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ABSTRAKT

Akutni poskozeni ledvin (AKI) je syndromem zatizenym vysokou morbiditou a mortalitou,
postihujicim vice nez tfetinu pacientd na jednotkéach intenzivni péce, a jeho incidence
patofyziologickych mechanismech rozvoje rendlni dysfunkce v sepsi nedosahuje nase
soucasné porozumeéni trovng, ze které bychom se odrazili k definovéni a zavedeni uspésné
cilené prevence a 1écby AKI v sepsi. Prvnim cilem nasSi prace tak bylo rozsifit tyto
poznatky s vyuzitim klinicky relevantniho velkého zvifeciho modelu a modernich metod
molekularni biologie - genomiky a proteomiky.

Acidéza predstavuje obvyklou poruchu acidobazické rovnovahy u kriticky nemocnych. Jeji
role je ale kontroverzni. Dosud neni zndmo, zda je markerem tize zdkladniho onemocnéni
nebo sama o sob¢ pfitézujicim patofyziologickym mechanismem. Mnozi se také poznatky
poukazujici na mozny protektivni vliv acidézy ve stresovych podminkdch utlumenim
bunécné energetiky a snizenim naroku tkani na kyslik. Vyty¢ili jsme si za cil zkoumat
ucinky riznych typl acidézy na mnoha fyziologickych urovnich zdravého zvifeciho
organismu s dirazem na komplexni vyzkum jejich vlivu na ledviny v ramci patrani po
novych ochrannych a lécebnych modalitich AKI, z nichz jednu by permisivni acidéza
teoreticky mohla ptfedstavovat.

Kli¢ova slova: Akutni poskozeni ledvin - sepse — acid6za — 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 technigques 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.
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1 UVOD

Ledviny kriticky nemocnych jsou organem znacné¢ citlivym, v podminkach intenzivni péce
se stavaji obéti rozli¢nych a ¢asto zavaznych inzulti. Akutni poskozeni ledvin (AKI, acute
kidney injury) postihuje az 36% pacientil pfijatych na jednotku intenzivni péce (JIP)
(Osterman et al., 2007). Jeho incidence stoupa se vzrlstajicim v&kem, zavaznymi
komorbiditami a pravdépodobné i1 genetickou predispozici pacienti kriticky nemocnych.
JiZ minimalni vzestup sérové hladiny kreatininu je asociovdn se zvySenim morbidity a
mortality (Coca et al., 2007, Mehta et al 2007) nezédvisle na zakladnim onemocnéni.
Syndrom AKI se tak dlouhodobé¢ fadi do popiedi zajmu intenzivistli. AZ recentné byla ale
do klinické praxe zavedena jednotna klasifikace renalni dysfunkce AKIN (Acute Kidney
Injury Network, expertni pracovni skupina nefrologli a intenzivistll), kterd na zakladé
vzestupu sérového kreatininu a/nebo poklesu diurézy presné definuje 3 stadia AKI a tak
kone¢n¢ pfinesla moznost kvalitnich epidemiologickych studii v populaci kriticky
nemocnych.

AKI u kriticky nemocnych je velmi ¢asto multifaktorialni etiologie. Roli hraji faktory typu
kardiogenniho Soku, hypovolemie, nefrotoxickych farmak ¢i velké (kardio)chirurgické
vykony, znama je interakce s dalSimi zivotn¢ dilezitymi organy, jejichz dysfunkce muize
zpusobit poruchu funkce ledvin (syndrom hepato-renalni, kardio-renalni, difuzni alveolarni
poskozeni mize vyvolat AKI). Sepse a septicky Sok je ale zdaleka nejcastéjsi pricinou AKI
na JIP (az 50% piipadt) (Schrier et al. 2004, Parmar et al. 2009). Incidence AKI s tizi
sepse roste, postihuje 19% pacientl v sepsi, 23% pacientil v tézké sepsi, 51- 64% pacientl
v septickém Soku. Ukazuje se navic, Ze nejen sepse je pri¢inou AKI, ale i AKI
predisponuje k rozvoji sepse. AKI samo 0 sobé je zavaznym prediktorem morbidity a
mortality, AKI asociované se sepsi ma progndzu jesté¢ neptiznivejsi (Matéjovic et al.
2011).

Sepse ptedstavuje celosvétové vyznamny medicinsky a socioekonomicky problém, je
v soucasnosti  10. nejcastéjsi pfi¢inou umrti a jeji incidence trvale nardsta. Je
charakterizovana deregulovanou systémovou odpovédi na infekéni inzult iniciovanou
interakci bakteridlnich faktori s imunokompetentnimi bunikami organismu. Aktivuji se
mediator a kyslikovych a dusikatych radikali plsobicich na urovni systémové a
regionalni cirkulace aZ po mikrocirkulaci, ovlivitujicich cévni endotel a koagulaéni systém.
Na turovni celuldrni a molekuldrni tyto pisobky interferuji s apoptézou a bunécnou
energetikou, potazmo tedy s funkci mitochondrie. Vysledkem je dysfunkce organa
nezavisle na lokalizaci primarniho infek¢éniho fokusu. Klinicky pak hovotfime o syndromu
multiorganové dysfunkce (MODS, multiple organ dysfunction syndrome), kdy incidence
dysfunkce jednoho, dvou, tii a ¢tyi organti u septickych pacientii osciluje okolo 74 %, 21
%, 5 % a 1 % s pfimefené vzristajici mortalitou 21 %, 44 %, 65 % a 76 % (Vincent et al.
2006). V jeho ramci se AKI rozviji a obvykle se manifestuje jako prvni z organovych
dysfunkci (Tran et al. 1993). Pro klinika je zasadni rozpoznat sepsi jako pfi¢inu AKI,



protoze patofyziologicky se ziejm& vyznamné 1isi od dalSich jeho typtl, je zatizeno
rozdilnou mortalitou a odpovédi na 1é¢ebné postupy (Uchino et al. 2005).

AKI v sepsi predstavuje zavazné uskali z hlediska preventivniho i 1é¢ebného. Dosud totiz
nejsme schopni definovat kauzalni 1écbu AKI, piestoze se naSe znalosti o
detailn¢ Ize popsat zmény systémové i regionalni hemodynamiky v sepsi a septickém Soku,
prohlubuji se také poznatky o charakteru mikrocirkulace v téchto podminkach. Nezbytné je
ale ozfejmit patofyziologii dysfunkce jednotlivych bun¢k s vyuzitim metod molekularni
biologie. Neni navic zdaleka jasné, jaké faktory stoji za rozdilnou nachylnosti nemocnych
Kk ptisobeni sepse, kdy jen ¢ast z nich AKI vyvine. Prvni ¢ast dizerta¢ni prace jsme proto
vénovali modelovani AKI v sepsi a pokusili se zkoumat jeho patobiologii pomoci novych
metod molekularni biologie, genomiky a proteomiky.

Jednim z diivodl soucasného netispéchu ve vyvoji 1é€ebnych modalit AKI miiZze byt fakt,
ze vétsSina naSich poznatkli se opird o zvifeci studie. Mnoho z nich nelze povazovat za
Klinicky relevantni a klinicka aplikace jejich vysledki je proto omezena. Studovany jsou
heterogenni modely jak z hlediska uzitych zvifecich druhi s jejich specifickou odpovédi na
infek¢ni inzult, tak z hlediska zptisobu indukce sepse ¢i organové dysfunkce, 1é¢ebnych
intervenci nebo délky pokusu. Je tedy tieba vyuzivat modely co nejvérnéji napodobujici
klinickou situaci na zvifatech geneticky a fyziologicky co nejpodobnéjSich cloveéku.
Ukazuje se, Ze zhlediska genomiky a translacni proteomiky je prase jednim z
nejvhodnéjSich kandidat. V kontextu naSich pfedchozich poznatkii o chovani tohoto
zvifeciho druhu vsepsi a zhlediska fyziognomie a relativné dobré piistupnosti
k extenzivnimu pozorovani patofyziologickych d&ji na mnoha wrovnich organismu je
proto v naSem experimentu vyuzivame.

Druhd ¢ast dizertacni prace se pak vénuje potencidlnimu protektivnimu vlivu aciddzy,
obligatnimu fenoménu doprovazejici kritické onemocnéni, na ledviny. Vychazeli jsme
pfitom z hypotézy formulované francouzskym profesorem Xavierem Levervem o mozném
tlumivém vlivu aciddzy na bunécnou energetiku a tim sniZeni naroku tkani na kyslik, jez
by mohlo byt vyhodné v kritickém onemocnéni, a uvazovali jsme tedy o acidoze ne jako o
pfitézujicim patofyziologickém mechanismu, nybrz jako o fyziologické adaptaci na
zavazny inzult.



2 PUVODNI PRACE
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2.3 Prace primo navazujici 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-
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3 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

3.1 Akutni poskozeni ledvin u kriticky nemocnych

Etiologie akutniho poSkozeni ledvin je klasicky d€lena do tfi skupin, prerenalni, renalni a
postrenalni. U kriticky nemocnych je postrendlni pfi¢ina snadno vylucitelnd a okrajova,
nejcastéjsi je etiologie multifaktoridlni kombinujici mechanismy vyvolané systémovou
zanétlivou odpovédi, hypovolemii, hypotenzi, toxickymi inzulty a rhabdomyolyzou. Nelze
opominout ani S$iroké interakce mezi jednotlivymi zivotné dilezitymi organy, kdy
dysfunkce jednoho z nich muze vést k poruse funkce jiného. Znama je interakce kardio-
rendlni, pulmo- renalni, hepato- rendlni, renalni dysfunkce ovlivni i nervovy a imunitni
systém a potencuje systémovou zanétlivou odpovéd’ v sepsi (Li et al. 2009). Interakci
ledvin a kardiovaskularniho systému jsme detailn€ rozebrali v praci Akutni selhani ledvin a
kardiovaskularni komplikace (VII), problematice obousmérného vztahu AKI a sepse jsme
se vénovali v souhrnném ¢lanku Dying "of" or "with" AKI: sepsis and acute kidney injury

are bidirectional (V).

Kriticky nemocny na jednotce intenzivni péfe je Casto zatiZzen rizikovymi faktory pro
rozvoj AKI. Je pokrocilého veku, trpi arteridlni hypertenzi, diabetem, chronickou renalni
dysfunkci, chronickym srde¢nim selhanim, generalizovanou aterosklerézou, je 1éCen
medikamenty interferujicimi s intrarenalni vazoregulaci typu inhibitoru angiotenzin
konvertujiciho enzymu nebo blokatoru receptoru pro angiotenzin II ¢i nesteroidnimi
antiflogistiky. Za téchto podminek mize vyvinout AKI i v terénu ,,normotenze®, nejéastéji
ale trpi hemodynamickou nestabilitou s hypoperfuzi a hypovolemii. V souvislosti s
rozvojem AKI nelze opomijet také vliv rendlniho Zzilniho tlaku. Ten spolu se
sttednim tlakem arteridlnim urcuje efektivni perfuzni tlak ledvin a je ovlivnén faktory typu
zilni kongesce, napf. pti pravostranném srde¢nim selhdni, nebo nitrobti$ni hypertenzi.

Nefrotoxicka 1éCiva ptispivaji aZ ke ¢tvrtiné AKI na JIP (Uchino et al. 2005, Mehta et al.
2004) a zhruba pétina ze sta na JIP nejcastéji uzivanych 1é¢iv je potencidlné nefrotoxicka
(Taber et al. 2009). Nelze podceiiovat ani Skodlivost nékterych substitunich roztok,
vSeobecn¢ dnes akceptujeme rendlni rizika spojend s podanim koloidnich roztokt
septickym pacientim, stejné¢ tak velkoobjemova substituce 0,9% chloridem sodnym
s navazujici hyperchloremii piedstavuje riziko rozvoje AKI (Yunos et al. 2012).

Vzhledem kmnozstvi pfi¢in  nelze patofyziologii AKI definovat jednotné.
Patofyziologickym podkladem prerendlniho AKI je pfedevSim ztrata rendlni autoregulace,
tedy schopnosti aferentni a eferentni arterioly glomerulu svou vazodilataci a vazokonstrikci
zajistit konstantni pritok glomerulem a filtra¢ni tlak, ustici v pokles glomerulalni filtrace.
Akutni poSkozeni ledvin je procesem dynamickym, zahrnuje celé spektrum poruch funkce
ledvin od mirného funkéniho postizeni po letalni poSkozeni bunék. Obecné lze fici, Ze ¢im
déle inzult pasobi, tim hor$i poskozeni nastane. Pretrvavajici hypoperfuze ledvin s hypoxii
anebo perzistujici expozice nefrotoxinim vyvold bunécnou nekrézu, nejcitlivéjsi jsou (z
divodu své vysoké metabolické aktivity a charakteru intrarenalni distribuce perfize)
tubularni builky v zevni dfeni. Rozvoj nekrozy pak aktivuje inflamatorni kaskadu
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s produkci mnozstvi cytokinti, kyslikovych a dusikovych radikali, aktivaci endotelu,
koagulace, epitelialnich bun¢k s nadprodukci adheznich molekul ustici v dysfunkci
mikrocirkulace a tkanovému rekruitmentu aktivovanych zanétlivych bunék, které svou
cytokinovou produkci dale potencuji systémovou zanétlivou odpovéd 1 dysfunkci
mikrocirkulace, mikrovaskuldrni trombdzu a tkanovou hypoxii (Amaral et al. 2004). Velmi
komplikovanou a dosud nekompletné objasnénou patofyziologii se vyznacuje AKI v sepsi
(S-AKI, sepsis associated acute kidney injury). Vzhledem Ktomu, Ze na$ vyzkum
zam&fujeme predev§im smérem S-AKI, diskutujeme jeho problematiku v nasledujici
kapitole.

Prevence a 1é¢ba AKI se opird o normalizaci intravaskuldrniho objemu a perfuzniho tlaku,
diagnostiku a 1écbu pfi¢iny AKI, optimalizaci vnitiniho prostiedi (v indikovanych
pfipadech s vyuzitim néhrady funkce ledvin), a odstranéni nefrotoxickych inzultd.
Hypotenzi a hypovolemii je tieba bezprostfedné 1é¢ebné postihnout. V tomto kontextu je
tieba také uvazovat individualni hemodynamické cile pro pacienty s rizikovymi faktory
rozvoje AKI k dosazeni efektivniho renalniho perfuzniho tlaku. Kontrolovana tekutinova
resuscitace balancovanymi krystaloidnimi roztoky je indikovana v asnych fazich inzultu,
pozd¢ji se ale tekutinové pietizeni mlze stat rizikovym faktorem rendlni dysfunkce a je
asociovano s vyssi mortalitou (Payen et al. 2008). Pii indikaci potencidlné nefrotoxickych
l1éCiv je tieba zvazit pomér rizika a uzitku zjejich podani a zohlednit zménénou
farmakokinetiku (adsorpci, distribuci, metabolismus i clearence) plynouci z organovych
dysfunkci a nalezité prizpsobit davkovani. Preventivnimi a 1écebnymi opatfenimi rozvoje
AKI v sepsi je vedle vySe uvedeného v€asna a adekvatni antibiotické 1éCba se sanaci zdroje
infekce. Budoucnosti 1éCby sepse jsme se zabyvali v souhrnném c¢lanku Perspektivni
pfistupy v 1écbé sepse zalozené na principu novych patogenetickych poznatki (VIII).

3.1.1 Patofyziologie AKI v sepsi

Vétsina soucasnych poznatkd o patofyziologii AKI vychazi z modelt zvifecich, obvykle
Casn¢ letalnich, hypodynamickych ¢i nefrotoxickych s akutni tubularni nekrézou jako
morfologickym podkladem (Heyman et al. 2002) a nelze je tedy spojovat se sepsi
indukovanym AKI v humanni medicin€é. Ukazuje se totiz, ze histologicky je S-AKI
reprezentovano pomérné diskrétnimi zménami — okrskovym, heterogennim poskozenim
tubularnich buné€k s apikalni vakuolizaci bez znamek tubuldrni nekrdézy nebo extenzivni
apoptézy (Rosen et al, 2001). Tyto morfologické zmény se vyviji pii absenci redukce
globalniho renalniho priitoku (Di Giantomasso et al. 2003, Wan et al. 2006) a klinicky jsou
charakterizovany poklesem glomerularni filtrace a vzestupem kreatininu. Funkénim
podkladem S-AKI je pravdépodobné bioenergeticky stres tubularnich epitelidlnich bunék.
Na jeho rozvoji se podili nasledujici faktory: inflamace (Wang et al. 2012) a oxidaéni stres,
difuzni zmény pritoku mikrocirkulaci (De Backer et al. 2002) a adaptivni odpoveéd
bunécné energetiky na inzult (Singer et al. 2004). Jejich interakce teoreticky vede ke
vzijemné potenciaci. Ustfednim orgdnem této potenciace je pravdépodobné peritubularni
rendlni mikrocirkulace, jejiz dysfunkce generuje a amplifikuje inflamatorni signal
smétujici k tubuldrnim bunkam (Gomez et al. 2015, Zarbock et al. 2014).
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Renalni cirkulace v sepsi

Renalni hemodynamice pii S-AKI jsme se vénovali v praci Kidney attack in sepsis: The
role of hemodynamics (V1).

Pokles globalniho renélniho pritoku (RBF, renal blood flow) jako vyhradniho strijce S-
AKI dnes jiz nelze akceptovat absolutné. AKI se V sepsi vyvine za stavll se snizenym,
normdlnim, ale i zvySenym globdlnim pratokem ledvinou (Di Giantomasso et al. 2003,
Chvojka et al. 2008). Neuspéch vazodilata¢ni 1é¢by u pacienti se S-AKI (Kellum 2011)
proto mize tkvét praveé ve variabilit¢ RBF. RBF méd omezenou prediktivni hodnotu rozvoje
AKI a jeho tloha neni ziejmé pii rozvoji S-AKI dominantni. Experimentalni studie na
velkém zvifecim modelu realizovana nasi skupinou (Benes et al. 2011) ukazala, ze 1)
zmény renalni cirkulace jsou odlisné v sepsi samotné a sepsi komplikované rozvojem AKI;
2) renalni hemodynamiku nelze spolehlivé predikovat z charakteru hemodynamiky
systémové; 3) S-AKI mize byt doprovazeno disociaci mezi renalni (RVR, renal vascular
resistence) a systémovou vaskularni rezistenci, tedy ze pravdépodobné existuje fenomén
selektivni rendlni vazkonstrikce i pfi adekvatné resuscitované sepsi. Je ale tfeba zminit, ze
pfi S-AKI byla pfitomna velka interindividualni variabilita RVR od vysoce zvySené pies
konstantni az po lehce snizenou. Zmény RVR a RBF se navic pravdépodobné lisi
v zavislosti na délce trvani sepse a pokrocilosti AKI. Klinicka prace Prowleho et. al.
(2012), ktera hodnotila RBF deseti pacientll s rozvinutym S-AKI, ukdzala konzistentni
pokles RBF a zvySenou RVR v porovnani se zdravymi dobrovolniky. Lze tak
V soucasnosti definovat dva fenotypy rendlni hemodynamiky v sepsi asociované
s poruchou intraglomerularni cirkulace a poklesem glomerulérni filtrace (GFR, glomerular
filtration rate): 1) koncept renalni vazokonstrikce a tkanové ischemie V terénu septické
systétmové vazodilatace; 2) teorie rendlni hyperemie pii rendlni vazodilataci v ramci
systémoveé vazodilatace. Rendlni vazokonstrikce a zvySenda RVR pievladd u plné
vyjadieného AKI (Langenberg et al. 2007, Benes et al. 2011, Prowle et al. 2012).

Glomerularni hemodynamika v sepsi neni dosud spolehlivé definovana (Schrier et al.
2004, May et al. 2012). Za poklesem GFR pii S-AKI stoji pokles glomerularniho
filtraniho tlaku. Byly popsdny dva typy chovani glomerularnich arteriol: 1)
vazokonstrikce aferentni arterioly v sepsi zodpovédnd za pokles filtra¢niho tlaku a GFR
(Lugon et al. 1989, Schrier et al. 2004); 2) pokles glomerularni vaskularni rezistence
aferentni i1 eferentni arterioly s dominantni dilataci arterioly eferentni zodpovédny za
pokles GFR (Langenberg et al. 2006, May et al. 2012). Novou a neovéienou teorii je také
mozna existence glomeruldrniho shuntingu — tedy otevieni cévnich spojek mezi vas
afferens a efferens zodpovédné za pokles filtratniho tlaku.

Ukazuje se, Zze klicovou tlohu v rozvoji a progresi AKI hraje dysfunkce peritubularni
mikrocirkulace. Ta trpi jiz velmi ¢asné¢ podobnymi zménami jako jiné lokality v sepsi
(Holthoff et al. 2012). Zanétlivymi mediatory aktivované desticky, fibrin, htfe
deformabilni erytrocyty a leukocyty spolu s dysfunkci endotelu a poskozenim glykokalyxu
zpusobi okluzi kapilar (De Backer et al. 2011) a lokalni hypoxii. ZvySend permeabilita

13



endotelu zptisobuje intersticialni edém a roste tak difuzni vzdalenost pro kyslik k cilovym
bunikdm (Hollenberg et al. 2004). Dochazi k poklesu funkéni kapildrni denzity a vzestupu
heterogenity pritoku (De Backer et al. 2002, Verdant et al. 2009). Ukézalo se, Ze po plném
funkénim zotaveni ledvin z AKI se funkéni kapilarni denzita upravi pouze parcidlné a

muze predstavovat predispozici pro rozvoj chronické renalni insuficience (Horbelt et al.
2007).

Porucha perfuze peritubuldrnich kapilar ale neni jednotna ve vSech oblastech ledviny. Je
pfitomna pfedevsim v rendlnim kortexu, a to okrskovité. Tyto okrsky oblenéného prutoku a
hypoxie pravdépodobné generuji a posiluji lokdlni inflamaci a oxidacni stres. Za
loZiskovym poskozenim mikrocirkulace mlize stat nehomogenni lokalni koncentrace oxidu
dusnatého (NO) v ledvinné tkani (Trzeciak et al. 2008). Ac¢koli je globalni produkce NO
V sepsi zvysena, exprese inducibilni NO syntazy (iNOS) je heterogenni (Cunha et al.
1994). Sepse zpusobuje i na iNOS zavisly pokles aktivity endotelové NO syntazy (eNOS),
ktery také muze narusit mikrovaskularni homeostazu (Chauhan et al. 2003, Heemskerk et
al. 2009). Zvysena koncentrace NO navic vede ke tvorbé dusikatych radikald a tim k
tubularnimu poskozeni rovnéz prispiva.

Inflamace na Grovni ledvin

......

zprostiedkovavaji také odpovéd’ dalSich bun€k napadeného organismu. Ukézalo se totiz, ze
pusobky patogenti a aktivovanych imunitnich bunék (napt. lipopolysacharid - LPS, a
cytokiny, patfici do skupiny danger/patogen - associated molecular patterns -
DAMPs/PAMPS) jsou rozeznavany nejen imunitnimi buiikami, ale také epitelialnimi a
parenchymovymi bunikami ledvin prostfednictvim PRR  receptord  (receptory
rozpoznavajici motivy patogenil) typu membranovych toll- like receptort (TLR,
membranové receptory PAMPs a DAMPs) nebo cytoplazmatickych NOD- like receptorti
(nucleotide- binding oligomerization domain-like receptors) a RIG-I-like receptorti
(retinoic acid inducible gene 1-like receptors) (Fry et al. 2012). Ledviny jsou ptsobeni
DAMPs a PAMPs mimotadné exponovany, uvazime- li, Ze 20% srde¢niho vydeje je
distribuovdno do jejich obc¢hu a DAMPs a PAMPs tak plisobi na Urovni endotelu
peritubularni mikrocirkulace. Navic jsou se 140 litry glomerularniho filtratu denné
masivné filtrovany do tubulll, kde jsou rozeznany tubularnimi butikami s receptory TLR-2
a TLR-4 (Kruger et al. 2009, Mudaliar et al. 2013, Lin et al. 2012). Takto aktivované
endotelidlni a tubularni epitelidlni buniky pak spousti vlastni lokalni inflamatorni odpovéd’
a tak amplifikuji odpoveéd’ systémovou.

Aktivované endotelidlni buiiky nejen ze uvoliuji dal§i zanétlivé mediatory, ale zvysi i
expresi adheznich molekul. Ukazuje se, Ze hlavné pii rozvinutém AKI hraje roli
rekruitment neutrofili do ledvin (Herter et al. 2014). Adherované a infiltrované neutrofily
uvolnuji plsobky poskozujici tkan, mimo jiné elastazy, proteazy, myeloperoxidazy a
reaktivni kyslikové radikdly zvySujici vaskularni permeabilitu a dal$i expresi adheznich
molekul. Navic se dostavaji infiltrované leukocyty do té€sné blizkosti tubularnich bunck a
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mohou je pfimo aktivovat. Tubuldrni buiiky pak endokrinni a parakrinni cestou aktivuji
tubularni bunky distdlnéjSich segmentli nefronu (Kalakeche et al. 2011). Témito
mechanismy dochézi k dalSimu posileni a propagaci lokalni inflamace. Nejmohutnéji jsou
uvedenymi zménami postizeny okrsky tubularnich bungk, které anatomicky koresponduji
S oblastmi peritubularni mikrovaskuldrni dysfunkce. Tyto dysfunk¢ni ,,nefrovaskularni
jednotky* jsou zfejmée hlavnim patogenetickym substratem S-AKI (Matéjovic et al. 2016).

Adaptivni odpovéd’ tubularnich bunék na inflamaci a zmény mikrocirkulace

Tubularni bunky ledvin zemfelych se S-AKI vykazuji apikdlni vakuolizaci, kterou lze
ptisoudit oxida¢nimu stresu (Wu et al. 2007). Ten je také spojen s tubuldrni dysfunkci
(Good et al. 2009). In vitro, tubularni bunky a podocyty kultivované s bakterialnimi
sloZkami nebo plazmou tézce popalenych pacientll a S-AKI produkuji reaktivni kyslikové
radikaly nebo spusti apoptéozu (Biancone et al. 1997). Vzhledem k tomu, Ze apoptdza
tubuldrnich bun¢k pfi S-AKI neni rozsahla (Takasu et al. 2013), nabizi se, Ze tubularni
buiky vystavené hypoxii a inflamaci aktivuji procesy, které apoptdze a nekroze zabrani.
Adaptivné utlumi metabolismus, upravi priority energetického vydeje, spusti procesy
kontroly kvality bunécnych organel (autophagie a mitophagie) a zastavi svij bunécny
cyklus (Singer et al. 2004, Brealey et al. 2004). Centralni tlohu v této adaptaci hraji
mitochondrie.

Uprava priorit energetického vydeje spoéiva v redistribuci omezené produkovaného ATP
K procestim, jez jsou zasadni pro pieziti bun¢k (Atkinson 1977, Buttgereit et al. 1995,
Carre et al. 2008). Nejdifive klesd syntéza makromolekul (proteinil) nebo transportnich
systémi typu Na'/K*/2CI" kotransportu, nejpozdgji jsou poklesem dodavky ATP postizeny
systétmy udrzujici membranovy potencidl a integritu buiky. Funkce organu je tak
ob¢tovana preZiti jednotlivych bunek.

Autophagie je bunény mechanismus fizeni kvality, kterym eukariotni buiiky odstranuji a
zpracovavaji poSkozené organely z cytoplasmy. V pfipadé mitochondrii se tento proces
nazyva mitophagie (Vanhorebeek et al. 2012, Green et al. 2011). V sepsi jsou spoustéci
mitophagie inflamace fizena aktivaci TLR-4 (Waltz et al. 2011), oxidacni stres (Frank et
al. 2012, Wang et al. 2012) a zmény v elektron-transportnim systému, rozptazeni respirace
a produkce ATP a depolarizace mitochondridlni membrany (Green et al. 2011). Toto ¢asné
rozptazeni respirace a fosforilace usti v docasné zvySeni spotieby kysliku, aktivace
mitophagie je adaptivni odpovédi a spotieba kysliku pak klesa a energie se uchovava.
Mitophagie je ¢asnou adaptaci rendlnich bun€k na infekéni inzult, jeji pokles v dal§im
pribéhu byl spojen s proximalni tubularni dysfunkci s poklesem transportu sodiku a
clearence kreatininu (Hsiao et al. 2012). Porucha aktivace mitophagie byla spojena
S horSim vystupem kriticky nemocnych a mohla by tedy pfispivat k bunééné a organoveé
dysfunkci (Schumacker et al. 1993). Stimulace mitophagie se navic ukazala byt protektivni
v rozvoji AKI. Odstranénim dysfunk¢ni mitochondrie se také snizi produkce kyslikovych a
dusikovych radikali, které by zplisobily dalsi bunécéné poskozeni a aktivaci apoptozy.
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Mitochondrie se pravdépodobné podili i na fizeni bunééného cyklu (Green et al. 2011).
Bunéény cyklus je soubor déji, které buika podstupuje v piipravé k mitéoze. Mezi
jednotlivymi jeho ¢astmi (GO, G1, S, G2, M) je n€kolik kontrolnich bodi, kde se rozhoduje
o dalsim pokrac¢ovani nebo pieruseni cyklu. V souvislosti s tubularnim poskozenim v sepsi
a roli mitochondrie je vyzkum zaméfen na kontrolni bod G1-S, kde mitochondrie vytvareji
specifickou jednotnou tubuldrni sit a jednotné se chovaji, s elektrickym sptfazenim a
neobvyklou hyperpolarizaci (Mitra et al. 2009). Spotieba kysliku a produkce energie v této
fazi znacn¢ roste. Neschopnost bunky ziskat takové mnozstvi energie pak zplsobi
preruseni bunécného cyklu s cilem zabranit letdlnimu energetickému vycerpani (Finkel et

al. 2009). Obnoveni bunécného cyklu pak souvisi s reparaci rendlnich funkci (Yang et al.
2009).

Klinické implikace

Uvedené adaptacni zmény renalnich bunék v ¢asnych fazich S-AKI tedy teoreticky mohou
predstavovat ochranu pied letdlnim poskozenim mechanismem docasného utlumeni
funkce. Césteéné je tak mozné vysvétlit diskrepanci mezi diskrétnim morfologickym
postizenim ledvin pti S-AKI a klinicky patrnou renalni dysfunkci a také moznost pomérné
rychlé reparace ledvin ze S-AKI.  Spojnici mezi klinicky manifestnim poklesem
glomerularni filtrace a uvedenou tubularni dysfunkci by pak mohla piedstavovat
protektivni aktivace tubuloglomeruldrni zpétné vazby (Gomez et al. 2014). Macula densa
registruje zvySenou koncentraci NaCl pfi porusené reabsorbci sodiku Na'/K'/2CI
kotransporterem v proximalnim tubulu (Singh et al. 2011) a tubuloglomerularni zpétnou
vazbou snizi hydrostaticky tlak v glomerulu a tim GFR. Pokles GFR pak omezi mnoZstvi
PAMPs a DAMPs filtrovanych do tubulii a snizi energetické naroky tubularnich bunék na
reabsorb¢ni déje.

Akutni poSkozeni ledvin v sepsi je tedy nepochybné slozitym a dosud jednoznacné
jednim faktorem. V klinickém vyzkumu AKI u kriticky nemocnych by bylo tieba
kontinualni a viceurovnové monitorace od globélniho priitoku ledvinou po mikrocirkulaci,
markerti inflamace, oxida¢niho stresu a bunécné energetiky, a piedev§im sérii biopsii
ledvin, jejichz odbér je u kriticky nemocnych ze zfejmych divodi neproveditelny.
Moznosti humanniho vyzkumu AKI na urovni molekularnich dé€ji jsou tak minimalni. Je
proto tieba komplexnich zvifecich studii (Doi et al. 2009) a vyuziti novych dostupnych
metod molekularni biologie — genomiky a proteomiky - v dynamickém tkanove a bunééné
(tubuladrni bunky) specifickém vyzkumu, ktery by mohl objasnit nové, relevantni
mechanismy rozvoje S- AKI. Proto jsme tyto technologie implementovali do vlastniho
experimentalniho vyzkumu a vyuzili v pfedkladanych pracich (I a II).
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3.2 Role aciddzy u kriticky nemocnych

Akutn¢ wvznikld porucha acidobazické rovnovahy velmi cCasto doprovazi kritické
onemocnéni. Pfesnd incidence a prevalence neni ale zndma, v pfipadé metabolické acidozy
to lze zcCasti pricist i nejednotnym definicim uzivanym k jejimu popisu. Neni jasné, zda
eXistuje pfi¢inny vztah mezi acidézou a klinickym vystupem pacientd, ackoli je acidoza
siln¢ asociovdna se Spatnou prognézou kriticky nemocnych (Hickling et al. 1994,
Stacpoole et al. 1994).

Ztejmy rozdil mezi progndézou nemocnych s respiraéni (HCA, hypercapnic acidosis) a
metabolickou acidézou (MAC, metabolic acidosis) (Li et al. 2005, Kellum et al. 2002) také
naznacuje, ze spiSe nez aciddza per se je jeji pti¢ina urcujici pro prognozou pacienta. Také
rizné typy MAC definované dominantnim anionem maji v organismu rozdilny efekt
(Kellum et al. 2004) a jsou asociovany s rtiznou mortalitou. Napiiklad ve srovnani
S hyperchloremickou byla acidéza laktatovd nebo acidéza s vysokou diferenci silnych
iontll spojena s mnohem vyssi mortalitou, stejné¢ tak hodnota anorganického fosfatu byla
nezavislym prediktorem mortality (Gunnerson et al. 2006).

Lécba zékladniho onemocnéni vyusti v upravu acidozy a zleps$i klinicky vystup, naopak
neni pravdépodobné, ze bychom upravou acidézy ovlivnili zdkladni onemocnéni a zlep$ili
prognodzu. Za Spatnou prognodzou stoji neschopnost potlacit zékladni onemocnéni (at® uz
hypoxii, ischemii, mitochondridlni dysfunkci ¢i jiné). Otazkou zlstava, zda je acidoza
sama o sob¢ viibec skodliva. Podrobné jsme se hodnocenim, patogenezi, molekularnimi a
Klinickymi konsekvencemi acidozy a jeji 1écbou zabyvali v ptehledovém c¢lanku Role
aciddzy u kriticky nemocnych (IX), nize proto ptredkladame pouze kratké shrnuti.

Klinické disledky pripisované acidoze

Nemala ¢ast soucasnych poznatki o ucincich acidézy v organismu vychazi jak
z experimentalnich studii, jejichz klinicka relevance mnohdy nardzi na extrémni hodnoty
pH v nich uzité ¢i se opira o vyzkum izolovanych bunéénych kultur, a ne vzdy lze odlisit
disledky acidozy od pusobeni zékladni choroby.

Vliv na hemodynamiku

Na uarovni systémového obé&hu interferuje acidéza s komplexnimi mechanismy jeho
regulace. Klasicky je acidoze pfipisovana tepenna vazodilatace vedouci k hypotenzi
(Kellum et al. 2004). Bylo popsano, Ze jak v HCA, tak v MAC diky poklesu systémové
vaskularni rezistence vzroste srde¢ni vydej (Andersen et Mouritzen 1966). U ¢lovéka bylo
dokumentovano i zvyseni tepového objemu vyvolané HCA (Cullen et Eger 1974). V MAC
je ale casto popisovan také pokles srdecniho vydeje. Acidéza vyvoland infuzi kyseliny
mlécné u zdravych zvirat bud” neméla vliv na srde¢ni vydej (Arieff et al. 1983), nebo
snizila kontraktilitu a rezultovala v pokles tepového objemu a hypotenzi (Teplinsky et al.
1990). Recentni studie ale ukazuji, Ze laktat sam ziejmé hraje dulezitou roli pro funkci
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myokardu jako energeticky substrat pro kardiomyocyty (Nalos et al. 2014, Levy et al.
2007).

Efekt acidézy na plicni cirkulaci také neni jednoznacény, bylo popsano, ze HCA zvysuje
plicni vaskularni rezistenci a stfedni tlak v plicnici (Balanos et al. 2003) a tak jsou kladeny
vy$$i naroky na vykonnost pravé komory srdecni. Hyperchloremické MAC byla pfipsana
venokonstrikce se zvySenim preloadu pravostrannych srdecnich oddilid (Kellum et al.
2004).

Poznatky o vlivu acidézy na regiondlni perfizi zivotné dulezitych orgdni jsou omezené. Je
znam ucinek HCA ve smyslu zvySeni pratoku krve mozkem (Pollock et al. 2009,. Hare et
al. 2003). Byly dokumentovdny zmény v intrarendlni hemodynamice vyvolané
hyperchloremii ve smyslu snizeni perfuze kortexu (Chowdhury et al. 2012), tdaje o zméné

pritoku rendlni tepnou jsou rozmanité — bylo pozorovano jeho zvySeni (Cardenas et al.
1996) i snizeni (Fujii et al. 1985).

Na Urovni neurohumoralni osy byla dokumentovana aktivace sympatiku se zvySenym
uvolnovanim katecholaminii (Brofman et al 1990), na néZ mlze byt zméneénd odpoved
tkani — snizena v myokardu (Kaplan et al. 1988), zvySena v plicnich cévach (Bronstein et
Porcelli 1988).

Soucasné poznatky o vlivu klinicky relevantni tiZze akutni acidézy na hemodynamiku jsou
tedy zna¢né rozporuplné, realizovali jsme proto experimentalni studii, jejimz cilem bylo
oziejmit efekt akutni MAC a HCA ve zdravém organismu (III).

Alterace funkce dalsich orgadnii

Prace na zdravych potkanech naznacuji, Ze hyperchloremickd acidoza se mize podilet na
sniZeni bariérové funkce stfeva (Salzman et al. 1994, Menconi et al. 1997) a jeho dal$im
poskozeni zvySenim produkce oxidu dusnatého (NO). Pfi¢inou je zvySend exprese
inducibilni NO syntazy a zvySena produkce superoxidovych radikald a aktivita
myeloperoxidazy (Pedoto et al. 2001), ktera ma zfejmé dulezitou tlohu i v poSkozeni plic
Vv obdobném experimentalnim modelu (Pedoto et al. 1999).

Imunitni a zanétliva odpoved

In vitro ma MAC zna¢ny vliv na imunitni efektorové buiiky. Vliv na zvyseni produkce NO
jiz byl zminén, dependence na pH se zda zjevna i v produkci zanétlivych cytokini (TNFa),
1 kdyZ se 1i8i mezi jednotlivymi bunikami, riznym pH 1 mezi typy acidézy. Bylo popsano
pro- i antiinflamatorni ptisobeni MAC (Heming et al. 2001, Kellum et al. 2004).

Utinky HCA byly diky obecné akceptovanému uzivani protektivni ventilace s permisivni
hyperkapnii u ALI a ARDS extenzivné studovany na Grovni plicnich imunokompetentnich
bunék in vitro, ex vivo i in vivo. Produkce cytokind, chemokini, NO a kyslikovych
radikali alveolarnimi makrofagy in vitro, ktera pak aktivuje polymorfonukleary (Puncet et
al. 2005), byla s poklesem pH snizena, zifejm¢ na vrub sniZzeni metabolické aktivity bunék.
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Inhibice NF-kB v endotelialnich butikach plicnich tepen snizuje expresi ICAM-1 a IL-8 a
snizi adhezivni potencidl endotelu pro neutrofily, tim redukuje zanétlivou odpovéd”
v plicni tkani (Takeshita et al. 2003). Na druhou stranu se ukézal Skodlivym vliv
hyperkapnické acidéozy na reparaci alveolarniho epitelu omezenim bunétné migrace
inhibici NF-kB, transkripcniho faktoru zodpovédného v alveolarnich epitelidlnich buiikach
II. typu za syntézu adheznich molekul (ICAM-1) a prozanétlivych cytokini TNFa, IL-1-B,
IL-6 a IL-8 (Tak et al. 2001). V izolovanych zvifecich plicich hyperkapnicka acidoza
snizila mikrovaskularni permeabilitu, zfejm¢e inhibici xantinoxidazy zodpovédné za vznik
reaktivnich kyslikovych radikalt (Shibata et al. 1998), a produkci dusikatych radikalii
(Broccard et al. 2001) a zmiriiuje tak ischemicko-reperfizni postizeni plic. HCA snizuje
produkci peroxynitritu, ktery oxiduje nékteré slozky surfaktantu, a navic potencuje
uvolnovani surfaktantu, prispiva tedy protektivné i na této tirovni proti rozvoji ARDS. In
vivo byl ve zvifecich modelech prokazan benefit HCA u intratrachealni instilace bakterii
(N1 Chonghaile et al. 2008, Laffey et al. 2004), nikoli ale u sekundarniho ALI vyvolaného
endotoxemii (Lang et al. 2005). U ischemicko-reperfizniho postizeni plic experimentalni
modely potvrdily potencidl HCA sniZit inflamatorni odpovéd‘ redukci produkce TNFa a
volnych radikalu.

Z uvedeného vyplyva, ze HCA redukuje tiZi poSkozeni plic snizenim funkce neutrofild,
produkce zanétlivych radikali a adheznich molekul, tim ale 1 fagocytarni a baktericidni
potencial nutny pro obranu proti patogenu (Swenson et al. 2004), aktivitu zasadni
v kritickém onemocnéni. Skutecné se ukdzalo, ze u protrahované infekce plic bez
antibiotické 1€cby HCA prohloubila poskozeni plic a zvysila bakteridlni naloz inhibici
fagocytozy neutrofilti. V prfitomnosti antibiotické 1é¢by uz tento efekt prokazan nebyl
(O’Croinin et al. 2008), stejné tak v jinych studiich s jiZ pokroc¢ilou pneumonii a sepsi (No
Chonghaile et al. 2008, Costello et al. 2009).

Protektivni efekt HCA v experimentalnich studiich byl oslaben korekci pH, nelze tedy
vylougdit, Ze tento ucinek neni dan koncentraci CO; per se, ale hodnotou pH. Na druhou
stranu je protektivni efekt HCA na rozvoj ALI vét§i nez u metabolické acidozy (Laffey et
al. 2000).

Acidéza jako fyziologicky adaptaéni mechanismus na stres

Zdravy Cloveék béhem tézké svalové namahy muze vyvinout metabolickou laktatovou
acidozu bez neptiznivych disledki, naopak, nabizi se mozny piiznivy efekt v organismu.
Acidéza posouva disociacni kiivku kysliku doprava (Bohrtiv efekt) a usnadnuje tak jeho
uvoliovani z hemoglobinu. Byl popsan také pozitivni vliv acidézy na rozsah ischemického
postizeni myokardu (Kitakaze et al. 1997), hypoxicko- ischemického poskozeni mozkové
tkan¢ (Barth et al. 1998), u hepatocytl vystavenych anoxii pak acidoza prodlouZzila dobu
do aktivace apoptozy (Bonventre et al. 1985).

Acidoza u kriticky nemocnych je velmi Casto asociovana s hyperlaktatemii. Laktat, anion
kyseliny mlécné, je soucdsti mnoha drah intermedidrniho metabolismu karbohydrati a
neesencidlnich aminokyselin. Hyperlaktatemie je citlivym markerem poruchy energetické

19



homeostdzy a reprezentuje adaptivni odpovéd’ na akutni nerovnovahu mezi dodévkou a
potiebou kysliku, umozituje organismu vyrovnat se se Sirokou Skalou poruch metabolismu
(excesivni svalova namaha, hypoxie, ischemie, t¢zka sepse, Sok) (Leverve 2005). Laktat
totiz muze byt odpadnim produktem buiiky jedné, zatimco se stdva velmi dilezitym
substratem bunky jiné. Je to oxidovatelny substrat, ktery putuje z oblasti s vysokou
glykolytickou aktivitou do oblasti s vystupiiovanou buné¢nou respiraci.

Metabolismus laktatu je spjat se tfemi hlavnimi slozkami energetického metabolismu:
redoxnim stavem cytosolu (NADH, H+/NAD+), pieménou ATP (ADPx Pi/ATP) a
acidobazickym stavem (pH) (Leverve 2005). Pieména ATP je zavisla na pH — bylo
popséno, ze aciddza snizuje obrat ATP a naroky na kyslik, predstavuje tak bud’ adaptacni

ege v v

(Kowalchuk et al. 1984).

Predpokladali jsme, ze akutni acidoza, kterd je u kriticky nemocnych vyvolana poruchou
energetické homeostazy, by mohla snizit naroky tkani na kyslik mechanismem utlumu
funkce mitochondrii a tak byt protektivni v rozvoji renalni dysfunkce, a na podkladé této
hypotézy koncipovali dalsi experimentalni projekt (IV).

4 LEGALNI A ETICKE ASPEKTY STUDII

Predkladané experimentdlni prace byly podrobeny schvalovacimu fizeni etické komise
Lékarské fakulty UK v Plzni a naSe metodika ctila zavazna doporuceni pro praci

S laboratornimi zvifaty. Vyzkum probihal na experimentalnim pracovisti I. interni kliniky
pii LF UK v Plzni.
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5 CILE PRACE

Cilem této prace na experimentalnim klinicky relevantnim velkém zvitecim modelu bylo:

1. S vyuzitim modernich molekularn¢ biologickych metod (proteomika, genomika) popsat
dynamickou patobiologii septického akutniho posSkozeni ledvin a definovat
hemodynamické a molekularné- genetické rozdily mezi zvifaty, kterd S-AKI vyvinou a
témi, jejichz rendlni funkce ziistanou v sepsi intaktni.

2. Posoudit vliv klinicky relevantni tize akutni metabolické a hyperkapnické acidézy na
zdravy organismus komplexné (systémova a regionalni hemodynamika zivotné dulezitych
organd, jejich mikrocirkulace a kyslikovy a energeticky metabolismus, oxidacni stres) a
predevsim pak vyhodnotit pfipadny protektivni efekt acidozy v rozvoji AKI mechanismem
utlumu funkce mitochondrii s vyuzitim metod molekularni fyziologie (vysokoucinna
respirometrie).

6 METODIKA

Podrobné jsme metodiku experimentli popsali v pfiloZenych manuskriptech, a proto na né
s ohledem na ptehlednost dizertani prace odkazujeme a v této kapitole uvadime pouze
zakladni fakta.

K experimentalnimu vyzkumu vyuzivame sedovana, uméle ventilovana selata obou
pohlavi a srovnatelné hmotnosti. Rozsdhla chirurgickd instrumentace (viz obrazek 1 a 2)
nam umoznuje invazivné monitorovat parametry systémové a regionalni hemodynamiky,
mikrocirkulace kiry ledviny a sliznice ilea. Analyzou krevnich vzorkl jak tepenné, tak
zilni krve jednotlivych Zivotn¢ dulezitych organi a s vyuzitim pfimé tkanové oxymetrie
Vledviné pak ziskavame obraz o metabolismu kysliku, energetické situaci organ,
inflamatornich mediatorech a oxida¢nim/ nitrosativnim stresu. K perioperacnimu a
postoperatnimu managementu piistupujeme v souladu se zasadami humanni mediciny a
vyuzivame v ni platné postupy.

V predkladanych pracich jsme na experimentalnim zvifeti modelovali dva typy postizeni:
1) indukovali jsme septicky Sok a S-AKI, 2) indukovali jsme akutni metabolickou a
hyperkapnickou acidozu.
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6.1. Protokol studii sepsi indukovaného akutniho poskozeni ledvin (studie I a 1)

Pooperacné vSechna zvitata podstoupila Sestihodinovou periodu stabilizace, po niz byla
randomizovéana do skupiny kontrolni a skupiny indikované k indukci septického Soku. Byl
proveden zdkladni sbér dat a vzorkli. U uréenych zvitat pak byla indukovana infekce bud’
ve smyslu fekalni peritonitidy inokulaci 0,5g/kg autologni stolice inkubované predtim 12
hodin ve 200ml fyziologického roztoku ve vodni lazni o teploté 37°C, nebo kontinualni
infazi zivych bakterii Pseudomonas aeruginosa (kmen O1 izolovany od pacienta
s hnisavou otitidou, v koncentraci 1x10%/ml bakterif) centralnim Zilnim vstupem. Rychlost
bakterialni infize byla upravovana k dosazeni stfedné tézké plicni hypertenze (stiedni tlak
v plicnici 35-40 mm Hg). Vedle balancovanych krystaloidnich roztok byl k udrzeni
normovolemie uzivan 6% hydroxyethyl skrob 130 kD/0.4 dle hodnoceni odpovédi plnicich
tlaki komor a méfeni ITBV. Kontinualni podani noradrenalinu bylo indikovano pfi
poklesu stfedniho arterialniho tlaku (MAP, mean arterial pressure) pod 65mm Hg, davka
pak titrovana k udrzeni MAP nad 70mm Hg. Dalsi sady dat a vzorki byly ziskany po 12,
18, a 22 hodinach od indukce sepse. Na konci experimentu byla zvifata utracena v hluboké
analgosedaci chloridem draselnym a neprodlené¢ byly odebrany vzorky ledvinné tkané
Kk proteomické a genomické analyze.

Obrazek 1 - Experimentalni model septického Soku
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6.2.  Protokol studie o vlivu acidézy na zdravy zvifeci organismus (studie III a IV)
Operativu nasledovala Sestihodinova perioda stabilizace pted ziskanim zakladni sady dat a
vzorkl. Poté byla prasata randomizovana do tii skupin: a) skupiny s metabolickou
acidéozou (MAC, n=8), b) skupiny s hyperkapnickou acidézou (HCA, n=8), u nichz jsme
indukovali acidoézu kontinualni infuzi kyseliny chlorovodikové v koncentraci 2 mol/l,
respektive zvySovali inspiracni frakci oxidu uhli¢itého k dosazeni arterialniho pH 7,25. Po
60 minutach stabilniho stavu na této hladiné pH jsme ziskali dalsi sadu dat a krevnich
vzorkll a pak zminénymi prostfedky dale titrovali pH k hodnoté 7,10 a po 60 minutach
stabilniho stavu odebrali posledni sadu vzorki a dat. Posledni skupina — ¢) kontrolni (n=8)
- podstoupila obdobnou chirurgickou instrumentaci a protokol s vyjimkou indukce
acidozy.

Na konci experimentu byla zvifata utracena v hluboké analgosedaci chloridem draselnym.
Bezprostiedné po ukonceni experimentu jsme provedli nefrektomii a tkan piedali
k proteomické analyze a testovani funkce mitochondrii.

Obrazek 2 - Experimentalni model akutni acidozy
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7 SOUHRN VYSLEDKU STUDII A DISKUZE

7.1 Proteom ledvin v pribéhu sepse a operacniho vykonu (studie I)

Cilem studie bylo popsat dynamické zmény rendlniho proteomu v priabéhu rozvoje S-AKI
a jeho zmény v dusledku chirurgického operacniho vykonu. Studovéno bylo 12 selat, u
kterych jsme po zotaveni z operace indukovali sepsi intravendznim podanim Pseudomonas
aeruginosa, a 5 selat kontrolnich, ktera podstoupila operacni vykon a pooperacni
management bez indukce sepse. Proteomické analyze byly podrobeny biopsie kiry ledvin
téchto zvirat ziskané ve tfech Casovych bodech: po zotaveni z operace a po 12 a 22
hodinach po indukci sepse.

Vysledky a diskuze

Vsechna zvifata vystavena infuzi Pseudomonas aeruginosa vyvinula septicky Sok se S-
AKI. Charakteristicka byla normodynamické cirkulace, tedy konstantni srde¢ni vydej, s
poklesem systémové vaskuldrni rezistence a potiebou podpory obéhu noradrenalinem.
Vyznamné u nich rostly parametry systémového zanétu TNF alfa a IL-6. Pratok rendlni
tepnou v sepsi postupné klesal, byl patrny trend k nartistu renalni cévni rezistence, o 43%
poklesla clearence kreatininu. V kontrolni skupiné¢ se zadny zuvedenych parametrd
Vv prub¢hu experimentu nemenil.

V kontrolni skupiné bylo pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovdno 11 proteini,
jejichz exprese se v nékterém Casovém bodé lisila od vychoziho stavu, u septickych zvitat
bylo identifikovano 29 takovych proteinti. Porovnani septickych a kontrolnich zvifat
Vv jednotlivych timepointech pak ukazalo, Ze samotna sepse vyvolala zmény 21 proteint.
Jednalo se o proteiny odpovidajici stresové odpoveédi a chaperony opravujici proteiny,
proteiny odrazejici stres endoplazmatického retikula, scavengery volnych radikald,
proteiny spojené s bunéénym metabolismem a tvorbou ATP, transportéry, proteiny
inflamatorni regulace a transdukce signélu, proteiny hemostazy a cytoskeletu.

Nase studie predkladd prvni dynamickou analyzu proteomu ledvin v klinicky relevantnim
velkém zvifecim modelu, kdy jsme vyuzili série rendlnich biopsii jak u kontrolnich —
operovanych zvifat, tak v riznych fazich S-AKI, a jejichZz analyzu jsme mohli spojit
S hodnocenim konvenénich parametrii renalni fyziologie. Za dilezité povazujeme zjisténi,
ze samotné procedury typu inicialni chirurgické instrumentace a/nebo anestezie ovlivni
renalni proteom zkoumanych zvifat. Lze totiz oCekéavat §ir$i zavedeni obdobnych modelt
do zékladniho vyzkumu a tedy i nezbytnost urcitych referen¢nich hodnot pro zmény
protecomu u kontrolnich zvifat. Proteiny ovlivnéné instrumentaci lze fadit do drah
signalizace imunitni a zanétlivé odpovédi, oxidativniho stresu, stresu endoplazmatického
retikula, mitochondridlniho energetického metabolismu a tubuldrniho transportu. Tyto
zmény se v ledvinach vyviji 1 pfi absenci systémového vzestupu hladiny cytokinti a mohou
vést k ivaze o existenci rendlniho stresu vyvolaném chirurgickym vykonem a o jeho
mozné souvislosti s rozvojem poopera¢niho AKI u predisponovanych pacientd.
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Zmény proteomu, které vyvolala sepse, korespondovaly se soucasnym pohledem na
patofyziologii S-AKI (viz kapitola 3). Zaznamenali jsme ¢asnou elevaci markert
oxidac¢niho stresu a multifunkénich proteint tepelného Soku, které jsou povazovany za
DAMPs (Riddell et al. 2010, Tsan et al. 2009). DAMPs mohou aktivovat tubuldrni a
endotelialni bunky ledvin. Tato Casna (do 12 hodin) produkce DAMPs piedchazela
zménam rendlni hemodynamiky a poruse funkce ledvin a lze piedpokladat, Ze je
zodpovédna za lokalni amplifikaci a propagaci inflamatorniho signalu a pfispiva
k ¢asnému poskozeni mikrovaskulatury a tubuld. Prolongovany stres endoplazmatického
retikula, na né&jz nase vysledky také poukazuji, prispiva k progresi mnoha patologickych
déja zahrnujicich sepsi a AKI a miize souviset s poruchou funkce mitochondrie, inflamaci,
oxida¢nim stresem a bunécnou smrti (Inagi et al. 2014, Khan et al. 2015). Dulezitost
mitochondrii v rozvoji S-AKI dokumentoval fakt, ze témé&f tfetina sepsi ovlivnénych
proteind je soucasti drah bunééné energetiky. V ¢asné fazi S-AKI jsme v souladu s jinymi
autory (Porta et al. 2006, May et al. 2012) zaznamenali zvySenou expresi podjednotky alfa
mitochondridlni ATP-syntdzy, dilezité determinanty respiraéni funkce mitochondrie.
Selhani bunééné energetiky v Casné fazi S-AKI se tedy vtomto kontextu nezda
pravdépodobné. V patofyziologii S-AKI hraji roli také tubularni transportni systémy,
jejichz snizena aktivita muze byt adaptacnim mechanismem na bioenergeticky stres
tubularnich bunck. SniZzend funkce transportéri pravdépodobné zpisobi aktivaci
tubuloglomerularni zpétné vazby, poklesne glomerularni filtrace a tim naroky na tubularni
buiiky ve smyslu vydeje energie na reabsorbéni procesy (Girardi a Di Sole 2012, Schmidt
et al. 2007, Morrell et al. 2014). Do tohoto obrazu dobfe zapadd ndmi zjiSténd Casna
upregulace NHE-RF3, regulaé¢niho kofaktoru Na+/H+ vyméniku, ktery inhibuje expresi a
aktivitu n€kolika membranovych transportért a receptorit (Shenolikar a Weinman 2001) a
kterou jsme pozorovali jiz pted poklesem priitoku rendlni tepnou a poklesem glomerularni
filtrace.

Design studie ndm neumozZnil pifimo popsat pfi¢inny vztah mezi stresovym fenotypem
proteomu a AKI. Také hodnoceni lyzatu celé¢ ledviny miize vnaSet urcit¢ zkresleni,
vzhledem k mnozstvi typt bunék v ledvinach zastoupenych. Navic je znama okrskova
distribuce renalniho poskozeni v S-AKI a bioptované oblasti tedy mohou vykazovat
riznou tizi bunééné dysfunkce. I pfes tyto limitace se jedna o prvni praci popisujici
dynamické chovani renalniho proteomu pii rozvoji S-AKI a lze na ni navazovat. Vzhledem
K vyznamu preexistujicich komorbidit pfi rozvoji S-AKI u naSich pacientt by jist¢ bylo
relevantni také odhaleni rozdili v proteomické odpovédi ledvin zdravych a zatiZenych
témito komorbiditami.
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7.2 Genova exprese ledvin v sepsi — kdo vyvine S-AKI? (studie I1)

S-AKI postihuje 40-50% pacientt v sepsi. Dosud nejsou oziejmény molekularni rozdily
mezi septickymi pacienty sa bez S-AKI. Cilem studie proto bylo vedle konvenénich
parametril rendlni fyziologie porovnat renalni genovou expresi kandidatnich genii (se
znamou relevanci v rozvoji S-AKI) mezi zvifaty, ktera v sepsi S-AKI vyvinula a témi,
jejichz renélni funkce zlstaly intaktni. Studovali jsme 15 selat. 5 zvitat bylo kontrolnich,
podstoupila chirurgickou instrumentaci a pooperacni management, 10 selat pak navic
podstoupilo indukci sepse intravendznim podanim Pseudomonas aeruginosa nebo fekalni
peritonitidou, z nich 5 vyvinulo S-AKI. Hemodynamicka data a krevni vzorky byly
hodnoceny po zotaveni z operace a 12, 18, a 22 hodin po indukci sepse. Po 22 hodinach
byla zvifata utracena a tkan ledvin byla postoupena analyze genové exprese.

Vysledky a diskuze

Zvitata s a bez rozvoje S-AKI se neliSila v parametrech globalni hemodynamiky. Vyvinula
normo- ¢i hyperdynamickou sepsi s poklesem systémové vaskularni rezistence. Systémova
zanétlivd odpovéd’ (IL-6 a TNF alfa) byla rovnéz srovnatelnd, i kdyz byl patrny trend
K jejimu ¢asngj$imu a mohutnéjSimu nastupu u skupiny se S-AKI. RBF a RVR se u zvitat
bez AKI nemeénila, zatimco pfi S-AKI RVR postupné nartistala a RBF klesal. Také rendlni
kortikdlni mikrocirkulace byla ve skupiné s S-AKI vyznamné alterovana. Exprese
kandidatnich genti 22 hodin po indukci sepse se neliSila mezi kontrolni skupinou a zvitaty
bez AKI, zatimco S-AKI bylo spojeno se zvySenou expresi gent ovliviiujicich zanétlivou
signalizaci (TLR-4), intrarenalni vazoregulaci (PGHS-2, cyklooxygenaza-2) a apoptozu
(CASP3, caspasa 3; AGTR-2, receptor pro angiotenzin II) a sniZenou expresi genti pro
mitochondrialni metabolismus a biogenezi (PPARGC-lo/ PGC-la , peroxisome
proliferator- activated receptor gamma, Coactivator 1 alpha).

Dtlezitym fenoménem nas$i prace je moZnost porovnat nejen zvifata kontrolni s t€émi se S-
AKI, jak bylo typické pro predchozi studie na hlodavcich (El- Achkar et al. 2006, Zager et
al. 2014), ale pfedev§sim zvifata septickd s a bez S-AKI. Ziskand data naznacuji, Ze
vnimavost ledvin k rozvoji AKI v sepsi je dana ¢asnou a extenzivni systémovou zanétlivou
odpovédi spojenou s rozdilnym profilem tkanové genové exprese v ledvinach tykajici se
inflamace, buné¢ného metabolismu a apoptdzy. Rozvoj S-AKI je pak spojen se vzestupem
RVR a ¢asnym poklesem priitoku korovou mikrocirkulaci. Nase vysledky jsou v souladu s
observacnimi klinickymi studiemi, které poukdzaly na souvislost zvySené hladiny cytokinii
s rozvojem S-AKI (Murugan et al. 2010, Payen et al. 2012).

Intrarendlni exprese TLR-4, PRR receptoru konstituéné exprimovaného endotelidlnimi a
epitelidlnimi tubuldrnimi bunikkami a aktivovaného PAMPs a DAMPs ke spusténi
vrozenych imunitnich a inflamatornich mechanismi, byla v ledvinach se S-AKI oproti t€ém
bez AKI vyznamné zvySena. Tento poznatek korespondoval s pfedchozi studii na
hlodavcich El-Akchara et al. (2006) a podporuje hypotézu o TLR-4 dependentni propagaci
mikrovaskularniho a tubularniho poSkozeni (Gomez et al. 2014). Vazbu ligandu na TLR-4
lze tedy povazovat za jeden ze slibnych terapeutickych cili ke snizeni poSkozeni
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endotelialnich a tubularnich bunék pii S-AKI (Mudaliar et al. 2013, Molitoris 2014).
Zvysena exprese TLR-4 muze byt také zodpovédna za nami pozorovany vzestup mRNA
PGHS-2 (El Achkar et al. 2007) v ledvinach se S-AKI. PGHS-2 je enzym zodpovédny za
tvorbu  prostanoidli  podilejicich se na fizeni intrarendlni hemodynamiky,
tubuloglomerularni zpétné vazby a drefiové exkrece soluti a vody a bylo popsano, ze ve
studii na potkanech jeji inhibice zlepSila endotoxinem indukovanou rendlni dysfunkci
(Hocherl et al. 2009).

Role apoptoézy v S-AKI neni dosud pfesné definovana. V nasem modelu S-AKI ledviny
zvysen¢ exprimovaly proapoptotickou CASP-1. S-AKI bylo také spojeno se vzestupem
exprese AGTR-2, ktery pravdépodobné hraje roli v zanétlivych procesech a apoptoze pii
AKI (Ruiz- Ortega et al. 2003).

V ledvindch se S-AKI jsme poprvé na velkém zvifecim modelu demonstrovali snizenou
expresi PGC-1 alfa, hlavniho faktoru mitochondrialni biogeneze a metabolismu, ktera se
ukdzala byt u hlodavci doprovazena morfologickymi a biochemickymi zndmkami
mitochondrialni dysfunkce (Tran et al. 2011). Navic se zd4, Ze protrahovand suprese PGC-
lalfa muize hrat roli v pfechodu z adaptivnich zmén energetického metabolismu
tubularnich bun¢k do bunééného poskozeni (Tran et al. 2011).

Limitaci prace muze predstavovat maly pocet studovanych zvitat a nelze vyloucit vliv typu
modelu (peritonitida versus 1. v. bakteriémie) na genovou expresi. Design studie také
neumoznuje najit pifimé spojeni mezi expresi genii a poSkozenim ledvin. Také
nepostihujeme dynamiku rozvoje S-AKI, hodnotime- li genovou expresi Vv jednom
casovém bod¢. Nase vysledky piesto podporuji hypotézu, Ze na rozvoji S-AKI se podili
excesivni systémova inflamace, ktera je amplifikovana v ledvinach, porucha intrarenalni
hemodynamiky a mikrocirkulace, mitochondrialni dysfunkce a apoptoéza. V souvislosti
s nezménénou expresi genil fidicich odpovéd’ bun€k na hypoxii lze uvazovat o tom, Ze
spise nez hypoxie fidi v ¢asné fazi S-AKI genovou expresi inflamace.
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7.3 Kardiovaskularni efekt akutni acidézy v organismu (studie I1I)

Cilem studie bylo posoudit vliv akutni metabolické a hyperkapnické acidézy na
systémovou a regionalni cirkulaci zdravého organismu. Studovali jsme 24 selat, kterd byla
randomizovana do tii skupin — skupiny s MAC (n=8), s HCA (n=8) a skupiny kontrolni,
kterd podstoupila instrumentaci a pooperacni management bez indukce acidozy. Data a
krevni vzorky jsme hodnotili po zotaveni z operace, po 60 minutach stabilniho pH 7,25 a
po 60 minutach stabilniho pH 7,10. Pak byla zvifata utracena a vyjmuta srdce byla piedana
k in vitro testovani sily kontrakce komorovych trabekul.

Vysledky a diskuze

HCA vyznamné ovlivnila systémovou 1 plicni cirkulaci. Poklesla SVR a MAP, vzrostla
plicni vaskularni rezistence a stfedni tlak v plicnici. MAC méla oproti tomu vliv pouze na
cirkulaci plicni, zvySila plicni cévni rezistenci a stfedni tlak v plicnici. Oba typy acidozy
zpusobily pokles tepového objemu, ktery byl vyvdzen vzestupem tepové frekvence a
srdecni vydej ztstal v MAC zachovan, v HCA dokonce vzrostl. HCA zvysila naroky na
minutovou praci obou komor srde¢nich, MAC na komoru pravou. MAC neovlivnila
perfuzi zivotné dilezitych organti, HCA zpusobila redistribuci srde¢niho vydeje do povodi
karotického a hepatosplanchniku, renalni perfize nebyla ovlivnéna. Srde¢ni svalovina,
ktera byla vystavena acidoze in vivo, nevykazovala pak in vitro zménu sily kontrakce ani
trvani akéniho potencialu, vystaveni kyselému prostiedi opét in vitro zpisobilo pokles sily
kontrakce a neovlivnilo trvani akéniho potencidlu.

V experimentu na velkém zvifeti jsme nepotvrdili pfedchozi pozorovani pfedev§im na
mysich modelech tykajici se rozvoje hypotenze pii nadprodukei oxidu dusnatého (Kellum
et al. 2004). Lze vSak ptipustit negativn¢ inotropni efekt MAC 1 HCA ve smyslu poklesu
tepového objemu, ktery korespondoval s in vitro zjistétnym poklesem sily kontrakce
komorovych trabekul v kyselém roztoku. Metabolickd aciddza také nealterovala perfuzi
jednotlivych Zivotn€ dllezitych organti, oproti tomu odpovéd na HCA se jevi orgdnové
specifickd. Absence zmény rendlniho pritoku v acidéze dosud nebyla zaznamendna,
predchozi studie popisovaly jeho zvySeni (Cardenas et al. 1996) nebo sniZeni (Fujii et al.
1985). Rozdilné ucinky acidézy v plicni a systémové cirkulaci podporuji hypotézu, Ze
hlavnim vazomotorickym stimulem v plicich by mohlo byt pH, potazmo koncentrace H"
(Balanos et al. 2003, Barer et al. 1971), zatimco v systémové, hepatosplanchnické a
mozkové cirkulaci molekula CO,. Vzestup plicni vaskularni rezistence u obou typl
acidozy kladl vyssi naroky na praci pravé komory srdec¢ni. Tato pozorovani by mohla
omezit toleranci aciddézy v podminkach preexistujici pravostranné kardidlni dysfunkce
nebo ischemické choroby srdecni. Tato fakta je tfeba zvaZovat 1 pfi uZivani protektivni
ventilace s permisivni hyperkapnii.

Mezi limitace studie je tfeba fadit uziti pouze kratkodobého piisobeni aciddzy v fadu hodin
a zkoumani pouze jednoho z mnoha typli MAC (hyperchloremickd acid6za), pficemz je
znamo jejich rozdilné pisobeni v organismu. Uvedenych ucink hyperkapnické acidozy
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bylo také dosazeno za relativné vyznamné hyperkapnie potiebné k dosazeni cilového pH,
nelze je tedy jednoznaéné vztahnout k permisivni hyperkapnii v klinické praxi.

7.4 Vliv akutni acidozy na hemodynamiku a tkaiovou energetiku ledvin (studie I'V)

Cilem této podstudie bylo posoudit vliv akutni metabolické a hyperkapnické acidézy na
ledviny na vice fyziologickych trovnich — globalni rendlni hemodynamiku, mikrocirkulaci
ktry a kyslikovy a energeticky metabolismus kiry a dien¢ ledvin. Hodnotili jsme pomeér
laktatu/pyruvatu, ketolatek, navic pak laser dopplerometricky mikrocirkulaci v kife
ledviny a tkanovou koncentraci kysliku v kife a dfeni ledviny jehlovymi sondami.
Nasledné byla zvirata utracena a ledviny byly pfedany k testovani funkce mitochondrii
metodou vysokoucinné respirometrie.

Vysledky a diskuze

MAC neovlivnila globélni ani mikrovaskuldrni perfuzi ledvin ani spotiebu kysliku ¢i
cytolosolovy (vyjadfeny pomérem laktditu k pyruvatu) a mitochondridlni (pomér
acetoacetatu k betahydroxybutyratu) redoxni stav. HCA neovlivnila perfizi ledvin, piesto
vzrostl parcialni tlak kysliku v ktife i dfeni ledviny, ale vzrostla zde i jeho spotifeba. Pomér
laktatu a pyruvatu v rendlni zile se ani v HCA neménil, poklesl ale pomér ketolatek.
Ukazalo se, Ze renalni mitochondrie, které byly vystaveny HCA, vykazuji oproti intaktnim
vy$si spottebu kysliku — ve dieni pii aktivaci komplexu I, IT a IV, v kiife pak komplexu IT a
IV. Vzestup spotieby kysliku ve stavu LEAK nevylucuje podil alterace efektivity
respiracniho fetézce na zvysené spotebé kysliku mitochondriemi.

Spotfeba kysliku v ledvinach vystavenych MAC a HCA tedy nepoklesla. Vzestup
parcidlniho tlaku kysliku (pO2) v kiite v HCA by mohl korespondovat s diive popsanymi
zménami Vv jinych organech vyvolanymi hyperkapnii — tenkostfevni st€éné¢ a subkutanné
(Ratnaraj et al. 2004). Mechanismus vzestupu korového pO2 pii zachovaném prutoku
renalni tepnou a konstantnim paO2 neni jasny, je tfeba zvazovat i limitace méfeni
tkanového pO2 punkéni jehlovou sondou (Liibbers et al. 1997). Pokles poméru ketolatek v
renalni zile v . HCA naznaCuje alteraci bunécného (mitochondridlniho) metabolismu
ledviny. Hlubsi vhled do této problematiky nam pak umoznilo rozsahlé zkouméani ledviny.
U zvifat podstoupivsich indukci HCA jsme méli mozZnost studovat respirani funkci
mitochondrii metodou vysokoucinné oxygrafie. U mitochondrii ovlivnénych
hyperkapnickou acidézou byl zaznamenan vzestup spotfeby O2 ve stavu LEAK. To by
mohlo naznaCovat vyssi spotiebu kysliku na stejnou produkci ATP, tedy ziejmé mensi
efektivitu respirac¢niho fetézce zptisobenou HCA.

Limitace studie Ize spatfovat v uziti pouze kratkodobého puisobeni acidozy a jen jednoho
z mnoha typi MAC (hyperchloremickd acidoza), navic v relativné vyznamné hodnoté
hyperkapnie potfebné k dosazeni cilového pH. Piesto znamky alterace mitochondrialniho
metabolismu v HCA opét smétuji k mozné limitaci tolerance hyperkapnie v klinické praxi.
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8 ZAVER

S vyuzitim proteomickych metod jsme se pokusili jako prvni definovat zmény renalniho
proteomu, které nastanou v ledvindch zvifat podstoupivSich anestezii a chirurgickou
Instrumentaci, a které nastavaji v riznych fazich S-AKI. Pfi rozvoji S-AKI byl patrny
dynamicky posun smérem ke stresové a adaptivni bunécné odpovédi. Chirurgicky vykon
ptekvapivé vyvolal v renalnim proteomu zmény charakteru akutni faze i pii absenci
systémov¢ inflamace.

Na velkém zvifecim modelu jsme na podkladé rendlni genové exprese byli schopni
spolehlivé odlisit ledviny, které vyvinuly v sepsi S-AKI. Postizena renalni tkan totiz
vykazovala zvySenou expresi genii zodpovédnych za amplifikaci lokdlni inflamace a
apoptézu v ledvinach a pokles genové exprese v drahdch bunééného metabolismu. Tyto
zmény genové exprese byly spojeny s vyznamnou systémovou inflamaci a odliSnym
renalnim hemodynamickym fenotypem oproti septickym zvifatim bez AKI, nezavisle na
charakteru systémové hemodynamiky. Geny a s nimi souvisejici biologické drahy, na néz
jsme poukdzali, zasluhuji dalsi vyzkum.

Ptinesli jsme komplexni obraz plisobeni klinicky relevantni tize akutni acidozy ve zdravém
organismu. Zvysené naroky, jez klade HCA na srde¢ni praci, spolu s alteraci buné¢ného
(mitochondrialniho) metabolismu ledvin by mohly limitovat jeji terapeutické vyuziti.
V naSem modelu jsme nedokazali potvrdit protektivni efekt acidézy na regionalni Girovni
redukci spotieby kysliku, HCA dokonce zvySovala jeho spotfebu mitochondriemi.
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