a regionální hemodynamiky, 

mikrocirkulace kůry ledviny a sliznice ilea. Analýzou krevních vzorků jak tepenné, tak 

žilní krve jednotlivých životně důležitých orgánů a s využitím přímé tkáňové oxymetrie 

v ledvině pak získáváme obraz o metabolismu kyslíku, energetické situaci orgánů, 

inflamatorních mediátorech a oxidačním/ nitrosativním stresu.  K perioperačnímu a 

postoperačnímu managementu přistupujeme v souladu se zásadami humánní medicíny a 

využíváme v ní platné postupy.  

V předkládaných pracích jsme na experimentálním zvířeti modelovali dva typy postižení: 

1) indukovali jsme septický šok a S-AKI, 2) indukovali jsme akutní metabolickou a 

hyperkapnickou acidózu.    
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6.1. Protokol studií sepsí indukovaného akutního poškození ledvin (studie I a II) 

Pooperačně všechna zvířata podstoupila šestihodinovou periodu stabilizace, po níž byla 

randomizována do skupiny kontrolní a skupiny indikované k indukci septického šoku. Byl 

proveden základní sběr dat a vzorků. U určených zvířat pak byla indukována infekce bud´ 

ve smyslu fekální peritonitidy inokulací 0,5g/kg autologní stolice inkubované předtím 12 

hodin ve 200ml fyziologického roztoku ve vodní lázni o teplotě 37°C, nebo kontinuální 

infúzí živých bakterií Pseudomonas aeruginosa (kmen O1 izolovaný od pacienta 

s hnisavou otitidou, v koncentraci 1x10
9
/ml bakterií) centrálním žilním vstupem. Rychlost 

bakteriální infúze byla upravována k dosažení středně těžké plicní hypertenze (střední tlak 

v plicnici 35-40 mm Hg). Vedle balancovaných krystaloidních roztoků byl k udržení 

normovolemie užíván 6% hydroxyethyl škrob 130 kD/0.4 dle hodnocení odpovědi plnících 

tlaků komor a měření ITBV. Kontinuální podání noradrenalinu bylo indikováno při 

poklesu středního arteriálního tlaku (MAP, mean arterial pressure) pod 65mm Hg, dávka 

pak titrována k udržení MAP nad 70mm Hg. Další sady dat a vzorků byly získány po 12, 

18, a 22 hodinách od indukce sepse. Na konci experimentu byla zvířata utracena v hluboké 

analgosedaci chloridem draselným a neprodleně byly odebrány vzorky ledvinné tkáně 

k proteomické a genomické analýze.  

 

Obrázek 1 - Experimentální model septického šoku 
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6.2. Protokol studie o vlivu acidózy na zdravý zvířecí organismus (studie III a IV) 

Operativu následovala šestihodinová perioda stabilizace před získáním základní sady dat a 

vzorků. Poté byla prasata randomizována do tří skupin: a) skupiny s metabolickou 

acidózou (MAC, n=8), b) skupiny s hyperkapnickou acidózou (HCA, n=8), u nichž jsme 

indukovali acidózu kontinuální infúzí kyseliny chlorovodíkové v koncentraci 2 mol/l, 

respektive zvyšovali inspirační frakci oxidu uhličitého k dosažení arteriálního pH 7,25. Po 

60 minutách stabilního stavu na této hladině pH jsme získali další sadu dat a krevních 

vzorků a pak zmíněnými prostředky dále titrovali pH k hodnotě 7,10 a po 60 minutách 

stabilního stavu odebrali poslední sadu vzorků a dat. Poslední skupina – c)  kontrolní (n=8) 

- podstoupila obdobnou chirurgickou instrumentaci a protokol s výjimkou indukce 

acidózy. 

Na konci experimentu byla zvířata utracena v hluboké analgosedaci chloridem draselným. 

Bezprostředně po ukončení experimentu jsme provedli nefrektomii a tkáň předali 

k proteomické analýze a testování funkce mitochondrií.  

 

Obrázek 2 - Experimentální model akutní acidózy 
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7  SOUHRN VÝSLEDKŮ STUDIÍ A DISKUZE 

7.1  Proteom ledvin v průběhu sepse a operačního výkonu (studie I) 

Cílem studie bylo popsat dynamické změny renálního proteomu v průběhu rozvoje S-AKI 

a jeho změny v důsledku chirurgického operačního výkonu. Studováno bylo 12 selat, u 

kterých jsme po zotavení z operace indukovali sepsi intravenózním podáním Pseudomonas 

aeruginosa, a 5 selat kontrolních, která podstoupila operační výkon a pooperační 

management bez indukce sepse. Proteomické analýze byly podrobeny biopsie kůry ledvin 

těchto zvířat získané ve třech časových bodech: po zotavení z operace a po 12 a 22 

hodinách po indukci sepse.    

Výsledky a diskuze 

Všechna zvířata vystavená infúzi Pseudomonas aeruginosa vyvinula septický šok se S-

AKI. Charakteristická byla normodynamická cirkulace, tedy  konstantní srdeční výdej, s 

poklesem systémové vaskulární rezistence a potřebou podpory oběhu noradrenalinem. 

Významně u nich rostly parametry systémového zánětu TNF alfa a IL-6. Průtok renální 

tepnou v sepsi postupně klesal, byl patrný trend k nárůstu renální cévní rezistence, o 43% 

poklesla clearence kreatininu. V kontrolní skupině se žádný z uvedených parametrů 

v průběhu experimentu neměnil.  

V kontrolní skupině bylo pomocí hmotnostní spektrometrie identifikováno 11 proteinů, 

jejichž exprese se v některém časovém bodě lišila od výchozího stavu, u septických zvířat 

bylo identifikováno 29 takových proteinů. Porovnání septických a kontrolních zvířat 

v jednotlivých timepointech pak ukázalo, že samotná sepse vyvolala změny 21 proteinů. 

Jednalo se o proteiny odpovídající stresové odpovědi a chaperony opravující proteiny, 

proteiny odrážející stres endoplazmatického retikula, scavengery volných radikálů, 

proteiny spojené s buněčným metabolismem a tvorbou ATP, transportéry, proteiny 

inflamatorní regulace a transdukce signálu, proteiny hemostázy a cytoskeletu.     

Naše studie předkládá první dynamickou analýzu proteomu ledvin v klinicky relevantním 

velkém zvířecím modelu, kdy jsme využili série renálních biopsií jak u kontrolních – 

operovaných zvířat, tak v různých fázích S-AKI, a jejichž analýzu jsme mohli spojit 

s hodnocením konvenčních parametrů renální fyziologie. Za důležité považujeme zjištění, 

že samotné procedury typu iniciální chirurgické instrumentace a/nebo anestezie ovlivní 

renální proteom zkoumaných zvířat. Lze totiž očekávat širší zavedení obdobných modelů 

do základního výzkumu a tedy i nezbytnost určitých referenčních hodnot pro změny 

proteomu u kontrolních zvířat. Proteiny ovlivněné instrumentací lze řadit do drah 

signalizace imunitní a zánětlivé odpovědi, oxidativního stresu, stresu endoplazmatického 

retikula, mitochondriálního energetického metabolismu a tubulárního transportu. Tyto 

změny se v ledvinách vyvíjí i při absenci systémového vzestupu hladiny cytokinů a mohou 

vést k úvaze o existenci renálního stresu vyvolaném chirurgickým výkonem a o jeho 

možné souvislosti s rozvojem pooperačního AKI u predisponovaných pacientů. 
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Změny proteomu, které vyvolala sepse, korespondovaly se současným pohledem na 

patofyziologii S-AKI (viz kapitola 3). Zaznamenali jsme časnou elevaci markerů 

oxidačního stresu a multifunkčních proteinů tepelného šoku, které jsou považovány za 

DAMPs (Riddell et al. 2010, Tsan et al. 2009). DAMPs mohou aktivovat tubulární a 

endoteliální buňky ledvin. Tato časná (do 12 hodin) produkce DAMPs  předcházela 

změnám renální hemodynamiky a poruše funkce ledvin a lze předpokládat, že je 

zodpovědná za lokální amplifikaci a propagaci inflamatorního signálu a přispívá 

k časnému poškození mikrovaskulatury a tubulů. Prolongovaný stres endoplazmatického 

retikula, na nějž naše výsledky také poukazují, přispívá k progresi mnoha patologických 

dějů zahrnujících sepsi a AKI a může souviset s poruchou funkce mitochondrie, inflamací, 

oxidačním stresem a buněčnou smrtí (Inagi et al. 2014, Khan et al. 2015). Důležitost 

mitochondrií v rozvoji S-AKI dokumentoval fakt, že téměř třetina sepsí ovlivněných 

proteinů je součástí drah buněčné energetiky. V časné fázi S-AKI jsme v souladu s jinými 

autory (Porta et al. 2006, May et al. 2012) zaznamenali zvýšenou expresi podjednotky alfa 

mitochondriální ATP-syntázy, důležité determinanty respirační funkce mitochondrie. 

Selhání buněčné energetiky v časné fázi S-AKI se tedy v tomto kontextu nezdá 

pravděpodobné. V patofyziologii S-AKI hrají roli také tubulární transportní systémy, 

jejichž snížená aktivita může být adaptačním mechanismem na bioenergetický stres 

tubulárních buněk. Snížená funkce transportérů pravděpodobně způsobí aktivaci 

tubuloglomerulární zpětné vazby, poklesne glomerulární filtrace a tím nároky na tubulární 

buňky ve smyslu výdeje energie na reabsorbční procesy (Girardi a Di Sole 2012, Schmidt 

et al. 2007, Morrell et al. 2014). Do tohoto obrazu dobře zapadá námi zjištěná časná 

upregulace NHE-RF3, regulačního kofaktoru Na+/H+ výměníku, který inhibuje expresi a 

aktivitu několika membránových transportérů a receptorů (Shenolikar a Weinman 2001) a 

kterou jsme pozorovali již před poklesem průtoku renální tepnou a poklesem glomerulární 

filtrace.  

Design studie nám neumožnil přímo popsat příčinný vztah mezi stresovým fenotypem 

proteomu a AKI. Také hodnocení lyzátu celé ledviny může vnášet určité zkreslení, 

vzhledem k množství typů buněk v ledvinách zastoupených. Navíc je známa okrsková 

distribuce renálního poškození v S-AKI a bioptované oblasti tedy mohou vykazovat 

různou tíži buněčné dysfunkce. I přes tyto limitace se jedná o první práci popisující 

dynamické chování renálního proteomu při rozvoji S-AKI a lze na ni navazovat. Vzhledem 

k významu preexistujících komorbidit při rozvoji S-AKI u našich pacientů by jistě bylo 

relevantní také odhalení rozdílů v proteomické odpovědi ledvin zdravých a zatížených 

těmito komorbiditami.  
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7.2  Genová exprese ledvin v sepsi – kdo vyvine S-AKI? (studie II) 

S-AKI postihuje 40-50% pacientů v sepsi. Dosud nejsou ozřejměny molekulární rozdíly 

mezi septickými pacienty s a bez S-AKI. Cílem studie proto bylo vedle konvenčních 

parametrů renální fyziologie porovnat renální genovou expresi kandidátních genů (se 

známou relevancí v rozvoji S-AKI) mezi zvířaty, která v sepsi S-AKI vyvinula a těmi, 

jejichž renální funkce zůstaly intaktní.  Studovali jsme 15 selat. 5 zvířat bylo kontrolních, 

podstoupila chirurgickou instrumentaci a pooperační management, 10 selat pak navíc 

podstoupilo indukci sepse intravenózním podáním Pseudomonas aeruginosa nebo fekální 

peritonitidou, z nich 5 vyvinulo S-AKI. Hemodynamická data a krevní vzorky byly 

hodnoceny po zotavení z operace a 12, 18, a 22 hodin po indukci sepse. Po 22 hodinách 

byla zvířata utracena a tkáň ledvin byla postoupena analýze genové exprese.    

Výsledky a diskuze 

Zvířata s a bez rozvoje S-AKI se nelišila v parametrech globální hemodynamiky. Vyvinula 

normo- či hyperdynamickou sepsi s poklesem systémové vaskulární rezistence. Systémová 

zánětlivá odpověď (IL-6 a TNF alfa) byla rovněž srovnatelná, i když byl patrný trend 

k jejímu časnějšímu a mohutnějšímu nástupu u skupiny se S-AKI. RBF a RVR se u zvířat 

bez AKI neměnila, zatímco při S-AKI RVR postupně narůstala a RBF klesal. Také renální 

kortikální mikrocirkulace byla ve skupině s S-AKI významně alterována. Exprese 

kandidátních genů 22 hodin po indukci sepse se nelišila mezi kontrolní skupinou a zvířaty 

bez AKI, zatímco S-AKI bylo spojeno se zvýšenou expresí genů ovlivňujících zánětlivou 

signalizaci (TLR-4), intrarenální vazoregulaci (PGHS-2, cyklooxygenáza-2) a apoptózu 

(CASP3, caspasa 3; AGTR-2, receptor pro angiotenzin II) a sníženou expresí genů pro 

mitochondriální metabolismus a biogenezi (PPARGC-1α/ PGC-1α , peroxisome 

proliferator- activated receptor gamma, Coactivator 1 alpha).  

Důležitým fenoménem naší práce je možnost porovnat nejen zvířata kontrolní s těmi se S-

AKI, jak bylo typické pro předchozí studie na hlodavcích (El- Achkar et al. 2006, Zager et 

al. 2014), ale především zvířata septická s a bez S-AKI. Získaná data naznačují, že 

vnímavost ledvin k rozvoji AKI v sepsi je dána časnou a extenzivní systémovou zánětlivou 

odpovědí spojenou s rozdílným profilem tkáňové genové exprese v ledvinách týkající se 

inflamace, buněčného metabolismu a apoptózy. Rozvoj S-AKI je pak spojen se vzestupem 

RVR a časným poklesem průtoku korovou mikrocirkulací. Naše výsledky jsou v souladu s 

observačními klinickými studiemi, které poukázaly na souvislost zvýšené hladiny cytokinů 

s rozvojem S-AKI (Murugan et al. 2010, Payen et al. 2012).   

Intrarenální exprese TLR-4, PRR receptoru konstitučně exprimovaného endoteliálními a 

epiteliálními tubulárními buňkami a aktivovaného PAMPs a DAMPs ke spuštění 

vrozených imunitních a inflamatorních mechanismů, byla v ledvinách se S-AKI oproti těm 

bez AKI významně zvýšena. Tento poznatek korespondoval s předchozí studií na 

hlodavcích El-Akchara et al. (2006) a podporuje hypotézu o TLR-4 dependentní propagaci 

mikrovaskulárního a tubulárního poškození (Gomez et al. 2014). Vazbu ligandu na TLR-4 

lze tedy považovat za jeden ze slibných terapeutických cílů ke snížení poškození 
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endoteliálních a tubulárních buněk při S-AKI (Mudaliar et al. 2013, Molitoris 2014). 

Zvýšená exprese TLR-4 může být také zodpovědná za námi pozorovaný vzestup mRNA 

PGHS-2 (El Achkar et al. 2007) v ledvinách se S-AKI. PGHS-2 je enzym zodpovědný za 

tvorbu prostanoidů podílejících se na řízení intrarenální hemodynamiky, 

tubuloglomerulární zpětné vazby a dřeňové exkrece solutů a vody a bylo popsáno, že ve 

studii na potkanech její inhibice zlepšila endotoxinem indukovanou renální dysfunkci 

(Höcherl et al. 2009).  

Role apoptózy v S-AKI není dosud přesně definovaná. V našem modelu S-AKI ledviny 

zvýšeně exprimovaly proapoptotickou CASP-1. S-AKI bylo také spojeno se vzestupem 

exprese AGTR-2, který pravděpodobně hraje roli v zánětlivých procesech a apoptóze při 

AKI (Ruiz- Ortega et al. 2003). 

V ledvinách se S-AKI jsme poprvé na velkém zvířecím modelu demonstrovali sníženou 

expresi PGC-1 alfa, hlavního faktoru mitochondriální biogeneze a metabolismu, která se 

ukázala být u hlodavců doprovázena morfologickými a biochemickými známkami 

mitochondriální dysfunkce (Tran et al. 2011). Navíc se zdá, že protrahovaná suprese PGC-

1alfa může hrát roli v přechodu z adaptivních změn energetického metabolismu 

tubulárních buněk do buněčného poškození (Tran et al. 2011).  

Limitaci práce může představovat malý počet studovaných zvířat a nelze vyloučit vliv typu 

modelu (peritonitida versus i. v. bakteriémie) na genovou expresi. Design studie také 

neumožnuje najít přímé spojení mezi expresí genů a poškozením ledvin. Také 

nepostihujeme dynamiku rozvoje S-AKI, hodnotíme- li genovou expresi v jednom 

časovém bodě. Naše výsledky přesto podporují hypotézu, že na rozvoji S-AKI se podílí 

excesivní systémová inflamace, která je amplifikována v ledvinách, porucha intrarenální 

hemodynamiky a mikrocirkulace, mitochondriální dysfunkce a apoptóza. V souvislosti 

s nezměněnou expresí genů řídících odpověď buněk na hypoxii lze uvažovat o tom, že 

spíše než hypoxie řídí v časné fázi S-AKI genovou expresi inflamace.  
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7.3  Kardiovaskulární efekt akutní acidózy v organismu (studie III) 

Cílem studie bylo posoudit vliv akutní metabolické a hyperkapnické acidózy na 

systémovou a regionální cirkulaci zdravého organismu. Studovali jsme 24 selat, která byla 

randomizována do tří skupin – skupiny s MAC (n=8), s HCA (n=8) a skupiny kontrolní, 

která podstoupila instrumentaci a pooperační management bez indukce acidózy. Data a 

krevní vzorky jsme hodnotili po zotavení z operace, po 60 minutách stabilního pH 7,25 a 

po 60 minutách stabilního pH 7,10. Pak byla zvířata utracena a vyjmutá srdce byla předána 

k in vitro testování síly kontrakce komorových trabekul.  

Výsledky a diskuze 

HCA významně ovlivnila systémovou i plicní cirkulaci. Poklesla SVR a MAP, vzrostla 

plicní vaskulární rezistence a střední tlak v plicnici. MAC měla oproti tomu vliv pouze na 

cirkulaci plicní, zvýšila plicní cévní rezistenci a střední tlak v plicnici.  Oba typy acidózy 

způsobily pokles tepového objemu, který byl vyvážen vzestupem tepové frekvence a 

srdeční výdej zůstal v MAC zachován, v HCA dokonce vzrostl. HCA zvýšila nároky na 

minutovou práci obou komor srdečních, MAC na komoru pravou. MAC neovlivnila 

perfúzi životně důležitých orgánů, HCA způsobila redistribuci srdečního výdeje do povodí 

karotického a hepatosplanchniku, renální perfúze nebyla ovlivněna. Srdeční svalovina, 

která byla vystavena acidóze in vivo, nevykazovala pak in vitro změnu síly kontrakce ani 

trvání akčního potenciálu, vystavení kyselému prostředí opět in vitro způsobilo pokles síly 

kontrakce a neovlivnilo trvání akčního potenciálu.   

 

V experimentu na velkém zvířeti jsme nepotvrdili předchozí pozorování především na 

myších modelech týkající se rozvoje hypotenze při nadprodukci oxidu dusnatého (Kellum 

et al. 2004). Lze však připustit negativně inotropní efekt MAC i HCA ve smyslu poklesu 

tepového objemu, který korespondoval s in vitro zjištěným poklesem síly kontrakce 

komorových trabekul v kyselém roztoku. Metabolická acidóza také nealterovala perfúzi 

jednotlivých životně důležitých orgánů, oproti tomu odpověd na HCA se jeví orgánově 

specifická. Absence změny renálního průtoku v acidóze dosud nebyla zaznamenána, 

předchozí studie popisovaly jeho zvýšení (Cardenas et al. 1996) nebo snížení (Fujii et al. 

1985). Rozdílné účinky acidózy v plicní a systémové cirkulaci podporují hypotézu, že 

hlavním vazomotorickým stimulem v plicích by mohlo být pH, potažmo koncentrace H
+
 

(Balanos et al. 2003, Barer et al. 1971), zatímco v systémové, hepatosplanchnické a 

mozkové cirkulaci molekula CO2. Vzestup plicní vaskulární rezistence u obou typů 

acidózy kladl vyšší nároky na práci pravé komory srdeční. Tato pozorování by mohla 

omezit toleranci acidózy v podmínkách preexistující pravostranné kardiální dysfunkce 

nebo ischemické choroby srdeční. Tato fakta je třeba zvažovat i při užívání protektivní 

ventilace s permisivní hyperkapnií.  

Mezi limitace studie je třeba řadit užití pouze krátkodobého působení acidózy v řádu hodin 

a zkoumání pouze jednoho z mnoha typů MAC (hyperchloremická acidóza), přičemž je 

známo jejich rozdílné působení v organismu. Uvedených účinků hyperkapnické acidózy 
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bylo také dosaženo za relativně významné hyperkapnie potřebné k dosažení cílového pH, 

nelze je tedy jednoznačně vztáhnout k permisivní hyperkapnii v klinické praxi. 

 

7.4  Vliv akutní acidózy na hemodynamiku a tkáňovou energetiku ledvin (studie IV) 

Cílem této podstudie bylo posoudit vliv akutní metabolické a hyperkapnické acidózy na 

ledviny na více fyziologických úrovních – globální renální hemodynamiku, mikrocirkulaci 

kůry a kyslíkový a energetický metabolismus kůry a dřeně ledvin. Hodnotili jsme poměr 

laktátu/pyruvátu, ketolátek, navíc pak laser dopplerometricky mikrocirkulaci v kůře 

ledviny a tkáňovou koncentraci kyslíku v kůře a dřeni ledviny jehlovými sondami. 

Následně byla zvířata utracena a ledviny byly předány k testování funkce mitochondrií 

metodou vysokoúčinné respirometrie. 

Výsledky a diskuze 

MAC neovlivnila globální ani mikrovaskulární perfúzi ledvin ani spotřebu kyslíku či 

cytolosolový (vyjádřený poměrem laktátu k pyruvátu) a mitochondriální (poměr 

acetoacetátu k betahydroxybutyrátu) redoxní stav. HCA neovlivnila perfúzi ledvin, přesto 

vzrostl parciální tlak kyslíku v kůře i dřeni ledviny, ale vzrostla zde i jeho spotřeba. Poměr 

laktátu a pyruvátu v renální žíle se ani v HCA neměnil, poklesl ale poměr ketolátek. 

Ukázalo se, že renální mitochondrie, které byly vystaveny HCA, vykazují oproti intaktním 

vyšší spotřebu kyslíku – ve dřeni při aktivaci komplexu I, II a IV, v kůře pak komplexu II a 

IV. Vzestup spotřeby kyslíku ve stavu LEAK nevylučuje podíl alterace efektivity 

respiračního řetězce na zvýšené spotřebě kyslíku mitochondriemi.  

Spotřeba kyslíku v ledvinách vystavených MAC a HCA tedy nepoklesla. Vzestup 

parciálního tlaku kyslíku (pO2) v kůře v HCA by mohl korespondovat s dříve popsanými 

změnami v jiných orgánech vyvolanými hyperkapnií – tenkostřevní stěně a subkutánně 

(Ratnaraj et al. 2004). Mechanismus vzestupu korového pO2 při zachovaném průtoku 

renální tepnou a konstantním paO2 není jasný, je třeba zvažovat i limitace měření 

tkáňového pO2 punkční jehlovou sondou (Lübbers et al. 1997). Pokles poměru ketolátek v 

renální žíle v HCA naznačuje alteraci buněčného (mitochondriálního) metabolismu 

ledviny. Hlubší vhled do této problematiky nám pak umožnilo rozsáhlé zkoumání ledviny. 

U zvířat podstoupivších indukci HCA jsme měli možnost studovat respirační funkci 

mitochondrií metodou vysokoúčinné oxygrafie. U mitochondrií ovlivněných 

hyperkapnickou acidózou byl zaznamenán vzestup spotřeby O2 ve stavu LEAK. To by 

mohlo naznačovat vyšší spotřebu kyslíku na stejnou produkci ATP, tedy zřejmě menší 

efektivitu respiračního řetězce způsobenou HCA. 

Limitace studie lze spatřovat v užití pouze krátkodobého působení acidózy a jen jednoho 

z mnoha typů MAC (hyperchloremická acidóza), navíc v relativně významné hodnotě 

hyperkapnie potřebné k dosažení cílového pH. Přesto známky alterace mitochondriálního 

metabolismu v HCA opět směřují k možné limitaci tolerance hyperkapnie v klinické praxi. 
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8  ZÁVĚR 

S využitím proteomických metod jsme se pokusili jako první definovat změny renálního 

proteomu, které nastanou v ledvinách zvířat podstoupivších anestezii a chirurgickou 

instrumentaci, a které nastávají v různých fázích S-AKI. Při rozvoji S-AKI byl patrný 

dynamický posun směrem ke stresové a adaptivní buněčné odpovědi. Chirurgický výkon 

překvapivě vyvolal v renálním proteomu změny charakteru akutní fáze i při absenci 

systémové inflamace.  

Na velkém zvířecím modelu jsme na podkladě renální genové exprese byli schopni 

spolehlivě odlišit ledviny, které vyvinuly v sepsi S-AKI. Postižená renální tkáň totiž 

vykazovala zvýšenou expresi genů zodpovědných za amplifikaci lokální inflamace a 

apoptózu v ledvinách a pokles genové exprese v drahách buněčného metabolismu. Tyto 

změny genové exprese byly spojeny s významnou systémovou inflamací a odlišným 

renálním hemodynamickým fenotypem oproti septickým zvířatům bez AKI, nezávisle na 

charakteru systémové hemodynamiky. Geny a s nimi související biologické dráhy, na něž 

jsme poukázali, zasluhují další výzkum. 

Přinesli jsme komplexní obraz působení klinicky relevantní tíže akutní acidózy ve zdravém 

organismu. Zvýšené nároky, jež klade HCA na srdeční práci, spolu s alterací buněčného 

(mitochondriálního) metabolismu ledvin by mohly limitovat její terapeutické využití. 

V našem modelu jsme nedokázali potvrdit protektivní efekt acidózy na regionální úrovni 

redukcí spotřeby kyslíku, HCA dokonce zvyšovala jeho spotřebu mitochondriemi.    
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