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Abstrakt

Sepse neboli zivot ohrozujici organova dysfunkce zplisobend deregulovanou
odpovédi hostitelského organizmu na ptitomnost infekce je celosvétoveé jednou z hlavnich
pficin imrti na infek¢éni choroby. Rocné sepsi onemocni piiblizn€ 31,5 milionu pacient
a z toho 5,3 milionu zemfe. Pro sepsi je charakteristickd homeostaticka dysbalance, ktera se
muze rozvinout v septicky Sok ¢i dokonce miize vést ke smrti. Vlivem sepse dochézi také
k rozvoji multiorganové dysfunkce neboli poskozeni nékolika organti soucasné. Mezi
organy poskozené sepsi patii predevsim srdce, ledviny, jatra, plice, centralni nervovy systém
a krevni elementy. Jednim z casto postizenych organd je srdce, jehoz poskozeni je
doprovazené rozvojem deprese myokardu, kterd prispiva k nardistu umrtnosti na sepsi.
Ptesné mechanismy vedouci k septické myokardidlni depresi doposud nejsou zcela
objasnény, ale ukazuje se, ze dulezitou roli v tomto procesu nejspise sehravaji mitochondrie.
Vlivem sepse dochazi totiz k naruSeni mnoha mitochondridlnich funkei, které se nasledné
projevi vycCerpanim bunécnych energetickych zdrojii, coz posléze vede az k depresi

myokardu.

V nasich laboratofich se podafilo vytvofit klinicky relevantni velky zvifeci model
sepse a septického Soku, konkrétné sepsi vyvolanou fekdlni peritonitidou u prasete
doméciho, coz nasledné¢ umoznilo studovat bunééné mechanismy sepse, septické
myokardialni deprese, a pfedevsim roli mitochondrii v téchto procesech se zaméfenim na
zmény mitochondridlni respirace. V ramci naSeho vyzkumu bylo prokazano, Ze sepse
zpusobuje v permeabilizovanych vlaknech levé srdecni komory pokles mitochondrialni
respirace, a to zejména na urovni komplexi II a IV. Na stejném experimentalnim modelu
byl nasledné zkoumaén ucinek dvou terapeutickych piistupl, konkrétn€ vliv stimulace
bloudivého nervu a aplikace mezenchymalnich kmenovych buné¢k na hemodynamické
parametry, organové a mitochondridlni funkce. V rdmci vyzkumu se nam podaftilo jako
prvnim prokézat, Ze stimulace bloudivého nervu ma fadu ptiznivych t¢inku na prabéh sepse
u prasat, a to predevSim na funkce kardiovaskularniho systému a na energeticky
metabolismus. Stimulace bloudivého nervu castecné ¢i zcela zabranila rozvoji
hyperlaktatémie, hyperdynamické cirkulace, bunééné deprese myokardu, vedla k vyraznému
poklesu SOFA skore (sekvenéni skore hodnoceni selhani organii) a také odvratila pokles
mitochondrialni respirace permeabilizovanych vldken levokomorové srdec¢ni svaloviny

zplisobeny sepsi. Ziskana data proto poukazuji na slibny terapeuticky potencial stimulace



bloudivého nervu u sepse ¢i septického Soku. Na nasem prase¢im modelu sepse se vSak
nepodaftilo prokdzat zadné ptiznivé Gc¢inky aplikace mezenchymalnich kmenovych bun¢k na
depresi myokardu vyvolanou sepsi, deregulovanou imunitni a zanétlivou odpovéd ani
dysfunkci mitochondrii. Aplikace mezenchymalnich kmenovych bun¢k nedokazala zvratit
inhibici mitochondrialni respirace komplexu II ani pokles aktivity komplexu IV
permeabilizovanych vldken levokomorové srde¢ni svaloviny vyvolanou sepsi. Nelze vSak
vyloucit ptiznivy ucinek aplikace téchto bun¢k v nékterém z jinych organti ptipadné na jiné

mitochondrialni parametry, které nebyly pfedmétem naseho vyzkumu.

Kli¢ova slova: sepse, septickd myokardialni deprese, mitochondrie, mitochondridlni
dysfunkce, vysoceucinna respirometrie, bloudivy nerv, mezenchymalni
kmenové bunky



Abstract

Sepsis, or life-threatening organ dysfunction caused by deregulated host response to
the presence of infection, is one of the most significant causes of death caused by infection
diseases worldwide. 31.5 million patients get sick with sepsis annually and 5.3 million of
them die. Sepsis is characterised by homeostatic dysbalance, which can lead to septic shock
or even to death. Sepsis may also result in development of multiorgan dysfunction or damage
to several organs at the same time. Especially heart, kidneys, liver, lungs, central nervous
system and blood elements belong among the organs affected by sepsis. One of the most
affected organs is the heart, impairment of which is accompanied with the development of
myocardial depression, which contributes to the increase of mortality from sepsis. The
precise mechanisms leading to septic myocardial depression have not been fully explained
yet, nevertheless mitochondria appear to play an important role in this process. Due to sepsis,
many mitochondrial functions are disrupted, which is subsequently manifested by the

depletion of cellular energy stores, resulting in myocardial depression.

In our laboratories, we managed to create a clinically relevant model of sepsis and
septic shock, specifically sepsis caused by fecal peritonitis in domestic pigs, that allowed us
to study the cellular mechanisms of sepsis, septic myocardial depression and especially the
role of mitochondria in these processes focusing on mitochondrial respiration. In our
research, it was shown that sepsis causes a decrease of mitochondrial respiration in the
permeabilized fibers of the left ventricle, in particular at the level of complexes II and IV.
On the same experimental model, the effects of two therapeutic approaches were
subsequently investigated, namely the effect of vagus nerve stimulation and the application
of mesenchymal stem cells on hemodynamic parameters, organ and mitochondrial functions.
We were the first to prove, that stimulation of the vagus nerve has a number of beneficial
effects on the course of sepsis in pigs, especially on the functions of the cardiovascular
system and energy metabolism. Stimulation of the vagus nerve partially or completely
prevented the developement of hyperlactatemia, hyperdynamic circulation, myocardial cells
depression, it led to a significant decrease in SOFA score (sequential score of organ failure
assessment) and also reversed the decrease in mitochondrial respiration of permeabilized left
ventricular muscle fibers caused by sepsis. Therefore, the obtained data indicate a promising
therapeutic potential of the vagus nerve stimulation in sepsis or septic shock. However, in

our porcine model of sepsis, no beneficial effects of mesenchymal stem cell administration



on sepsis-induced myocardial depression, deregulated immune and inflammatory response,
or mitochondrial dysfunction were demonstrated. Application of mesenchymal stem cells
failed to reverse the inhibition of mitochondrial respiration of the complex II or the decrease
in complex IV activity of permeabilized left ventricular muscle fibres induced by sepsis.
However, a beneficial effect of the application of these cells in other organs or on other

mitochondrial parameters, which were not the subject of our research, cannot be ruled out.

Keywords: sepsis, septic myocardial depression, mitochondria, mitochondrial dysfunction,

high resolution respirometry, vagus nerve, mesenchymal stem cells
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1 Popis soucasného stavu poznani

1.1 Sepse

Sepse, neboli Zivot ohroZujici organova dysfunkce zptsobena deregulovanou

wewvr

wrwe

celosvétové onemocni kolem 31,5 miliébnu pacienti a ztoho 5,3 milibnu zemie

(Fleischmann et al. 2016).

1.1.1 Historie sepse

Slovo sepse je odvozeno z fectiny a odkazuje na ,,rozklad* ¢i ,,rozpad®. Poprvé se
objevilo jiz pted 2700 lety v Homérovych basnich. Nasledné bylo pouzito ve 4. stol. pt. n. L.
v dile Corpus Hippocraticum proslulého teckého 1ékare a filozofa Hippokrata a nasledné
o n¢kolik stovek let pozdéji 1 v pracich predniho fimského I€kate a filozofa Galena (Funk et
al. 2009). Hippokrates poprvé popsal sepsi jako nemoc zplsobenou materidlem, ktery
,hnije®, jez zacina 7-14 dni po poranéni jako horecka a konc¢i smrti. To poprvé v historii
vyvolalo otazku, jak mtze lokalni poranéni vést k systémové odpovédi a které mediatory
jsou za to zodpovédné. Hippokratova hypotéza, Ze k sepsi dochazi prostfednictvim hniloby
tkani, a tim uvolnénych jedd, zlstala az do poloviny 19. stoleti jedinym patofyziologickym

vysvétlenim sepse (Kreymann a Wolf 1996).

Vroce 1847 se ve vyzkumu sepse vyznamné uplatnil madarsky lékat Ignaz
Semmelweis. Byl prvnim, kdo experimentalné prokazal, Ze puerperalni horecce (sepsi, ktera
zabijela Zeny po porodu) lze zabranit zvySenou hygienou rukou. Na zéklad¢ tohoto zjiSténi
zavedl ve své nemocnici ve Vidni pravidelné myti rukou chloridem vapenatym, a diky tomu
snizil amrtnost Zen na puerperalni horecku z 16 % na méné nez 1 %. Trvalo vSak jesté
dlouhou dobu, nez ostatni 1ékafi pfipustili, Ze jejich ruce by mohly byt zdrojem nakazy
a pristoupili ke zvySeni hygieny rukou. Prvnimi, kdo spojili pfitomnost bakterii se sepsi, byli
Carl Mayrhofer, Victor Feltz a Léon Coze. To nasledné potvrdil na zdklad¢ svych objevil
také Louis Pasteur, ktery mél diky své prestizi velky vliv na pfijem opatfeni v prevenci Sifent

infekce. Inspiroval napiiklad 1 Josepha Listera, kterému se podafilo pouzivanim



antiseptickych metod vyznamné snizit umrtnost pacientd spojenou s chirurgickymi zékroky,

zejména amputacemi (Cavaillon a Chrétien 2019).

Také objevy 20. stoleti vyrazné ptispély k pochopeni mechanismt sepse a vyvoji
prvni definice sepse. Na prelomu 19. a 20. stoleti byl Richardem Pfeifferem na zaklad¢
vyzkumu Vibrio cholerae poprvé identifikovan a popsan endotoxin. Nasledné italsky
patolog Eugenio Centanni objevil vztah mezi endotoxinem a schopnosti bakterii zpisobovat
horeCku. Mary Jane Osborn a Hiroshi Nikaido navic prokazali, ze mnoho druhii bakterii
pouzivd endotoxin jako patogenni mediator (Funk et al. 2009). Vroce 1914 Hugo
Schottmiiller polozil zéklady moderni definice sepse a jako prvni popsal, Ze zakladni slozkou
toho onemocnéni je rozvoj infekce. O nekolik desetileti pozdé€ji se zménilo chapani sepse
diky myslenkdm Lewise Thomase, ktery stanovil, Ze ,,hostitelska reakce je to, co zptisobuje
onemocnéni (Rittirsch et al. 2008). Diky stale castéjSimu vyskytu sepse na jednotkéch
intenzivni péce byl nasledné¢ vyzkum zameéten hlavné na roli imunitni odpovédi pacienta

a prvni definice sepse na sebe nenechala dlouho ¢ekat (Bone et al. 1992).

1.1.2 Vyvoj soucasné definice sepse

Stanovit definici sepse tak, aby byla dostatecné specifickd a soucasné zahrnovala
1 mén¢ obvykly pribéh onemocnéni, je velice obtizné. Az znaéné mnozstvi novych poznatki
ziskanych béhem poslednich 30 let pomohlo zlepSit nase chépani patofyziologie sepse,
véetné regulace zanétlivych cest a lohy, kterou hraje imunitni suprese v pribéhu sepse,

a umoznilo postupné vzniknout nové definici sepse (viz Tabulka 1).

V roce 1991 se v Chicagu konala konference, jejimz cilem bylo stanovit soubor
definic pro pacienty se sepsi a jejimi nadsledky. Na zaklad¢ této konference byly navrzeny
definice pro syndrom systémové zanétlivé odpovédi (SIRS; z anlického systemic
inflammatory response syndrome), sepsi, t€Zkou sepsi a septicky Sok. Prvni definice sepse
(SEPSE-1) poté vznikla v roce 1992, kdy byla sepse definovdna jako syndrom systémové
zanétlivé odpovédi (pritomnost alespon 2 ze 4 SIRS kritérii) pfi potvrzené nebo
predpokladané infekci (viz Tabulka 1). TéZka sepse byla definovana jako klinické sepse
doprovazena organovou dysfunkci, hypoperfuzi nebo hypotenzi a septicky Sok jako
hypotenze spojena se sepsi rezistentni vici tekutinové resuscitaci a vyzadujici podavani
vazopresori (stfedni arteridlni tlak < 70 mmHg), (Bone et al. 1992). Pouziti 2 a vice ze

4 kritérii SIRS pro identifikaci sepse se ukazalo jako nedostatecné. Zmény télesné teploty,
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srde¢ni frekvence, poc¢tu bilych krvinek a dechové frekvence pattici mezi SIRS kritéria
nemusi vzdy nutné¢ znamenat, ze dany pacient trpi dysregulovanym stavem ohrozujicim
zivot. Bylo prokazano, Ze tyto podminky jsou spln€ny i u hospitalizovanych pacientd,

u kterych se vSak nikdy nerozvinula infekce (Churpek et al. 2015).

V roce 2001 byla kritéria SIRS rozSifena o seznam mnoha dalSich projevil
a symptomu. Sepse byla nasledn¢ definovana (SEPSE-2) jako onemocnéni zpiisobené
potvrzenou nebo piredpokladanou infekci a zahrnujici alespon 2 kritéria SIRS (Levy et
al. 2003). Tato definice vSak byla vystavena kritice za nedostateCnou senzitivitu
a specificitu, coz bylo v nedavné dob¢ klinicky potvrzeno (Kaukonen et al. 2018). Proto
byla v roce 2016 publikovéana v Journal of American Medical Association dosud posledni
definice sepse (SEPSE-3). Nov¢ je tedy sepse definovana jako Zivot ohroZujici organova
dysfunkce zpiisobena deregulovanou odpovédi hostitelského organizmu na pritomnost
infekce. Podkladem pro tuto definici byla retrospektivni analyza dat od 1,2 milidént pacient,
ktefi onemocnéli sepsi, s cilem zpiesnit a urychlit stanoveni diagndzy sepse a zaroven odlisit
nekomplikovanou infekci od infekce vedouci k organové dysfunkei (Singer et al. 2016). Pro
rozpoznani akutni orgdnové dysfunkce je vyuZivano tzv. SOFA (Sequential/Sepsis-related
Organ Failure Assesment) skore, které hodnoti 0-4 body respira¢ni funkce, parametry
koagulace, jaterni a renalni funkce, hemodynamiku a stav védomi (Vincent et al. 1998). Pro
stanoveni parametrit SOFA skore je potfebna tada laboratornich vysetieni, z nichz né¢ktera
mohou byt ¢asové naro¢na. Proto bylo pro urychleni posouzeni ptipadné organoveé
dysfunkce zptisobené sepsi zavedeno tzv. qSOFA skore (quickSOFA). V tomto 3bodovém
systému kazdy z bodd predstavuje odchylku v 1 vitdlnim parametru: nizky krevni tlak
(systolicky krevni tlak < 100 mm Hg), tachypnoe (> 22 dechii/min) a zména védomi
(Glasgow Coma Scale < 15). Pokud m4 pacient s infekci 2 nebo vice bodii qSOFA, je u n¢j
vyznamné zvysena pravdépodobnost sepse a zaroven vyssi riziko nepfiznivého pribéhu

onemocnéni (Singer et al. 2016).



Tabulka 1 - Vyvoj kritérii pro stanoveni diagnozy sepse

SEPSE-1 SEPSE-2 SEPSE-3
Vznikla v roce 1992 Vznikla v roce 2003 Vznikla v roce 2016
Predpokladana ¢i potvrzena Predpokladana ¢i potvrzena Predpokladana ¢i potvrzena
infekce infekce infekce
+ SIRS kritéria + roz$ifend SIRS kritéria + SOFA skore
SIRS kritéria Rozsiifena SIRS kritéria SOFA skore
(2 avice) (1 avice) (2 body a vice)
e Té¢lesna teplota Obecné priznaky: e Respirace/oxygenace
(t<36°C nebo t > 38°C) e Horecka (t > 38,3°C) (Pa0,/FiO,)
o Srdecni frekvence o Hypotermie (t < 36°C) o Glasgowska stupnice hloubky
(> 90tepti/min) e Srdecni frekvence bezvédomi

e Pocet bilych krvinek
(> 12 000/pul nebo < 4 000/ pul)
« Dechova frekvence (> 20/min)
nebo PaCO; (< 32 mm Hg)

(> 90tepti/min)
e Tachypnoe
o Hyperglykémie bez DM
e Zmény stavu védomi
o Otoky

Znamky zanétu:

e Leukocytoza (> 12 000/ul)
e Leukopenie (< 4 000/ul)

e >10 % nezralych forem

e Vzestup CRP

e Vzestup prokalcitoninu

Hemodynamika:

o Stiedni arteridlni tlak
(hypotenze)

o Systolicky krevni tlak

e SmiSena zilni saturace
kyslikem (SvO; > 70 %)

e Srde¢ni index (> 3,5 I/min/m?)

Organové dysfunkce:

o Arteridlni parcialni tlak
kysliku (arterialni hypoxemie)

e Produkce moci (nové vznikla
oligurie)

o Koncentrace kreatininu
(vzestup o 44,2 umol/1)

o Koagulace (koagulopatie)

e Pocet krevnich desticek
(trombocytopenie)

o Funkce jater
(hyperbilirubinemie)

 QGastrointestinalni motilita
(ileus)

Tkanova perfuze:

o Koncentrace laktatu
(hyperlaktatemie > 1 mmol/l)

o Kapilarni napln (snizena
kapilarni napln nebo
mramoraz)

o Hypotenze (MAP < 65
mmHg) nebo potieba
vazopresoru

o Renalni funkce (hladina
sérového kreatininu —
oligurie, anurie)

« Jaterni funkce (bilirubin)

o Pocet krevnich desticek
(trombocytopenie)

qSOFA:
e Zmény stavu védomi
« Systolicky tlak krve
(<100 mm Hg)
e Dechova frekvence (> 22/min)



SIRS - syndrom systémové zanétlivé odpovédi; PaCO, — parcialni tlak oxidu uhli¢itého v arterialni krvi; DM
— diabetes mellitus; CRP — C-reaktivni protein; SvO,— smiSena zilni saturace kyslikem; SOFA — z anglického
Sequential/Sepsis-related Organ Failure Assesment; PaO,/FiO; - pomér parcialniho tlaku kysliku v arterialni
krvi a inspiracni frakce kysliku; MAP — stfedni arteridlni tlak; gSOFA — rychlé SOFA (pievzato a upraveno
podle Horék et al. 2016).

1.1.3 Patofyziologie sepse

Sepse je charakterizovana homeostatickou dysbalanci, kterd se muze rozvinout
v multiorganovou dysfunkci (MOD, multiple organ dysfunction), septicky Sok ¢i dokonce
muze vést ke smrti (viz Obrazek 1). Prvnim krokem v iniciaci odpovédi hostitele na patogen
je aktivace bunék nespecifickych (vrozenych) imunitnich mechanismi, piedevsim
makrofagl, monocytl, neutrofilii a NK bunék (NK, natural killer), (Vincent et al. 1996).
K tomu dochazi diky vazbé patogeni nebo jejich ¢asti, tzv. molekularnich vzorii
asociovanych s patogenem (PAMPs - pathogen-associated molecular pattern) na receptory
rozpoznavajici specificky molekularni vzor (PRRs, pattern-recognition receptors).
Ptikladem tohoto typu receptori jsou toll-like receptory (TLR), které se nachédzi na
bunéénych membranach ¢i bunéénych organeldch. PAMPs touto cestou stimuluji
komplement plazmy a koagulacni systémy (Aziz et al. 2013). Mezi PAMPs patii
lipopolysacharidy (vazba na TLR4), peptidoglykany (vazba na TLR2), lipoproteiny,
flagellin (vazba na TLRS), DNA (vazba na TLR9) a jednotetézcova ¢i dvoutetézcova RNA
(Kakihana et al. 2016); zahrnuji tedy typické soucasti grampozitivnich i gramnegativnich

bakterii, virti nebo dalSich patogent.

V disledku bunééného poskozeni vlivem PAMPs dochéazi k uvolhovani dalSich
specifickych molekul z mrtvych ¢i poskozenych hostitelskych bunék, tzv. molekularnich
vzorl asociovanych s poskozenim (DAMPs - damage-associated molecular patterns).
Ptikladem DAMPs jsou HMGB-1 (z anglického High-mobility group box 1), proteiny
teplotniho Soku (heat shock proteins, HSP), genomova ¢i mitochondrialni DNA, ATP,
kyselina mocova a dalsi. DAMPs se vazou na specifické receptory na monocytech
a makrofazich, napfiklad na TLR, receptory leptinu typu C, NLR (nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptors; NOD-like receptory) a receptory podobné RIG-1
(gen indukovatelny kyselinou retinovou 1), (Gyawali et al. 2019). To nésledné vede ke
zvySené expresi a uvoliiovani fady prozanétlivych mediatorti (TNFa, IL-1, IL-6) a markerd.

Soucasné dochézi také k aktivaci protizanétlivych mechanismii a k imunosupresi. Smér,
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rozsah a doba trvani jednotlivych reakci jsou urCovany jak hostitelskymi faktory
(genetickymi charakteristikami, vékem, probihajicimi chorobami, léky), tak i faktory
patogennimi (mikrobialnim zatizenim a virulenci). Sepse je témér vzdy spojena také se
zménami srazeni krve, coz Casto vede az k diseminované intravaskularni koagulaci (Angus

a van der Poll 2013).

Dysregulovand odpovéd’ imunitniho systému spole¢né s hormonalni dysbalanci, ale
také naruSend aktivita autonomniho nervového systému a dysfunkce epitelidlnich
a endotelialnich bunék vedou nasledné ke ztraté tésnosti bariér, ke zménam v metabolismu
a k naruSeni funkce organti (Kohoutova et al. 2018). Dysfunkce jednoho organu pfi sepsi je
vzacna, obvykle je postizeno nékolik organii sou¢asné (MOD). Umrtnost pacienti se sepsi
nasledné koreluje s poctem postizenych organi. Nej€astéji postizenymi organy jsou ledviny,
jatra, plice, srdce, centralni nervovy systém a krevni elementy. Z tohoto diivodu se MOD
projevuje predevsim respiracnimi potizemi, depresi myokardu, systémovou vazodilataci,
akutnim poskozenim ledvin, zhorSenou funkci jater, naruSenou gastrointestinalni motilitou
a koagulopatii (Reinhart et al. 2012). VétSina orgdnovych dysfunkci je reverzibilni, cilem
soucasné 1écby sepse je proto omezit rozvoj dysfunkce organii zajisténim rychlé kontroly
prabéhu infekce, hemodynamickou stabilizaci a podpory organt tak, aby se pokud mozno

zajistilo obnoveni jejich funkce (Lelubre a Vincent 2018).

V soucasné dob¢€ je znamo témét 180 riznych biomarkerd sepse, zadny z nich vSak
zatim neni dostatecné specificky ¢i senzitivni pro bézné pouziti v klinické praxi. Nejcastéji
se pouzivaji tzv. CRP (C-reaktivni protein) ¢i PCT (Procalcitonin), ale bohuzel oba tyto
markery maji omezenou schopnost rozlisit sepsi od jinych zanétlivych stavu ¢i predpovédéet

prubéh sepse (Pierrakos a Vincent 2010).
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Obrazek 1. Patofyziologie sepse. Molekularni vzory asociované s patogenem (PAMPs) se vazou na receptory rozpoznavajici specificky vzor na bunéénych
membranach a bunéénych organelach. Poté dojde k uvolnéni s poskozenim asociovanych molekularnich vzord (DAMPs), které vede ke zvySené expresi
a uvoliovani zanétlivych mediatori a biomarkert. Naslednd dysregulovana odpovéd hostitele zahrnuje naruSenou regulaci imunitniho, endokrinniho
a autonomniho nervového systému, ztratu tésnosti bariér, zmény metabolismu a vede az k multiorganové dysfunkci. PAMPs — molekularni vzory asociované
s patogenem; LPS — lipopolysacharid; TLR — Toll-like receptor; DNA — deoxyribonukleova kyselina; RNA — ribonukleova kyselina; DAMPs — molekularni
vzory asociované s poSkozenim; HMGB1 — skupina vysoce mobilnich proteinti boxu 1; HSP — protein teplotniho Soku; ATP — adenosin trifosfat;
PAF — desti¢ky aktivujici faktor; PG — prostaglandiny; IL — interleukin; TNF — tumor nekrotizujici faktor; MIF — inhibi¢ni faktor migrace makrofagg;
ROS — reaktivni formy kysliku; RNS — reaktivni formy dusiku; CO — oxid uhelnaty; HoS — sirovodik; ANS — autonomni nervovy systém (pfevzato
a upraveno podle Kohoutova et al. 2018).

12



1.1.3.1 Septicka myokardialni deprese

Kardiovaskularni systém hraje kli¢ovou roli v ramci septické MOD. Castym projevem
sepse 1 septického Soku je dysfunkce myokardu, kterd tizce souvisi se zvySenou morbiditou
a mortalitou. Bylo prokazano, Ze pfitomnost dysfunkce myokardu v sepsi vede k nariistu
umrtnosti o 20-50% (Geri et al. 2019). Na patofyziologii myokardu se podili poruchy
korondarni cirkulace, dysfunkce mitochondrii a pfima myokardidlni deprese. Porucha pratoku
krve myokardem je spojena s mikrovaskularni dysfunkci ¢i narusenim endotelu (Habimana
et al. 2020). Mechanismy dysfunkce mitochondrii v sepsi nejsou zcela objasnény, nékolik
studii vSak potvrdilo, Ze naruSena funkce mitochondrii, kterd vede k vycerpani energie
(ATP), je klicovym faktorem v dysfunkci myokardu vyvolanou sepsi (Carré a Singer 2008,
Jang et al. 2017). Myokard je organ s vysokymi energetickymi naroky, které zajistuje velké
mnozstvi mitochondrii, proto se v ném jejich narusend funkce na rozdil od jinych organii

vyrazng¢ projevi.

V soucasné dobé¢ neexistuje presnd definice myokardidlni deprese. Tento stav vSak
byva popisovan jako globalni, ale vratna (systolicka a diastolickd) dysfunkce levé i pravé
strany srdce (Antonucci et al. 2014). Pro septickou depresi myokardu jsou typické
nasledujici 3 charakteristiky: dilatace levé komory s normélnim nebo sniZenym plnicim
tlakem (nejspiSe zplisobené vlivem zvySené poddajnosti levé komory), sniZzend ejekéni
frakce a jeji normalizace za 7-10 dni (Parker et al. 1984). Bylo prokazano, ze se septickou
kardiomyopatii je spojena fada riznych mediatorti a informacnich kaskad; jeji presné priciny
a mechanismy patogeneze vSak zlistdvaji zatim nejasné. A to zfejme hlavné proto, Ze vétSina
studii je provadéna na riiznych experimentalnich modelech (mensich ¢i vétSich zvitatech)
a jen zfidka je mozné pouzit vysledky téchto studii v klinické praxi u lidi. Pii septické
myokardialni depresi je myokard poskozen strukturné i funkéné, a to zejména vlivem
systétmovych (hemodynamickych) faktorti, genetickych, molekularnich a metabolickych

zmén (Antonucci et al. 2014).
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1.2 Mitochondrie ve zdravi

Mitochondrie jsou unikatni semiautonomni bunécné organely, které vznikly
ptiblizn¢ pted jednou miliardou let endosymbidzou a-proteobakterie proto-eukaryotickou
buiikou (Zimorski et al. 2014). Poprvé byly tyto organely popsany jiz vroce 1857
Svycarskym fyziologem Rudolfem Albertem von Kéllikerem pfi studiu lidskych svalu, ktery
mitochondrie nazval ,,sarcosomy*. Nasledn¢ byly v roce 1886 pfejmenovany némeckym
patologem a histologem Richardem Altmannem na ,,bioblasty* (Zivé bakterie). AZ v roce
1898 dostaly mitochondrie sviij souc¢asny nazev diky némeckému mikrobiologovi Carlu
Bendovi. Nazev mitochondrie pochazi zteckych slov , mitos* (vldkno) a ,,chondros*

(granule). Od té doby jsou mitochondrie pfedmétem zajmu mnoha badatelll (Cogliati et al.

2016).

Mitochondrie v buiikach zastavaji siroké spektrum riznych funkei. Hraji zasadni roli
v energetickém metabolismu, podileji se na tvorbé makromolekul (nukleotidd, lipidd, hemu,
zelezo-sirnych sloucenin) a maji také dilezity vyznam pfi regulaci riznych signdlnich drah.
Podileji se naptiklad na vapnikové homeostaze, genové expresi, bunééné diferenciaci, ale
také na procesech bunécného starnuti, a to véetné bunécné smrti (Vakifahmetoglu-Norberg
et al. 2017). Vedlejsim produktem mitochondridlniho metabolismu je produkce reaktivnich
forem kysliku (reactive oxygen species, ROS), (Murphy 2009). Bezesporu hlavni uloha
mitochondrii v energetickém metabolismu vSak spocivda v syntéze ATP, nukleotidu
slouziciho jako hlavni energeticky zdroj pro bunky, prostiednictvim elektrontransportniho

systému (ETS), (Scheffler 2007).

1.2.1 Struktura mitochondrii

Velikost, mnozstvi a tvar mitochondrii se 1i§i v zdvislosti na bunééném typu,
metabolické aktivité a stavu dané buiikky. MnozZstvi mitochondrii se pohybuje od jednotek
(krevni desticky), (Thon a Italiano 2012) ptes desitky (spermie), (Amaral et al. 2013) az po
n€kolik tisic na 1 buiiku (srdecni sval). Mitochondrie v butikach se obvykle nevyskytuji jako
samostatné struktury, ale jsou dynamické a vytvaii takzvanou mitochondrialni sit’. Tato sit’
vznika diky procestim fuze a d¢€leni, za které je zodpovédna cela fada proteint (Xie et al.
2018). Prestoze mitochondrie maji riznou velikost, obvykle ve fibroblastech, hepatocytech
nebo kardiomyocytech maji klobasovity tvar, jsou dlouhé 3-4 um a maji pramér kolem 1 pm

(Scheffler 2007). Vnitini struktura mitochondrii vSak zGstava za fyziologickych podminek
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vzdy stejna. Skladaji se ze 4 definovanych vzdjemné propojenych kompartmentd, z nichz
dva tvori dvé samostatné a funkéné oddélené membrany - vnéjsi a vnitini, které oddeluji
mezimembranovy prostor a mitochondridlni matrix (viz Obrazek 2). Diky prostorovému
rozdéleni vznikaji v mitochondriich odli$na prostfedi, ve kterych mohou probihat rizné
metabolické procesy jako napiiklad Krebsiv cyklus, B-oxidace mastnych kyselin,

ketogeneze, glukoneogeneze nebo metabolismus aminokyselin aj.

Mitochondrialni DNA

Vnitfni mitochondridlni
membrana

Ribozomy
Membrana krist

Mitochondrialni matrix

Kristy

ATP-syntaza

Mezimembranovy prostor uvnitf krist
Mezimembranovy prostor
Vnéjsi mitochondrialni membrana
Poriny

Obrazek 2. Model struktury mitochondrii. Za fyziologickych podminek se mitochondrie skladaji ze
4 kompartmentl: vnéj$i a vnitfni mitochondridlni membrany, mezimembranového prostoru
a mitochondridlni matrix. Ve vné€jsi mitochondrialni membrané se nachazi poriny, diky kterym je
propustnd pro mnoho latek. Vnitini mitochondridlni membrana vybihé v tzv. kristy, které zvétsuji
jeji plochu. Na této membrané se nachazi komplexy elektrontransportniho systému vcéetné ATP
syntazy. Uvnitf mitochondrialni matrix se nachdzi kruhova mtDNA a také mitochondridlni
ribozomy (pfevzato a upraveno podle Kelvinsong, CCO0, via Wikimedia Commons).

1.2.1.1 Vnéjsi mitochondridlni membrana (OMM, z anglického outer mitochondrial

membrane)

Vnéj$i mitochondrialni membréana oddéluje cytosol od mezimembranového prostoru
a diky tomu, Ze se v ni nachazi velké mnozstvi integralnich proteinti tzv. porinti, je propustna

pro rizné metabolity a ionty, a to az do velikosti 5 kDa (Alberts 1998). Diky tomu je
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umoznéna vzijemna komunikace mezi cytosolem a mitochondrii. Stejné jako u vétSiny
zivoc¢iSnych plazmatickych membran tvoii 50 % hmotnosti vnéjsi mitochondridlni

membrany proteiny a 50 % lipidy (Monteiro et al. 2014).

Vnéj$i mitochondridlni membrana je ve velmi iizkém kontaktu s endoplazmatickym
retikulem (ER). Bylo prokdzano, Ze toto propojeni je vyhodné pro pienos iontd a lipidd,
signalizaci a také membranovou dynamiku (Csordas et al. 2018). V roce 2006 bylo
prostiednictvim elektronové tomografie prokazano, ze mezi vnéjSi mitochondrialni
membranou a subdoménami hladkého a drsného ER dochazi ke vzniku rtizné tvarovanych
a velkych propojeni (Csordas et al. 2006), kterd se oznacuji jako MAM (mitochondrial-
associated ER membranes). Bylo zjisténo, Ze tato propojeni jsou ucinnad v udrzovani
vapnikové rovnovahy mezi ER a mitochondriemi, a slouzi také k transportu lipid (Hayashi

et al. 2009).

1.2.1.2 Mezimembranovy prostor (IMS, z anglického intermembrane space)

Mezimembranovy prostor je oblast lokalizovanda mezi vn&j$i a wvnitini
mitochondridlni membranou. Diky pienosu proteint, lipidd a dalSich metabolitt slouzi
k propojeni procestt probihajicich v mitochondriich s ostatnimi procesy v buiice.
Mezimembranovy prostor je zdivodu znacné propustnosti vnéjS$i mitochondridlni
membrany pro malé molekuly podobny svym sloZenim cytosolu. Kromé ostatnich molekul
obsahuje velké mnozZstvi cytochromu c, ktery slouzi nejen jako molekula energetického
metabolismu, ale hraje také dtlezitou roli v programované bunécné smrti neboli apoptdze.
Za fyziologickych podminek je pro cytochrom ¢ vnéj$i mitochondridlni membrana zcela
nepropustna. Jeji permeabilizaci, zm&nami koncentrace Ca®" (Scorrano et al. 2003) &i vlivem
proteini rodiny Bcl-2 (z anglického B-cell lymphoma-2), vSak dochéazi k uvolnéni
cytochromu ¢ do cytosolu a k jeho interakci s dalSimi kaspdzami, a tim ke spusténi

naslednych apoptotickych procest (Brenner a Mak 2009).

1.2.1.3 Vnitini mitochondrialni membrana (IMM, z anglického inner mitochondrial

membrane)
Vnitini mitochondrialni membrana ma oproti membrané vné&jsi vyrazné veétsi povrch.
Toto zvétSeni povrchu poskytujici vétsi prostor pro pribéh metabolickych reakci, je

zpusobeno vchlipenim vnitini mitochondridlni membrany ve specifické struktury, které se

oznacuji jako kristy (Mannella 2006). Vnitini mitochondrialni membréana je podobné jako
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vétSina bunénych membran témét nepropustnd pro ionty a vétsinu malych molekul. Jejich
pfenos, a tim i propustnost vnitini mitochondridlni membréany, je regulovan pomoci
specifickych proteinovych pienasect. Piitomnost t€chto prenaSecti a komplexti ETS odlisuje
vnitini mitochondrialni membranu od vnéjsi a také od ostatnich plazmatickych membréan,
protoze ji zajistuje vysoky podil proteinti (75 %) oproti lipidim. Uvadi se, ze vnitini
mitochondridlni membrana obsahuje dokonce kolem 21 % vSech proteinii nachazejicich se

v mitochondrii, zatimco ve vné&j$i mitochondridlni membrané se nachazi pouze 6 % proteini

(Alberts 1998).

1.2.1.4 Mitochondrialni matrix

Jako mitochondridlni matrix se oznacuje prostor ohrani¢eny vnitini mitochondrialni
membranou. Mitochondrialni matrix je mistem pisobeni fady enzymd, které katalyzuji cetné
metabolické procesy. Mezi hlavni z nich patii enzymy Krebsova cyklu. Matrix také obsahuje
mitochondrialni DNA (mtDNA), specifické ribozomy, tRNA a peptidy pro translaci mRNA
(Alberts 1998).

1.2.1.5 Mitochondrialni genom

Jednou z hlavnich charakteristik odliSujicich mitochondrie od ostatnich bunéénych
organel je pfitomnost vlastniho kruhového genomu - mtDNA a specifickych ribosomu
umoziujici lokalni syntézu proteini. Na zakladé¢ proteomickych, genomickych
a bioinformatickych analyz bylo prokdzano, ze sav¢i mitochondrie obsahuji vice nez 1500
proteind, které se li§i v zavislosti na typu tkdn€¢ (Nunnari and Suomalainen 2012)
Mitochondridlni DNA kéduje pouze 13 z téchto proteint. Zbytek proteinid vcetné téch, které
jsou potiebné pro tvorbu mitochondridlni RNA (polymerdza, ribozomalni proteiny)
a v§echny enzymy Krebsova cyklu, byl béhem evoluce z mtDNA redukovan pfenosem genti
do jadra. Jaderné¢ kodované mitochondridlni proteiny jsou syntetizovany v cytosolu
anasledné aktivné importovany a tfidény do jednotlivych mitochondridlnich kompartmentt.
Mitochondrialni biogeneze tedy vyzaduje koordinaci exprese jadernych i mitochondrialnich

genll (Neupert a Herrmann 2007).

Lidskd mtDNA je dvouvlaknova kruhova molekula dlouhd 16 569 part bazi (bp).
Mitochondrialni DNA obsahuje 37 genl kodujicich 2 rRNA, 22 tRNA a 13 polypeptidi.
Jednotlivé fetézce mtDNA se rozdéluji na lehky (L — zanglického light) a tézky
(H — z anglického heavy) v zavislosti na obsahu jednotlivych bazi (viz Obréazek 3). Tézky
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fetézec je vyrazné obohacen o guanosiny (G), zatimco v lehkém fetézci je obsah G vyrazné
niz8i. Lidsky mitochondrialni genom a mitochondridlni genomy ostatnich savcli neobsahuji
introny a obsahuji jen velmi malo nekodujicich oblasti (Zinovkina 2019). Vyznamnou
soucasti mtDNA je oblast, ktera se oznacuje jako D-smycka (D-loop). Tato nekddujici oblast
je dlouha 1124 bp a slouzi jako promotor pro lehky i tézky fetézec mtDNA a obsahuje
zakladni transkripéni i replikacni prvky. Oblast D-smycky je Castym mistem zmén mtDNA
a obsahuje 2 hypervariabilni oblasti (HV1 a HV2), (Levin et al. 1999). Sekvenc¢ni analyza
téchto 2 oblasti ma Siroké vyuziti nejen pii forenznich analyzach, ale také pfi studiu evoluce
¢lovéka, pribuzenskych vztahli nebo v diagnostice mitochondridlnich onemocnéni (Tran et

al. 2020)
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Obrazek 3. Genom lidské mitochondrialni DNA. Dvouvldknova kruhova molekula dlouha 16 569 bp
obsahujici 37 gend koédujicich 2rRNA, 22tRNA a 13 polypeptidii. Zobrazen lehky (L), tézky
tetézec (H) a D-smycka. On — pocatek a smér syntézy tezkych fetézct pii replikaci; OL - pocatek
a smér syntézy lehkych fetézci pii replikaci (pfevzato a upraveno podle Amorim et al. 2019).

Mitochondrialni DNA je piitomna ve vysokém poctu (10° — 10* molekul) téméf ve
vSech bunkach, jeji mnozstvi se mize liSit v zavislosti na fyziologickém stavu dané bunky

¢1 na typu tkan€. Pfevazna vétSina kopii mtDNA je dokonce pii narozeni identickd (Sharma
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et al. 2005). Velky pocet kopii a také dédicnost po matetské linii jsou dilezitymi faktory,

které vyrazné odliSuji mitochondrialni genom od jaderného.

1.2.2 Tvorba energie v mitochondriich

Mitochondrie jsou bunécné organely zodpovédné za produkci energie
v bunkach. Tvorbu energie v mitochondriich popisuje chemiosmoticka teorie, za kterou
dostal Peter Mitchell v roce 1978 Nobelovu cenu za chemii. Pro tvorbu energie je dilezita
vnitini  mitochondridlni membrana, ktera je mistem lokalizace sofistikovaného
elektrontrasportniho systému, jenz slouzi k pfenosu elektronit z vhodnych substrati pies
jednotlivé komplexy systému dychaciho fetézce (komplex I — IV) s vyuzitim 2 mobilnich
elektronovych pfenasect (koenzymu Q a cytochromu ¢) az na finalni akceptor elektront,
a to molekuldrni kyslik (viz Obrazek 4). Jednotlivé komplexy se lisi velikosti redoxniho
potencialu, a diky tomu je zajiStén spravny smér toku elektronti. Energie, ktera je pifi tomto
procesu postupné uvoliiovana, slouzi k pumpovani protontt (H") do mezimembranového
prostoru, a tim se vytvaii protonovy gradient mezi mitochondridlni matrix
a mezimembranovym prostorem, ktery je vyuzit ATP syntdzou (oznaCovanou téz jako

komplex V) k tvorbé ATP z ADP a P; (Mitchell 1961).

1.2.2.1 Krebsuv cyklus

Hlavnimi energetickymi zdroji pro tvorbu ATP v mitochondriich jsou sacharidy,
lipidy a proteiny. Tyto 3 zdroje energie mohu byt katabolizovany na acetyl-CoA, ktery
nasledné vstupuje v mitochondridlni matrix do Krebsova cyklu. Pocatek cesty jednotlivych
substrati je odlisny. Sacharidy jsou nejprve v cytosolu metabolizovany v procesu glykolyzy
na pyruvat, ktery nasledn¢ vstupuje do mitochondrii, kde je pyruvatdehydrogenazou
preménén na acetyl-CoA. Mastné kyseliny jsou na acetyl-CoA pfeménovany na vnitini ploSe
vnitini mitochondridlni membréany a v mitochondridlni matrix v procesu -oxidace (Bartlett

a Eaton 2004). Cesta pfemény jednotlivych aminokyselin na pyruvat, acetyl-CoA ¢i

vvvvvv

V Krebsovée cyklu je nasledné acetylova skupina acetyl-CoA pfenesena na oxalacetat
za vzniku molekuly citratu. V nésledujici sérii sedmi enzymatickych krokt se citrat oxiduje
zpét na oxalacetat. Pfebyvajici 2 uhliky z Krebsova cyklu odchéazi jako molekuly oxidu

uhli¢itého a elektrony jsou preneseny do kofaktord nikotinamidadenindinukleotidu (NADH
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+ H") a flavinadenindinukleotidu (FADH>). Vznikly oxalacetat znovu vstupuje do Krebsova
cyklu (viz Obrazek 4), zatimco energie uvolnéna ve formé NADH + H" a FADH: je

pfenesena k elektrontransportnimu systému (shrnuto v Osellame 2012).
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Obrazek 4. Bioenergetika elektrontransportniho systétmu (ETS) a Krebsova cyklu. Pyruvat je
metabolizovan enzymy Krebsova cyklu na vysokoenergetické molekuly jako NADH, GTP
a FADH,. Vytvofeny NADH je néasledné pfeménén komplexem [ na NAD™, a tim je spustén ptenos
elektronti v ETS. Zaroven dochazi k pumpovani protontt do mezimembranového prostoru a vznikly
protonovy gradient je vyuzit ATP syntdzou (KV) k tvorbé ATP. Q-koenzym Q; Cyt ¢ — cytochrom
¢; H* - proton, F, a F; — ¢&asti KV; NADH - nikotinamidadenindinukleotid; ADP
— adenosindifosfat; ATP — adenosintrifosfat; CoA — koenzym A, GDP — guanosisdifosfat; GTP
— guanosintrifosfat (pfevzato a upraveno podle Osellame 2012).
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1.2.2.2 Elektrontransportni systém (ETS)

ETS ¢i dychaci fetézec je systém proteinovych komplext lokalizovany na vnitini
mitochondrialni membrang, ktery se sklada ze série elektronovych pienasect. Vétsina z nich
jsou integralni membranové proteiny, jejichz prostetické skupiny jsou schopné pfijimat ¢i
odevzdavat jeden nebo dva elektrony. Krom¢ integralnich membranovych proteinti jsou
soucasti ETS také 2 mobilni ptenasece (viz Obrazek 5). Jednotlivé komplexy ETS nejsou
v membran¢ lokalizované izolované, ale tvofi tzv. superkomplexy, které piispivaji ke
katalytickému zesileni procesit v ETS, k G¢innéjSimu sméfovani substrata ¢i ke stabilizaci
jednotlivych komplext (Schiagger 2001). Bylo zjisténo, ze komplexy KI, KIII, KIV a KV
tvofi superkomplexy rtizného zastoupeni jednotlivych komplexti, napiiklad ATP syntaza
vytvaii dimery, které v kristdch vytvaii oligomerni fetézce. Jedinym z komplexi, ktery

superkomplexy nevytvaii je KII (Chaban et al. 2014).

Hz”

y ADP + P,
Sukcindt  Fumarat
NAD*
NADH + H*
KI - NADH dehydrogenaza KIl - Sukeinat dehydrogenaza  Kill — Komplex cytochrom bcl ~ KIV - cytochrom c oxidaza KV — ATP syntaza

45 podjednotek 4 podjednotky 11 podjednotek 13 podjednotek 29 podjednotek
(7 kédovanych (kédované pouze (1 kédovana (3 kédované (2 kédované

mtDNA) jadernou DNA) mtDNA) mtDNA) mtDNA)

Obrazek 5. Mitochondrialni elektrontransportni systém (ETS). ETS slouzi k ptenosu elektronti
z jednotlivych substratt ptes 4 respira¢ni komplexy (KI-KIV) a 2 mobilni pfenasece (koenzym Q
a cytochrom c) na finalni akceptor elektronti, molekularni kyslik. OMM — vnéjs$i mitochondridlni
membrana; IMS - mezimembranovy prostor; IMM — vnitini mitochondridlni membrana; I, II, 111,
IV, V — komplexy ETS; H" - proton; Q — koenzym Q; Cyt ¢ — cytochrom ¢, NADH
— nikotinamidadenindinukleotid; O, — kyslik; H,O — molekula vody; modré Sipky - znazoriiuji
cestu elektrontl; - - elektron; + - proton; mtDNA — mitochondridlni DNA (pfevzato a upraveno
podle Lehninger et al., 2013).
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Cesta ptrenosu elektroni v elektrontransportnim systému z NADH zacind na
komplexu I (KI) neboli NADH-ubichinonoxidoreduktaze (EC 7.1.1.2)!. Komplex I je
jednim z nejvétsSich membranoveé vazanych enzymii v bunice a nejvétSim z komplexi ETS
s molekularni hmotnosti kolem 980 kDa. Tento enzym ve tvaru pismene L obsahuje
hydrofobni doménu zanoifenou do vnitini mitochondridlni membrany a hydrofilni rameno,
které obsahuje vazebné misto pro NADH a sméfuje do mitochondrialni matrix (Sazanov
a Walker 2000). Savci komplex I se sklada ze 45 podjednotek (7 kédovanych mtDNA
—ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 a ND6). Ctrnéct z t&chto podjednotek je zakladnich,
obsahuji katalyticky aparat a jsou konzervované od bakterii po ¢lovéka; 31 podjednotek je
specifickych pouze pro savce (Zhu et al. 2016). Pocatek tvorby energie v ETS zacina
pfenosem 2e” z NADH na flavinmononukleotid (FMN) nachézejici se v hydrofilnim rameni
KI. Tyto elektrony jsou poté pieneseny pies 9 FeS center aZ na mobilni pienase¢ elektront
koenzym Q, ktery je nasledné ptepravi az na dalsi z komplexid ETS - na komplex IIL
Soucasné¢  spienosem 2¢° zNADH komplexem I dochdzi k translokaci

4 H' z mitochondridlni matrix do mezimembranového prostoru (Baradaran et al. 2013).

Dalsi z komplexit ETS, ktery zprostfedkovava ptenos e’, je komplex II (KII) neboli
sukcinatdehydrogenaza (EC 1.3.5.1). Tento 123 kDa velky komplex je stejné jako KI
lokalizovany na wvnitini mitochondridlni membrané¢ a skladd se ze 4 podjednotek
(kodovanych pouze jadernou DNA). RozliSujeme u n¢j 2 domény, velkou (solubilni)
a malou (ukotvujici komplex ve vnitini mitochondridlni membrang), (Sun et al. 2005).
Komplex II zprosttedkovava 2 rizné reakce, hraje dulezitou roli v ETS a zaroven je soucasti
Krebsova cyklu, kde oxiduje sukcindt na fumarat, a diky tomu vytvafi funkéni propojeni
mezi témito dvéma procesy. Hlavni funkci KII v ETS je ptfenos 2 e uvolnénych béhem
oxidace sukcinatu na fumarat, které redukuji kovalentné vdzany FAD na FADH,. Elektrony
dale pokracuji pifes jednotlivd FeS centra KII aZ na koenzym Q, ktery tim redukuji.
Z koenzymu Q jsou nasledné elektrony pieneseny na komplex III. KII je jedinym
zkomplexii ETS, u né&jz nedochazi k pfenosu H" do mezimembranového prostoru

(Bezawork-Geleta et al. 2017).

' EC (z anglického Enzyme Commision number) je klasifikaéni ¢islo daného enzymu pfifazené na zakladé
chemické reakce, kterou katalyzuje
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Koenzym Q redukovany komplexem I nebo komplexem II volné difunduje vnitini
mitochondridlni membranou a pienasi elektrony na komplex III (KIII) neboli komplex
cytochrom bel (EC 7.1.1.8; ubichinol:cytochrom-c-oxidoreduktdza). Komplex III ma
molekulovou hmotnost 240 kDa a sklada se z 11 podjednotek, z nichz pouze 1 (cytochrom
b) je kédovanad mtDNA (Horsefield et al. 2006). Ptenos elektroni komplexem III
z koenzymu Q na cytochrom c¢ probihd prostiednictvim tzv. Q cyklu (viz Obrazek 6).
Redukovany koenzym Q (QHb») piinasi na KIII 2¢7, jejichz cesta komplexem je odlisna. Prvni
elektron putuje pies FeS centra tzv. Rieskeho proteinu, cytochrom c¢; az na oxidovany
cytochrom c, ktery tim redukuje. Druhy elektron putuje pies 2 hemy cytochromu b (b a bn)
na oxidovany koenzym Q (Q), ktery redukuje na semichinonovy radikal (*Q"). Pfi tomto
procesu se uvolni do mezimembranového prostoru 2H". Nasledné dojde k vazbé dalsiho
QHoa. Jeden z elektronti opét putuje pies FeS centra, cytochrom ¢; az na cytochrom c¢. Druhy
elektron putuje pres cytochrom b na koenzym Q, ktery tim plné€ redukuje na QH,. Na kazd¢
2 QHay, které vstoupi do Q cyklu, ptipadd regenerace jednoho QH». Zaroven pii pfenosu
elektront z druhého QH, dochazi k uvolnéni 2H" do mezimembranového prostoru. Celkem
se tedy pfenosem 2¢ a cytochrom ¢ uvolni do mezimembranového prostoru 4H" (Crofts

2004).

Cytochrom c nésledné ptfenasi elektrony (vzdy pouze 1) na komplex IV (KIV) neboli
cytochrom c oxidazu (E.C. 7.1.1.9). Tento komplex o velikosti 204 kDa se sklada z 13
proteinovych podjednotek, z nichz 3 jsou kédované mtDNA (CO1, CO2, CO3). Elektrony
z cytochromu ¢ jsou komplexem IV pfeneseny pres médnaté centrum Cua, hem a, hem a3,
dale ptes 2. méd’naté centrum Cus aZ na findlni akceptor elektrontl, kterym je molekularni
kyslik. Postupny pifenos 4e” z cytochromu ¢ ptes KIV umozni vznik dvou molekul H,O
z jedné molekuly O» a zaroven pienos 4H' z mitochondrialni matrix do mezimembranového

prostoru (Brzezinski a Gennis 2008).
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Matrix

Cytochrom b 2H*

Obrazek 6. Q cyklus zobrazen ve 2 krocich. V 1. kroku (vlevo) se oxidovany koenzym Q (Q) redukuje
na semichinonovy radikal (*Q"), ktery je ve 2. kroku (vpravo) pIn¢ redukovan (QHz). Mezitim jsou
2 molekuly QH, oxidovany na Q, ¢imZ se uvolni na 1 molekulu QH> 2 protony do
mezimembranového prostoru (celkem na 2 molekuly QH> 4protony). Kazdy QH» nesouci 2e
prenese postupné le pies FeS centra na cytochrom c;, ze kterého putuje na cytochrom ¢ a 2.
elektron prostfednictvim cytochromu 5 na molekulu Q. IMS-mezimembranovy prostor;
IMM - vnitini mitochondrialni membrana; H™ - proton; e - elektron; Q — oxidovany koenzym Q);
QH> — plné redukovana forma koenzymu Q; *Q™- semichinonovy radikal; 2Fe-2S — Zelezo sirna
centra; cyt ¢ — cytochrom c¢; drdha elektronti komplexem III znazornéna modrymi Sipkami
(pfevzato a upraveno podle Lehninger et al. 2013).

Kromé substratt vstupujicich do ETS, které jsou pfimo ¢i nepiimo tvofeny prevazné
v mitochondridlni matrix v metabolickych procesech jako je Krebsiiv cyklus ¢i f-oxidace
mastnych kyselin, existuji i dal$i zdroje elektront jako naptiklad pyruvatdehydrogenazovy
komplex, sulfid oxidaza, glutamatdehydrogendza, dihydroorotatdehydrogenéaza, sulfid-
ubichinonoxidoreduktdza nebo mitochondrialni glycerolfosfatdehydrogenaza (Kohoutova et

al. 2018), (viz Obrazek 7).

24



 |[mGPDH| | DhoDH

111 v

II ETFQOR

T ﬁ ETF @ T Oz/ $\O£

Obrazek 7. Komplexni pohled na ETS véetné dalSich donort elektroni. Zdroji elektroni ETS jsou
substraty produkované v Krebsove¢ cyklu ¢i vznikajici pfi B-oxidace mastnych kyselin. DalSimi
zdroji elektronti jsou pyruvatdehydrogenazovy komplex, glutamatdehydrogenaza, mitochondrialni
glycerolfosfatdehydrogenaza, sulfidoxidaza, dihydroorotatdehydrogenaza, sulfidubichinon-
oxidoreduktaza ¢i cholindehydrogenaza (neni zobrazena). 11, 111, IV — komplexy ETS; © —elektron,;
H" - proton; Q —koenzym Q; ¢ — cytochrom c; O, — kyslik; NADH —nikotinamidadenindinukleotid;
S — sukcinadt; Gp — glycerolfosfat; DhO — hydroxyorotat; H>S — hydrogensulfid; mGPDH
— mitochondrialni glycerolfosfat dehydrogenaza; ETF — elektron pfenasejici flavoprotein; SQOR
— sulfid:ubichinon oxidoreduktaza; ETFQOR - elektron pienasejici flavoprotein:ubichinon-
oxidoreduktaza (Kohoutova et al. 2018).

1.2.2.3 Tvorba ATP v elektrontransportnim systému

Energie uvolnéna pienosem elektront ptes jednotlivé komplexy ETS je zdrojem
energie pro termodynamicky nepfiznivé erpani H' proti jejich koncentraénimu gradientu
komplexy I, IIT a IV. Tim dochazi k nartstu protonového gradientu mezi mitochondridlni
matrix a mezimembranovym prostorem, ktery je nasledné vyuzit komplexem V (KV) neboli
FoF1-ATP syntazou (EC 7.1.2.2) k syntéze ATP z ADP a anorganické¢ho fosfatu - P;
(Mitchell 1961). Lidskd ATP syntaza je 592 kDa velky proteinovy komplex slozeny z 29
podjednotek 18 riiznych typd, z nichz pouze 2 jsou kédované mtDNA (a a A6L). KV se
skladd ze 2 funkénich domén: F, (oznacované jako stator) lokalizované ve vnitini
mitochondrialni membrané a F; (oznaCované jako rotor) sméfujici do mitochondrialni
matrix, které jsou propojené centralnim a perifernim stonkem. Doména F, se sklada z 10
druhii podjednotek c, a, b, d, Fs, OSCP (z anglického oligomycin sensitivity conferral
protein) a doplitkovych e, f, ga A6L. Doména F; obsahuje pouze 5 druhii podjednotek a, 3,
Y, 0, € a inhibi¢ni protein IF;. Podjednotky F1, v, 6 a € tvofi tzv. centralni stonek komplexu

V apodjednotky b, d, Fs a OSCP tvofi stonek periferni (He et al. 2018).
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Vznikly protonovy gradient mezi mitochondridlni matrix a mezimembranovym
prostorem je vyuzit c&asti Fo ATP syntazy k fosforylaci ADP. Pienos
H" z mezimembranového prostoru zpét do mitochondridlni matrix je totiz spojen
s konformacnimi zménami jednotlivych podjednotek ATP syntdzy. Protony nejprve
prochazi ptes podjednotku a do prstence tvoieného podjednotkami ¢ v F, ¢asti, coz vyvola
rotaci y podjednotky. Rotace y podjednotky o 120° ve sméru hodinovych ruci¢ek vede ke
konformaéni zméné v F; Casti, konkrétné¢ v hexameru os3f3 kde se na kazdém ze tii
B podjednotek meéni afinita pro jednotlivé substraty a produkty a muize se z pevné
navazaného ADP a P; vytvoiit ATP (viz Obrazek 8). Jednotlivé konformacni stavy se
oznacuji jako otevieny stav B, (z anglického open) kdy neni navdzano nic, volny stav P (za
anglického loose) kdy je navazéno ADP a Pj, a tésny stav Br (z anglického tight) kdy je
pevné vazano ATP (Saraste 1999). Cely tento proces tvorby ATP lze popsat mechanizmem

vazebnych zmén, ktery poprvé popsal v roce 1975 Paul Boyer? (Boyer 1975).

Urcit pfesny pocet protont, a tedy i pfesny pocet molekul NADH ¢i FADH;, nutny
k vytvoreni 1 molekuly ATP, je obtizné. Zalezi nejen na poctu podjednotek ¢ F, ¢asti ATP
syntazy, ale také na poctu e, které jsou uspésné¢ dopraveny ETS na cilovy molekuldrni
kyslik. MiZze dochazet k uniku protonli pfes vnitini mitochondrialni membranu, a tim
k pfeméné jejich energie na teplo. Tento proces se oznacuje jako odpojeni oxidace od
fosforylace. Odhaduje se vSak, Ze ptrenosem elektronii z 1 molekuly NADH vzniknou
3 molekuly ATP, zatimco z 1 molekuly FADH: pouze 2 molekuly ATP. Rozdil je dan tim,
7e prenosem elektrond komplexem II nedochazi kpfenosu H' zmatrix do
mezimembranového prostoru (Ferguson 2010). Kromé toho, ze v procesu ETS dochazi
k uniku protonti, mize dochézet také k uniku elektrond z jednotlivych komplexti ETS.
Pfedcasny Unik elektront vede k jejich vazbé rovnou na kyslik a tim dochézi ke vzniku
superoxidu, ktery je vysoce reaktivni. Superoxid vyrazné pfispiva k oxidativnimu stresu,
jenz hraje zasadni roli nejen v mnoha patologickych stavech, ale také v procesech starnuti

(Cedikova et al. 2016).

2 P. D. Boyer dostal spole¢né s J.E.Walkerem a J. C. Skouem za objasnéni syntézy ATP v roce 1997 Nobelovu
cenu za chemii
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Obrazek 8. Model mechanizmu vazebnych zmén ATP syntazy. F1 cast ATP syntdzy obsahuje 3 rizna
vazebna mista, jedno na kazdém paru a a p podjednotek. Jednotliva vazebna mista se oznacuji jako
Bo — oteviené, kde neni navazano nic, B, — volné, kde je navazano ADP a P; a Br — té€sné, kde je
pevné vazadno ATP. Protonmotivni sila zptsobi rotaci y podjednotky (zelena Sipka), ktera vyvola
konformacni zménu dimeru o a B podjednotky. Tim se zméni vazebné misto PBr na o
a dojde k uvolnéni ATP, B, se zméni na P, které je schopné vazat ADP a Pi a B, se zméni na Pr,
které umozni vznik ATP z ADP a P; (pfevzato a upraveno podle Lehninger et al. 2013).
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1.3 Mitochondrialni dysfunkce v sepsi

Navzdory obrovskému tsili v preklinickém 1 klinickém vyzkumu sepse, neni jeji
pfesna patofyziologie stale do detailli objasnéna. Zda se vSak, Ze mitochondrie by v tomto
procesu mohly hrat kli¢ovou roli. Stale Castéji se totiz ukazuje, Ze v pribehu sepse dochazi
ke zménam mitochondridlnich funkci, a to na mnoha Urovnich. Experimentdlni data
naznacuji, ze dochazi k ovlivnéni mitochondrialni produkce reaktivnich forem kysliku
a dusiku, biogeneze, obratu a struktury mitochondrii, vnitrobunééné homeostazy vapniku,
regulace apoptotickych procest a také k abnormalitam v ETS (viz Obrazek 9). Doposud
nezodpovézenou otdzkou vSak zatim zlstava, zda je narusend funkce mitochondrii primarni
pfic¢inou, ktera vede k nasledné multiorgdnové dysfunkci a sepsi, nebo zda se jednd pouze
o0 jev privodni, potencialn€ zhorSujici pribch onemocnéni nebo naopak adaptacni smeétujici

k ochran¢ selhéavajicich orgéand.

1.3.1 Abnormality elektrontransportniho systému

Za kriticky jev ve vyvoji multiorganového selhdni indukovaného sepsi jsou
povazovany abnormality v ETS, kter¢ mohou ovlivnit tvorbu ATP, coz miiZe nasledné
zpusobit az bioenergeticky deficit (Singer 2014). Publikovand data o zménach
mitochondrialni respirace u rtiznych modelovych organismi jsou vSak nehomogenni.
Néktera data poukazuji na zjevné naruseni mitochondrialnich funkci, u jinych studii nebyly
pozorovany zadné zmeény ¢i naopak bylo pozorovano jisté zvySeni. NaruSena
mitochondrialni respirace byla pozorovana napiiklad na zvifecich modelech sepse u prasat
(Kozlov et al. 2010), koc¢ek (Crouser et al. 2002) a paviant (Gellerich et al. 1999). Na rozdil
od toho vétSina experimentl provedenych na hlodavcich neprokdzala Zadné zmény
mitochondrialni respirace na tirovni jednotlivych organt, konkrétné v jatrech, srdci a mozku.
Pouze v nékolika malo ptfipadech byla pozorovdna snizena ¢i1 dokonce zvySena
mitochondrialni spotieba kysliku (Jeger et al. 2013). VétSina studii naznacuje, ze hlodavci
jsou zfejmé méné nachylni k mitochondridlni dysfunkci nez prasata nebo kocCky, a to

1 ptesto, ze u vSech druhti doslo k propuknuti multiorgdnové dysfunkce.
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Obrazek 9. Soubor moZnych mechanismi vedoucich k mitochondrialni dysfunkei v kardiomyopatii indukované sepsi . AY — mitochondrialni membranovy
potencial; ETS — elektrontransportni systém; iNOS - inducibilni syntdza oxidu dusnatého, mPTP — mitochondridlni pér pfechodné propustnosti;
PARP — poly(ADP-riboza) polymeraza ; RyR — ryanodinovy receptor; SERCA — sarco/edoplazmaticka vapnikova ATPaza; UCPs — uncoupling proteiny;
ADP — adenosindifosfat; ATP — adenosintrifosfat; H* - proton; Ca®' - vapenaté ionty; ROS — reaktivni formy kysliku; RNS — reaktivni formy dusiku;
mtDNA — mitochondridlni DNA (pfevzato a upraveno podle Stanzani et al. 2019).
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Existuji nejméne¢ tfi mozna vysvétleni dysfunkce ETS spojené se sepsi a nasledné zhorsené

produkce energie (Kohoutova et al. 2018), (viz Obrazek 10).

1. Vyrazna variabilita respirac¢nich funkci u riznych experimentalnich modelii sepse
naznacuji, ze poSkozeni nemusi byt primarni, ale mohlo by byt zplsobeno
sekundarnimi procesy vyvolanymi dysregulovanou systémovou zanétlivou odpovédi
(SIRS). Pii SIRS dochazi k nartstu spotieby kysliku, ktery je vyvolany aktivaci
imunitniho systému, zvySenou télesnou teplotou a nartistem bazalniho metabolismu.
SIRS casto vede i k obéhovym poruchdm, coz se miize projevit zhorSenym
prokrvenim tkdni a néaslednou sekunddrni hypoxii. V disledku toho by
mitochondridlni sniZzeni spotieby kysliku a tim doprovézeny pokles tvorby ATP
mohly souviset s obéhovym selhanim doprovazenym tkanovou hypoxii (Kozlov

et al. 2017).

Bylo prokadzano, Ze u kriticky nemocnych pacientd se sepsi dochazi
k nedostate¢né produkci energie, kterd je spojena se zvySenou rychlosti metabolismu,
katabolismem bilkovin a tukii, negativni bilanci dusiku, hyperglykémii a inzulinovou
rezistenci (Chioléro 1997). Souvislost téchto metabolickych zmén se zménami
télesné teploty ¢i zdvaznosti onemocnéni vSak nebyla prokdzana, stejné jako
souvislost s hyperdynamickou cirkulaci typickou pro pacienty se SIRS (Kreymann
et al. 1993). I pisto, Ze byly u pacientl se sepsi identifikovany zmény pratoku krve
v mikrocirkulaci (De Backer et al. 2002), prava tkanova hypoxie projevujici se
poklesem tkanového pO; byla pozorovana pievazné v hypodynamické fazi sepse
nebo u kratkodobého endotoxemického modelu sepse u hlodaveii (Dyson et al.
2011). Navic hodnota tkanového pO: neodrazi jen dodévku kysliku do tkani, ale je
spiSe vysledkem rovnovdhy mezi doddvkou kysliku do tkani a jeho bunécnou

spotfebou (Gattinoni et al. 1995, Hayes et al. 1997).

2. Dalsi moznou pfi¢inou by mohla byt tzv. cytopaticka hypoxie zplisobenda DAMPs
a mediatory zanétu neboli stav, pii kterém je sniZzena produkce ATP navzdory
normalnim hodnotam pO> v blizkosti mitochondrii (Fink 1997). Cytopaticka hypoxie
by mohla byt zfejmé disledkem nékolika riznych av§ak kompatibilnich patogennich

mechanismi jako napfiiklad snizené dodavky klicovych substratl (napt. pyruvatu) do
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energetického metabolismu (Vary 1996) nebo inhibice dulezitych enzymu
v Krebsové cyklu ¢i ETS jako napt. komplexu IV. Bylo prokézano, ze TNFa ziejmé
prostiednictvim intracelularni signalni kaskady vede k fosforylaci katalytické
podjednotky I komplexu IV, coz zpusobi jeho inhibici, vede k poklesu
mitochondridlniho membranového potencidlu a ke snizeni tvorby ATP (Samavati et
al. 2008). Dalsim z moznych patogennich mechanismi cytopaxické hypoxie je
aktivace enzymu poly(ADP-ribéza)polymerazy-1 (PARP-1), ktery je =za
fyziologickych podminek aktivovan jednovldknovymi zlomy DNA a ticastni se jejich
oprav. Nadmeérna aktivace enzymu PARP-1 miize vést k vyCerpani bunééné energie,
poskozeni mitochondrii a tkanové dysfunkci ( Huang a Shen 2009, Szab6 et al. 1998).
Poslednim  z mechanismi  je  zhrouceni protonového gradientu mezi
mezimembranovym prostorem a mitochondridlni matrix, coz se projevi odpojenim

oxidace od fosforylace (Fink 1997).

Mezi nalezy, které by podporovaly teorii cytopatické hypoxie, patii naptiklad
nezménény ¢i dokonce zvyseny pO: v tkanich opakované pozorovany v kosternim
svalu pacientll (Boekstegers et al. 1991, Boekstegers et al. 1994) stejn¢ jako snizena
spotieba kysliku a tvorba ATP v mitochondriich kosterniho svalstva (Brealey et al.
2002, Fredriksson et al. 2006). Data ziskana z jinych tkani zvifecich modell sepse
v8ak teorii cytopatické hypoxie pfili§ nepodporuji. Byly zde totiz pozorovan jak
sniZeny tak i nezménény pO2 v jatrech, ledvinéch a stfevni sliznici (Dyson et al. 2011,
Lund et al. 1995). Zaroven ale vysledky studii mitochondrialni respirace v téchto
organech vykazuji velkou miru variability, a proto neposkytuji presvédcivé dukazy
o narusen¢ utilizaci kysliku pfed nastupem dysfunkce organii (Patil et al. 2014, Porta
et al. 2006). Cetné studie presto naznaduji, Ze rizné mediatory zanétu jako napiiklad
reaktivni formy kysliku (Kozlov et al. 2017), dusiku, oxid uhelnaty (Duvigneau
a Kozlov 2017) ¢i sirovodik mohou vyrazné ovlivnit zpracovani kysliku
mitochondriemi (Mddis et al. 2014), a tim teorii cytopatické hypoxie naopak

podporuji.
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Obrazek 10. Role mitochondrii v sepsi. T#i moZna vysvétleni dysfunkce ETS spojené se sepsi.
1. ZvySend spotieba kysliku spole¢né se zhor§enymi difuznimi procesy v mikrocirkulaci vede
k tkdnové hypoxii projevujici se snizenou spotfebou kysliku a naruSenim produkce ATP.
2. Mitochondrie mohou byt pifimo vystaveny DAMPs a mediatoriim zanétu, které zpulsobi
tkanovou hypoxii vedouci k poklesu spotieby kysliku v podminkach zachovaného tkanového
krevniho toku a pO,. 3. Snizena spotieba kysliku by mohla souviset s aktivni roli mitochondrii
v fizeni strategie preziti pfipominajici ,,omraceni* ¢i hibernaci. Tyto procesy mohou vést ke

zvySeni mitochondridlntho respiracniho stavu LEAK, sniZzeni oxidativni fosforylace
a omezeni produkce ATP. DAMPs — zanglického damage-associated molecular patterns;
0O, — kyslik; ATP — adenosin trifosfat (pfevzato a upraveno podle Kohoutova et al., 2018).

3. Pokles spotieby kysliku mize byt také ziejmé spojen s metabolicko-
bioenergetickym utlumem, ve kterém sehravaji aktivni roli mitochondrie. Ty jsou
schopné vyvinout specidlni strategii pieziti pfipominajici ,,omraceni“ nebo
hibernaci, kterd se vyznacuje lokalni kontraktilni dysfunkci myokardu v diisledku
zhorSeného zasobovani O; (Singer 2017). Oba tyto jevy byly plvodné popsany
v srdci vystavenému ischemii. Termin ,,omraceny myokard“ (z anglického stunned
myocardium) se pouziva k popisu abnormalni kontraktilni funkce levé komory, ktera
pfetrvavala hodiny nebo dny po korondrni okluzi, jez netrvala déle nez 15 minut
a zaroven nebyla doprovdzena bunéénou smrti (Braunwald a Kloner 1982,
Heyndrickx et al. 1975). Pfic¢inou ,,omra€eni* myokardu je nejspiSe vratné poskozeni

vapnikového kanélu sarkoplazmatického retikula vlivem oxida¢niho stresu, coz vede
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k hromadéni vapniku v cytoplasmé a nésledné inhibici aktomyozinového komplexu
(Guaricci et al. 2018). Vnitrobunécné vapnikové pietizeni mize aktivovat protedzy
jako napftiklad kalpain I, ktera nasledn¢ degraduje troponin I, coz vede ke kontraktilni
dysfunkci (Van Eyk a Murphy 2001). Pfi hibernaci myokardu dochazi vlivem
chronicky narusené koronarni perfuze k pozkozeni kontraktilni funkce levé komory,
ktera miZe byt revaskularizaci obnovena (Braunwald a Rutherford 1986, Rahimtoola
1993). Hibernace myokardu vyvolana ischemii je povazovana za regulacni opatieni

udrzujici integritu myokardu (Heusch et al. 2005).

Na bunécné urovni se oba procesy piekryvaji a jsou charakterizované
metabolickou  adaptaci, konkrétné  zpomalenim  metabolické  aktivity
a presmérovanim z aerobniho metabolismu naro¢ného na kyslik na anaerobni
glykolyzu. Ta neni energeticky pfili§ vyhodnd, ale zaroven neni zavisla na ptisunu
kysliku. Rtizné faktory této metabolické adaptace byly pozorovany naptiklad na
lidskych a mysich kardiomyocytech vystavenych sepsi nebo endotoxémii. Byla
u nich prokidzédna downregulace enzymi Krebsova cyklu, pokles katabolismu
mastnych kyselin, gluk6zy a ketont, akumulace glykogenu a triacylglycerolt v srdci
(Matkovich et al. 2017, Umbarawan et al. 2017), zvySena aktivita
pyruvatdehydrogenéazy-kinazy vedouci k potlaceni funkce pyruvatdehydrogenazy
(Standage et al. 2017) nebo snizena mitochondridlni biogeneze (Lancel et al. 2009).
Naopak v srdci septickych potkanii byla detekovana zvySena biogeneze mitochondrii
(Hotchkiss et al. 1991, Vanasco et al. 2014) a zaroven nebyly pozorovany zmény
v mnozstvi meziprodukti Krebsova cyklu. Studie zabyvajici se plazmatickymi
metabolomy a proteomy hospitalizovanych pacientd, kteti prezili sepsi prokazala, ze
vétsi kapacita katabolismu mastnych kyselin je spojena s vyssi pravdépodobnosti

preziti sepse (Langley et al. 2013).

Nejpravdépodobnéji 1ze vysvétlit metabolicko-bioenergeticky utlum tak, Ze
adaptacni sniZzeni kontraktilni funkce myokardu vede k poklesu energetickych
narok a slouzi k udrZeni integrity a Zivotaschopnosti myokardu (Heusch a Schulz

2000).
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1.3.2 Zmény mitochondrialni dynamiky a struktury

Na zadkladé¢ mnoha experimentalnich studii bylo prokazano, ze v pribéhu sepse

dochazi také ke zménam v biogenezi, obratu a struktufe mitochondrii.

1.3.2.1 Mitochondrialni biogeneze

Mitochondrialni biogeneze je proces, ktery zajiStuje normalni mnozstvi, distribuci
a funkci mitochondrii v buiikkach a ktery je aktivovan fadou rGznych signalnich drah.
Klicovou roli v biogenezi mitochondrii hraje protein PGC-1a (PPARy-koaktivator-1a),
ktery aktivuje transkripéni faktory zodpovédné za produkci mitochondrialnich proteini
(Ventura-Clapier et al. 2008). PGC-1a aktivuje napiiklad jaderné respiracni faktory
1 (NRF1) a 2 (NRF2) zodpoveédné za regulaci transkripce jaderné kodovanych podjednotek
ETS (Scarpulla et al. 2012). Mitochondridlni biogeneze je aktivovéana v piipadech nizké
produkce ATP, vlivem oxidacniho stresu nebo pietizeni vapnikem. Rovnovéha v mnozstvi
mitochondrii je kromé& biogeneze zajiSténa také procesy autofagie, a to nespecifickou
autofagii i mitochondridln¢ specifickou autofagii (tzv. mitofagii), které odstraiiuji poskozené

a nefunk¢ni mitochondrie (Kubli a Gustafsson 2012).

Z dostupnych experimentalnich dat je patrné, Ze na pocatku sepse dochazi ke snizeni
poctu mitochondrii a nasledné k vyrazné aktivaci mitochondrialni biogeneze (Vanasco et al.
2014, Reynolds et al. 2009). Napiiklad v kardiomyocytech septickych potkani byl
pozorovan zna¢ny nartst markerti biogeneze PGC-1a a NRF1, a zarovenl byla zji$téna
stimulace autofagie (Hickson-Bick et al. 2008). Také u mysi bylo prokazano, ze v pribéhu
zotaveni se z bakterialni sepse dochazi k aktivaci PGC-1a a dalSich faktori, které vedou
k nartistu mitochondridlni biogeneze. To ziejmé vede k obnoveni oxidacniho metabolismu
a je dulezitym faktorem pro pieziti (Haden et al. 2007). Aktivace mitochondrialni biogeneze
byla prokazana také v kosternim svalu pacientl, ktefi ptezili sepsi (Carré et al. 2010).
Mitochondrialni biogeneze se tedy jevi jako zasadni krok v procesu zotaveni se ze sepse.
Zaroven bylo prokazano, ze s nartistem markerti biogeneze je spojena také zvySena exprese
antioxida¢niho systému (konkrétné¢ superoxiddismutazy). Pacienti, ktefi na sepsi zemieli,
meli naopak prokazatelné snizenou expresi jadernych genii kddujicich enzymy Krebsova
cyklu a ETS (Matkovich et al. 2017). Pfesné mechanizmy, kterymi se u septickych pacientt

meéni transkripce genli kodujicich mitochondrialni proteiny, nejsou znamé. Zda se vsak, ze
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u septickych pacienti mohou ROS zptisobit poskozeni mtDNA a tim mohou byt zodpovédné

za urcitou nedostatecnost mitochondridlni transkripce a biogeneze (Suliman et al. 2004).

1.3.2.2 Zmény mitochondrialni struktury

V souvislosti se sepsi byly pozorovany odchylky od bézné fyziologické struktury
mitochondrii. V srdci potkanii, kterym byla sepse indukovéna injekci lipopolysacharidu
(LPS), byly nalezeny vyrazné ,oteklé” (anglicky swollen) mitochondrie s naruSenou
strukturou krist a obsahujici vnitini vacky (Vanasco et al. 2014). Crouser et al. pozorovali
také ,,otok* mitochondrii a zaroven ztratu integrity mitochondrialnich membran v jatrech
kocek po aplikaci LPS (Crouser et al. 2002). A také prokazali, ze pouziti cyklosporinu A,
vede k oslabeni abnormalit mitochondridlni struktury vyvolanych LPS, coz naznacuje
zapojeni mitochondridlniho péru prechodné propustnosti (mPTP z anglického mitochondrial
permeability transition pore) v procesu ,,otékani mitochondrii (Crouser et al. 2004).
Hypertrofické mitochondrie s nepravidelnymi kristami byly nalezeny i v posmrtnych

vzorcich kriticky nemocnych pacientil se sepsi (Vanhorebeek et al. 2005).

Naproti tomu v jinych studiich nebyly zmény mitochondrialni struktury pozorovany
témet vilbec. Ve vzorcich jater odebranych septickym pacientim méla vétSina mitochondrii
normdlni vzhled a intaktni membranu, stejné vysledky byly potvrzeny také na mySich
(Watanabe et al. 2009). Zmény mitochondriélni struktury nebyly pozorovany ani v jaterni
tkani a izolovanych jaternich mitochondriich potkani se sepsi indukovanou LPS (Kozlov et
al. 2009). I v dalsi studii provedené na mysich, u kterych byla sepse vyvolana cékalni ligaci
a punkci (CLP), mély pozorované jaterni mitochondrie normalni strukturu, ale
v hepatocytech byl zjistén zvySeny pocet intracelularnich vacka, které byly identifikované
jako autofagosomy (Takahashi et al. 2013). ZvySeny pocet intracelularnich vacka byl
pozorovan také v hepatocytech potkani se sepsi indukovanou LPS, a to v blizkosti
mitochondrii. Tyto vacky byly nasledné identifikovany jako dilatované ER (Niirnberger et
al. 2012). Ptesto, ze mezi vysledky multiorgdnové dysfunkce a ultrastruktury mitochondrii
nepanuje zjevna shoda, data nepiimo naznacuji zapojeni mitochondrii. Zd4 se tedy, ze ne
morfologické, ale spiSe funkéni zmény mitochondrii mohou pomoci v pochopeni

patologickych dopadi pfi sepsi.
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1.3.2.3 Procesy fuze a déleni mitochondrii

Mitochondrie neustale méni sviij tvar prostiednictvim procest fuze a dé€leni a také
pohybem po cytoskeletu. Délka a tvar mitochondrii je dan rovnovédhou mezi rychlostmi
procesu fuze a déleni, které mohou byt ovlivnény metabolickymi a patologickymi stavy
bunék & mitochondrii. Stépeni a fuze jsou dileZité pro rist, mitochondrialni distribuci
v ramci buiky, udrzeni mitochondridlni sit¢ a hraji také dulezitou roli pfi apoptodze
a mitofagii. Hlavni proteiny zodpovédné za procesy fuze a déleni jsou prevazné
¢lenové rodiny dynaminu. Jejich funkce jsou fizené adaptorovymi proteiny na povrchu
mitochondrii a tadou regulacnich molekuldrnich procest. Fuzi vnéjsi mitochondrii
membrany u savcil zprostiedkovavaji mitofusiny - mitofusin 1 (Mfnl) a 2 (Mfn2), fuzi
vnitini mitochondridlni membrany zprosttedkovdva Opal (z anglického optic atrophy 1).
Mitochondrialni déleni zajiStuje protein Drpl (z anglického dynamin-related protein 1),
ktery se pohybuje mezi cytosolem a vné¢jsi mitochondridlni membranou (viz Obrazek 11),

(van der Bliek et al. 2013).

Obriazek 11. Procesy fiize a déleni mitochondrii. Mitofuziny (mitofuzin 1 a 2) zprostiedkovavaji fuzi
vngj$i mitochondridlni membrany a Opal fizi vnitini mitochondridlni membrany. Proces déleni
mitochondrii zajistuje protein Drpl (pfevzato a upraveno podle van der Bliek et al. 2013).

Bylo prokézano, Ze u mysi po aplikaci LPS dochéazi k mitochondridlni fragmentaci,
a to zfejm¢ z diivodu narusené interakce proteinit Drp1/Fisl (z anglického mitochondrial
fission protein 1), ktera hraje zasadni roli v rozvoji srde¢niho oxida¢niho poskozeni a srdecni
dysfunkce v sepsi (Haileselassie et al. 2019). Také v jatrech potkani po CLP byla
pozorovana nerovnovaha mezi mitochondridlnimi procesy fize a déleni, konkrétné zvysena

mitochondridlni fragmentace, kterd vtomto pfipadé pfispivala k poSkozeni bunék
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a apoptoze. Pouziti inhibitoru Drp1 in vivo mélo pfiznivé G¢inky na mitochondridlni funkce
a apoptdzu u tohoto modelu sepse (Gonzalez et al. 2014). Stejny inhibitor vSak bohuzel
nedokazal zlepsit mitochondrialni a kontraktilni funkce v srdci endotoxemickych mysi, coz
poukazuje na organové specifické plisobeni (Preau et al. 2016). Morfologické zmény
mitochondrii odpovidajici zméndm v procesech fize a déleni byly detekovany také 24 hodin
po podani endotoxinu v srde¢nich mitochondriich potkant (Vanasco et al. 2014). I model
tézké sepse indukované CLP vyvolal v myokardu mys$i nerovnovahu mezi procesy fuze
a déleni doprovazenou aktivaci Drpl a downregulaci OPA1, které¢ byly spojené
s abnormalitami mitochondridlni struktury, mitochondrialni dysfunkci a poklesem srde¢ni
kontraktility (Sanchez-Villamil et al. 2016). Aktivace Drpl byla spole¢né s mensi velikosti
mitochondrii, jejich zvySenou fragmentaci a abnormalitami morfologie a funkce,
zaznamenana také u mysi po aplikaci LPS (Preau et al. 2016). Zatimco u mysi po subletalni
davce LPS dosSlo k mirnému zvySeni exprese OPAl (Piquereau et al. 2013). Tyto
protichidné vysledky mohou nejspiSe odrazet rozdily v indukci sepse, modelovém
organismu a zadvaznosti onemocnéni. VEtSina experimentélnich dat vSak svédéi pro naruSeni

mitochondrialnich procest fize a d€leni pfi sepsi.

1.3.3 Oxidativni a nitrosativni stres

Za fyziologickych podminek jsou mitochondrie hlavnim zdrojem reaktivnich forem
kysliku (ROS) v bunkach. ETS totiz neni 100% 0¢inny a pii pfenosu mohou elektrony
uniknout jesté pfed tim, neZ doputuji na komplex IV a reagovat s kyslikem za vniku
superoxidového aniontu a peroxidu vodiku. Uvadi se, Zze za fyziologickych podminek
dochazi k odklonéni 1-2 % elektrontl, ze kterych vzniknou ROS (Chance et al. 1979). In vivo
¢i za podminek zvySené poptavky vSak mize byt situace odliSna (Brand 2016). Nerovnovéha
mezi produkci ROS a mitochondridlnimi antioxida¢nimi procesy vede k postupné akumulaci
ROS a narlstu oxida¢niho stresu. Vysoké koncentrace ROS mohou naruSovat signalni
kaskady, vést k vratnému ¢i nevratnému poskozeni proteini, lipidit nebo DNA (Dikalov
2011). Kromé toho mtZe oxidacni stres vést k indukei zlomtt DNA, které aktivuji enzym pro
jejich opravu PARP. Jeho nadmérné aktivace nasledné miZe zpiisobovat vycerpani bunécné
energie a poskozeni mitochondrii (Bai et al. 2015). Kromé¢ ROS miiZze mitochondrialni ETS
produkovat oxid dusnaty (NO) piipadné jeho dalsi vedlejsi produkty nazyvané reaktivni
formy dusiku (RNS), (Catharina Duvigneau a Kozlov 2017). RNS mohou zplisobovat
oxidace, nitrosylace nebo nitrace proteintl, nukleovych kyselin i antioxidantl jako naptiklad
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glutathionu (Brown a Borutaite 2004). Oxidativni a nitrosativni stres ¢i mitochondridlni
narust koncentrace vapniku mohou zvysit propustnost mPTP. Jak jiz bylo zminéno, vnitini
mitochondrialni membrana je za fyziologickych podminek velmi malo propustna.
Patologické otevieni mPTP tak muze zplisobovat mitochondridlni depolarizaci, naruseni
ETS, uvoliiovani vapniku a ,,bobtnani“ mitochondrii. To ma za nésledek vycerpani ATP,
poskozeni vnéjsi mitochondridlni membrany a uvolnéni proapoptotickych faktort, napiiklad

cytochromu ¢ (Bernardi a Di Lisa 2015).

Utinky oxidativniho stresu v sepsi jsou popsany v mnoha studiich provedenych na
ruznych experimentalnich zvifatech i u pacienti a jsou brany jako ustiedni soucast
patofyziologie sepse. Bylo prokdzano napiiklad, Ze peroxidace mitochondriadlniho
kardiolipinu, ktery se nachazi ve vnitini mitochondridlni membran€ a ma zasadni funkci
v udrzeni struktury krist a organizaci komplextit ETS do superkomplexil, vede k naruseni
komplexit ETS, uvolnéni cytochromu ¢ a nasledné inhibici mitochondrialni respirace,
zvySeni produkce ROS a aktivaci apoptozy (Paradies et al. 2014). Lécba mitochondrialnim
antioxidantem, ktery se selektivné véze na kardiolipin, vedla ke zmirnéni mitochondridlni
dysfunkce, zanctu, k poklesu oxida¢niho stresu a apoptézy v mozku, plicich, jatrech
a ledvinach septickych mysi (Li et al. 2016, Wu et al. 2015). Na CLP modelu mysi bylo
popsano, ze zanétu myokardu predchazelo mitochondrialni poSkozeni a nartst oxidacniho
stresu. Tyto abnormality byly odvraceny upregulaci mitochondrialniho antioxida¢niho
systému (Haileselassie et al. 2017). V bioptickych vzorcich kosterniho svalu pacientii se
sepsi byla detekovana zvySend produkce NO, vycerpani antioxidacni kapacity,
mitochondrialni dysfunkce a snizend produkce ATP, které prokazatelné souvisely se
selhanim organt pacienti (Brealey et al. 2002). Roli oxidativniho a nitrosativniho stresu
v patofyziologii sepse potvrzuji rovnéz studie zaméfené na pouziti antioxidantd. Pouziti
mitochondrialnég cilenych antioxidantii jako Mito-VitE (Yao et al. 2015) a MitoQ (Supinski
et al. 2009) u zvifecich modelli sepse totiz vedlo prokazatelné¢ ke zlepSeni funkce

mitochondrii a myokardu.

1.3.4 Zmény mitochondridlni vapnikové homeostazy

Mitochondrie hraji zdsadni roli v udrzovani bunécné homeostazy vapniku, absorpci
piebyte¢ného cytosolického véapniku, a tim v zachovani nizkych, netoxickych hladin

vapniku v cytosolu. Zaroven fyzicka 1 funkéni komunikace mezi mitochondriemi
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a sarko/endoplazmatickym retikulem a optimalni dynamika mitochondrii je velice dilezita
pro vapnikovou homeostazu, a tim i mitochondrialni metabolismus (Lopez-Crisosto et al.
2017). Vépnik totiz spolecné s ADP jsou hlavnimi modulatory ETS. Vapnik stimuluje ETS,
a tim reguluje nartst syntézy ATP. To je dilezité naptiklad v kardiomyocytech, kde tento
mechanismus umoziuje rychle reagovat na zmény srde¢ni zatéze a energetické pozadavky
bunc¢k (Brookes et al. 2004). Mitochondridlni vapnik je potiebny také pro udrzeni
antioxidacni kapacity v mitochondriich, protoze reguluje tvorbu ROS vyvolanou nartistem
syntézy ATP (Kohlhaas et al. 2010). V piitomnosti oxida¢niho stresu mtze hrat vapnik
v mitochondriich negativni roli. Vlivem ROS muize dojit k nahromadéni vapniku
v mitochondriich a k otevieni mPTP, uvolnéni cytochromu ¢ z mitochondrii a nasledné
aktivaci drah bunécné smrti (Halestrap et al. 1997). Neni proto divu, Ze abnormality ve

vnitrobunééné homeostdze vapniku se mohou podilet na mnoha patologiich v€etné sepse.

Zmény vapnikové homeostazy byly zkoumany ptevazné v septickém srdci, kde byl
u veétsSiny pouzitych modeld pozorovan pokles cytosolického prechodného stavu vapniku
(rozdil mezi systolickou a diastolickou koncentraci vapniku), a to bylo spojeno s naristem
koncentrace véapniku v cytoplasm& pii diastole a poklesem mnozstvi vapniku
v sarkoplazmatickém retikulu. Tyto zmény byly nejspiSe spojené se zménami vapnikové
homeostazy v sarkoplazmatickém retikulu, konkrétné s nefunkénimi ryanodinovymi
receptory (RyR) a sarco/endoplazmatickou vapnikovou-ATPazou (SERCA), u kterych doslo
ke zvySenému uvoliovani a k poklesu vychytavani vapniku (Hobai et al. 2015). Zmény
mitochondrialni koncentrace vapniku byly pozorovany i u endotoxemickych potkant, kde
byl detekovan narGst mitochondridlni koncentrace vapniku, abnormality v ETS,
membranovém potencidlu a s tim souvisejici metabolické selhdni a srde¢ni dysfunkce
(Hassoun et al. 2008). U septickych pacienti vapnikova homeostdza v srdci nebyla
zkouména. Ale bylo prokdzano, Ze uzivani blokatori vapnikovych kandli je spojeno

s poklesem umrtnosti na sepsi (Wiewel et al. 2017).
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2 Cile prace a hypotézy
2.1 Cile prace
Na velkém zvitecim modelu sepse, konkrétné u prasat s progresivni peritonealni sepsi:

1. Stanovit vliv klinicky relevantni sepse na mitochondridlni respiraci

permeabilizovanych vlaken levokomorové srdecni svaloviny.

2. Zhodnotit uc¢inky  vagové stimulace na  mitochondridlni  respiraci

permeabilizovanych vlaken levokomorové srdecni svaloviny.

3. Urcit vliv experimentédlni terapie sepse pomoci mezenchymalnich kmenovych
bunck na mitochondridlni respiraci permeabilizovanych vldken levokomorové

srde¢ni svaloviny.

2.2 Hypotézy
Na zékladé€ jednotlivych cilii jsme stanovili ndsledujici hypotézy:

1. Prvni hypotézou je, Ze sepse mtize ovliviiovat mitochondridlni respiraci myokardu
prasete. V literatufe byly prokdzany mnohacetné zmény mitochondrialni respirace
myokardu u sepse indukované na malych laboratornich zvitatech.

2. U malych zvifecich modelti sepse byl pozorovan pfiznivy ucinek stimulace
bloudivého nervu a aplikace mezenchymalnich kmenovych bun€k na zmény
vyvolané sepsi. Proto i u velkého zvifeciho modelu sepse predpokladame, Ze po
pouziti téchto terapeutickych intervenci dojde ke zlepSeni jednotlivych parametrii

mitochondrialni respirace ovlivnénych sepsi.
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3 Material a metody

3.1 Priprava experimentalniho modelu prasete domaciho

Experimentalni model prasete doméciho stejn¢ jako veskeré intervence provedené na
prasatech (indukce sepse, stimulace bloudivého nervu ¢i aplikace mezenchymalnich
kmenovych bunék) byly vykonany ve spolupraci s kolegy z Ustavu fyziologie a kolegy

z Experimentalni laboratote intenzivni mediciny Biomedicinského centra LF UK v Plzni.

3.1.1 Etické aspekty prace se zviraty

Pii vSech provadénych experimentech bylo se zvifaty zachazeno v souladu
s Evropskou smérnici na ochranu obratlovcl pouZivanych pro pokusné a jiné védecké ucely
(86/609/EHS). Experimenty byly schvaleny Odbornou komisi pro zajiStovani dobrych
zivotnich podminek pokusnych zvifat Lékaiské fakulty v Plzni, Univerzity Karlovy
a Ministerstvem $kolstvi, mladeZe a t&lovychovy Ceské republiky. Veskeré experimenty na
zvitatech byly provddény v Biomedicinském centru Lékatské fakulty v Plzni

na akreditovaném pracovisti Experimentalni laboratofe intenzivni mediciny.

3.1.2 Zvoleny modelovy organismus

Pro experimenty bylo pouZito prase domdci (plemeno Ptestické cernostrakaté prase)
obou pohlavi a podobné hmotnosti (44,2 + 6,1 kg) z konvencniho chovatelského zatizeni

(ZD Mladotice, Ceska republika).

3.1.3 Anestezie a instrumentace prasat

Pokusna zvitata byla 18 hodin pfed experimentem drZena na la¢no s neomezenym
pfistupem k vod&. Anestezie byla zahdjena intramuskuléarni aplikaci tiletaminu-zolazepamu
(4,4 mg/kg), xylazinu (2,2 mg/kg) a atropinu (0,05 mg/kg) a intravenéznim podanim 2%
propofolu (1-2 mg/kg). Nasledn¢ byla provedena orotracheélni intubace a byla zahajena
umeélé plicni ventilace (FiO2 0,3; PEEP 8 cm H>O; dechovy objem 10 ml/kg; respiracni
frekvence byla upravena tak, aby udrzela koncentraci CO na konci vydechu mezi 4 a 5 kPa).
V priibéhu chirurgické instrumentace byla anestezie udrzovéana kontinudlnim intraven6znim
podavanim propofolu (4-6 mg/kg/h) a fentanylu (8-10 ug/kg/h). Svalovéa relaxace byla

navozena intraven6znim podavanim rocuronia (0,2-0,4 mg/kg/h). Po instrumentaci byla
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anestezie udrzovana propofolem (1-4 mg/kg/h) a fentanylem (5-10 pg/kg/h). V pribehu
chirurgickych zakroki byla pokusnym zvifatim podavana infuze roztoku Ringerfundinu (B.
Braun Melsungen AG, Némecko) v mnozstvi 10 ml/kg/h kterd byla néasledné snizena na
7 ml/kg/h. Normoglykémie v arterialni krvi (4,5 — 7 mmol/l) byla udrzovana v pribéhu
celého experimentu infuzi 10% glukézy dle potieby.

Prasatim byl zaveden femordlni arteridlni katetr umoZznujici nepfetrzité
monitorovani krevniho tlaku a odbér arteridlnich krevnich vzorkl. Pro monitorovani
hemodynamickych parametrti byly zviratim zavedeny do venae jugulares externae centralni
zilni katetr a plicni katetr (Swan-Ganztv katetr), (viz Obrazek 12). Laparotomicky byly
zavedeny do Morrisonova a Douglasova anatomického prostoru dva silikonové drény pro

naslednou inokulaci vykalt (Jarkovska et al. 2016).

3.1.4 Indukce sepse u zvirat

U skupiny septickych zvifat byla sepse indukovana fekélni peritonitidou. Po
chirurgické pripravé nasledovala 6hodinova faze zotaveni a az poté probihala zakladni
meteni. Fekalni peritonitida byla vyvolana aplikaci 1g/kg autolognich vykali (odebranych
pfed operaci, rozpusténych v 200 ml izotonického solné¢ho roztoku pii teploté¢ 37 °C
a udrzovanych pii teplot¢ 37 °C do doby aplikace) do bfiSni dutiny prostfednictvim
pfipravenych drént. Kromé¢ kontinualni infuze krystaloidniho roztoku byly zvifatim
podavany tekutinové bolusy (10 ml/kg Ringerfundinu) pro udrZeni normovolemie.
Kontinualné byl intravenézn€ poddvan noradrenalin v pfipadé, ze stiedni arterialni tlak
(MAP z anglického mean arterial pressure) klesl pod 65 mmHg a byl titrovan pro udrzeni

MAP nad 70 mmHg (Jarkovska et al. 2016).

3.1.5 Méreni jednotlivych parametri

V pribehu experimentu byly méfeny hemodynamické parametry jako CO (srde¢ni vydej
z anglického Cardia Output), systémovy vaskularni odpor (SVR z anglického systemic
vascular resistance) a plnici tlaky obou komor (CVP z anglického central venous pressure
a PAOP z anglického pulmonary artery occluded pressure). V arterialni krvi ziskané pfed
experimentem a 12, 18 a 24 a hodin po indukci sepse byly pomoci imunotesti stanoveny
plazmatické hladiny tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNFa) a interleukinu 6 (IL-6).
Elektrokardiogram (EKG, konkrétné svod II) byl zaznamenavdn za pouziti systému
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Biopac (Biopac Systems Inc., Santa Barbara, USA). Vzorkovaci frekvence byla 1000 Hz.
V kontrolni skupiné prasat (bez indukce sepse) byly registrovany 2 pétiminutové zdznamy,
a to pred indukci sepse a 24 h poté. V septické skupiné prasat zacal EKG zadznam 30 minut
pied indukci sepse a pokracoval dalSich 24 hodin nebo do doby, nez zviie zemfelo.
Dlouhodobé zdznamy EKG byly rozdéleny do lhodinovych casti, ve kterych byla

analyzovana variabilita srde¢ni frekvence (Jarkovska et al. 2016).

3.1.6 Stanoveni SOFA skore

Modifikované skére postupného selhani organti (SOFA skore) bylo stanoveno na
zaklad¢é Treti mezindrodni konsensualni definice pro sepsi a septicky Sok a modifikované
vylou¢enim Glasgowské stupnice hloubky bezvédomi (GSC; z anglického Glasgow Coma

Scale), (Singer et al. 2016).

3.1.7 Stimulace bloudivého nervu (VNS z anglického Vagus Nerve

Stimulation)

Ve skupiné zvitat kde byl stimulovan bloudivy nerv, doslo v pritbéhu chirurgické
pfipravy nejprve k obnaZeni bloudivého nervu v kréni oblasti a nasledné na n¢j byla
pfipojena bipolarni stimulacni elektroda (Harvard Apparatus, Holliston, MA). Samotna
stimulace zacala 6 hodin po indukci peritonitidy a pokracovala az do konce experimentu.
Bloudivy nerv byl stimulovan obdélnikovymi impulsy (frekvence 2 Hz, amplituda 5 mA,
doba trvani 2 ms) s pouZitim izolatoru stimull s konstantnim proudem a s integrovanym

generatorem impulsti (Isostim A320; WPI, Sarasota, FL).

3.1.8 Aplikace mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC z anglického
Mesenchymal Stem Cells)

Aplikované MSC byly izolované z kostni dfené zdravych zvifat a zpracované dle
soucasnych standardii. U skupiny zvifat, kterym byly podavany MSC, doslo k pomalé infuzi
MSC 6 hodin po indukci peritonitidy v klinicky relevantni ddvce (1 x 10%kg) béhem
10minut jednordazovou intravendzni aplikaci do centralniho Zilniho katetru (Horak et al.

2020).
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Obrazek 12. Instrumentace prasete domaciho v pribéhu experimentu. A) Instrumentované prase na operacnim sale Experimentalni laboratofe intenzivni
mediciny. B) Prase se zavedenou orotrachealni intubaci, orogastrickou sondou a s EKG elektrodami. C) Mista lokalizace plicniho (Swan-Ganzova) katetru,
centralniho Zilniho katetru a ¢idla pro méteni saturace. D) Mista zavedeni femoralni arterialniho katetru, mocového katetru a lokalizace drénti pro aplikaci
vykali u septickych zvitat (autor fotografii: MUDr. Lukas Nalos, Ph.D.).
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3.1.9 Délka experimentu a jeho ukonceni

Celkové experimenty trvaly 34 hodin (z toho 4 hodiny chirurgicka instrumentace,
6 hodin zotaveni a nasledn¢ 24 hodin po indukci peritonitidy). Na konci experimentu byla
zvitata usmrcena predavkovanim anestetiky a bylo jim opatrné vyjmuto srdce, které bylo
vlozeno do ledové chladného Tyrodova roztoku (slozeni: NaCl 137 mmol/l; KCI 4,5 mmol/l;
MgCl> 1 mmol/l; CaCl, 2 mmol/l; glukéza 10 mmol/l; HEPES 5 mmol/l; pH bylo upraveno
pomoci NaOH na 7,4).

3.2 Optimalizace pripravy vzorku myokardu pro
respirometrické analyzy

Z ptedni proximalni ¢asti volné stény levé komory byl vyfiznut transmuralni vzorek
myokardu o pfiblizném objemu 1 cm?, ktery byl vlozen do zkumavky (Falcon, 50ml)
s ledové chladnym roztokem BIOPS (slozeni: CaKoEGTA 2,77 mmol/l; KoEGTA 7,23
mmol/l; Na;ATP 5,77 mmol/l; MgCl>.6H>O 6,56 mmol/l; taurin 20 mmol/l; Naxfosfokreatin
15 mmol/l; imidazol 20 mmol/I; DTT 0,5 mmol/l; MES hydrat 50 mmol/l; pH bylo upraveno
pomoci 5 mmol/l KOH na 7,1). Ze vzork levé srde¢ni komory byly na ledu odfiznuty vzdy
ptfiblizn¢ 1,5 - 2 mg tkéné, které byly zpracovany dvéma odliSnymi zpisoby. Polovina
vzorkl byla homogenizovéana s vyuzitim PBI-Shredderu (Draxl et al. 2013), zatimco druha

polovina vzorkl byla permeabilizovana pomoci saponinu (Canté a Garcia-Roves 2015).

3.2.1 Permeabilizace vzorkii levé srdecni komory PBI-Shrredderem

Zpracovani vzorki s vyuzitim PBI-Shredderu probihalo tak, Zze do homogenizacni
zkumavky s kovovou sitkou (viz Obrazek 13) bylo napipetovano 500 pl respiraéniho média
MiRO5 (slozeni: EGTA 0,5 mmol/l; MgCl,.6H>O 3 mmol/l; laktobionat 60 mmol/I; taurin
20 mmol/l; KH2PO4 10 mmol/l; HEPES 20 mmol/l; D-sachar6oza 110 mmol/l; BSA 1g/1; pH
bylo upraveno pomoci 5 mmol/l KOH na 7,1), byl vlozen odvdZeny vzorek levé komory,
ktery byl mechanicky naruSen nizkami na mensi kousky, a zkumavka byla zaviena vickem.
Nésledné byla zkumavka vloZena do PBI-Shredderu (viz Obrazek 13), na pozici 1 byl vzorek
homogenizovan 10 s a nésledné na pozici 2 pét sekund. Po homogenizaci byla zkumavka
oteviena, homogenat byl odpipetovan do pfipravené zkumavky (Falcon) a vSechny casti

zkumavky byly dikladn€ omyty respiracnim médiem MiROS5 (1,5 ml), které bylo pfidano
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k homogenatu. Takto ziskany homogenat byl ve zkumavce ulozen na ledu a nasledné u n¢j

byla analyzovana mitochondridlni respirace.

A B

Cepicka
- Kdy? jsou tkdné zhomogenizovany
£ je homogenat vytlaéen pies
kovovou sitku do horni komory

_':.'.'.;;&\ / Vzorek tkané se umisti

mezi rotujici pist a
/ kovovou sitku

V tomto misté uv
nachdzi homogen
zkumavka

Pozice 2
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® Pozice 1

Rotujici
pist

Obrazek 13. PBI-Shredder a homogeniza¢ni zkumavka s kovovou sit’kou. A) Na obrazku je pfistroj
pro homogenizaci vzorkid PBI-Shredder do kterého se ddvd homogeniza¢ni zkumavka se vzorkem
a médiem a nasledné se v pozici 1 homogenizuje vzorek 10 sekund a poté v pozici 2 pét sekund.
B) Schéma homogeniza¢ni zkumavky s kovovou sitkou. Do prostoru mezi rotujici pist a kovovou
sitku se umisti vzorek tkané a roztoku, ve kterém se homogenizuje a poté je zhomogenizovana
tkan vytlacena ptes kovou sitku do horni komory (Gross et al. 2011).

3.2.2 Permeabilizace vzorkii levé komory srde¢ni saponinem

Z duvodu vétsi Setrnosti ke tkani byla jako vhodnéjsi zptisob ptipravy vzorka zvolena
permeabilizace saponinem. Do vicejamkové desticky umisténé na ledu a na kyvacce byly do
poloviny jamek napipetovany 2 ml roztoku BIOPS a 20 ul saponinu (5Smg/ml) a do druhé
poloviny 2 ml respira¢niho média MiR05 (viz Obrazek 14). Nasledné¢ byly odvéazené vzorky
levé komory o pfiblizné hmotnosti 1,5 - 2 mg pinzetou vlozeny bez ptedchozi mechanické
separace na 30 minut do jamek s BIOPSEM a saponinem (kyvacka byla zapnuta) a poté byly
vzorky pfenddny k oplachu na 10 minut do jamek s MiR05. U takto permeabilizovanych

vzorkl levé komory byly nésledné analyzovany mitochondrialni respira¢ni parametry.
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Obrazek 14. Schéma rozmisténi roztoki ve vicejamkové desti¢ce pro permeabilizaci vzorka levé
srde¢ni komory saponinem. Do poloviny jamek byly napipetovany 2 ml BIOPSu + 20 ul

saponinu, do druhé poloviny 2 ml respiratniho média MiR05. Vzorky levé srdecné komory
o piiblizné hmotnosti 1,5 - 2 mg byly nejprve vloZeny na 30 minut do jamek s BIOPSem
a saponinem, nasledné byly piendany k oplachu do MiR05.

3.3 Analyza mitochondrialni respirace

3.3.1 Pristroj pro méreni spotieby O: vysoce ucinnou respirometrii

Mitochondrialni respirace levé srde¢ni komory byla analyzovdna pomoci vysoce
ucinné respirometrie v pristroji Oxygraph-2k (OROBOROS, Oroboros Instruments,
Rakousko, viz Obrazek 15). Tento pfistroj funguje na principu Clarkovy kyslikové
elektrody. Koncentrace rozpu§téného kysliku v uzavienych komorach o objemu 2 ml je
méfena amperometricky pomoci polarografického kyslikového senzoru (POS, z anglického
polarographic oxygen sensor), ktery se sklada ze zlaté katody a Ag/AgCl anody. Elektrody
jsou elektricky propojeny KCI elektrolytem (3 M) a oddéleny od vzorku inertni teflonovou
FEP (Teflon® fluorovany ethylen-propylen) membranou (0,25 um), ktera propousti kyslik
(Pesta a Gnaiger 2012). Polariza¢ni napéti 0,8 V je vyuzito k redukci Oz. V. médiu
rozpustény O> diky nému difunduje membranou ke katod¢, kde se redukuje na H>O, tim
dochazi k produkci proudu pfimo imérného parcialnimu tlaku O> v kontinualné¢ michaném
experimentalnim roztoku. Pfeménou namétené¢ho proudu na napéti a zesilenim je ziskan

zakladni signal (1 V/pA), (Gnaiger a Forstner 1983).

Spotfeba kysliku byla méfena a nasledné¢ analyzovéana v programu DatLab7

(Oroboros Instruments, Innsbruck, Rakousko) jako negativni ¢asova derivace koncentrace
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kysliku v komofte, byla vyjadiena v pmol O2/(s-mg hmotnosti mokré tkan€) a korigovana

na respiracni stav ROX (viz kapitola 3.3.2.).

Regulator teploty s
Peltierovym ¢lankem
(+0,001°C)

TIP2k (titracni injekéni
mikropumpa)

02k (nerezova ocel)

M -
Kyslikovy
' senzor POS B

Strikacka A

Jehla A

\ o ;

Stopper A
ISS (integrovany
Okno saci systém)
komory A
Kyslikovy

senzor POS A ' "
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Izolovany

Vstupni
médény blok Bontrolks ilovat POS B
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PVDF Zasuvka pro iontové

Sklenénda komora senzitivni elektrodu B

Obrazek 15. Oxygraph-2k, pristroj pro analyzu mitochondriilni respirace s vysokym rozliSenim
(O2k, Série C) s TIP2k a integrovanym sacim systémem (ISS). Dvé sklenéné komory (A a B) jsou
umistény v izolovaném médéném bloku s elektronickou Peltierovou regulaci teploty.
Polarografické kyslikové senzory (POS) jsou utésnény butylovym pryZovym tésnénim pod thlem
ke sklenénym komoram. Michadla z PVDF (polyvinylidendifluorid) jsou pohanéna elektrickymi
pulznimi magnety vloZzenymi do mé&déného bloku. Uvnitt stopperli se nachazi kapildra pro
vytlacovani bublin plynu a zavadéni jehly pro manuélni nebo automatickou titraci pomoci titracni
injekéni mikropumpy (TIP2k), (pfevzato a upraveno podle Pesta a Gnaiger 2012).

3.3.2 Méreni mitochondriilni respirace

Permeabilizované vzorky myokardu levé komory o hmotnosti 1,5 — 2 mg byly
vlozeny do komirek pfistroje Oxygraph, kde se jiz ptedtim kalibrovalo respiracni médium
MiRO5 (na teplotu 37°C a atmosférickou koncentraci kysliku). Analyza probihala soucasn¢
ve 4 piistrojich Oxygraph-2k, tedy v 8 komurkach (viz Obrazek 16C). Komurky byly po
vloZeni vzorka uzavieny a do kazdé z nich bylo ptidano 5 pul katalazy, tim bylo ziskano

respiraéni médium MiR06 (sloZzenim stejné jako MiR05 + kataldza o finalni koncentraci
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280 U/ml). Nasledn¢ byl pro zvyseni koncentrace kysliku do komirek titrovan H»O>
(200 mmol/l) tak, aby koncentrace Oz v komurkach doséhla hodnoty kolem 400 - 500
mmol/l. V ptipad¢ poklesu koncentrace O pod 200 mmol/l v pribéhu experimentu byl
opétovné titrovan H,O; pro zvyseni koncentrace na hodnotu kolem 400 — 500 mmol/l. Po
ustaleni signdlu byly do komurek pfistroje titrovany pomoci Hamiltonovych injek¢énich
mikrostiikacek (riznych objemtl, viz Obrazek 16A a 16B) substrdty a inhibitory
mitochondrialniho respira¢niho systému (protokol titrace viz Tabulka 2) pro stanoveni
jednotlivych respiracnich stavii. Po skon¢eni méfeni byl odebran cely objem komftrek do

mikrozkumavek a zamrazen v -80°C pro néslednou analyzu aktivity citratsyntazy.

Obrazek 16. Vybaveni pro méfeni mitochondrialni respirace. A) Hamiltonovy injekéni
mikrosttikacky rtiznych objemi pro piesné titrovani ptidavanych substratl, inhibitord a dalSich
latek v pribéhu méteni mitochondridlni respirace v pfistroji Oxygraph-2k. B) Postup titrace latky
do komory O2k pomoci Hamiltonovy injek¢ni mikrostiikacky. Po proplachnuti a naplnéni danym
objemem pridavané latky je mikrostiikacka vlozena do kapilary ve stopperu a objem pomalu
stiiknut do komory O2k tak, aby nedoslo ke vzniku nezadoucich bublinek plynu. C) M¢teni
probihalo soucasn¢ ve 4 pristrojich Oxygraph-2k, tedy v 8 komorach (autor fotografii: Mudr.
Lukas Nalos Ph.D.).
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Tabulka 2 - Protokol pfidavanych substrati a inhibitord pro analyzu
mitochondrialni respirace ve vzorcich levé srde¢ni komory prasete
e N’azev' Koncentrace o1 . Vysledna Teplota OP" em
pridavaného . , Pridané (. Hamiltonovy
oo . zasobniho « .. . koncentrace skladovani s e 1y s
Poradi subtsratu/ mnozstvi " . . injek¢ni
inhibitoru roztoku (nl) v komore zasobniho mikrostrikacky
& ()
(zkratka) (rozpoustédlo) (ve 2 ml) roztoku (°C) (ul)
1. Glutamat (G) 2 M (H20) 10 10 mM -20 25
2. Malat (M) 0,8 M (H20) 5 2 mM -20 25
. vzdy pfipraven
3. Pyruvat (P) 2 M (H20) 5 5 mM Serstvy 25
4. ADP (D) 0,5M (H20) 20 1 mM - 80 25
Cytochrom ¢
5. 4 mM (H,O 5 10 uM -20 25
6. Sukcinat (S) 1 M (H20) 20 10 mM -20 50
7. Rotenon (Rot) 1 mM (EtOH) 1 0,5 uM -20 10
Antimycin A
8. (AmA) 5 mM (EtOH) 1 2,5 uM -20 10
9. Askorbat (As) 0,8 M (H20) 5 2 mM -20 25
10. TMPD (TM) 0,2 M (H20) 5 0,5 mM -20 25
11. Azid (Azd) 4 M (H20) 50 100 mM -20 50

3.3.3 Mitochondrialni respiracni stavy

Pfidavanim kombinace substratli, inhibitorti a dalSich latek do komory pfistroje
Oxygraph-2k byly analyzované jednotlivé respiracni stavy mitochondrii levé srdecni
komory prasat, konkrétné stav LEAK, OXPHOS I, OXPHOS I, OXPHOS I+II, OXPHOS
II, ROX a aktivita komplexu IV (viz Obrazek 17).

Jako nefosforyla¢ni respiracni stav LEAK (L, z anglického leak - tnik) se oznacuje
spotieba kysliku potifebna pro transport elektronli kompenzujici inik protona pies vnitini
mitochondridlni membranu do mitochondridlni matrix nezdvisle na funkci ATP syntazy.
LEAK respirace se méii vtzv. LEAK stavu, tedy v pfitomnosti substrati pro tvorbu
redukovanych kofaktorii, v naSem ptipad€ substratii pfinasejicich elektrony na komplex
I (glutamatu, malatu a pyruvatu), ale zaroven za absence ADP. Tento stav 1ze také navodit
enzymatickou inhibici fosforylacniho systému pouzitim napftiklad pfidanim oligomycinu,
ktery inhibuje ATP syntazu. V tomto nefosforyla¢nim klidovém stavu je elektrochemicky

protonovy gradient zvySen na maximum.
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Respiratnim stavem OXPHOS (P, zanglick¢ého oxidative phosphorylation
- oxidativni fosfroylace) se oznacuje situace, kdy je oxidace redukovanych substratii spojena
s pfenosem elektronti na findlni akceptor (molekularni kyslik) a zaroven chemiosmoticky
propojena s fosforylaci ADP na ATP. Pro navozeni respira¢niho stavu OXPHOS se
k méfenému  vzorku pfidava ADP. V zavislosti na tom, ktery zkomplext
elektrontransportniho systému byl aktivovan danymi substraty, hovofime o nékolika
riznych stavech OXPHOS. Pro ziskani respira¢niho stavu OXPHOS 1 jsou do komory
pristroje pfidany substraty komplexu I (glutamat, malat a pyruvat) a zaroven ADP. Pro
ziskani stavu OXPHOS Ic je k substratim komplexu I a ADP pfidan cytochrom c, ktery
umoznuje ovefit stupen permeabilizace bunééné membrany a vnéj$i mitochondrialni
membrany. Stav OXPHOS I+II je navozen pfidanim substrat komplexu I, ADP a substratu
komplexu II sukcinatu. Respirac¢ni stav OXPHOS II odrézi respiracni aktivitu komplexu II

a je vyvolan inhibici komplexu I rotenonem.

DalSim z popisovanych respiracnich staviti je zbytkova spotieba kysliku neboli ROX
(z anglického residual oxygen consumption). Tento stav je navozen inhibici pfenosu
elektronii v elektrontransportnim systému naptiklad pfidanim inhibitoru komplexu III
(antimycinu A) a je zpisoben vedlejSimi oxidaénimi reakcemi probihajicimi

v mitochondriich ¢1 bunkach.

Poslednim z respiracnich stavi, ktery byl analyzovan, je aktivita komplexu IV. Ta
byla stanovena pfidanim umélého substratu TMPD (N,N,N’,N’-tetrametyl-p-fenylendiamin
dichlorid). Kratce pted ptfidanim TMPD do komory pfistroje byl pfidan askorbat, ktery
snizuje autooxidaci TMPD. Askorbat totiz udrzuje TMPD v redukovaném stavu a proto po
pridani askorbatu mohou elektrony z TMPD putovat pfimo na cytochrom c¢ a nasledn¢ na

komplex IV.
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Obrazek 17. Reprezentativni ziznam mitochondrialni spotif‘eby kysliku v respira¢nim médiu MiR06 ve vzorku levé srdeéni komory prasete ziskany
v programu DatLab7. Modra ktivka zobrazuje aktualni koncentraci kysliku v komote (uM). Ptridanim katalazy a naslednou titraci H,O, byla zvySena
koncentrace kysliku v komofe na hodnoty 400 — 500 mmol/l. Cervena kiivka zobrazuje spotiebu kysliku vztazenou na hmotnost tkané (pmol/(s-mg)). Po
vlozeni vzorku do komory pfistroje a ustaleni signalu byly pfidany substraty glutamat (G), malat (M) a pyruvat (P) navozujici respiracni stav LEAK. Poté
bylo ptidano ADP navozujici stav OXPHOS I, cytochrom ¢ (Cyt) stav OXHOS I, sukcinat (S) stav OXPHOS I+II a rotenon (ROT) stav OXPHOS II.
Ptidanim inhibitoru komplexu III antimycinu A (AMA) byl vyvolan respira¢ni stav ROX a naslednym ptidanim askorbatu (As) a TMPD (TM) byla stanovena
respiracni aktivita komplexu IV. Pfidanim azidu (Azd), inhibitoru komplexu IV byla v poslednim kroku zainhibovany pfenos elektront v systému ETS.
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3.4 Stanoveni aktivity enzymu citratsyntazy

Citratsyntaza je enzym Krebsova cyklu, ktery se nachazi v mitochondrialni matrix
a stanoveni jeho aktivity slouzi jako marker mnozstvi mitochondrii. Aktivita citratsyntazy
se stanovuje spektrofotometricky. Princip jejiho stanoveni spo¢ivd v méfeni SH skupiny
volného CoAS (koenzymu A) pomoci Ellmanova cinidla (neboli DTNB, kyselina
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova), (Eigentler 2020).

Acetyl-CoA + oxalacetat + H,O — citrat + CoA-SH

Aktivita citratsyntdzy byla stanovena ve vSech vzorcich odebranych z komor
oxygrafil. V pribéhu méfeni byly vzorky ulozeny na ledu. Nejprve byly jednotlivé vzorky
komitrek homogenizovany, poté bylo z kazdého vzorku odebrano 200 pl a bylo k nému
pfidano 800 pl média (slozeni: DNTB 0,1 mmol/l; 0,25 % Triton-X; 0,5 mmol/l oxalacetat;
0,31 mmol/l acetylkoenzym A; 5 pumol/l EDTA; 5 mmol/l triethanolamin hydrochlorid
a 0,1 mol/l Tris-HCl; pH 8,1). Nasledn¢ byla wvzniklA smés podrobena
spektrofotometrickému méteni pii vinové délce 412 nm, teploté 30°C po dobu 200 s a byla
stanovena vyslednd hodnota aktivity citratsyntazy, kterd byla vyjadiena v IU/g tkané

(Kuznetsov et al. 2002).

3.5 Statisticka analyza naméreny dat

Vysledné hodnoty jednotlivych méfeni jsou uvedeny jako primér + smérodatna
odchylka. K testovani normality dat byl pouzit Shapiro-Wilklv test a nasledné statistické
porovnani bylo provedeno pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu - ANOVA (jeden faktor
opakovanych méfeni pro analyzu rozvoje parametru v ¢ase a jeden meziskupinovy faktor
pro srovnani mezi kontrolni a septickou skupinou). Analyza byla provedena pomoci
softwaru Origin 2017 (OriginLab, Corp., Northampton, USA) a STATISTICA Cz
8 (StatSoft, Inc., Praha, Cesko). Hodnoty p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.
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5 Souhrn vysledki experimentalnich praci a diskuze

(I) JARKOVSKA D., MARKOVA M., HORAK J., NALOS L., BENES J,
Al-OBEIDALLAH M., TUMA Z., SVIGLEROVA J, KUNCOVA 17,
MATEJOVIC M. a STENGL M. Cellular mechanisms of myocardial depression in
porcine septic shock. 2018, 726(9). Frontiers in Physiology. ISSN 1664042X (IF
3,201)

Souhrn vysledkii

V ramci této studie byly zkoumany bunéné mechanismy myokardidlni deprese na
velkém zvifecim modelu sepse a septického Soku. Experiment byl proveden na
16 anestezovanych, mechanicky ventilovanych a instrumentovanych prasatech domécich
(plemeno Piestické Cernostrakaté prase) obou pohlavi a obdobné vahy (43,9 + 5,8kg).
U 8 prasat byla indukovéna sepse pomoci fekalni peritonitidy trvajici 24 hodin a 8 prasat
slouzilo jako kontroly, byl u nich proveden stejny experiment trvajici 24 hodin bez indukce
sepse. U vSech zvifat byly v priibéhu experimentu analyzovany systémové a plicni
hemodynamické parametry, hladiny laktatu v arterialni krvi a bylo méteno EKG. Na zakladé¢
téchto parametrl bylo poté stanoveno modifikované SOFA skore. Na konci experimentu po
vyjmuti srdce byla provedena in vitro analyza srdeCnich funkci, kterd zahrnovala métfeni
akénich potencialii a kontrakci na trabekulach pravych srde¢nich komor, dale méteni
kontrakce sarkomer, méfeni vapnikovych ptrechodii a vapnikového proudu v izolovanych
kadiomyocytech, analyza mitochondridlni respirace v permeabilizovanych vzorcich levé

srde¢ni komory pomoci vysoce u¢inné respirometrie a stanoveni aktivity citratsyntazy.

U skupiny zvifat po indukci sepse se rozvoj sepse a septického Soku projevil
vyznamnym zvySenim modifikovaného SOFA skore a hladin laktatu v arteridlni krvi,
rozvojem hyperdynamickeé cirkulace se zvySenym srde¢nim vydejem (zplsobenym hlavné
nariistem srdecni frekvence) a periferni vazodilataci. Kontrolni skupina zvifat nevykazovala
zadné znamky systémové zanétlivé odpovédi, jejich modifikované SOFA skore bylo
v normé, stejné tak zlstaly v normée i hladiny laktatu po celou dobu experimentu a nezménily
se ani hodnoty hemodynamickych parametrt. U trabekul septickych zvitat doslo ke zkraceni

doby akéniho potencidlu a sniZeni sily kontrakce. V septickych kardiomyocytech byla
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potlacena kontrakce sarkomer, vapnikové pfechody a vapnikovy proud typu L za nezménéné

citlivosti myofilament k vapniku.

V levé srdecni komote septickych zvifat byl detekovan pokles mitochondridlni
respirace. Byl pozorovan pokles mitochondridlni spotieby kysliku ve stavu LEAK, tedy po
pfidani glutamatu, malatu a pyruvatu. Déle byla sniZend mitochondrialni respirace ve stavu
OXPHOS I+, tedy respirace za pfitomnosti ADP a substrati komplexu I (glutamatu,
maléatu, pyruvatu) a komplexu II (sukcinatu) a také doSlo k poklesu aktivity
cytochrom ¢ oxidazy (komplexu IV) uméle stimulované TMPD. Pokles respirace ve stavu
OXPHOS I+ byl zptisoben hlavné inhibici respirace komplexu II (OXPHOS II), aktivita
komplexu I totiz nebyla vyznamné ovlivnéna. Aktivita citratsyntazy nebyla u septickych
zvitat nijak zménéna oproti kontroldm. V kontrolnich vzorcich dosahovala aktivita

citratsytazy hodnot 64,2 + 12 [U/g a u septickych zvifat hodnot 62,1 + 11 IU/g.

Diskuze

V ramci této a ptredchozi studie (Jarkovska et al. 2016) se nam podatilo vytvofit
klinicky relevantni model sepse a septického Soku vyvolanych fekdlni peritonitidou
s typickymi hyperdynamickymi parametry sepse. Diky tomu jsme mohli komplexné
analyzovat bunéné mechanismy septické myokardialni deprese u velkého zviteciho modelu
sepse. V predchozich studiich byly bunééné mechanismy deprese myokardu (Dos Santos et
al. 2010, Sepulveda et al. 2017) 1 role mitochondrii v patogenezi sepse a septické
kardiomyopatie studovany prevazné na malych modelech zvirat, nejéastéji u hlodavet. Nas

model sepse ndm tak umoZznil posunout vyzkum na velky zvifeci model sepse.

Role mitochondrii v patogenezi sepse je stale diskutované téma. Na zakladé€ studii na
malych laboratornich zvifatech se vsSak ukazuje, Ze dysfunkce mitochondrii pfispiva
k patogenezi sepse a rozvoji septické kardiomyopatie (Cimolai et al. 2015). Pokles
mitochondrialni respirace ¢i snizeni aktivity respiracnich komplexi byl detekovan
u septickych mysi, potkani a kraliki. V srdci mysi se sepsi vyvolanou aplikaci LPS byl
pozorovan piechodny pokles aktivity komplexu I 12 hodin po injekci LPS, ktery byl
obnoven po 48 hodinach. Stejny trend, ale bez statistické vyznamnosti byl pozorovan
1 u komplexu II (Piquereau et al. 2013). Po injekci LPS byla v srdci potkant detekovana

snizena mitochondrialni respirace doprovazena poklesem aktivity komplexa ETS, nartistem
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tvorby reaktivnich forem kysliku a rozvojem oxidac¢niho stresu (Vanasco et al. 2012). Také
v srdci endotoxemickych kralikli byl pozorovan pokles mitochondridlni respirace, ktery byl
doprovazen snizenim aktivity komplext I+III (Gellerich et al. 2002). Paviani patii mezi
jeden z vétSich experimentalnich modelt savct, u kterého byl analyzovan vliv bakteriémie
na mitochondridlni respiraci. U paviani byla sepse vyvolana infuzi E. Coli a byl zde
prokazan pokles aktivity komplexa I+III a II+III, ktery byl zavisly na davce bakterii, jez
byly zvifatim aplikovany. U paviand, kteti zemieli na septicky Sok, byl pozorovan dokonce

jeste veétsi pokles aktivity respira¢nich enzymu (Gellerich et al. 2002).

Studii provedenych na prase¢im modelu sepse vyvolané peritonitidou a zabyvajicich
se mitochondridlni respiraci v myokardu neni mnoho a jejich vysledky jsou rozporuplné.
Zatimco v jedné z publikovanych studii byla detekovéna snizend aktivita komplexu I (Li et
al. 2007), dalsi studie neprokdzaly z4dné zmény mitochondridlni respirace v myokardu
(Corréa et al. 2012, Corréa et al. 2014, Corréa et al. 2017). Razné vysledky mezi
jednotlivymi experimenty mohou byt zplsobeny rozdily v pouzitém plemeni
experimentalnich zvifat a odliSném experimentalnim protokolu. Na vysledcich se mulze
odrazet také pouzity model sepse, délka trvani sepse €i zavaznost sepse. V nasi soucasné
studii jsme popsali pokles mitochondrialni respirace komplexu II a také snizenou aktivitu
komplexu IV. Normalizace respirace na aktivitu citratsyntdzy tento charakter zmén
mitochondrialni respirace nijak nezménila. Pozorovany pokles respiraéniho stavu LEAK
spolecné se snizenou mitochondridlni respiraci by mohl naznacovat, ze v septickém srdci
doslo k poklesu mnozstvi mitochondrii ¢i otoku tkané€ vlivem tekutinové resuscitace. S tim
je v8ak v rozporu aktivita citratsyntazy slouZzici jako marker mnozstvi mitochondrii, ktera je

u kontrolnich a septickych zvitat obdobna.
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Souhrn vysledki

V ramci této studie byl zkouman potencialni terapeuticky vliv stimulace bloudivého
nervu (VNS z anglického vagus nerve stimulation) na klinicky relevantnim prasec¢im modelu
progresivni sepse. Experiment byl proveden na 25 anestezovanych, mechanicky
ventilovanych a instrumentovanych prasatech domdcich (plemeno PeStické ¢ernostrakaté
prase) obou pohlavi (18 samic a 7 samcl) a obdobné vahy (44,5 + 5,7kg). Zvitata byla
rozdélena do 3 skupin. U prvni skupiny tvoiené 8 prasaty byla indukovana sepse, u druhé
skupiny 9 prasat byla indukovédna sepse a nasledné elektricky stimulovan bloudivy nerv
a tfeti skupina o 9 prasatech slouzila jako kontrolni, to znamena, ze u nich byl proveden
stejny experiment trvajici stejnou dobu, ale bez indukce sepse ¢i stimulace bloudivého nervu.
Ve skupinach septickych zvifat byla sepse indukovana aplikaci autolognich vykali
a nasledné¢ trvala 24 hodin. Ve skupiné zvifat, u kterych probéhla VNS, byla nejprve
odhalena kréni ¢ast levého bloudivého nervu a néasledné na néj byla pfipojena stimulacni
elektroda. Elektricka stimulace byla zah4jena 6 hodin po indukci sepse a pokracovala po
celou dobu trvani experimentu. U vSech zvifat byly v pribéhu experimentu méfeny
systémove a plicni hemodynamické parametry, biochemické parametry, byly analyzovany
krevni plyny, hladiny cytokinti a laktatu v arterialni krvi a bylo registrovano EKG. Na
zakladé namétenych parametrli bylo poté stanoveno modifikované SOFA skore. Na pocatku
experimentu (t€sn¢ pred indukci peritonitidy) a na konci experimentu (24 hodin po indukci
peritonitidy) byly odebrany krevni bunky. Na konci experimentu po vyjmuti srdce byla
provedena analyza srde¢nich funkci in vitro, ktera zahrnovala méteni akénich potencialt
a kontrakci na trabekulach pravych srdecnich komor, méfeni kontrakce sarkomer
a méefeni vapnikovych pfechodil v izolovanych kardiomyocytech a analyzu mitochondridlni
respirace v permeabilizovanych vzorcich levé srde€ni komory pomoci vysoce U€inné

respirometrie.
Vsech 17 septickych zvifat prezilo experimentalni sepsi trvajici 24 hodin. V této

skupin€ zvirat byly vyznamné zvysené hodnoty SOFA skoére i presto, ze odpovédi na
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vyvolanou infekci nebyly u vSech zvitat stejné, 2 zvifata dokonce nespliiovala kritéria
definice Sepse 3 pro rozvoj sepse. Na pocatku VNS, tedy 6 hodin po indukci peritonitidy,
nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou septickych zvirat
a septickych zvirat s VNS. Avsak na konci experimentu (24 hodin po indukci peritonitidy)
bylo u skupiny septickych zvitfat s VNS pozorovano vyrazné oslabeni projevl sepse, coz
dokazuje SOFA skore dosahujici témét kontrolnich hodnot. Déle byly pozorovany piiznivé
ucinky VNS na respiracni systém a jatra, zatimco na ledviny stimulace bloudivého nervu
protektivni vliv neméla. VNS vSak zcela zabranila zvySeni plazmatické hladiny laktatu
vyvolanému sepsi. Rozvoj sepse u zvirat se projevil rozvojem hyperdynamické cirkulace se
zvySenym srdecnim vydejem, zvySenou srde¢ni frekvenci doprovdzenou snizenym
systolickym objemem (stroke volume) a periferni vazodilataci. VNS tyto zmény castecné
zvrétila, zabranila zvySeni srde¢niho vydeje, a to zejména sniZenim srde¢ni frekvence.
Pozorovany pokles srdec¢ni frekvence vsak neni pouhym disledkem VNS, jak by se mohlo
na prvni pohled zdat, ale vznikl v disledku pomalejSiho rozvoje sepse u stimulovanych
zvitat. V ramci experimentu byl totiz bloudivy nerv stimulovén frekvenci 2 Hz. Pro vyvolani
bradykardie u prasete je vSak nutné stimulovat bloudivy nerv frekvenci 10 — 20 Hz. VNS
vSak nem¢éla vliv na télesnou teplotu, ktera byla u septickych zvirat zvySena, ani na krevni
tlaky, krevni plyny ¢i acidobazickou rovnovahu. Doba trvani akcniho potencidlu
v trabekulach nebyla ovlivnéna ani sepsi ani VNS, zatimco sila kontrakce byla vlivem sepse
sniZzena a VNS ji normalizovala. Stejné tak v septickych kardiomyocytech doslo k inhibici
zkraceni sarkomer, které bylo VNS obnoveno. Naproti tomu amplituda vépnikovych
prechodt byla sepsi sniZzena, ale VNS na ni nem¢éla vliv, avSak vedla ke zvySeni hladiny
nitrobunééného vapniku. Pocty leukocytli a relativni pocCty monocyti CDI14 byly
u septickych zvifat sniZzeny, VNS toto snizeni nijak neovlivnily. Zatimco na relativni pocty
neutrofili a lymfocytd neméla sepse ani VNS Zadny vliv, relativni pocty aktivovanych
monocyti CD14 byly sepsi sniZeny a normalizovany po VNS. Plazmatické hladiny
prozanétlivych cytokini jako TNF-a, IL-6 a IL-8 vyznamné vzrostly v disledku sepse

a VNS tento narist nijak neovlivnila.
Vlivem sepse doslo u zvifat k nartstu pfisunu kysliku i spotteby kysliku, tyto zmény
vyvolané sepsi byly vlivem aktivace bloudivého nervu ¢astec¢né potlaceny. Na urovni srde¢ni

tkdn€ byl pozorovan opaény trend. V permeabilizovanych vldknech levé srde¢ni komory

septickych zvifat byl detekovan pokles mitochondrialni respirace ve stavu OXPHOS II, tedy
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po pfidani substrati komplexu I (glutamatu, malatu, pyruvatu), komplexu II (sukcinatu)
a inhibitoru komplexu I (rotenonu), a také doslo k poklesu aktivity cytochrom ¢ oxidazy
(komplexu IV) umeéle stimulované TMPD. VNS vedla k potlaceni inhibice respirace

komplexu II i inhibice aktivity komplexu IV ETS.

Diskuze

V ramci této studie se nam podaftilo jako prvnim prokazat na klinicky relevantnim
velkém zvifecim modelu progresivni sepse u prasat, ze VNS ma tadu ptiznivych Gc¢ink1,
predevsim na kardiovaskularni systém a energeticky metabolismus. Stimulaci bloudivého
nervu bylo ¢aste¢né ¢i Gpln¢ zabranéno rozvoji hyperlaktatémie, hyperdynamické cirkulace,
deprese myokardu, byl snizen pocet aktivovanych monocytl a také byla odvracen pokles
mitochondrialni respirace permeabilizovanych vldken myokardu. Po VNS doslo
k vyraznému snizeni SOFA skore. Tyto vysledky poukazuji na slibny terapeuticky potencial

VNS u sepse ¢i septického Soku.

Existuje nékolik moznych terapeutickych ptistupti, které by mohly zvratit dysfunkce
mitochondrii v sepsi. Lze mezi né zatadit latky snizujici miru oxidativniho a nitrosativniho
stresu, podavani nékterého z energetickych substrati nebo latky regulujici zanétlivé procesy.
Mezi latky, které prokazateln€ zajist'uji pokles oxidativniho stresu v sepsi, patii napiiklad
antioxidanty SS-3, XJB-5-13 (Wendel a Heller 2010) a MitoQ (Apostolova et al. 2011); mezi
latky snizujici nitrosativni stres aminoguanidin, inhibitor syntazy oxidu dusnatého (King et
al. 1999). Také podavani nékterého z energetickych substratii se zda byt protektivni pro
mitochondrialni funkce myokardu. Bylo naptiklad prokazano, Ze podéavani sukcinatu
prokazatelné zlepSilo funkci myokardu po ischemii a reperfuzi (Cairns et al. 1997). Dalsi
moznou cestou vedouci k obnové mitochondrialnich funkci v sepsi je potlaceni aktivace
prozanétlivych procesii naptiklad inhibici enzymu PARP (Gero a Szabo 2008) nebo
modulaci imunitni odpovédi hostitele, kde se jako slibnd molekula jevi jeden z mediatort
zéné¢tu HMGBI a pouziti jeho antagonistl ethylesteru kyseliny pyrohroznové ¢i tzv. A-boxu
(Wang et al. 2008). Mezi terapeutické piistupy regulujici zanétlivé procesy lze zatadit také
k terapeutickym ucelim, konkrétn¢ pro 1€cbu pacientii s epilepsii nereagujici na léky nebo

pacientt s depresi. Nedavné studie na modelech in vivo poukazaly na dal$i mozna lécebna

60



w1

informacni signaliza¢ni kaskdda ani mechanismus, kterym VNS ovliviiuje zanétlivé procesy,
nejsou znamy, ale vysledky pouziti tohoto terapeutického piistupu jsou vice nez slibné pti
1é€bé chronickych zanétlivych procesii jako jsou revmatoidni artritida ¢i pravé sepse

(Johnson a Wilson 2018).

Vliv VNS na mitochondrialni spotfebu kysliku myokardu v sepsi doposud nebyl
studovan. Né¢ktera dostupné data vsak naznacuji, ze za kardioprotektivni u¢inek VNS by
mohlo byt ¢aste¢né zodpoveédné prave zlepseni mitochondrialnich funkci (Zhao et al. 2012).
Protektivni vliv VNS byl opakované pozorovan napiiklad na prase¢im modelu ischemického
myokardu, kde doslo vlivem VNS k poklesu produkce reaktivnich forem kysliku v srdei,
sniZzeni depolarizace a otoku mitochondrii (Nuntaphum et al. 2018, Shinlapawittayatorn et
al. 2013), zlepSeni mitochondridlni dynamiky a také k posunu metabolismu mastnych
kyselin smérem k beta oxidaci (Nuntaphum et al. 2018). Tato data naznacuji, ze VNS ma
protektivni ucinek na mitochondridlni respiraci myokardu. Tento pozitivni efekt VNS na
srde¢ni mitochondrie se zfejm¢ uplatiiuje také v rdmci sepse, coz bylo potvrzeno v nasi
studii, kdy jsme pozorovali zlepSeni mitochondridlni respirace permeabilizovanych bunck
myokardu, konkrétné komplexu II a aktivity komplexu IV po VNS v porovnani se skupinou

septickych zvitat.

61



(II) HORAK J., NALOS L., MARTINKOVA V., TEGL V., VISTEINOVA L.,
KUNCOVA J., KOHOUTOVA M., JARKOVSKA D., DOLEJSOVA M., BENES
J., STENGL M. a MATEJOVIC M. Evaluation of mesenchymal stem cell therapy
for sepsis: a randomized controlled porcine study. 2020, 11, 1-13. Frontiers
Immunology. ISSN 16643224 (IF 5,085)

Souhrn vysledku

V této studii byla zkoumana bezpec¢nost a vliv u¢ink mezenchymalnich kmenovych
bun¢k (MSC z anglického mesenchymal stem cells) jako potencidlni dopliikové terapie
sepse u velkého zvifectho modelu progresivni sepse indukované fekdlni peritonitidou.
Experiment byl proveden na 32 anestezovanych, mechanicky ventilovanych
a instrumentovanych prasatech domacich (plemeno Prestické Cernostrakaté prase) obou
pohlavi a obdobné vahy (40 — 46 kg s medianem 43,5 kg). Zvitata byla rozdélena po 8 kusech
nahodn¢ do 4 skupin. Prvni skupina byla tvofena kontrolnimi zvifaty, druhd skupina
kontrolnimi zvifaty, jimz byly aplikovany MSC, tfeti skupina zvifaty, u nichz byla
indukovana sepse a Ctvrta skupina zvifaty, u kterych byla indukovéna sepse a jimz byly
aplikovany MSC. Ve skupinach septickych zvifat byla sepse indukovéana aplikaci
autolognich vykalli a nasledné trvala 24 hodin. U zvifat, jimZz byly aplikovany MSC
(vmnozstvi 1 x 10%kg), doslo kjejich aplikaci 6 hodin po indukci sepse piipadné
v odpovidajicim Case od pocatku experimentu u kontrolnich zvitat. Na po¢atku experimentu
a nasledné po 12, 18 a 24 hodinach od indukce peritonitidy byly méfeny systémove,
regiondlni a mikrovaskularni hemodynamické parametry, funkce nékolika organd,
systémova imunitni zanétlivad odpoveéd’ a mira oxidativniho stresu. Na konci experimentu po
vyjmuti srdce byla analyzovana kontrakce sarkomer a mitochondridlni respirace

v permeabilizovanych vzorcich levé srdecni komory pomoci vysoce G€inné respirometrie.

Aplikace MSC kontrolnim zvifatim nevedla k Zadné vyznamné zméné
v systémovych, regiondlnich ¢i mikrovaskuldrnich hemodynamickych parametrech. U této
skupiny zvifat nebyly ovlivnény ani funkce jednotlivych sledovanych organii, zanétlivé
parametry €i hladina oxidativniho stresu. U vSech zvifat, u nichz byla indukovana sepse,
doslo k rozvoji hyperdynamické sepse spliujici kritéria definice SEPSE-3. Na pocatku
aplikace MSC (6 hodin po indukeci peritonitidy) nebyly pozorovany Zadné vyznamné rozdily
v méfenych parametrech mezi skupinami septickych zvifat a septickych zvitat s aplikaci

MSC. Lécba MSC nedokédzala zmirnit dysfunkci organii vyvolanou sepsi. Postupné
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dochdzelo k nariistu modifikovaného SOFA skore v obou septickych skupinach, tento narast
byl vyraznéjsi ve skupiné septickych zvitat, jimz byly aplikovany MSC. U septickych zvitat
byl pozorovan nartst plazmatickych hladin TNF-a a IL-6, coZz poukazuje na progresi
systétmové zanétlivé odpovédi. Aplikace MSC vSak na hladiny téchto prozanétlivych
cytokinli neméla zadny vliv. Vlivem sepse doslo k poklesu hladin monocytd (CD14
a CDI16), T lymfocyta (Th, Tc, CD8a a yd) a regulacnich T lymfocytd. Aplikace MSC nijak
vyznamné neovlivnila hladiny krevnich imunokompetentnich buné¢k, stejné tak neméla
zadny vliv na kontrakci sarkomer kontrolnich bun€k ani snizenou kontrakci sarkomer, ktera

byla pozorovana v kardiomyocytech septickych bunék.

V permeabilizovanych buiikach levé srde¢ni komory septickych zvitat byl detekovan
pokles mitochondridlni respirace. Konkrétné pokles respirace ve stavu OXPHOS I, tedy po
pfidani substrati komplexu I (glutamatu, maldtu, pyruvatu), komplexu II (sukcinétu)
a inhibitoru komplexu I (rotenonu) a také pokles aktivity cytochrom ¢ oxidazy (komplexu
IV) uméle stimulovand TMPD. Aplikace MSC u kontrolnich ani u septickych zvifat neméla

vliv na mitochondrialni respiraci.

Diskuze

V ramci této studie se ndm podaftilo prokazat, ze aplikace MSC nema Zadné negativni
ucinky na hemodynamické parametry, organové a mitochondridlni funkce u zdravych zvitat
velkého zvifeciho modelu, kterym je prase domadci. Zaroveii se ndm u tohoto modelu
nepodafilo prokazat Zadné ptiznivé u€inky aplikace MSC na depresi myokardu vyvolanou

sepsi, deregulovanou imunitni a zanétlivou odpovéd’ ani dysfunkci mitochondrii.

Uctinna 1é¢ba sepse v soucasné dob& bohuzel zatim neni stale dostupna a to i piesto,
ze doSlo kvelkym pokrokim v pochopeni patofyziologie sepse. SloZitost
patofyziologickych procesii sepse je vSak natolik obrovska, ze se stile Castéji ukazuje, Ze
pouze jeden léCebny pfistup témto procesim nezabrani a je zapotiebi pouzit kombinaci
ne¢kolika raznych 1écebnych postupi (Thompson et al. 2019). Jednim se slibnych
terapeutickych ptistupli se kromé stimulace bloudivého nervu jevi aplikace MSC, a to pro
ucinky (Horak et al. 2017). V ramci mnoha preklinickych studii bylo prokézéano, Ze aplikace

MSC ma ptiznivy Uc€inek na patofyziologické procesy zpiisobené sepsi a septickym Sokem
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(Walter et al. 2014). Vétsina téchto studii byla provedena na hlodavcich, a proto jejich
translacni potencial pro 1écbu pacientl se sepsi neni pfili§ velky. Nasim cilem proto bylo
zjistit, zda se tyto protektivni uCinky aplikace MSC projevi na velkém zvifecim modelu
progresivni sepse, coz se ndm bohuzel prokéazat nepodafilo. JiZz mnohokrat se ukazalo, ze
1écebné postupy, které fungovaly v preklinickych studiich sepse na rtznych zvitecich
modelech, nejsou aplikovatelné na clovéka. Mezi faktory, které mohou ovlivnit
aplikovatelnost terapie na Clovéka je napiiklad rGznorodost indukované sepse, nevhodné
metodické postupy ¢i Spatn€ zvoleny zvifeci model (Osuchowski et al. 2018). Nase vysledky
jsou navic v rozporu se studii Laroye et al., ktefi prokazali, ze aplikace MSC u prasat se sepsi
vedla k oslabeni defektl vyvolanych sepsi, pfevazné ke zmirnéni kardiovaskularniho selhani
(Laroye et al. 2018). Nelze vSak vyloucit, Ze aplikace MSC neméla protektivni G¢inek na

néktery z parametri, které v ramci nasi studie nebyly sledovany.

Studie zabyvajici se vlivem aplikace MSC na mitochondridlni respiraci u prasat ¢i
jiného modelového organismu v souc¢asné dobé neexistuji. Byl vSak studovan vliv aplikace
MSC v sepsi na mitochondrie, a to pifevdzné u hlodavcl. Na my$im modelu sepse bylo
pozorovano, ze aplikace MSC vedla k potlaceni funkénich poruch mitochondrii vyvolanych
sepsi obnovou traskrip¢nich drah podilejicich se na zachovani bioenergetickyh procest
a drah vedoucich ke snizeni oxidativniho stresu (Dos Santos et al. 2012). Na mySim modelu
sepse bylo také zjisténo, Ze aplikace MSC vyznamné potlacila tvorbu ROS a zvysila
mitofagii (Li et al. 2018). Dale bylo prokazano, Ze aplikace MSC vedla k obnové dysfunkce
mitochondrii v kmenovych bunikdch kosterniho svalstva vyvolané sepsi. U septickych bunék
byly pozorovany dysfunkce mitochondrii spojené s vyraznym snizenim mnozstvi
mitochondrii a zvySenou aktivitou zbylych organel. U piezivSich jedinci byly navic
detekovany 1 zmény mtDNA, které byly aplikaci MSC napraveny (Chatre et al. 2017,
Rocheteau et al. 2015).

Zajimavym zjiSténim je to, Ze jeden z dalSich moZnych pfiznivych ucinkl aplikace
MSC vsepsi by mohl byt zprosttedkovan parakrinné uvoliiovanim nékolika
imunomodulacnich faktorti, mikrovezikul, miRNA, exosoml ¢i dokonce pfenosem
mitochondrii. Pravé pfenos zdravych mitochondrii se zdd byt skvélou terapeutickou
moznosti kvili tomu, Ze vede k zajiSténi obnovy bioenergetickych potieb poSkozenych
bunék (naptiklad epitelidlnich, endotelialnich ¢i kardiomyocytt), (Paliwal et al. 2018).

Proces pienosu mitochondrii objevili Spees et al., kteti poprvé prokazali, Ze mitochondrie se
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mohou pohybovat mezi bunikami, a tim mohou obnovit aerobni respiraci nefunkcnich
mitochondrii. Bylo pozorovéno, ze diky aktivnimu pfenosu mitochondrii doslo k obnové
mitochondrialni respirace epitelidlnich bunék kokultivaci s MSC (Spees et al. 2006).
Nasledné studie poukézaly na zplisob, jakym je pfenos mitochondrii iniciovan a jak nejspise
probihd. Bylo zjisténo, ze okoli poskozené bunky vysila stresové signaly k MSC, které
nasledné spusti pfenos mitochondrii. Mezi stresové signaly patii uvolnéni poSkozenych
mitochondrii, mtDNA, DAMPs spolecné se zvySenou hladinou ROS. Samotny pienos
mitochondrii probiha riznymi zptsoby (viz Obrazek 18), jako naptiklad tvorbou nanotubul
(tzv. tunnel tube), prostfednictvim gap junctions, fuzi bunék, mikrovesikul nebo pirenosem
izolovanych mitochondrii (Paliwal et al. 2018). Pfesné mechanismy bunééné signalizace,
které zajist'uji pfenos mitochondrii ze zdravych bunck, a zmény, které ptispivaji k obnové

mitochondrii, nejsou zcela objasnény a jsou dale ptedmétem vyzkumu.

Gap
Junction . '\\ﬁf

Mikrovezikuly

Vhitrobunécné
Nanotubuly

T by
G U

Pfijem
; ¢ ¢ v izolovanych
mitochondrii

Poskozena buiika
(s nefunkénimi mitochondriemi)

Obrazek 18. Riizné zpiisoby pienosu mitochondrii z MSC do poskozenych bunék. Mezi tyto
zpUsoby patii pfenos prostfednictvim nanotubulii, gap junctions, fize bunék, pfenos mitochondrii
v mikrovezikulech ¢i pfijem izolovanych mitochondrii (pfevzato a upraveno podle Paliwal et al.
2018).
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2018, 67 (Suppl 4), 577-592. Physiological Research. ISSN 18029973. (IF 1,655)

Souhrn

Cilem tohoto piehledového ¢lanku bylo shrnout dosavadni poznatky
o mitochondridlni respiraci v multiorgdnovém selhani vyvolaném sepsi a poukazat na
znacnou variabilitu experimentalnich vysledkti. Experimentalni data ziskana na raznych
experimentalnich modelech jsou totiz zna¢né nehomogenni. Néktera data poukazuji na
pokles mitochondrialni respirace, zatimco u jinych nebyly pozorovany zadné zmény ¢i bylo
dokonce pozorovano zlepseni. Proto je potfeba uvédomit si urc¢ité limity jednotlivych studii

a poukdzat na mozné zdroje variability.

Prvnim ze zdrojt variability je sepse jako takova, jejiz prub¢h je u kazdého pacienta
jiny. Mezi jednotlivymi septickymi pacienty je obrovska interindividudlni variabilita, ktera
se odrazi na prubéhu onemocnéni, odpovédi kazdého pacienta na infekci ¢i terapeutické
intervence (Christaki a Giamarellos-Bourboulis 2014). Dal§im zdrojem variability jsou
druhové rozdily mezi pouzitymi experimentalnimi modely vyzkumu sepse. VétSina studii
byla provedena na hlodavcich. Pouziti hlodavcii jako experimentdlniho modelu bylo
zpochybnéno fadou studii, které poukazaly na vyrazné morfologické i funkcni rozdily, které
by mohly s témito nesrovnalostmi v sepsi u hlodavcti souviset (shrnuto v Kohoutova et al.
2018). Jednim z dalSich zdroju variability je pouZity model sepse. Vhledem ke sloZitosti
sepse a septickych procest je obtizné toto onemocnéni vyvolat v obdobném rozsahu
a s obdobnym pribéhem v experimentalnim prostfedi (Marshall et al. 2005). Rozdilnost do
jednotlivych experimentl vnasi navic diverzita mitochondridlni DNA (Stoneking a Soodyall

1996) ¢i pouzité analytické metody.

Diskuze

Tento prehledovy clanek byl publikovan 31.12.2018. Od té doby do soucasnosti
(3/2021) ptibylo v PubMedu 25 publikaci, které se zabyvaji mitochondrialni respiraci
v sepsi. Z toho 2 publikace jsou piehledové ¢lanky, 12 je zaloZeno na vyzkumu provedeném

na rtiznych modelech hlodavct (10 u mysi, 2 u potkani), 8 na riiznych typech bunécnych
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kultur ¢i bunék (krevnich destickach ¢i PBMC — z anglického peripheral blood mononuclear
cells, tedy mononuklearni bunky periferni krve), 2 publikace (provedené v naSich
laboratofich) na prasatech a 1 publikace zalozend na vyzkumu provedeném soucasné na
PBMC a potkanech. Je zjevné, ze hlodavci jsou nejlépe dostupnym a jednim ze sndze
chovatelnych zvifecich modeld, a proto vétSina experimentll je provedena praveé na nich.
Zustava vSak otazkou, i v souvislosti s vySe zminénymi rozdily, do jaké miry se jedna

o model vhodné¢ zvoleny k pfipadnému pienosu ziskanych vysledkl na clovéka.

Krom¢ velkych zvifecich modeli (jako je prase domadci) se jako vhodné&jsi
experimentalni model jevi v soucasné dob¢ stale vice pouzivané PBMC (byly pouzity
v 6 z 25 vyse zminénych publikaci). Hlavni a nespornou vyhodou pouziti téchto bun¢k je
neinvazivnost jejich ziskdvani. Bé€zné se analyza mitochondridlni respirace provadi na
izolovanych mitochondriich, tkafiovém homogenatu ¢i permeabilizovanych buiikach nebo
tkanich, coz je mnohdy pro pouziti u pacientt (i téch se sepsi) zcela nevhodné. PBMC se
izoluji z plné krve a odbér krve je v porovnani s ostatnimi zpusoby ziskavani vzorku
metodou vyrazné¢ méné invazivni. V soucasné dob¢ jsou jiz optimalizovany protokoly nejen
pro izolaci PBMC z krve, ale také pro méteni jejich mitochondridlni respirace (Sumbalova
et al. 2020). Ziejmé Cas vSak ukaze, zda bude mozné diky PBMC a jinym krevnim bunikdm
presunout analyzu jednotlivych parametrii sepse pfimo na ¢loveka a zda tyto analyzy budou
dostacujici pro pochopeni jednotlivych patofyziologickych mechanismi sepse ¢i pristupil
k jeji 1écbé nebo zda bude potiebné pouzit kombinaci vyzkumu na téchto buiikdch

a nékterém z vhodnéjsich zvitecich modeld.
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6 Zavér

Sepse je 1 pres velké pokroky v dostupné Iékarské péci a popis mnoha jejich
patofyziologickych mechanismti onemocnénim, které se tézko 1€¢i a na které umira mnoho
lidi. Prave slozitost patofyziologickych procest, které nejsou doposud vSechny popsany
a variabilni prib¢h sepse u jednotlivych pacientll znemoziuje na toto onemocnéni pouzivat
pouze jeden Iék, jako je tomu u mnoha jinych chorob. VétSinou je zapotiebi pouzit
kombinaci nékolika riiznych terapeutickych piistupti zaroven. I pres vCasny zasah vsak
zustava sepse jednim z nejcastéjSich infekénich onemocnéni, na které rocné zemie znacné
mnozstvi pacientl. Proto je cilem soucasného vyzkumu sepse popsat co nejlépe
patofyziologické mechanismy tohoto onemocnéni, optimalizovat terapeutické pfistupy,

ptipadné pfijit s novymi vhodnymi postupy 1écby pacientd.

Cilem této prace bylo ptispét k pochopeni etiopatogenze sepse, a to predevSim popsat
pfipadné zmény mitochondridlni respirace v sepsi. V nasich laboratofich se podaftilo vytvofit
klinicky relevantni velky zvifeci model sepse a septického Soku vyvolany fekalni
peritonitidou s typickymi hyperdynamickymi parametry. To ndm umozZnilo studovat
bunécné mechanismy sepse, septické myokardialni deprese a roli mitochondrii v patogenezi
onemocnéni. Tyto fenomény byly doposud studovany prevazné na malych modelech zvifat,
nejcastéji u hlodavcl. Samotna role mitochondrii v sepsi je stale diskutované téma a studii
provedenych na prase¢im modelu sepse a zabyvajicich se mitochondridlni respiraci
v myokardu neni mnoho a jejich vysledky jsou navic rozporuplné. V ramci naSeho vyzkumu
se nam podafilo opakovan¢ prokdzat, Ze vlivem sepse doSlo v levé srde¢ni komote
septickych prasat k poklesu mitochondrialni respirace komplexu II (respiracni stav

OXPHOS 1I) a k poklesu aktivity komplexu IV uméle stimulované TMPD.

DalSim cilem této prace bylo na nasem klinicky relevantnim prase¢im modelu sepse
popsat potencialni terapeuticky vliv stimulace bloudivého nervu na mitochondridlni
respiraci. Vliv stimulace bloudivého nervu na mitochondrialni spottebu kysliku myokardu
v sepsi doposud nebyl studovan. Nam se jako prvnim podatilo prokazat na tomto velkém
zvitecim modelu sepse, ze stimulace bloudivého nervu ma fadu pfiznivych ucinki,
predevSim na kardiovaskuldrni systém, energeticky metabolismus 1 samotnou
mitochondrialni respiraci. Pokles mitochondrialni respirace komplexu II (ve stavu OPHOS

1) a aktivity komplexu IV pozorovany v permeabilizovanych buiikéch levé srde¢ni komory
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septickych zvifat byl stimulaci bloudivého nervu normalizovan. Vysledky naseho vyzkumu
proto naznacuji slibny terapeuticky potencial stimulace bloudivého nervu pii 1€cbé sepse

a poklesu mitochondridlni respirace spojeného se sepsi.

Poslednim z cilii této prace bylo na nasem klinicky relevantnim prase¢im modelu
urcit vliv experimentalni terapie sepse pomoci mezenchymélnich kmenovych bunck na
mitochondrialni respiraci. Vliv aplikace mezenchymaélnich kmenovych bunék na
mitochondrialni spotiebu kysliku u prasat ¢i jiného modelového organismu v soucasné dobé
nebyl studovan. Byl vSak pozorovan protektivni Uc¢inek aplikace téchto bunc¢k na
mitochondrie, pfedevSim na sepsi vyolany nartist ROS a snizené mnozstvi mitochondrii.
V ramci naSeho vyzkumu se ndm podafilo prokazat, ze aplikace mezenchymalnich
kmenovych bunék nemd zadné negativni Gfinky na mitochondridlni respiraci
v permeabilizovanych buiikach levé srde¢ni komory zdravych zvitat, avS§ak piiznivé G€inky
aplikace téchto bunek na pokles mitochondrialni respiraci komplexu II a aktivity komplexu
IV vyvolany sepsi se ndm bohuzel prokazat nepodaftilo. Nelze vsak vyloucit pfiznivy u¢inek
aplikace téchto bun€k v nékterém zjinych orgénl piipadné na jiné mitochondridlnich

parametry, které nebyly predmétem naSeho vyzkumu.

Nas vyzkum provedeny na klinicky relevantnim velkém zvifecim modelu sepse
a septického Soku vyvolaném fekalni peritonitidou tedy prokazal, Ze sepse ma negativni vliv
na mitochondridlni respiraci myokardu. Sepse zptuisobuje v permeabilizovanych buiikach
levé srde¢ni komory pokles mitochondridlni respirace komplexu II a pokles aktivity
komplexu IV. Tuto inhibici respirace u septickych prasat 1ze zvratit stimulaci bloudivého

nervu, ale nelze ji obnovit aplikaci mezenchymalnich kmenovych bunék.
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