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2. UvoD

Podstata vlivu nékterych fyzikalné-chemickych faktor(i na biologické procesy na bunécéné,
subcelularni a molekularni drovni je dosud neuplné prostudovanou oblasti z divodu
obtizného navozeni vhodnych experimentalnich podminek (Place et al. 2017). Zejména vliv
nedostatecného nebo nadmérného prisunu kysliku tkanim (hypoxie ¢i hyperoxie) jsou velmi
vyznamnymi oblastmi biomedicinského vyzkumu. Zatimco hypoxie (vzhledem k obrovskému
vyznamu v patofyziologii Cetnych onemocnéni) je intenzivné zkoumdna na bunécné,
organové i celotélové urovni, stavy spojené s nadmérnym privodem kysliku jsou pfedmétem
systematického studia mnohem vzacnéji.

Kyslik je druhy nejrozsifenéjsi plyn v zemské atmosfére (pfiblizné 21 %), v organismu
je jednim z hlavnich biogennich prvk( a prevaznd vétsina organism( jej vyuziva jako oxidacni
Cinidlo pro znacnou ¢ast metabolickych procest dilezitych pro zisk biologicky dostupnych
forem energie, bunécnou signalizaci, syntetické i biodegradacni reakce. Pro studium vlivu
raznych typu hypoxie byla vyvinuta celd rada sofistikovanych technologii, které umoznuji
experimentalné navodit nejriznéjsi klinicky vyznamné hypoxie, kontinualni i intermitentni
(hypoxemickou, transportni, stagnacni nebo histotoxickou), a to i na Urovni bunécné nebo
subcelularni. Je vSak tfeba poznamenat, Ze ani definice normoxie pro jednotlivé bunééné
typy neni trividlnim Ukolem a v poslednich deseti letech dochdazi vtomto sméru k diskusi
(Carreau et al. 2011).

V pripadé hyperoxie, tedy stavu, kdy je v organismu k dispozici prebytek kysliku, je situace
v oblasti vyzkumu a pochopeni horsi, i kdyz je 100% kyslik pouzivan v celé fadé medicinskych
i laickych indikaci (Brugniaux et al. 2018). Jesté méné je znamo o dUsledcich aplikace kysliku
pfi  zvySeném atmosférickém tlaku (hyperbarické hyperoxii nebo hyperbaroxii)
na fyziologické déje v bunkach. Vtomto sméru je velmi zajimavé porovnani publikacnich
vystupl tykajicich se stavll spojenych snedostatkem nebo nadbytkem kysliku (hypoxia,
hyperoxia nebo hyperbaric oxygen) a mitochondrii jako bunécnych organel, ve kterych
se vice nez 90 % kysliku spotfebovavad (Wagner et al. 2011). V databazi PubMed Ize najit
5885 publikaénich vystupl na zadani ,,hypoxia and mitochondria®“, 345 publikaci odkazujicich
na ,hyperoxia and mitochondria“ a jen 137 na ,hyperbaric oxygen and mitochondria”
(pfipadné 173 na , hyperbaric and mitochondria“).

Hyperbarickd oxygenoterapie (HBO) je podplirnd a terapeuticka |écebnd metoda

vyuzivajici zvySenou koncentraci kysliku za zvySeného atmosférického tlaku. Velké uplatnéni
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nasla HBO napf. pfi |écbé chronickych ran, bércovych viedl a dalSich koznich eflorescenci
(Yildiz et al. 2016; Han a Ceilley 2017; Borab et al. 2017), pfi |é¢bé tinnitu (Holy et al. 2016),
otravé oxidem uhelnatym (Rose et al. 2017), u nékterych neurologickych chorob (Al-Waili et
al. 2005) aj. Moznosti jejiho dalSiho uplatnéni jsou predmétem usilovného vyzkumu.

PrestoZe se jednda o bézné a hojné uzivanou lé¢ebnou metodu, v odborné literature neni
dostatek podkladli pro plné pochopeni biologickych dé&ji, které v burnkach pri téchto
odlisnych fyzikalnich podminkach probihaji. Existuje celd fada standardizovanych bunécnych
linii vhodnych pro studium bunécné-specifické odpovédi na zkoumany stimul
(farmakologicky, chemicky, toxikologicky, elektricky aj.) za tzv. normoxickych podminek
(tj. pfi normalnim atmosférickém tlaku a vatmosféfe obsahujici cca 21 % 0;) nebo
za podminek hypoxické hypoxie. Hyperbarické podminky vSak neni moZiné navodit
bez specidlniho pfistrojového vybaveni. Tento typ experimentll nelze v klasickych
hyperbarickych komorach provadét. Maji velky objem v jednotkach krychlovych metrq,
coz je pfi potrebé vytvoreni specifické atmosféry velmi ndkladné. Soucasna zakonna opatreni
neumoZnuji tato zarizeni plnit kyslikem o koncentraci vyssi nez 22,5 % objemového mnoZstvi.
Komory jsou navic navrhovany pro dosahovani nizkych pracovnich tlakd (bézné do 300 kPa).
Velkym problémem je jejich temperace na teploty vhodné ke kultivaci bunécénych linii
(37 °C), nebot jsou konstrukéné urceny pro pacienty (23 °C). Vyznamnym faktorem je také
klinické vytiZzeni téchto zafizeni v rdmci Ié¢ebnych opatfeni.

Aby bylo mozné se na studium vlivu podminek hyperbarické hyperoxie (HBO) na bunécény
metabolismus zamérit, bylo nutné vyvinout zcela novou a unikatni technologii, ktera
by vyzkum umoznila. Spoluprace Ustavu biofyziky Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni
a Ustavu lékafské biofyziky Lékarské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci vyustila
v Uspésné resSeni projektu Preseed (CZ.1.05/3.1.00/14.0307-1A03), vramci kterého bylo
mozné nové experimentdlni tlakové zafizeni vyvinout. Technologie dostala nazev
mikrohyperbarickd komulrka uHBK aje vsoucasné dobé chranéna narodnim patentem
¢. 305989.

Diky nové technologii bylo mozné provést pilotni experimenty, které mély za cil ziskat
pfedstavu o rozsahu metod, na které je nutné se zamérit k pochopeni mitochondrialniho
zpracovani kysliku za hyperbarickych podminek. Bylo tfeba také vybrat vhodné nastroje pro
hodnoceni, sestavit protokoly pro standardizaci kultivace a také ziskat pfedstavu o podobé
potfebného laboratorniho zazemi, ve kterém by bylo mozné kontinualni zakladni vyzkum
v této oblasti provadét.
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3. CiLE PRACE

Zadanym tématem je studium ucinku fyzikalnich podminek v hyperbarické komore
na bunky. ZSirokého vybéru moznych smérli bylo vybrdno hodnoceni vlivu zvysené
koncentrace kysliku na plicni fibroblasty a jejich metabolismus. Prace shrnuje fyzikalné-
chemické vlastnosti kysliku, jeho medicinské vyuziti a rizika s nim spojena. V experimentalni
Casti se zaméruje zejména na ucinky hyperbarického kysliku na mitochondrialni respiraci.
Pro vytvoreni odliSnych fyzikalnich podminek bylo nezbytné vyvinout novou technologii malé
hyperbarické kom(rky, kterd umozni bunécny materidl ovliviovat. Bunécné kultury
vystavené standardizovanym hyperbarickym podminkdm jsme vhodnymi metodami
kvantitativné i kvalitativné analyzovali, zejména s ohledem na mitochondridlni spotfebu
kysliku, kvalitu a morfologii mitochondridlnich siti, antioxidacni ochranu a viabilitu bunék.

Prace je proto rozdélena na tfi ¢asti:

1. Shrnuje fyzikalné-chemické vlastnosti kysliku, jeho medicinské vyuZiti a rizika s nim

spojena. Popisuje jeho fyziologicky metabolismus na Urovni mitochondrialni respirace.

2. Technologickym cilem prace bylo navrhnout novou konstrukci malé hyperbarické
komurky, kterd vyhovuje potrebam pfri kratkodobé a dlouhodobé kultivaci bunécného
materialu. Konstrukce pfistroje musi byt provedena podle norem, navrh( a vypoctl tak,
aby spliovala pozadavky na bezpecnost, stabilitu a opakovatelnost provadénych
bunécnych experimentl. Vyvinuta technologie malé hyperbarické komurky by méla byt

patentové ochranéna.

3. Experimentalnim cilem disertacni prace byla aplikace hyperbarickych podminek
na vybrané lidské bunky v kultufe a analyza jejich vlivu na nékteré mitochondridlni
parametry. Bylo nutné vybrat vhodnou bunécnou linii, stanovit optimalni podminky pro
jeji kultivaci za normo- a hyperbarickych podminek, standardizovat oxygrafické protokoly
a vybrat dalsi kvalitativni a kvantitativni metody pro hodnoceni ucéinki HBO na vybrané

buriky in vitro.
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4. FYZIKALNI A CHEMICKE VLASTNOSTI KYSLiKU

ProtozZe je cilem této prace studium vlivu zvySené (nefyziologické) koncentrace kysliku
na bunky a jejich metabolismus, je vodné v této souvislosti shrnout fyzikalni a chemické
vlastnosti kysliku.

Kyslik byl zafazen mezi chemické prvky v roce 1777 Antoinem Lavoisierem. Pfi standardni
teploté a tlaku je kyslik bezbarvy plyn bez zapachu a bez chuti s molekularnim vzorcem O,.
Jedna se o vysoce reaktivni nekov a oxidac¢ni Cinidlo, které s vétSinou prvk( snadno tvofri
oxidy. V atmosfére tvofi plynny molekuldrni kyslik 20,8 objemovych procent. Do zemské
atmosféry je prabéiné doplnovan fotosyntézou, ktera vyuziva energii slunecniho svétla
k vyrobé kysliku z vody a oxidu uhli¢itého. Ozon (03), tfiatomova molekula kysliku, silné
absorbuje ultrafialové zareni UVB a ve formé ozonové vrstvy pomaha chréanit biosféru.
Nejcastéjsi slouceninou kysliku je voda, kterd pokryva dvé tretiny zemského povrchu

(hmotnostni slozka kysliku ve vodé predstavuje 90 %).

Tabulka 1. Fyzikdlni, chemické a termodynamické vlastnosti kysliku pri referencnich podminkdch
(25 °C; 101,35 kPa).
Molekularni hmotnost 31,9988
Specificka hmotnost (Vzduch = 1) 1,105
Specificky objem [m? kg!] 0,764
Hustota kapaliny pfi atmosférickém tlaku [kg m™] 1142
Dynamicka viskozita [Pa s] 20,47.10°
Rychlost zvuku v kysliku [m s 329
Specifické teplo ¢, [J kg™ K] 920
Poissonova konstanta (cy/cv) 14611
Plynové konstanta R [J kg K1 260
Tepelna vodivost [W m™ °C?] 0,026

Bod varu pfi 100 kPa [°C] -182,97

Skupenské teplo odpaFovani pfi bodu varu [J kg] 213000
Bod mrazu nebo teploty tani pfi 100 kPa [°C] -218,4
Mérné skupenské teplo tani [J kg] 13700
Kriticka teplota [°C] -118,6

Kriticky tlak [MN m] 5,01
Kriticky objem [m? kg™] 0,0025
Hotlavost ne
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4.1 Fyzika plynu

Nejd(lezitéjsi veli¢inou, se kterou se ve vztahu k plynim setkdvame, je tlak. Je definovany
jako ucinek sily pusobici na jednotku plochy. Z hlediska molekularné kinetické teorie plyn(
si Ize tlak predstavit jako silu zplsobenou pruznymi narazy molekul na jednotkovou plochu.
Obecné je tlak ozna¢ovan symbolem p, jeho jednotka je Pascal [Pa], dle SI pak [kg m™s7].
Dalsi, prevazné v mediciné pouzivanou jednotkou tlaku, je ekvivalent sloupce rtuti [mmHg].
Pfevodni koeficient je 1 mmHg = 133 Pa. Tlak 1 mmHg je ekvivalentni starsi jednotce tlaku
Torr. Jednotka mmHg neni jednotkou SI, v odborném textu by tedy neméla byt uzivana.
Vzhledem k tradi¢nimu uzivani v mediciné bude v nasledujicim textu uvadén tlak vidy v Pa
a v zavorce pak jeho hodnota v mmHg.

Je nutné presné rozliSovat terminy absolutni tlak a pretlak. Pretlakem se rozumi tlakovy
rozdil mezi tlakem atmosférickym vdaném misté a zvySenym tlakem v prostoru,
kde je méren. Parcidlni tlaky plyn( se zpravidla uvadéji jako tlaky absolutni. VétsSina
tlakomérQ na pfristrojich vsak udava pretlak. 10 m pod vodni hladinou je hydrostaticky tlak
priblizné 100 kPa. Absolutni tlak v daném misté je pak dany souctem tlaku hydrostatického

a atmosférického plsobiciho na hladinu. (Barcal et al. 2000; Hajek 2017).

Hydrostaticky tlak a Pascaliv zakon

Uvazujme sloupec kapaliny ve vdlcové nadobé se svislou osou, ve které spociva tiha
kapaliny na dné nadoby. Sila, kterou plsobi kapalina na dno, bude pfimo Umérna objemu
kapaliny V =m-r2-h, hustoté této kapaliny a gravitaénimu zrychleni a je vyjadfena
vztahem:

F=m-r®’-h-p-g (1)

kde r [m] vyjadfuje polomér nadoby, p [kg m3] je hustota kapaliny, h [m] je vyska sloupce
kapaliny a g [ms?] je gravitaéni zrychleni. Transformaci pfede$lého vztahu lze vyjadfit

(hydrostaticky) tlak pasobici kapaliny na dno nadoby:

n.rz.h.p.g

p = — =h-p-g (2)
Touto Upravou mizi z kone€ného vyrazu pro hydrostaticky tlak symboly pro objem kapaliny
i nadoby, zlstala jen vySka (sebetenciho) sloupce kapaliny, hustota a gravitacni zrychleni.
Tento fakt je oznacovan jako , hydrostatické paradoxon®.

Hydrostaticky tlak v definované hloubce znamé kapaliny se znamou hustotou slouzi jako

nazorna a dobre reprodukovatelna jednotka tlaku s oznacenim mmH;0 ¢i mmHg. Pascallv
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zdkon je duleZitym zdkonem mechaniky tekutin a vyjadfuje, Ze tlak vyvolany vnéjsi silou,
ktera plsobi na kapalinu (Ci plyn) v uzaviené nadobé, je ve vSsech mistech této tekutiny
stejny, plsobi rovhomérné viemi sméry a pfenosem tlaku do libovolného mista v tekutiné
se tlak nikde neztraci. Pfenos tlaku je umoinén pohybem c¢astic kapaliny arozkladem
vzajemnych intermolekularnich sil do vSech smér(. Pascallv zdkon je moZné povaZovat

za staticky limit Bernoulliho rovnice a je vyjadfen rovnici:

Pi—P,=-p-g-(hy —hy) (3)
kde h1 [m] a hz [m] jsou dvé rozdilné vysky kapaliny, p [kg m?] je hustota kapaliny a g [m s?]
je tihové zrychleni. Pro idedlni kapalinu a idedlni plyn plati tento zdkon zcela presné (Rumble

2018; Jain 2017; Barcal et al. 2000; Hajek 2017).

Aerostaticky tlak, Idealni plyn, Stavova rovnice plynt

Obdobné Ize tlakové plsobeni sloupce kapaliny aplikovat i na tlak vytvoreny vlastni tihou
plynu, nejcastéji nasi atmosféry. Je vSak nutné zapocitat zménu hustoty plynu, ktera
se s narUstajicim tlakem zvétSuje a vypocet se stdva komplikovanym, v extrémnich ptipadech
aZz nespolehlivym. Do nadmofrské vysky 700 m ubyva s priblizné 100 Pa na kazdych 8 m vysky.
Na grafu 1 je znazornéna funkce tlakového gradientu vzduchu a parcidlniho tlaku kysliku

se vzrastajici nadmofskou vyskou.

15
12
3
=
g9 Mt. Everest (8,85 km)
N ® P = 33 kPa
; : P, =7,1kPa
% 6
(@]
=
©
©
Zz 3
| : 1 1 |
o 25 ¥ 5 75 100

Atmosféricky tlak [kPa]

Graf 1. Parcidlni tlak kysliku v zavislosti na nadmorské vysce (Hdjek 2017).
Zakony popisujici teoretické chovani plynd maji v hyperbaroxii zasadni vyznam. Teoreticky
predpoklad se od skutecného chovani plynl lisi, odchylky téchto obecné platnych zakonu

se zvysuji se vzrUstajicim tlakem a sniZujici se teplotou. Pro zjednoduseni je zaveden pojem
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idedlniho plynu, chovajictho se podle plynovych zdkon(i beze zbytku. Stavova rovnice
idedlniho plynu vyjadfuje vzdjemnou zavislost stavovych velicin pfi termodynamickych déjich

v idedlnim plynu. Lze ji vyjadfit ve tvaru:

pV=n-R-T (4)
kde p [Pa] je tlak plynu, V[m?] je objem plynu, n[-] je latkové mnoistvi, R je univerzalni
molarni plynova konstanta (R = 8,314 J K* mol) a T [K] je termodynamicka teplota.

Stavovou rovnici idealniho plynu lze pro popis realnych plynd pouZit pouze v pomérné
Uzkém rozmezi teplot a tlakl. Z hlediska molekuldrné kinetické teorie plyni maji molekuly
idedlniho plynu nulové rozméry a nedochazi k vzajemné elektrostatické interakci. V redlném
»pruzného” objemu plynu a jejich vzdjemna pfitaZlivost brani jejich volnému rozpinani
a je divodem odlisSného chovani redlnych plynl v porovnani s vysledky vypoctla ze zakonl
idedlniho plynu.

Plyny uzivané pfi HBO, tedy kyslik, dusik a helium, maji v rozsahu pouzivanych
a uvazovanych tlak( a teplot odchylky od chovani idedlniho plynu vyznamné mensi, nez jsou
je napf. van der Waalsova rovnice a pro popis jejich chovani pouzit klasické zdkony idealnich

plynG (Rumble 2018; Jain 2017; Barcal et al. 2000; Hajek 2017).

Zakony idedlniho plynu

Boyle—Mariottllv zdkon je termodynamicky vztah pro izotermicky déj, probihajici
videdlnim plynu za stdlé teploty. Soucin tlaku a objemu plynu je tedy za dané teploty
konstantni. Podle Gay-Lussacova zakona je tlak linedrni funkci teploty. Spojenim obou

zakonu lze ziskat vztah odvozeny Clapeyronem:

p-V=R-T (5)
kde R[JK*mol?l] je moldrni plynova konstanta, kterd& ma zdkladni vyznam ve vsech
termodynamickych a fyzikdlné chemickych uUvahach. Stavova rovnice plynu se nékdy
teoreticky uvazuje ne pro 1 mol latky, ale pro jedinou molekulu plynu. Matematicky zapis
stavové rovnice je pak stejny, univerzalni plynova konstanta R je nahrazena symbolem ks,
tzv. Boltzmannovou konstantou. Boltzmannova konstanta vyjadifuje vztah mezi teplotou
a energii plynu, tedy mnoZstvi energie potrebné k zahrati jedné ¢&astice idealniho plynu

o jeden kelvin. Hodnota Boltzmannovy konstanty je ks = 1,380 x 10723 J K%,
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Ze stavové rovnice plynu Ize odvodit, Ze 1 mol jakéhokoliv plynu zaujima za normalnich
podminek (273,15 K; 101,325 kPa) objem 22,4 |. PGsobenim roztaznosti zaujima 1 mol plynu
pfi teploté 25 °C objem 24,45 |. Vztah mezi molarni plynovou konstantou a Boltzmannovou
konstantou spojuje Avogadrova konstanta, ktera vyjadiuje pocet castic v jednotkovém
latkovém mnozstvi (1 mol). Avogadrova konstanta Na, je definovana jako celkovy pocet
atomd v dvanacti gramech nuklidu uhliku 2C a jeji experimentédlné zjiténad hodnota
je Na=6,022 x 10?3 mol™.

K zakonlm idedlniho plynu patfi Daltonlv zdkon parcidlnich tlakl pro smés chemicky
netecnych plynl. Tyto plyny jsou libovolné misitelné v kazdém pomeéru. Vysledny (celkovy)
tlak plynu tvoreného smési nékolika vzajemné nereagujicich plynnych sloZzek je roven souctu

vsech parcialnich (¢astecnych) tlakd jednotlivych sloZzek. Matematicky je zakon vyjadren jako:

n
=Pttt = ) py B
i=1

kde pq,p,, -+, P, [Pa] predstavuje parcidlni (¢astecny) tlak kazdého z plynl pritomnych
ve smési. Parcidlni tlak ma zcela klicovy vyznam pro pochopeni principli hyperbaroxie,
protoze chemické, biochemické, a tedy i biologické ucinky plyn(, predné kysliku, zavisi pouze
na parcidlnim tlaku a nejsou zavislé na primési ostatnich plynd smési. Plyn se tedy
v obecnych podminkach chovad chemicky podle svého parcidlniho tlaku tak, jako by byl
v prostoru pfitomen pouze sam.

Tretim vyznamnym zakonem pro popis chovani idedlniho plynu je Gay-Lussaclv zakon.
Gay-Lussac roku 1802 studoval chovani plyna za riznych teplot a odvodil, Ze vSechny plyny
se teplem rozpinaji stejné. Jde o tzv. déj isochoricky. ZvySovanim termodynamické teploty

plynu v izolované nadobé (V = konst.) bude tlak stoupat dle vztahu:

Pt =po-(1+y-t) (7)
kde p: [Pa] je tlakova zména systému, po [Pa] je tlak pfi 0°C, y [K}] je teplotni soucinitel
(koeficient) roztaznosti daného plynu a t [°C] je zména teploty. Pokud bude mit plyn

konstantni tlak, bude se jeho objem zvétSovat analogicky dle vztahu:

e=Vo-(1+y-0) (8)
kde Vi [m3] je objemova zména systému, Vo [m3] je vychozi objem pfi 0 °C, y [K!] je teplotni
soucinitel (koeficient) roztaznosti daného plynu a t [°C] je zména teploty. Jde o tzv. déj
isobaricky. Grafickym vyjadienim téchto zavislosti jsou pfimky (isochora, isobara). (Rumble
2018; Jain 2017; Barcal et al. 2000; Hajek 2017)
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4.2 Rozpustnost plynu

Obecné plati, Ze plyny se v kapalindch rozpoustéji. Pokud nedojde k chemické reakci mezi
plynem a kapalinou, fidi se rozpousténi Henryho zdkonem. Pro pary rozpusténé latky plati
pfima uméra mezi tlakem par této latky a jejim frakénim moldrnim zlomkem x; v roztoku.
Konstantou Uumérnosti je Henryho konstanta Ky [Pa m® mol?], je charakteristickd pro dany
plyn pti p = 101,325 kPa, zavisi na teploté a s rostouci teplotou se zvySuje. Zakon je vyjadien

rovnici:

pi = Ku " x; (9)
kde p; [Pa] je parcidlni tlak kysliku v plynné fazi, Ku [Pa m3 mol?] je Henryho konstanta a x; [-]
je molarnim zlomek rozpousténé slozky, tedy podil latkového mnoiZstvi slozky a souctu
latkového mnoZstvi viech slofek smési. Upravou lze zadkon vyjadfit pro stanoveni
koncentrace rozpusténého plynu ve vodé, kterd je pfimo umérna parcidlnimu tlaku plynu

nad jeji hladinou:

¢; = Ky p; (10)
Rozpustnost plynu zpravidla prudce klesd s rostouci teplotou. Rozdilné absorpcni
(koncentraéni) koeficienty ¢; [mol/m?3] pro riizné plyny vedou ve svém disledku k tomu, Ze
objemové sloZeni rozpusténych plyn( se lisi od sloZeni plyn nad kapalinou. Rozpustnost
plynG v kapalinach, konkrétné v télesnych tekutinach, je velice dualezitym problémem,
na ktery je nutno brat v hyperbaroxii zfetel. Pfi zvySeném tlaku se rozpusti znaéné mnozstvi
plyna, které se pri dekompresi mohou uvolifiovat ve formé bublinek (dekompresni nemoc).

Henryho konstanta rozpustnosti plynd se méni s teplotou podle Van't Hoffovy rovnice:

K (T) = Ky (76 7)] 1)

kde Ku je Henryho konstanta, C je konstanta vztahujici se k entalpii rozpustnosti pro dany
plyn a T* predstavuje standardni stav (T=298,15K; p = 101,325 kPa). Redeni této rovnice
je velmi komplikované, proto se v literatufe vychazi ztabulkovych hodnot. Rozpustnost

dle teploty Ize také stanovit z rovnice empirické aproximace (Rumble 2018) (T*=T/100):

B
lnxi=A+F+C-lnT* (12)
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Tabulka 2. Hodnoty rozpustnosti kysliku ve vodé a parametry rovnice empirické aproximace

T[K] Rozpustnost [xo2] Konstanty rovnice
288,15 2,756 x 10 A=-66,7354
293,15 2,501 x 10 B =87,4755
Kyslik 298,15 2,293 x 10° C=24,4526
(M, =31,9988) 303,15 2,122 x 10 SD=+0,36%
308,15 1,982 x 10 Platné pro 273,15 - 348,15 K
310,15 1,936 x 10°°

Hodnoty Henryho konstanty rozpustnosti pro zakladni plyny ve vodé pti 25 °C jsou
uvedeny v tabulce 3 (100% koncentrace daného plynu nad hladinou, parm = 101,325 kPa).
V tabulce 3 jsou také uvedeny hodnoty rozpusténych plynl v dalSich jednotkach, které

se v literature bézné uzivaji (Rumble 2018; Sander 2015).

Tabulka 3. Hodnoty Henryho konstanty rozpustnosti Ky pro zdkladni plyny ve vodé pri 25 °C

Ky 0, H, CO; N
Pa-m3/mol 74,7-10° 121,2-10° 2,9-10° 155,0-10°
I/mol 756,51 1227,76 29,75 1570,15
mmol/I 1,32 0,81 33,61 0,64
mg/| 41,31 404,04 763,73 22,73
mi/I 32,32 19,91 821,80 15,57

Hodnoty koncentrace rozpusténého vzdusného kysliku (pfi pO, =21 kPa) ve vodé pfi
vybranych hodnotéach tlak( v zavislosti na teploté vody shrnuje nasledujici tabulka (Rumble

2018). Je dulezité upozornit, Ze se v literatufe hodnoty rozpusténého kysliku lisi.

Tabulka 4. Hodnoty mnoZstvi rozpusténého vzdusného kysliku na litr vody (frakce plynu 21%) pri
zvysujicim se atmosférickém tlaku

760 mmHg 1520 mmHg 3040 mmHg
Tlak [abs]
101,3 kPa 202,6 kPa 405,2 kPa
Teplota | umol/l mg/I ml/l | umol/l  mg/l ml/l | umol/l  mg/l ml/I
0°C 461,1 14,6 10,3 913 29,2 20,5 | 1844 58,4 413
10°C 355,9 11,27 8,3 705 22,6 16,4 | 1423 451 33,1
25°C 263,4 8,34 6,4 517 16,5 12,6 | 1053 33,4 25,8
35°C 2189 6,93 5,5 436 14 11 875 27,7 22,1
37°C 2119 6,71 54 | 423,8 13,4 10,8 847 26,8 21,6
40 °C 202,4 6,41 5,2 404 12,9 10,4 810 25,6 20,8

Uvedené hodnoty rozpustnosti kysliku plati pro vodu, u které neuvazujeme pfimési. Lze
tedy konstatovat, Ze kyslik vstupujici do vodného roztoku vytvari slabé interakce
s molekulami vody. U nehomogennich médii, jako je plasma nebo kultivacni roztoky, nastava
komplikovanéjsi situace. Slabé interakce mezi kyslikem a vodou jsou naruseny pritomnosti
nabitych elektrolytd a bilkovin, které tvofi s vodou mnohem silnéjsi interakce. Henryho
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konstanta pro tyto kapaliny pak zavisi na koncentraci elektrolytd, bilkovin a teploté roztoku
(Place et al. 2017).

V ptipadé bunécnych kultivaci zavisi mnozZstvi rozpusténého kysliku také na dalSich
faktorech. Standardné je v atmosfére inkubatoru pro stabilizaci pH média pritomno 5 % CO,.
DalSim dulezitym faktorem, ktery ovlivni mnoZstvi rozpusténého kysliku, je vihkost vzduchu
(uvazujeme 100 % RH).Pfi 37°C a 100% RH ma vodni para parcialni tlak 6,251 kPa
(47 mmHg). Pfi tlaku ekvivalentu hladiny more zabird vodni para 6,2 % celkového objemu

plynu. Redlné mnozstvi kysliku v inkubatoru Ize vyjadfit rovnici:

[%] OZ(aktuélni) = ([%] Oz(vychozi) ' (1 - % plyn(l) - % plyn(n)) 100 (13)

Vypoclet redlného mnoizstvi kysliku v inkubdtoru po zapocteni vodni pary a oxidu
uhli¢itého vychazi [(0,21 x (1 - 0,062 - 0,05) x 100) = 18,6 %. Skutecné procento kysliku
zaujimajici atmosféru typického inkubatoru pro bunécéné kultury je pouze 18,6 % kysliku.
V porovnani s 20,8 % objemovych procent kysliku v atmosféfe se jednd o mirné hypoxické
prostiedi. DalSim faktorem ovliviiujicim mnozstvi kysliku je nadmorska vyska, koncentrace

vzdusného kysliku s nadmorskou vySkou klesd. Se zménou nadmorské vysky se bude

vvvvv
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5. METABOLISMUS KYSLIKU

Kyslik je vyznamnym biogennim prvkem a jeho pfitomnost je nezbytna pro existenci
vétsiny Zivych organism( na této planeté. Hraje duleZitou roli v energetickém metabolismu
Zivych organism( a je nedilnou soucasti bunécného dychani. Kyslik je obsazen v organickych
molekuldch Zivych organizm( (proteiny, nukleové kyseliny, sacharidy a tuky), stejné jako
v hlavnich anorganickych slouceninach Zzivocisnych skordpek, zubl a kosti. Volny kyslik
je generovan v biosfére fotolyzou pfi fotosyntéze v zelenych fasach a rostlinach. Béhem
oxidacni fosforylace pfi bunécné respiraci je kyslik zpét redukovan na vodu, ¢&imz
se biologicky redoxni cyklus vody a kysliku uzavira.

Naprosta vétSina zivocCichll véetné Clovéka kyslik potfebuje k bunécnému dychani
pro pfeménu Zivin na energii. K vyméné dychacich plyn0 (kysliku a oxidu uhli¢itého) mezi
vneéjSim a vnitfnim prostfedim dochazi v organové dychaci soustavé. Vzduch se dostava
do plic ve fazi vdechu a zasobuje tak télo kyslikem. Pti vydechu je vzduch z plic vytlacovan
a zaroven je z téla vylu¢ovan oxid uhlicity. Molekuly kysliku a oxidu uhli¢itého jsou v krvi
pfi tomto procesu prevazné vazany na hemoglobin v ¢ervenych krvinkach, cévnim systémem
transportovany po téle a pasivné vyménovany difuzi mezi okolnim prostfedim a krvi.
V tkanich je kyslik po prestupu pres bunécnou membranu metabolizovan. Oxid uhlicity,
odpadni produkt metabolickych reakci, se z bunék uvolfuje zpét do krve, kterd ho odnasi
zpatky do plic a proces se opakuje.

ProtoZe je cilem této prace studium vlivu zvySené (nefyziologické) koncentrace kysliku
na plicni fibroblasty a jejich metabolismus, je podstatné se ddle zaméfit na popis transportu
kysliku ze vzduchu procesem vnéjsiho dychan do alveold a jeho metabolismus pfi vlastni
bunécné respiraci. V pripadé HBO expozice jsou plicni buriky tou tkani, ktera je zvySenim
parciadlniho tlaku (koncentrace) kysliku exponovana nejvice. Proto zde nebude popsan cely
slozity komplex fyziologie dychani a nasledujici ¢ast se zaméri jen na oblasti plicnich alveol(.
Vétsi pozornost je pak vénovdna vnitfnimu bunéénému dychdni, tj. mitochondridlni respiraci
pomoci elektronovému transportniho fetézce, kde je kyslik findlné zpracovdvan. Hodnoceni
mitochondridlni respirace je také stéZejni metoda hodnoceni vlivu provedenych HBO

experiment(.
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5.1 Vnéjsi dychani (metabolismus kysliku v téle)

Vnéjsi dychdani je chapano jako vyména plynd mezi organismem a zevnim prostredim.
Kyslik se dostava dychacimi cestami do plicnich alveoll (sklipk(), odtud difunduje do krve
a nasledné pres bunétné membrdny erytrocytl, endotelovych a tkanovych bunék az
do mitochondrii. V nich vznikaji pti oxidativnim metabolismu voda a oxid uhliCity, ktery
se opacnym postupem dostava pres krev a plice do zevniho prostredi. Vedle tlakovych zmén
pfi ventilaci se v procesu transportu plyn( uplatiuji jesté dalsi fyzikalni procesy, jako jsou
napriklad distribuce a difuze plyna a plicni perfuze.

V plicich se nachazi az 300 miliond alveoll orozmérech 0,3-0,7um s celkovym
povrchem 70-90 m2. Vzdalenost vzduchu od krve je pfiblizné 0,5 um, coZ umoiZiiuje

efektivni vyménu plynt difazi.

Intersticialni
i Plicni
/ fibroblasty
/ ()
Alveolarni
makrofagy
Alveolarni
Pneumocyt surfaktant

Alveolarni

Obrazek 1. Anatomicka struktura alveoly

Bariéra krev-vzduch md 4 vrstvy, které tvofi respiracni epitel plicnich sklipkl, bazalni
retikuloelastické membrany, a kapilarniho endotel. Soucasti interalveolarniho septa jsou dvé
vrstvy plochého epitelu (pneumocyty 1. a 2 typu), mezi kterymi lezZi intersticidlni vazivo
poskytujici oporu kapildaram, typické vazivové burky (fibroblasty), elasticka, kolagenni
a retikularni vldkna. Kazdé septum je spolecné sousednim alveolim. Kapilarni sit je v jejich
nejtésnéjsim sousedstvi a tvori nejbohatsi kapilarni sit v téle. Membranové pneumocyty

(typ 1, 95% pokryti) jsou ploché epitelové bunky vystylajici alveolarni vybézky, maji
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Cockovité jadro a jejich télo je prevdiné uloZiené v tésné blizkosti kapilar. Granularni
pneumocyty (typ 2) maji kulovity tvar, volny povrch s mikroklky a spocivaji na bazalni
membrané. Jejich duleZitou funkci je tvorba surfaktantu, ktery napomahd zmenseni
povrchového napéti. V alveolech se vyskytuji jesté dalsi typy bunék (alveolarni makrofagy).
Difuze plynd mezi alveoldarnim prostorem a nitrem erytrocytl je zplUsobena rozdilem
parcialnich tlakd. Prdmérny pO, v alveolech je 13,8 kPa (104 mmHg) a pCO, je 5,3 kPa.
Do plic vstupujici vendzni krev ma pO, pfiblizné 5,3 kPa (40 mmHg) a pCO. 6,2 kPa
(46 mmHg). Prevaina cast objemu krve vstupujictho z plic do levé siné je okyslicena
az na pO; cca 13,8 kPa (104 mmHg). Minoritni objem krve prfichdazi do levé siné z nutri¢niho
plicniho obéhu, ktery zdsobuje zejména hluboké tkané plic. Tato krev neni plicnimu vzduchu
vlbec vystavena a hodnota jejiho pO; je stejna jako u normalni systémové Zilni krve, tedy
pouze 5,3 kPa (40 mmHg). Misici se krev z funkéniho a nutri¢niho obéhu ma v misté vstupu
do levé siné hodnotu pO; priblizné 12,6 kPa (95 mmHg) (Hall a Guyton 2005). Objem
fyzikalné rozpusténého kysliku v 1 litru krve je pfiblizné 3 ml, objem kysliku vazaného
na hemoglobin je priblizné 197 ml. 1 g hemoglobinu vaze az 1,34 ml kysliku a pti primérné
koncentraci hemoglobinu v krvi 150 g/l vychazi, Ze v5 1| krve je tedy navazan priblizné 11

kysliku (Ganong 2005; Trojan 2003; Hall a Guyton 2005).

Tabulka 5. Parcidlni tlaky plyna v riiznych cdstech respiracni soustavy (Ganong 2005)

kPa Atmosféricky Nadechovany Alveolarni Vydechovany Levé srdce Tkéné Pravé
mmHg vzduch vzduch vzduch vzduch srdce
21,00 21,00 13,30 15,43 12,64 5,32 5,32
2 158 158 100 116 95 40 40
0,04 0,04 5,32 4,26 5,32 6,12 6,12
co: 0,3 0,3 40 32 40 46 46
0,49 0,76 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
H.0 3,7 5,7 47 47 47 47 47
79,40 79,27 76,21 75,15 76,21 76,21 76,21
N: 597 596 573 565 573 573 573

Arterialni krev ma pO; pfiblizné 12,6 kPa (95 mmHg), saturace kyslikem je primérné 97 %.
Parcialni tlak kysliku v extracelularni tekutiné obklopujici tkanové bunky ma hodnotu
pramérné pouze 5,32 kPa (40 mmHg). Tento tlakovy rozdil (koncentracni gradient)
zpusobuje rychlou difuzi kysliku z kapilarni krve do tkani, kapilarni pO; klesa témér na droven
tlaku 5,32 kPa (40 mmHg) vintersticiu. Proto ma krev opoustéjici tkanové kapilary
a vstupujici do systémovych Zil hodnotu pfiblizné pO, 5,32 kPa (40 mmHg), jeji saturace

je pouze 75%. Hodnota normalniho intracelularniho pO, se pohybuje od 5,32 kPa
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(40 mmHg) az po 0,67 kPa (5 mmHg). Pro plnou podporu chemickych procest bunécného
metabolizmu vyuZivajiciho kyslik je potfeba pouze 0,13 az 0,4 kPa (1 az 3 mmHg) pO; kysliku
(Hall a Guyton 2005; Ganong 2005).

5.2 VnitFni dychani (bunécna respirace)

Bunécna respirace je sloZity biochemicky a bioenergeticky proces. Béhem bunécéného
metabolismu jsou zdkladni Ziviny (cukry, tuky, bilkoviny) Stépeny aZz na dvouuhlikaté
fragmenty Acetyl CoA, které jsou pak nasledné oxidovany a jako odpadni produkty
se uvolnuji oxid uhli¢ity (CO2) a voda. Vodikové kationty (protony) a elektrony uvolnéné
pfi oxidaci jsou prenaseny koenzymy NAD* a FADH, které jsou pak ndsledné redukovany
na NADH + H* a FADH.. V pribéhu respirace je energie ziskana oxidaci Zivin vyuZita na tvorbu
gradientu vodikovych protont, ktery je pak vyuzit jako zdroj energie k syntéze ATP z ADP.

Stechiometricky Ize cely proces popsat napf. rovnici pro oxidaci glukdzy:

CeH1206 +60, +6H,0 - 6CO, +12H,0+AE (14)

VétSina metabolickych procesli vedoucich kzisku energie ve formé ATP probiha
v mitochondriich. Mitochondrie jsou elipsoidni organely s vlastnim genetickym aparatem,
které obsahuji dva typy membran: vnéjSi a vnitfni. VnéjSi mitochondridlni membrana
obsahuje mimo jinych protein porin, ktery umoziuje prostou difuzi. Vnitfrni membrana
je volné propustna pouze pro plyny (02, CO>) a vodu. Vnitfni membrdna obsahuje proteinové
prenasece, které reguluji prichod iontd, metabolitd a dalSich slouc¢enin. Membrany urcuji
dva oddélené prostory: mezimembranovy prostor a matrix (gelovitou hmotu s obsahem
vody mensim neZ 50 %). Proteiny, podilejici se na transportu elektron(i (z NADH a FADH,)
na kyslik (oxidaci) a mitochondridlni tvorbé ATP (fosforylaci), jsou vazany Kk vnitini
mitochondridlni membrané. Cely déj je souhrnné zobrazen na obrazku 2 a probiha pro

glukdzu v nékolika nize popsanych krocich.
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Glykolyza v cytoplazmé

Spotieba energie Glukéza C

ATP o
ATP ——>TT)

Glukéza 6-fosfat Cg-P

Elektronovy transportni retézec
(7

ATP
syntaza

Fruktéza 6-fosfat CG-P

ATP —>[3T)

2X  Glycerylaldehyd 3-fosfat P-C3

(co;)

Ketoglutarat Cs

2NADH

1,3-difosfoglycerat P-C3-P Kre bSGV

(2 ADP | ATP cyklus

2X 3-fosfoglycerat P-C3

C, 2

2X fosfoenolpyruvat P-C
(2 ADP ] ATP
Zisk energie
ATP 2X pyruvit Cs

(NaDH)

A co.

FAD

Citratovy cyklus v mitochondrii
Obrdzek 2. Schematické zndzornéni systému bunécné respirace (glykolyza, Krebsiv cyklus, a
oxidativni fosforylace)

Glykolyza — V cytoplazmé je glukdéza Stépena glykolyzou. Po fosforylaci, konverzi
na fosforylovanou fruktézu a vazbé dalsi fosfatové skupiny se hexdza rozstépi na 2 tridzy,
které se ddle metabolizuji. Pfi rozStépeni 1 molekuly glukdézy se uvolni energie, kterd
odpovida 2 molekuldm ATP. V aerobnich podminkach je kone¢nym produktem glykolyzy
pyruvat (Ganong 2005; Voet a Voet 2011; Gnaiger 2014).

Krebstv cyklus - Pyruvat je prenesen do matrix mitochondrii, kde je dadle oxidovan
pyruvatdehydrogendzou na CO; a acetyl-CoA, ktery se slucuje s oxaloacetatem (4C) na citrat
(6C). Béhem cyklu se uvolni dalsi dvé molekuly ATP (na plvodni molekulu glukdzy), dochazi
k redukci koenzymU NAD* a prenosu vodikovych protonu a elektronl na respiracni komplexy
vnitini membrany mitochondrii. Vedlejsim produktem probihajicich procest je také oxid
uhlic¢ity (Ganong 2005; Voet a Voet 2011; Gnaiger 2014).

Dychaci fetézec — Elektrony a vodikové protony z redukovanych koenzym( jsou dale
prenaseny sloZitymi komplexy dychaciho retézce, které se skldadaji z mnoha proteinovych
podjednotek a prenasect elektronl (flavoproteiny, Fe-S klastry, cytochromy). Transport
elektront vnitfni mitochondridlni membranou horizontalné poskytuje energii k precerpavani

proton nékterymi respiracnimi komplexy vertikalné, tj. z mitochondridlni matrix
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do prostoru mezi vnitfni a vnéjsi mitochondridlni membréanou. Cinnost téchto protonovych
prenasecl vytvari na vnitfni membrané elektrochemicky koncentracni gradient (Ganong
2005; Voet a Voet 2011; Gnaiger 2014). Konecnym akceptorem elektronl je elementarni
kyslik, ktery reaguje s vodikovymi protony za vzniku vody.

Fosforylace - Vnitini membrana mitochondrii je pro vodikové protony neprostupna,
do mezimembranového prostoru jsou pumpovany cinnosti respiracnich komplex(
pfi sou¢asném prenosu elektronli. Vodikové protony se vraci do mitochondridlni matrix
pomoci ATP-syntazy, kterd je zakotvenda ve vnitini mitochondridlni membrané a tvori kanal
pro prichod iontl. Energie této protonmotivni sily je vyuzivana k syntéze ATP (Ganong 2005;

Voet a Voet 2011; Gnaiger 2014).

5.3 Dychaci retézec

Dychaci retézec (elektrontransportni retézec, elektrontransportni systém) je souborem
navazujicich prenasecl elektron( vnitfni mitochondrialni membrany, které jsou zodpovédné
za sled redoxnich reakci, jeZz ukoncuji odbourdvani sacharidd, lipid a bilkovin. BEhem tohoto
odbouravani dochazi ke vzniku redukovanych koenzymG NADH a FADH,. NADH

(nikotinamidadenindinukleotid) se v dychacim fetézci oxiduje na NAD* dle reakce:

NADH + Ht & NAD* + 2 H* + 2 e~ (15)

FADH; (flavinadenindinukleotid) se v dychacim fetézci oxiduje na FAD dle reakce:

FADH2 & FAD + 2H* + 2 e-. (16)

Z redukovanych koenzymi jsou elektrony prendseny systémem akceptoru, usporadanych
v dychacim fetézci, na atomarni kyslik za vzniku vody (Duska a Trnka 2007; Voet a Voet 2011;
Tepld 2017).

Kromé enzymU dychaciho fetézce jsou ve vnitini mitochondridlni membrané zabudovany
i transportni proteiny pro ionty a r@izné nizkomolekularni latky (ATP; NADH, pyruvat,
oxaloacetdt, glutamat, malat aj.). Elektronovy transportni fetézec zpracovava redukované
koenzymy doddvané z cytoplasmy a Krebsova cyklu (matrix mitochondrie). Tyto koenzymy
jsou opétovné oxidovany pomoci elektronového transportniho retézce. Soubor ¢tyt hlavnich
enzymovych komplexu je oznacovan jako Komplexy I-IV (Ganong 2005; Gnaiger 2014; Tepla

2017; Hall a Guyton 2005).
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Obrdzek 3. Zjednodusené schéma dychaciho retézce

Komplex | (NADH-ubichinonoxidoreduktasa) prenasi elektrony z NADH na koenzym Q
(CoQ, ubichinon), ktery se redukuje na ubichinol (CoQH;). Oxidace NADH je vyraznou
exergonickou reakci, tj. reakci doprovdzenou poklesem Gibbsovy energie (AG < 0), ktera

mUzZe probihat samovolné a probiha podle rovnice:

NADH + H+* 4+ CoQ —» NAD+ + CoQH: (17)
Komplex | obsahuje FMN (flavinmononukleotid) a dale Fe-S klastry, které se zucastruji
prenosu elektronli z NADH na CoQ. Fe-S klastry obsahuji ionty Zeleza, které méni své

oxidacni stavy dle rovnice:

Fe3* 4+ e- — Fe2+ — Fe3t + e (18)

Komplexem | probiha transport elektron(i nasledovné: dva elektrony a proton z NADH
pfechdzi na FMN za vzniku FMNH™ a NAD*. Elektrony z FMNH" prechazeji (po jednom)
na CoQ, ktery je postupné redukovan na radikal ubisemichinon CoQH* a nasledné na CoQH
(ubichinol). Pti navazani elektronu na CoQ dochdazi soucasné k navazani protonu
H* z mitochondrialni matrix. Béhem prenosu elektronl z NADH na CoQ pres komplex |
dochazi k pfenosu celkem ¢tyf H* z matrix do mezimembranového prostoru. Redukovany
CoQHz: (ubichinol) je uvolnén z komplexu | a je nahrazen dal$i molekulou oxidovaného CoQ
(ubichinon) (Ganong 2005; Gnaiger 2014; Tepla 2017; Hall a Guyton 2005; Duska a Trnka
2007).
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Komplex Il (sukcinat-ubichinonoxidoreduktasa) prenasi elektrony ze sukcinatu
na koenzym Q (CoQ, ubichinon), a tim jej redukuje na CoQH: (ubichinol). Sukcinat oxiduje na
fumarat doprovazen vznikem redukovaného koenzymu FADH,. Reakce je soucasti
citratového cyklu. Komplex Il obsahuje cytochrom b (cyt b) a Fe-S klastry, které se Gcastni
pfenosu elektron z FADH; na CoQ. Fe-S klastry i cyt b obsahuji ionty Zeleza, které méni své

oxidacni stavy:

Fe3t + e - Fe2t — Fe3t + e- (19)
Transport elektronu skrze komplex II: elektrony prechdzeji z FADH, na koenzym Q. Oxidace

FADH; je exergonickou reakci (FADH; je redukéni ¢inidlo):

FADH2 + CoQ — FAD + CoQHz (20)
CoQ je redukovdn na radikal CoQH® (ubisemichinon) a ndasledné na CoQH: (ubichinol).
Redukovany ubichinol (CoQHz) je z komplexu Il uvolnén a nahrazen dalsi molekulou
oxidovaného ubichinonu (CoQ). (Ganong 2005; Gnaiger 2014; Tepld 2017; Hall a Guyton
2005; Duska a Trnka 2007)

Komplex i (ubichinol-cytochrom-c-oxidoreduktasa) transportuje elektrony

z redukovaného koenzymu Q (ubichinolu, CoQH2) na cyt c:

CoQH:2 + cyt c (Fe3*) - CoQ + cytc (Fe?+) + 2 H* (21)
Komplex Il obsahuje cytochrom b (cyt b), ktery vazie dva hemy (bn a bi), cytochrom c1
(cyt c1) a Rieskeho Fe-S protein (ISP). Cytochromy a Rieskeho Fe-S proteiny obsahuji ionty

Zeleza, které meéni své oxidacni stavy podle rovnice:

Fe3t 4+ e- —» Fe2t - Fe3t 4+ e (22)
Mechanismus, kterym komplex Il prebira elektrony od CoQH,, se nazyva Q-cyklus. V jeho
pribéhu dochazi k pumpovani H* z matrix do mezimembranového prostoru. Jednim
z meziproduktl Q-cyklu je stabilni CoQ® semichinon. Komplex Il obsahuje dvé vazebna
mista: Qo, ktery vaze CoQH,, a Q;, ktery vaze CoQ" a CoQ. CoQH; (produkt komplexu I ¢i Il)
se vaze do Qo mista. Jeden z elektron( je prenesen pres ISP na cyt cl1 (a dale na cyt c), ¢imz
se uvolni dva protony do mezimembranového prostoru a vznikd CoQ® Druhy elektron
pfechdzi na hem by, ktery nasledné redukuje na hem bu. Vznikly CoQ je uvolnén z mista Qo

a vaze se do lokace Q. Elektron z hemu by prechazi zpét na CoQ za opétovného vzniku CoQ":

CoQHz + cyt c1(Fe3+) — CoQ* + cyt c1(Fe2*) + 2H* (23)
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Oba protony jsou preneseny do mezimembrdnového prostoru. Do mista Q, se vaze dalsi
molekula CoQH: a déj se opakuje. Dalsi elektron z hemu by redukuje CoQ*~ za soucasného
navazani dvou protonl z matrix mitochondrie a vznikd CoQH,. Na kazdé dva koenzymy
CoQH; vstupujici do Q-cyklu se jeden CoQH: regeneruje. Vysledkem je sumarni reakce

s presunem 4 elektronli do mezimembranového prostoru:

CoQHz + 2 cyt c1(Fe3*) + 2H*(matrix) — CoQ + 2 cyt ci(Fe?+) + 4H*  (24)
(Ganong 2005; Gnaiger 2014; Tepld 2017; Hall a Guyton 2005; Duska a Trnka 2007)

Komplex IV (cytochrom-c-oxidaza) katalyzuje oxidaci ¢ty redukovanych molekul

cytochromu c (cyt c) za soucasné redukce molekuly O,. Vyslednym produktem je voda:

4 cytc (Fe?t) + 02+ 4 H* - 4 cyt c (Fe3*) + 2 H20 (25)
Komplex IV obsahuje CuA centrum, cytochrom a (cyt a), binuklearni komplex cytochromu a3
(cyt a3) a Cug centra. Cu centra a cytochromy obsahuji ionty médi a Zeleza, které méni své

oxidacni stavy:
Cu?2t + e - Cut = Cu2t + e (26)

Fe3*t + e - Fe2t — Fe3t + e- (27)
Elektrony jsou pres komplex IV transportovany nasledovné: molekula O, se vaze
do binuklearniho centra. Cyt c slouzi jako pohyblivy prenasec¢ elektronl z komplexu lll
na komplex IV. Elektrony jsou prendseny z cyt ¢ pres CuA centrum, cyt a a binuklearni
komplex cyt a3 a Cus centra aZ na O2. Molekula kysliku je postupné redukovana na O% ionty,

které reaguji s protony z matrix za vzniku dvou molekul vody:

4Ht*+4e + 02— 2H20 (28)
Na uplnou redukci jedné molekuly kysliku na dvé molekuly vody je zapotiebi ¢tyr elektront
a Ctyf protonl. Béhem prenosu Ctyr elektrond skrze komplex IV dochazi k prenosu ctyr

proton( z matrix do mezimembranového prostoru:

4 cytc (Fe?t) + Oz + 8 H* (matrix) —» 4 cytc (Fe3*) + 2 H20 + 4 H*  (29)
(Ganong 2005; Gnaiger 2014; Tepla 2017; Hall a Guyton 2005; Duska a Trnka 2007).
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omplex IV

komplex Ill

Obrdzek 4. Schéma transportu elektron( dychacim retézcem: Elektrony jsou prendseny mezi
komplexem | a komplexem Ill v membrdné rozpustnym CoQ (prostrednictvim Q-cyklu), komplex Il
prendsi elektrony na CoQ ze sukcindtu a prostfednictvim Q-cyklu jsou ndsledné elektrony
preneseny na komplex Il a mezi komplexem Ill a IV perifernim membrdnovym proteinem -
cytochromem c.

Syntéza ATP (oxidacni fosforylace)

Transportem elektrond dychacim fretézcem vznikd volnd energie, kterda umoiZnuje
komplexm |, Ill a IV transportovat protony z matrix do mezimembrdnového prostoru.
Vytvafi se zde elektrochemicky protonovy gradient (v mezimembranovém prostoru
je koncentrace proton( vyssi neZz v matrix). Matrix je oblast negativniho elektrického
potencidlu a nizké koncentrace proton(. Oproti tomu je mezimembranovy prostor oblast
vysoké koncentrace protond a pozitivniho elektrického potencidlu. Vysledny
elektrochemicky potencial tohoto gradientu je vyuzit k syntéze ATP.

Syntéza ATP je endergonicky proces, pfi kterém vznika ATP (adenosintrifosfat) z ADP
(adenosindifosfatu) a P (anorganického fosfatu). Reakce je katalyzovana enzymem ATP-
syntazou a je pohanéna transportem protonll z mezimembranového prostoru zpét do matrix
mitochondrie. Predpokldada se, Ze na vznik jedné molekuly ATP je zapotiebi zpétného
pfenosu tfi az ¢tyf proton (Duska a Trnka 2007; Ganong 2005; Voet a Voet 2011; Hall a
Guyton 2005).

5.4 Reaktivni kyslikové formy (ROS) v organismu

Reaktivni kyslikové formy (ROS) jsou volné radikaly vytvorené z molekuly kysliku, které
obsahuji neparovy elektron. Tyto reaktivni formy jsou pro nékteré déje v organismu
nezbytné, v ptipadé zvysSeni koncentrace kysliku je vSak samotna jejich pfitomnost

a metabolickd produkce podstatné vyssi. Tato situace vyvolava v bunkach oxidacni stres,

27/105



ktery predstavuje nerovnovahu mezi kyslikovymi radikdly a antioxidacni obranou organismu
a vede k poskozeni bunék.

Superoxid 03 vznikda jednoelektronovou redukci kysliku. Je schopny dismutovat,
pfivzajemné reakci vykazuje oxidacni i redukéni vlastnosti. Reakce probihd spontanné
a v organismu je urychlovana enzymem superoxid dismutdzou (SOD).

Zdroja ROS je v organismu nékolik. Nejvyznamnéjsi zdroj superoxidu pochazi z dychaciho
fetézce v mitochondriich, pfi kterém se tvofi primdrné superoxid, sekundarné peroxid
vodiku. Hlavnim producentem ROS v respiracnim retézci jsou Komplex | a Komplex Ill. DalSim
zdrojem je endoplasmatické retikulum, kde vznika superoxid z oxokomplexu cytochromu
P450. Superoxid vznika v malém mnoiZstvi také v erytrocytech pfi oxidaci hemoglobinu
na methemoglobin, zejména kvuli ochrané vlastnich struktur proti radikaldm (Hall a Guyton

2005; Ganong 2005; Duska a Trnka 2007; Voet a Voet 2011).
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6. VYUZITI KYSLIKU V MEDICINE

Inhalace zvysené koncentrace kysliku je vyuzZivana pro |é¢ebné Ucely. Metoda zvysSuje
hladinu kysliku v krvi pacienta, sniZzuje pracovni zatéz srdce a tim sniZzeni hemodynamického
odporu u mnoha typl plicnich onemocnéni. Kyslikova terapie se pouziva k |écbé emfyzému,
pneumonie, poruch srdce (napf. méstnavé srdec¢ni selhani) a jinych onemocnéni snizujicich
schopnost téla vstirebavat a metabolizovat kyslik. Lécbu je moZzné provadét v nemocnicich,
pti domaci terapii nebo diky prenosnym zafizenim. Kyslik je pacientim dodavan kyslikovou
maskou ¢i nosni kanylou (Sim et al. 2008; Hajek 2017; Barcal et al. 2000; Trojan 2003).

PFfi dychani vzduchu je vétsSina kysliku vdzdana na hemoglobin a pouze malé mnozZstvi
jevolné rozpusténé v plazmé. Pfi hyperoxii je hemoglobin zcela saturovan
kyslikem, mnozstvi rozpusténého kysliku v plazmé stoupa a takto fyzikalné rozpustény kyslik
pokryje asi jednu tretinu potfeb tkani. V pfipadé HBO s absolutnim tlakem 300 kPa pokryje
veskeré potreby tkani pouze kyslik rozpustény v plazmé (Thomson a Paton 2014; Poff et al.
2017).

Hyperbarickd medicina pouziva specialni kyslikové komory, které zvysuji okolni tlak kolem
pacienta a tim umoziuji inhalaci zvyseného parcialniho tlaku kysliku. Metodu Ize pouzit napfr.
pfi 1éCbé otravy oxidem uhelnatym, kdy je narusena schopnost hemoglobinu vdazat kyslik.
Zvysend koncentrace kysliku v plicich (5 - 15 x vy3si neZ ve vzduchu) pomaha vyvazovat oxid
uhelnaty z hemoglobinu (Buckley et al. 2011). Dale umoznuje lécbu plynové gangrény
a dekompresni nemoci (Stephenson et al. 1996; Hajek 2017; Jain 2017). Kyslik je cytotoxicky
pro anaerobni bakterie, které zpUsobuji plynovou gangrénu. Ventilaci plynu se zvySenym
parcialnim tlakem kysliku a tim zvySenim koncentrace rozpusténého kysliku v krvi pomaha
tyto bakterie zabit (Eltorai et al. 1986).

Dekompresni nemoc se vyskytuje u potapécl, ktefi se po ponoru prilis rychle
dekomprimuji (vynoti). Nasledkem dojde k uvolnéni rozpusténych inertnich plynd z krve
(pfevdiné dusiku a vzacnéji helia), tvorbé bublinek v krvi a ke vzniku blokady (plynova
embolie). ZvySeny okolni tlak pomaha tyto bubliny znovu rozpustit zpét do krve. Tyto
nadbytecné plyny jsou v pribéhu expozice pfirozené vydychany plicemi (Hajek 2017; Jain
2017). Potapéci, vyuzivajici uméle dodany kyslik, dychaji vétSinou smés vzduchu nebo plynu
s vhodnym podilem kysliku pro pracovni hloubku uréenou jejich ¢innosti. Pouzivani Cistého
nebo témér Ccistého kysliku je pfi potapéni pri vysSich tlacich obvykle omezeno

na rebreathery. Rebreather je potdpécsky pfistroj s uzavienym ¢i polouzavienym okruhem.
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Vydechovany plyn nebo jeho vétsi ¢ast se vraci zpét do pfistroje, ve kterém jej pohlcovac
zbavi oxidu uhli¢itého a nasledné je plyn obohacen o kyslik.

Kyslik byl v minulosti v kyslikovych barech uZivan rekrea¢né pro udajné navozeni
euforickych pocitli. Profesionalni sportovci pouZivaji kyslikové masky pro zvyseni jejich
vykonnosti. Farmakologicky ucinek je ale pochybny, pravdépodobnéjsi je placebo efekt
(Webb et al. 1989). Dostupné studie podporuji zvyseni vykonu z kysliku obohacené smési

pouze v pfipadé, Ze je dychdan pfi aerobnim cvi¢eni (Rusko et al. 2003).

6.1 Toxicita kysliku

Toxicitu kysliku zplGsobuji predevsim reaktivni formy kysliku (ROS). V ptipadé prekroceni
antioxidac¢ni schopnosti organismu dochazi k poskozeni tkané indukci nekrdzy ¢i apoptdzy.
Toxicitou kysliku jsou nejvice ohroZzeni nedonosSeni novorozenci vyzadujici oxygenoterapii,
pacienti vyZadujici hyperbarickou oxygenoterapii a potdpéci. Hlubsi potapéni vyZaduje
vyznamné ziedéni kysliku jinymi plyny (N2, He), aby se zabranilo projevim kyslikové toxicity
(Knight 1999; DeGorordo et al. 2003; Hajek 2017). Kratka HBO expozice vysokym parcialnim
tlakem kysliku (400 kPa) vede k poSkozeni funkce centralniho nervového systému (potapéni,
hyperbarickd oxygenoterapie). Dlouhodoba expozice zvySenym pO, za normalniho
atmosférického tlaku posSkozuje predevsim plice a o¢i (Thomson a Paton 2014; Poff et al.

2017; Knight 1999).

Mechanismus toxicity kysliku pf¥i hyperoxii

Hyperoxie vede ke zvyseni tvorby kyslikovych radikald, které reaguji s lipidy, DNA
a proteiny oxidacnimi reakcemi a nepfimo reaguji prfes mechanismy zprostfedkované
radikdly. To mlzZe zpUsobit oxidacni poskozeni bunky, jejich nekréozu ¢i apoptézu. AC ma
organismus mnoho antioxida¢nich mechanism, jejich kapacita je pfi vysokych koncentracich
volného kysliku prekrocena, ¢imz dochazi k poskozeni tkani (Thomson a Paton 2014; Poff et

al. 2017; Knight 1999).

Dusledky toxicity u oxygenoterapie a hyperoxie

Kyslik zplsobuje vazokonstrikci v systémové cirkulace a vazodilataci plicnich cév. Vysoka
koncentrace kysliku nepfimo zlepsSuje zanétlivou odpovéd zmirnénim tkariové hypoxie. Pfi
oxygenoterapii akutni dekompenzace chronické obstrukéni plicni nemoci muize dojit
k hyperkapnickému respiracnimu selhani (- tézka respiracni acidéza - kéma). Obdobny
stav hrozi u déti s tézkymi neuromuskularnimi chorobami s chronickym respira¢nim selhanim

(Thomson a Paton 2014; Poff et al. 2017; Knight 1999).
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Klinické dusledky toxicity kysliku

Poskozeni plic - Dychaci systém je vystaven nejvy$sSim koncentracim kysliku z celého
organismu a je prvnim orgdanem, kde se toxicita kysliku projevuje. Toxicita kysliku
se neobjevuje pfi smési s O nizsi nez 50 %. Dlouhodoba expozice zvySenym pO2 o normalnim
atmosférickém tlaku plice poskozuje, rychlost poskozeni je pfimo Umérna pO, vdechovaného
kysliku. V pfipadé ventilace 100 % kysliku dochazi v fadu hodin k tracheobronchialni iritaci
a zanétu s projevy pleuralni bolesti, kasle a snizeni aktivity cilii. Nasledkem dochazi ke snizeni
vitalni kapacity plic a difuznimu poskozeni alveoll (akutni dechové tisni). Tyto efekty mohou
zpusobit chronickou plicni fibrézu, progresivni hypoxémii a snizeni aktivity antioxidacnich
enzym( v plicich. Na poskozeni plic se souc¢asné podili i uméla plicni ventilace a eventudlné
primarni onemocnéni vyZzadujici oxygenoterapii. Toxicitu kysliku ddle zvysuje adrenalin,
estrogen, amfetaminy a hormony Stitné zlazy (Thomson a Paton 2014; Poff et al. 2017;
Knight 1999).

Poskozeni CNS - K poskozeni CNS dochazi pouze pti velmi vysokém parcidlnim tlaku kysliku
(potapéni, hyperbarickd komora). Rychlost progrese je pfimo Umérna parcidlnimu tlaku
kysliku (pri 400 — 500 kPa dochazi k projevu jiz po 10 minutach). Primarnim projevem jsou
poruchy vidéni (tunelové vidéni), tinnitus, nausea, zaskuby mimickych svall,, zavrat,
zmatenost. Druhym stupném jsou tonicko-klonické kiece (odezni pfi snizeni parcialniho tlaku
kysliku) a porucha védomi (Thomson a Paton 2014; Poff et al. 2017; Knight 1999).

Poskozeni zraku - Dlouhodobd expozice wvyssi koncentraci kysliku za normalniho
atmosférického tlaku se u nedonosenych novorozenctd podili na rozvoji retinopatie z divodu
abnormalniho prorlstani cév nezralou sitnici. U potapécl a pacientd lé¢enych v hyperbarické
komore se mlZe rozvinout hyperoxemickda myopie, kterd je vSak reversibilni (Thomson a
Paton 2014; Poff et al. 2017; Knight 1999).

Poskozeni dalSich organti - Zvyseny parcidlni tlak kysliku mdze vést k destrukci erytrocytQ
(Larkin et al. 1972), poskozeni myokardu, endokrinnich zlaz (nadledvin, gondad a stitné zlazy)

a ledvin (Thomson a Paton 2014; Poff et al. 2017; Knight 1999).

6.2 Hyperbaricka oxygenoterapie

Hyperbarickd oxygenoterapie (HBO, hyperbaroxie) je lé¢ebnd metoda spocivajici
vinhala¢nim podavani kysliku za podminek zvySeného atmosférického tlaku. PFi téchto
podminkach dochazi k rozpusténi vétsiho mnozstvi kysliku v plazmé a vede ke zvysené

dodavce kysliku tkanim, cozmuze byt prospésné urady chorob. Kromé toho ma
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hyperbaricky kyslik fadu dalSich specifickych efektd (zmenseni velikosti bublin plynu, snizeni
otoku ve tkanich, modulace imunitnich funkci vboji proti infekci, snizeni pribéhu
ischemicko-reperfuzniho syndromu, stimulace neovaskularizace, fibroblastové proliferace
a podobné (Hajek 2017; Jain 2017).

U nékterych patologickych stav( se jevi jako vhodny zplsob |écby a vyznamnou mérou
ovliviiuje lécebny vysledek, mortalitu a kvalitu Zivota. U dalSich stavli ma spiSe pomocnou
roli v doplnéni konzervativniho nebo chirurgického |écebného postupu na zmirnéni prabéhu
onemocnéni a redukci naslednych komplikaci. Indikacni spektrum schvalené k |é¢bé HBO
je soucasti vyhlasky ¢. 472/2009 Sb. a zahrnuje 26 onemocnéni a klinickych stavd (Hajek

2017).

Fyzikalni principy HBO - Pfimé ucinky pretlaku

Zvysena hodnota tlaku zvysuje rozpustnost kysliku v kapaling, zmensuje bubliny a snizuje
difuzni vzdalenosti. HBO expozice sniZuje puUsobicim pretlakem objemy vesSkerych télnich
plynG, ¢imZ se napfiklad sniZzuje tlak plyn0d pfi stfevni neprichodnosti, nadymani
aintralumindlni akumulaci plyn(i, perioperacni gastrointestindlni obstrukci a plynové
gangréné. Snizeni tlaku plynu naakumulovaného v tkanich a dutinach ma za nasledek mensi
zranéni cévniho feciSté a sniZeni bakterialni translokace, nekrdézy, bolesti a otokl. Vysoky
gradient kysliku umoZiuje zpétné rozpusténi dusikovych bublin ajeho odstranéni
prostiednictvim dychani. (Tibbles a Edelsberg 1996; Gill a Bell 2004; Ambiru et al. 2007; Jain
2017; Al-Waili a Butler 2006; Nylander et al. 1984; Hopf et al. 2008; Hajek 2017).

Fyzikalni principy HBO — U¢&inky HBO na distribuci kysliku krevni plazmou

Henryho zakon uvadi, Ze mnoistvi kysliku je pfimo Umérné jeho pO,. Konstanta
rozpustnosti kysliku v plazmé pfi 37 °C ma hodnotu pfiblizné 0,143 ml/I-Pa (Leach et al. 1998;
Place et al. 2017). Pfi normalnim atmosférickém tlaku 101 kPa (760 mmHg) a hodnoté
vzdusného pO0;21kPa (158 mmHg) je hodnota arteridlniho pO, 12,6 kPa (95 mmHg)
a prlimérnd hodnota pO; v tkanich 5,32 kPa (40 mmHg). Pfi téchto podminkach je v plazmé
rozpusténo priblizné 3 ml kysliku na litr krve. V pfipadé zvySeni okolniho tlaku na hodnotu
3 ATA a pfi frakci kysliku 21 % dochazi k rozpusténi az 9 ml kysliku v litru krve.

Pfi normobarické oxygenoterapii (NBO), probihajici pfi normalnim atmosférickém tlaku,
se vdechovand koncentrace kysliku blizi k100 %. Za téchto podminek se rozpusti
az 14,3 ml/I. Pfi HBO expozici je pracovni tlak v hyperbarické komore je 2,5 - 3 ndsobné vyssi

nez atmosféricky tlak. Pokud je pfi téchto podminkach dychan 100% kyslik, je jeho
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koncentrace az 15 x vy$si nez pfi dychani vzduchu za normalnich podminek. Dochazi nejen
k plInému nasyceni hemoglobinu kyslikem, ale i vysokému fyzikdalnimu rozpusténi v krevni
plazmé (az 45 m/l).

Efektivni dosah difuze kysliku se ve tkani prodluzuje az 4 nasobné, vysoky kyslikovy
gradient umoznuje difuzi kysliku do oblasti s nizkym obsahem kysliku, coz okamzité pomaha
ischemickym a kompromitovanym tkanim s malym ¢i Zadnym krevnim zdsobenim.

Nékteré infekce, poranéni a onemocnéni zvysuji pozadavky na dodavku kysliku tkanim.
Anémie, toxiny a krvaceni mohou snizit schopnost prendset kyslik hemoglobinem, edém
nebo blokovani cév zvysuji vzdalenost transportu kysliku do tkani.

V literatufe (Boerema et al. 1960; Bitterman 2009) je uvedeno, Ze je mozné pti dychani
Cistého kysliku pri tlaku 250 kPa zabezpecdit fyziologickou spotiebu kysliku v tkanich bez
hemoglobinu. Hyperbaricky kyslik zplsobuje vazokonstrikci indukci kontrakce hladkych svalt
ve svaloviné cév, nikoliv vSak v krevnich kapilarach nebo lymfatické mikrocirkulaci. Snizuje
se tim krvaceni alymfatické kandly mohou pokracovat v CiSténi a odstrafiovani otokd.
V dusledku poskozeni tkani dochazi ke zvyseni pCO;, coZ vede k vasodilataci cév (Mathieu et
al. 2006). Zvysené pO; v plazmé zabezpecuje okysliceni tkané a zlepSeni mikrovaskularniho

krevniho obéhu (Gill a Bell 2004).

Fyzikalni principy HBO — Lécebny ptinos vysoké hladiny kysliku

Vysoka hladina kysliku inhibuje syntazu prozanétlivych cytokin(i (Benson et al. 2003). Bylo
prokdzano, ze O, ma primé bakteriostatické a baktericidni Ucinky proti grampozitivnim,
gramnegativnim, aerobnim a anaerobnim mikroorganismdm (Gill a Bell 2004). Vysoka
hladina kysliku v tkdnich ma synergicky antibioticky Ucinek, napomaha ucinnosti a pusobeni
aminoglykosidl, sulfonamid( a cefalosporinli. HBO kyslik inhibuje rlst plisni, sniZuje
poskozeni volnymi radikdly, inhibuje toxiny, a zmensuje reperfuzni poskozeni (Al-Waili a

Butler 2006; Jain 2017).

Indikace k 1écbé HBO

HBO indikace je z patogenetického hlediska uzitecna k substituci kysliku v hypoxickych
tkanich véetné jejiho fyzikdlniho efektu. Vyznamny je i mozny imunosupresivni efekt a je také
mozna kombinace vSech Ucinkd navzajem.
Substituce kysliku — Hypoxémie a hypoxie — generalizovana: otrava oxidem uhelnatym

a kyanidy, methemoglobinémie, Sok hemorrhagicky a kardiogenni, asfyxie novorozencu.
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Substituce kysliku — Hypoxémie a hypoxie —regiondlni: diabetickd mikroangiopatie,
ischemie CNS celkovd a mistni (cévni mozkové prihody), ischemickd choroba dolnich
koncetin, percepcni vady sluchu, polytraumata, uchovavani organa k transplantaci.
Baktericidni ucinek: anaerobni, predevsim klostridialni infekce a vaskularni respektive
kombinovany sok, akutni pulpitis.

Interakce kysliku s Cciniteli fyzikalnimi (s ozafenim): maligni tumory orofacialni
a gynekologické.

Interakce kysliku s Ciniteli chemickymi (s Iéky): hemoblastdzy (s cytostatiky), modifikace
ucink( Iékl vieobecné.

Fyzikdlni efekt - likvidace vzduchovych bublin (v kombinaci s ucéinkem hypoxémie
a hypoxie): dekompresni nemoc, vzduchova embolie, pneumatosis cystoides intestinalis,
plicni otok.

Imunosupresivni efekt: polymyositis, sklerodermie, sclerosis multiplex.

Kombinace ucinkd — hojeni ran a rannych ploch: popaleniny a omrzliny, bércovy vied Zilniho
a smiseného plvodu, pyoderma gangrenosum, prihojovani transplantat(, pepticky vied
zaludku a dvanactniku, proctocolitis, Crohnova nemoc, osteomyelitis.

Z hlediska naléhavosti je indikace délena na 3 stupné naléhavosti.

Prvni stupen zahrnuje stavy, kde je transport k |é¢bé na hyperbarické jednotce intenzivni
péce (HJIP) absolutné indikovan, HBO zde ovliviiuje progndézu preziti. K indikacim se fadi:
dekompresni nemoc, vzduchovd embolie, otrava oxidem uhelnatym a koufovymi plyny,
anoxie mozku a postanoxickd encefalopatie, anaerobni a tézké smiSené nekrotizujici infekce
mékkych tkani, vcetné diabetické gangrény (diabetickd noha), crush syndrom
a kompartment syndrom, popaleniny, osteoradionekrdza, hemoragicky Sok (v pripadech, kdy
nemocny nemuze nebo nechce byt I1éCen klasickym zplsobem) (Hajek 2017; Jain 2017).

Druhy stupen - situace, u niz je transport k 1é¢bé na hyperbarické JIP doporucen, protoze
HBO je duleZitou soucasti |éCby dané choroby. HBO ovliviiuje progndzu preziti a je daleZitou
metodou v prevenci vaznych komplikaci. K druhému stupni se fadi ndsledujici indikace:
cystoidni pneumatéza stfeva, otrava kyanidy, kardiogenni Sok, komplikujici akutni infarkt
myokardu, polytraumata, nahle vzniklé percepcni poruchy sluchu, replantace traumaticky
amputovanych koncetin (Hajek 2017; Jain 2017).

Treti stupen indikacni naléhavosti: HBO je soucasti komplexni terapie a vyznamné
zlepSuje klinické vysledky. Indikace HBO tretiho stupné, tykajici se vétSinou chorob
chronického razu, jsou: methemoglobinémie, pfihojovani koznich stépu a lalokd, ischemicka
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choroba dolnich koncetin s tvorbou trofickych defektl, bércovy vied Zilniho a smiSeného
puavodu, dekubitdlni nekrdzy, zanétlivé zmény v ,objemové limitovanych tkanich“ (Hajek

2017; Jain 2017).

Kontraindikace lécby HBO

Kontraindikace je obecné definovana jako stav, ktery znemozinuje bezpecné provedeni
[é¢by, eventudlné by jejim provedenim za jistych okolnosti mohlo dojit ke zhorseni
zdravotniho stavu pacienta aZ s nasledkem smrti. Stejné jako kazdy jiny typ lé¢by ma HBO
také kontraindikace, které jsou rozdéleny na absolutni a relativni.
Absolutni kontraindikace: neléceny pneumotorax, lécba cytostatiky, béhem odvykani
alkoholik.
Relativni kontraindikace: akutni virové infekce, fizend uméla plicni ventilace, nelécené
nadorové maligni onemocnéni, téhotenstvi, akutni astma bronchiale, stav po hrudni operaci,

epilepsie.

6.3 Hyperbarické komory

V soucasné dobé existuji pro pouZziti hyperbarické terapie 3 typy komor. V humadnni
mediciné jsou obvyklé vysokotlaké jednomistné a vicemistné komory. Komory jsou navrzeny
pro plnéni stlatenym vzduchem. Vnitini rozméry se déli na malé (1 - 2 m3), stfedni (4 — 8 m?3)
a velké sobjemem nékolik desitek metr(i krychlovych. Vicemistné komory umoznuji
umistnéni vice pacientl naraz a mohou byt prizplsobené pro kriticky nemocné pacienty,
které obvykle doprovazi zdravotnicky personal béhem expozice pro pripad komplikaci.
Ve vicemistnych komorach plnénych vzduchem inhaluji pacienti kyslik tésnici maskou
z dychaciho pfistroje, ktery se nazyva dychaci automatika (nadechova dychaci jednotka).
Svym nadechovym Usilim pacienti oteviraji inspiracni ventil a tim privod kysliku. Jeji soucasti
je zpravidla i vydechova jednotka se zafizenim provydech mimo prostfedi komory
(overboard dumping). Kyslik je moZné poddavat konstantnim pratokovym systémem (flow
systém) z tzv. ,kyslikové helmy”“ (Oxygen Hood), kterd je nasazena na hlavu a utésnéna
manzetou kolem krku. Velmi malym détem lze kyslik podat détskym anesteziologickym
systémem. Pacienti v bezvédomi jsou ventilovani plicnim ventildtorem pfes orotrachedlni
¢i tracheostomickou kanylu (Jain 2017; Hajek 2017; Barcal et al. 2000).

Jednomistné komory jsou prevainé uréeny pro pfimé plnéni kyslikem, pacienti tedy
nemusi pozivat masky. Malé komory jsou stale Castéji pouzivany v mensich zafizenich,

umoziujici individualizaci |é€by, Ize je nalézt v centrech pro 1écbu chronickych ran. Vétsina
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komor je uréena k provozu pfi isokompresi za vysokého tlaku, obvykle v rozmezi
od 200 do 250 kPa. Diky pokroku v materidlovém inZenyrstvi existuji i mobilni nizkotlaké
skladaci jednoplastové komory, které pracuji v rozsahu 120 az 130 kPa. Tyto komory jsou
v soucasné dobé nejcastéji uréeny pro pouZiti vdomaci terapii a jejich pouZiti vzrista
i v plastické chirurgii jako doplfujici 1é¢ba k poopera¢nimu zotaveni. Skladaci komory jsou
zajimavé diky prenosnosti, niZzSim porizovacim a provoznim nakladdm a vyssi dostupnosti.
Vzhledem k principlm HBO terapie i u téchto komor dochdzi ke zlepseni dodavky kysliku
v tkanich, ikdyZz ne ve stejném rozsahu jako u komor vysokotlakych. ProtoZe se jedna
orelativné novou technologii, nebyly doposud systematicky prozkoumany rozdily
v terapeutickych pfinosech (Smolle-Jittner 1999; Jain 2017; Hajek 2017; Barcal et al. 2000;
Edwards 2010; Bitterman a Bonen 2016).

Konstrukce HBO

Hyperbarické komory pro terapeutické ucely jsou konstruovdny obdobné. Zakladem
je tlakova nadoba vybavena vyhledy (okny), které umoznuji technikiim a zdravotnickému
persondlu mimo komoru monitorovat pacienta uvniti komory. Tlakovd nadoba ma jeden
nebo vice vstupl raznych tvar( vychazejicich z ndvrhl a vypoctl. Tyto vstupy jsou malé
a kruhové u malych komor, u vicemistnych nadob ma vstup obvykle charakter portalu
pro umisténi pacientu na IGzku. Moderni komory jsou vybaveny pretlakovym vstupem,
tj. samostatnou komorou se dvéma poklopy, jednim smérem do vnéjsiho prostoru a jednim
k hlavni komore. Tento prechodovy prostor je moiné nezdvisle tlakovat a umoznit tak
pacientdm vstupovat nebo opoustét hlavni komoru, ktera mize zGstat stale pod tlakem. Diky
tomu nedochazi k preruseni probihajici expozice. BéZné je komora vybavena servisnim
vzduchovym uzavérem pro transport |ékd, nastroji a potravin. V komorach je instalovan
sofistikovany hardware (monitoring vnitfniho klimatu, sloZeni plynd, méfeni vlhkosti
¢i interkomunikacni systém umoziujici obousmérnou komunikaci). Pouzité technologie jsou
od klasickych odlisné, protoZze musi pracovat za vyssiho pracovniho tlaku. Provoz komory,
fizeni expozice a monitoring prostiedi je provadén z ovladaciho panelu (dispecink)
umistnéného mimo komoru. Operator zde fidi prlbéh expozice regulaci ventild, které ridi
tok vzduchu do a z komory, reguluje tok kysliku do masek a jiné ukony. Vnitfni vybaveni
komor zahrnuje klimatizaci a protipozarni systém. Komory pracovist zaméfujicich
se na urgentni pfipady (napf. otrava oxidem uhelnatym) jsou vybaveny specidlnimi
pacientskymi monitory, davkovaci a ventildtory. Tyto technologie jsou na rozdil od béznych

konstruovany a pfizplsobeny ¢innosti ve zvySeném tlaku, napfiklad nelze pouzZivat bézna
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membranova tlacitka, protoze by pfi zvySeni okolniho tlaku doslo k jejich samovolnému
sepnuti. K hyperbarické komore také patfi slozité pneumatické (kompresorové) technologie,
které zajistuji dodavky tlakového vzduchu (Jain 2017; Hajek 2017; Barcal et al. 2000).

Provoz hyperbarickych komor podléhd prisnym bezpecnostnim opatifenim. Pro provoz
vicemistnych komor plati spole¢nd evropska technickd norma EN CSN 14931 (od 1. 7. 2006),
dale EN 12021 a EN 16081.

6.4 Zakladni vyzkum HBO

Stav zakladniho vyzkumu, zabyvajictho se hlubSimu porozuméni vlivu zvysSeného
parcialniho tlaku kysliku na nizSich Urovnich (organové, tkanové a bunécné), je v soucasné
dobé povazovan samotnymi HBO odborniky za nedostateCny. Pfedné se jedna o témata
vyzkumu zameérujiciho se na studium zdakladni molekularni a chemické biologie kysliku
a fyziologie transportu kysliku pfi HBO podminkach, sledovani urovné volnych radikal(
pfi normalnich a hypoxickych podminkach ve vztahu k HBO efektu. Za dllezité je povazovano
prostudovani efektu zvySeného parcialniho tlaku kysliku z HBO na mitochondrialni respiraci
(Jain 2017; Gail 1991).

Bunécny vyzkum

Mnozstvi publikaci a soucasny stav vyzkumu vlivu HBO na in vitro a ex vivo bunécné
systémy je v porovnani se studiem hypoxie vyznamné nedostatecny. Lze nalézt ojedinélé
studie zabyvajici se vlivem HBO na biologické, fyziologické a farmakologické mechanismy.
Nékolik praci je zaméfeno na hodnoceni vlivu HBO na ucinnost fotodynamické terapie.
Fotochemickd reakce fotodynamické terapie (PDT) zdvisi na pfitomnosti molekuldrniho
kysliku. Z ddvodu anoxie v oblastech nadorové tkané je ucinnost PDT omezena. Predpoklada
se, Ze vyuZitim HBO a tim i zvySeni koncentrace kysliku v hypoxické tkani povede ke zvyseni
ucinnost PDT. Vysledky studii potvrzuji predpoklady zvysSené Ucinnosti FDT pfi pouziti HBO
expozice, a to jak na bunécénych kulturach, tak u pacientd (Maier et al. 2000b, 2000a; Bajgar
et al. 2014).

V oblasti vyzkumu vlivu HBO na kmenové buriky je opét velmi malo publikaci. Jedna z nich
naznacuje, Ze expozice hyperbarickému kysliku (HBOT) mlze také mobilizovat kmenové
a progenitorové bunky z kostni dfené mechanismem stimulace NO syntazy (Thom et al.
2006). Navazujici studie porovndva vliv riznych parcidlnich tlakd kysliku HBO expozice
a dochazi k zavéru, Ze pri lécbé 250 kPa je mobilizace progenitorovych bunék vyssi oproti

pretlaku 200 kPa a vSechny nové mobilizované bunky vykazuji vyssi koncentrace specifickych
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regulacnich proteinl (Heyboer et al. 2014). Jind studie se zabyva vztahem hyperbarického
kysliku a stimulace rlstu a diferenciaci vaskulogennich kmenovych bunék in vitro a jeji zavéry
tento vztah potvrzuji (Milovanova et al. 2009).

Studie vlivu HBO na ex vivo modely pouZivajici rizné typy bunék dokumentuji, Ze je ucinek
expozice na stimulaci rGstu fibroblastl detekovatelny jiZ po jediné expozici HBO (Kang et al.
2004). Zaroven autofi reportuji uZiteCnost ekvivalentu lidské pokozky jako model
pro hodnoceni parametrl pti hojeni ran (Dimitrijevich et al. 1999; Roberts a Harding 1994).
Studie, zabyvajici se ucinky hyperbarického kysliku (HBO) na proliferaci lidskych chondrocytt
a vzory genové exprese v zavéru shrnuje poznatek, Ze rlst in vitro chondrocytd je inhibovan
pUsobenim HBO a dochazi k upregulaci markerl apoptézy PARP, kaspdzy 3, proteind
specifickych pro chrupavku kolagen Il a COMP. Tento negativni efekt se zvySuje se rostoucim
pO2 (Melcher et al. 2018). Za zminku stoji i studie zabyvajici se vlivem hyperbarického kysliku
na proliferaci a diferenciaci osteoblastl in vitro. Autofi v zavéru hodnoti, Ze HBO zvysila
biomineralizaci, dale doslo ke zvyseni tvorby kostnich uzlin, nasyceni vapniku a zvyseni
aktivity alkalické fosfatazy a nebyl zjistén Zadny cytotoxicky ucinek s pouZitim testu aktivity
laktat dehydrogenazy (Wu et al. 2008).

Dalsi studie se zaméfruje na hodnoceni vlivu HBO Urovné kysliku na oxidacni stres plicni
tkané. Jeji vysledky naznacuji, Ze HBO expozice mUzZe aktivovat nekroptdzu tkdné a muze byt
pfi¢inou HALI (Hyperoxic Acute Lung Injury) (Han et al. 2018). Zajimavé vysledky pfinasi
studie zamérena na ucinky hyperbarického kysliku na imunitni funkce. Studie dospiva
k zavéru, Ze HBO ma dvoji ucinek na funkci lymfocytll, protoZe vhodnd expozice podporuje
a nadmérna expozice inhibuje jejich funkci (Liu et al. 2009).

Publikaci zamérenych na studium biochemickych bunécénych procesl ovliviiovanych HBO
expozici je opét malo. Za zminku stoji vysledky studia zaméreného na vztah vlivu rliznych
urovni rozpusténého pO, v médiu, koncentrace glukdzy kultivacniho média a bunécného
rastu. Vysledky studie ukazuji, Ze pfima expozice koznich fibroblastl hyperbarickému kysliku
ovliviiuje rast bunék a superponuje toxicky ucinek vysoké koncentrace glukdzy. Tato
cytotoxicita mUZe souviset se zvySenou produkci ROS ve fibroblastech (Lin et al. 2008).
Zajimavy pohled na HBO expozici shrnuje review zamérené na vztah HBO kysliku, jeho
protektivnich vlastnosti a bunééného poskozeni. Autofi v zavéru studie hodnoti kyslik jako
silny stimulant produkce RONS (Reactive Oxygen and Nitrogen Species), ktery indukuje
adaptivni odpovédi jako je zvySena antioxidacni kapacita, zména imunitni funkce a modulace
signdlnich transdukcnich cest. Dochazi také k zavéru, Ze mitochondrie spocivaji uprostied
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studovanych mechanismu, a proto predstavuji slibny potencidlni cil pro prevenci poskozeni
vyvolaného hyperoxii a optimalizaci terapeutické uc¢innosti HBO (Poff et al. 2017).

Lze nalézt nékolik zajimavych praci zamérenych na vztah HBO a mitochondridlni respiraci.
Jedna z nich cili na analyzu mechanismu indukce apoptdzy hyperbarickym kyslikem. V zavéru
autofi hodnoti, Ze jedind HBO expozice indukuje apoptézu lymfocytd pomoci
mitochondriadlniho, a nikoli FAS-souvisejiciho mechanismu. Sledovany transmembranovy
protein FAS (navazdnim ligandl spousti apoptézu) a protein Bcl-2 (reguluje propustnost
vnéjsi mitochondrialni membrany) regulacni mechanismus mUZe byt povazovan za ochranné
opatreni buniky v reakci na hyperbaricky kyslik (Weber et al. 2009). DalsSi prace uvadi,
Ze glutamin chrani mitochondridlni strukturu a jeji funkci proti kyslikové toxicité (Ahmad et
al. 2001). Autofi review, zamérené na hodnoceni vztahu vlivu kysliku na bunécné poskozeni
a indukci protekce zvySenim produkce antioxidacni kapacity v zavéru hodnoti, Ze zvySeni
protekce mitochondrii by mohlo byt vhodnou metodou pfi prevenci toxicity kysliku a tim
i zvySeni terapeutické ucinnosti HBO (Poff et al. 2017).

Nedostatek systematického vyzkumu lze pricitat nedostupnosti vhodnych nastrojl
pro ovliviiovani bunécnych systému. Existuje nékolik dostupnych hyperbarickych komor
urcenych ke studiu vlivu HBO (HAUX, DE; Reimers Systems Inc., USA). VétsSinou se vsak jedna
o zafizeni o objemu desitek az stovek litrd, uréeny pro vyzkum se zvifecimi modely.
Maloobjemovych biofyzikdlnich reaktort, které by umoznily provadét kultivaci ve vhodnych
podminkach (predné teplota 37 °C), je na trhu dostupnych jen malo. Hlavnim negativem
dostupnosti téchto technologii je jejich extrémni cena pohybujici se ve stovkach tisic korun.
Zaroven je nutné mit v kultivacnich laboratofich zazemi pro technické plyny a takovéto
zafizeni musi podle zakonl vétSiny vyspélych zemi obsluhovat odborné vzdéland

a proskolena obsluha.
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7. MIKROHYPERBARICKA KOMURKA UHBK

V radé technickych, Iékarskych ¢i jinych oborl se pouZivaji pretlakové nebo podtlakové
komory, které jsou vétSinou konstruovany pro specifické ucely, napfiklad pro sterilizaci
nastroju, lécebné zdravotnické ucely, pro vycvik letcd ¢i kosmonautl nebo pro trénink
potapécl a sportovch. Na trhu je pouze nékolik vyrobcl hyperbarickych komor, jedna
se o Sechrist Hyperbaric (USA), Haux (DE), Drager (DE), HyTech (NE), Hyox (UK),
DRASS GALEAZZI (). Inovace technologie hyperbarickych komor byvaji v ¢asopisech
publikovany jen vyjimecné. V této oblasti jsou novinky chranény pred konkurenci a jejich
publikovani bez patficné patentové ochrany by znamenalo ohrozeni komerénich aktivit
téchto spolecnosti. Proto je pro zmapovani soucasného stavu techniky a trend( nutné
provést resSersi v oblasti patentové ochrany dusevniho vlastnictvi.

Existuji feSeni dekompresni komory pro potapéce dle spisu DE 3732167 nebo komory pro
trénink sportovcl a potapécli popsané ve spise CZ 3077 Ul. Znamym reSenim je napfriklad
komora popsana ve spise CA 2845398, ktera je sice relativné mala, prenosnd nékolika
osobami, ale urcend pouze pro terapeutické ucely. Modifikované |éCebné tlakové zatizeni
pro novorozence je popsano ve spise CN 2382403 Y, v ném? je vSak reSena pouze optimalni
konstrukce vstupnich dvefi. Spolecnou nevyhodou téchto znamych feSeni je jejich
konstrukce pro specificky Ucel s radou technickych a technologickych aplikaci,
ktera znemoZzniuje jejich univerzdlni pouZiti i na jinych experimentalnich nebo testovacich
pracovistich. Kromé velkych rozmér( jsou jejich dalsi nevyhodou vysoké poftizovaci naklady
a naroc¢nost na technické zazemi a zaSkoleni obsluhy. Jsou rovnéz znamy pretlakové
i podtlakové komory pouZitelné pro rGzné testovaci a analytické metody, atoi v oblasti
mediciny a biologie, mezi néz patfi napft. resSeni dle spisu US 6247472, ktery popisuje metodu
vyuziti tepla vzniklého v prostorach hyperbarické komory k termodynamické praci, ktera
je vyuzivana k dalSimu zvySovani tlaku v komofe. Dalsi zndma feSeni se vétSinou vénuji
konstrukci jednotlivych funkénich uzlli, napf. spis CN 200953821 Y popisuje metodu ohievu
vnitfnich prostor tlakové nadoby pomoci topné spiraly. Spis JPH 04184138 pak popisuje
tlakové zafizeni s malym vnitfnim prostorem pro experimenty za vysokych tlakd a teplot.
Jeho konstrukce vSak neumoziuje vkladat vétsi objekty a neumoznuje fizeni vnitfniho
klimatu komory. Ve spise CZ 20118 U1 je popsano feseni hypobarické a hyperbarické komory
ve formé oboustranné hermeticky uzaviratelného nekovového valce. Vélec je napojen

navyvévu a jeji kompresor je propojen s ovladaci jednotkou. Tato komora je uréena
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pro experimenty s malymi savci vySetfovanymi pomoci magnetické rezonance. Jedna
se obecné o terapeutickou tlakovou nadobu, u niZz neni kvlli pouzZitému materidlu mozné
dosdhnout vysokych tlaku, velkého rozsahu teplot a nema mozZnost regulace teploty uvnitf
komory. Navic neni diky pouzZitému nekovovému materidlu chemicky a mechanicky odolna,
takZe pfi experimentech nelze pouzit riznych agresivnich smési plynd a rliznych druh( osvit(
vnitfniho prostoru.

Je zndmo komercni feSeni némecké spolec¢nosti HAUX Life-Suport GmbH s produktovym
oznacenim HAUX-TESTCOM 350/10, které je mozné diky malym vnitfnim rozmérim vyuzit
pro bunécény vyzkum. Toto rfeSeni ma nékolik podstatnych nevyhod. Prvni je absence
temperace vnitfnich prostor a druhou je velmi vysoka pofizovaci cena (zhruba 16.000 €),
coz z néj ¢ini pro vétsinu laboratofi nedostupné pfristrojové vybaveni.

Po prlzkumu trhu nebylo nalezeno Zadné vhodné laboratorni vybaveni,
které by umoznovalo provadét kontinudlni expozice bunécného materidlu ve vhodném
prostfedi (tj. moZnost udrZovani teploty a vihkosti obdobné jako v kultivaénim inkubatoru).
Bylo tedy nezbytné pfrijit s vlastnim inovativnim feSenim, které by umozZnilo realizovat
kultivace a ovliviiovani zvolené bunécéné linie k hodnoceni vlivu intermitentni hyperbarické

hyperoxie (HBO).

7.1 Technologie uHBK

Nova technologie mikrohyperbarickych kom(rek uHBK by méla byt primarné pouZzitelna
pro vyzkum hyperbarické oxygenoterapie (vyzkum na tkanovych kulturach alaboratornich
zvifatech). Jeji vyuziti by mohlo byt i v jinych oblastech, napfiklad ve vyzkumu aplikace latek
v dychané smési (inhalacni anestetika), v oblasti dusikové narkézy u potapécd, vyzkumu
vhodnych latek pro tzv. kapalinovou ventilaci, transplantologii (vliv vysokého tlaku na vitalitu
transplantovanych organu), pti prevenci a vyzkumu moZnosti ovlivnéni dusikové narkdzy, pfi
vyvoji a testovani prltokomérd pro umélou plicni ventilaci v hyperbarické komore
a testovani dekompresnich pocitacl. Méla by byt cenové dostupnd (nizké pofrizovaci
i provozni ndklady), bezpecna, spolehlivd a uréena pro Cinnost v laboratornim prostredi
(snadna obsluha a bezpecnost provozu).

Celkova velikost a hmotnost by neméla prekracovat ramec béinych laboratornich
pristroji. Objem vnitfnich prostor by nemél prekracovat 10 litrG. Méla by obsahovat
minimalné dva regulovatelné tlakové vstupy pro miseni plyn vnitfni atmosféry a jeden

regulovatelny vystup. Méla by umozZniovat ovliviiovani vnitfni atmosféry, proplachovani
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a regulovatelnost zmény vnitifniho tlaku. Systém uzavirdni samotné tlakové nadoby, kdy
je pro fadu experimentl potiebny rychly pfistup do vnitfnich prostor, by mél byt vybran
z existujicich technickych tfesSeni (napt. klickovy zplsob uzavirdni pouzivany u autoklava),
pricemzZ za nejefektivnéjsi je povaZovan bajonetovy systém uzavirdni. DalSim pozadavkem
je implementace prlzord v téle komory, které by pfi dodrzeni konstrukénich zdsad
pro bezpecné zafizeni, umoznily ovliviiovat a pozorovat probihajici experimenty zvendi (napfr.
pro vyuziti rdznych typl osvétleni). Komlrka by méla mit mozZnost bezkontaktniho
magnetického michani vzorku uvnitf pretlakové nadoby. Vyznamnym pozZadavkem
je moznost temperace vnitfnich prostor, kdy na rozdil od béznych feSeni HBO technologii
neni temperaéni vyménik umistén uvnitf. Temperace by méla byt efektivné integrovana
do téla pfristroje tak, aby ve spojeni s vhodnym konstrukénim materidlem téla, inovativni
konstrukci a izolaci od vnéjsiho prostfedi byla temperace efektivni a umoziovala rychlou
regulaci vnitini teploty. Soucasti konstrukce by pak mély byt dalsi nezbytné prvky, napfiklad
regulace vnitfniho osvétleni, moznost vnitfni cirkulace atmosféry, dostatek datovych
konektorli pro pripojeni rlznych Cidel a samozifejmé elektronicky monitoring vybranych
fyzikalnich a provoznich parametr(. Definovanim klicovych parametrd a poZzadavk( konceptu
nové technologie bylo mozné sestavit specifikaci nového systému hyperbarické komurky.
Obrazek 5 specifikaci mikrohyperbarické komurky schematicky znazornuje.

Jednotliva Cisla vyjadfuji podstatné vlastnosti navrZieného konceptu. Komlrka obsahuje
vstupni a vystupni porty plyntd (1,2), které jsou privadény otvory v plasti (3). Prltok téchto
plyn je regulovan ventily (4). Vstupni plyny jsou temperovany pfi vstupu do vnitfnich
prostor vyménikem (5) na teplotu vnitfniho prostfedi. Vnitini prostiedi je temperovano
vyménikem (6) integrovanym v plasti komdarky. Teplota temperacni kapaliny (7) je
regulovana cidly uvnitf komarky (8). Komarka ma ve viku (9) a dné (13) ¢asti z prasvitného
nemagnetického materidlu. Osvit vnitfnich prostor lIze realizovat budto vnitfnim osvétlenim
(11) nebo zvnéjsiho zdroje (10) a osvécovat tak specificky vnitfni prostory (12). Diky
spodnimu prlzoru Ize magnetickym manipuldatorem (14) ovliviiovat vnitfni prostory (15).
Komarka ma vnitini systém (16) cirkulace atmosféry (17) pro rovhomeérné miseni vstupnich
plynG a efektivni vyrovnani teplotnich gradient(i. Dale obsahuje béiné komponenty, jako

jsou teplotni a tlakova ¢idla a prlichodky pro prenos biosignall elektrickou formou.
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Obrazek 5. Schematické zobrazeni konceptu technologie uHBK.

(03]

Po diskuzi pouzitelnosti a hodnoceni pozadavkd na novou technologii bylo rozhodnuto
o tom, Ze budou zkonstruovany dva rizné koncepty mikrohyperbarickych kom(rek, které se
od sebe lisi tvarem vnitifnich prostor, pouzitym konstrukénim materidlem, vnitfnim objemem

a hmotnosti. Ostatni parametry jsou pro obé varianty spolecné.

Financovani vyvoje uHBK

Vyvoj nové technologie je vidy ¢asové a financné narocny. Pro financovani byl vhodnym
kandidatem grantovy projekt PreSeed, diky kterému se podafilo ziskat dostatecné mnozstvi
prostredkll pro realizaci vyvoje. Grantovy projekt je knalezeni podoznacenim
CZ.1.05/3.1.00/14.0307 - Nové technologie UP v biomediciné — Individualni aktivita IAO3.

Deklarovanym vystupem IA03 bylo navrhnout dva odlisSné prototypy hyperbarickych
komarek, vytvofit digitdlni modely pomoci vhodného CAD/CAM software a provést
3D simulace mechanickych vlastnosti. Digitalni modely nechat ndsledné dle specifikaci
vyrobit (predpoklad zakazkové vyroby) a sestavit do funkcnich vzorkd, ovéfit jejich funkénost
a zmérit vSechny jejich redlné provozni parametry. Mezi deklarované vystupy bylo stanoveni
vyrobni ceny obou variant komlrek pfi kusové, malosériové a velkosériové vyrobé.
S ohledem na unikdtnost modell byla detekovdna nutnost chranit technologie a znalosti

patentovym pravem, formou podani Zadosti o Cesky patent, uzitny vzor a EU PCT.
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Rozsahla dokumentace a pouZité technologické postupy, vzniklé pfi vyvoji, spadaji pod
ochranu dusevniho vlastnictvi Univerzity Palackého, tudiz v této praci nebylo mozné piné
zverejnit technologii vyroby dil¢ich ¢asti, sestavovani konstrukce obou hyperbarickych

komurek a rozsahlou fotodokumentaci.

Tlakové zaFizeni — normy a vypocty

Mikrohyperbarickd komUrka je z technického pohledu tlakovd konstrukce a z toho
dlvodu musi byt pfi navrhu a testovani dodrzeny postupy stanovené pravnimi predpisy,
zejména zdkonem anormami. Za podminky dodrZzenim pozadavkid a zkousSek je moziné
tlakové zafizeni povaZovat za bezpecné k pouziti. Definice tlakového zafizeni je popsdna
ve vyhladice Ceského Uradu bezpecnosti prace a Ceského bariského uradu €. 18/1979 Sb.,
kterou se urcuji vyhrazena tlakova zafizeni a stanovi nékteré podminky k zajisténi jejich
bezpecnosti, ve znéni pozdéjsich predpisd a ¢.551/1990 Sb., kterou se méni a dopliuje
vyhlaska Ceského Gradu bezpe&nosti prace a Ceského bariského uradu ¢. 18/1979 Sb., kterou
se urcuji vyhrazena tlakova zafizeni a stanovi nékteré podminky k zajisténi jejich bezpecnosti,
ve znéni vyhlasky Ceského Gfadu bezpeénosti prace a barského ufadu €. 97/1982 Sb.

Koncept mikrohyperbarické komdurky a jeji varianty uHBK1 a uHBK2 byly cilené
navrhovdny tak, aby vyhovovaly vyjimce definované, § 3 pism. b) vyhlasky ¢. 18/1979 Sb.,
ktera za zafizeni ve smyslu této vyhlasky nepovazuje nadoby o objemu do 10 litr(i (v€etné),
u nichz bezpecénostni soucin z konstrukéniho pretlaku v MPa a objemu v litrech nepfesahuje
10. Varianta uHBK 1 ma vnitfni objem 3|, ur€eny maximalni pracovni pretlak 0,8 MPa. Jeji
bezpecnostni soucin je pak 2,4. Varianta uHBK ma vnitini objem 6,5 | a uréeny maximalni
pracovni pretlak 1,5MPa. Jeji bezpecnostni soucin je pak 9,45. U kaidé zvariant
hyperbarickych komurek byl proveden pouze zdakladni orientaéni vypocet maximalniho
dovoleného namahani a pevnostni podminky a tento postup je uveden nize.

Tlakové zafizeni (TZ) musi spliovat zakladni technické pozadavky na bezpecény vyrobek.
Proto musi byt pfi navrhu tlakového zafizeni pro bezpeclnost provozu respektovany
pozadavky legislativnich predpis pro provadéni tlakovych konstrukci, které zakladaji
povinnost provést zdkladni analyzu pevnosti konstrukce, ktera je doprovdzena numerickou
simulaci tlakového zatiZzeni a nasledné u hotového vyrobku provést tlakovou zkousku vodou.
PoZadavek tlakové zkousky podle je definovan smérnici PED 97/23/EC a na néj navazujici
nafizeni vlady CR €. 290/2000 Sb. a je soucasti kone¢ného posouzeni tlakového zafizeni.
Posuzuje tlakové zafizeni z hlediska jeho odolnosti vici tlaku a za normalnich okolnosti

se provadi tlakem hydraulickym.
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Zakladnimi legislativnimi predpisy pro provadéni tlakovych konstrukci, technickych
zafizeni a vyrobkd v Ceské republice jsou: Zakon €. 22/1997 Sb., o technickych pozadavcich
na vyrobky a o zméné a doplnéni nékterych zakon(, ve znéni pozdéjsich predpish, zakon
¢. 34/2011 Sh., z4k. €. 155/2010 Sb., zak. ¢. 490/2009 Sb., zdkon ¢. 71/2000 Sb., ¢. 102/2001
Sb., ¢.205/2002 Sb., ¢. 226/2003 Sb., ¢. 277/2003 Sb., ¢. 186/2006 Sb. a ¢. 229/2006 Sb.,
kterymi se méni zakon ¢. 22/1997 Sb., ve znéni pozdéjsich predpist, zakon ¢. 505/1990 Sb.,
o metrologii, ve znéni pozdéjSich predpist. Vypocty pevnosti tlakového zafizeni vychazi
z doporuceni a predepsanych postupd v normach €SN 690010 a CSN 690012.

Tlakova nadoba stabilni (TNS) je nadoba, na jejiz stény plsobi tlak pracovni latky, nadoba
nemeéni své stanovisté nebo je prenosnd a je trvale nebo prechodné spojena se zdrojem
tlaku. Pracovni pretlak TNS je vnitini pretlak, ktery vznika pti normalnim priibéhu pracovniho
procesu. Nejvyssi pracovni pretlak je nejvyssi hodnota vnitiniho pretlaku, kterou smi pretlak
v tlakové nadobé dosahnout za provozu a na niz smi byt také nejvySe nastaveno pojistné
zafizeni. Vypoctovy pretlak p je pretlak, pro néjz se provadi pevnostni vypocet. Vypoctovy
pretlak pro tlakovou nadobu nebo jeji ¢ast je roven nebo je vétsSi nez nejvyssi pracovni
pretlak. ZkuSebni pretlak je pretlak zkusebni latky, jimz se zkousSi nadoby nebo jejich ¢asti pfi
tlakové zkousce, uréuje CSN 69 0010-7.1.

Pozadavky na vystroj TNS jsou predevSim bezpeénostniho charakteru, i kdyz musi
spliiovat poZadavky na radné fizeni provozu, odstavovani z provozu, regulaci parametru.
Z bezpecénostnich hledisek musi vystroj zajistovat nadobu pred prekroéenim maximalniho
pracovniho tlaku. TNS musi mit uzaviraci zafizeni pro odpojeni od potrubi privadéjiciho,
popf. odvadéjiciho pracovni latku, a to kvuli oddéleni od zdroje tlaku (napf. v pfipadé
poruchy). Tlakomér ukazujici vnitfni pretlak v pfipojeném tlakovém prostoru TNS musi
indikovat tlak v MPa (kPa). TNS musi mit alespon jedno pojistné zafizeni zabezpecujici
nadobu pfed pfekrocenim nejvyssiho pracovniho pretlaku. Zafizeni musi byt zajisténo proti
nedovolenému zasahu do jeho funkce. Vycet poZadovanych vlastnosti, zabezpeceni

a podminek je pro TNS velmi rozsahly, nejdllezitéjsi ¢asti byly uvedeny vyse.

CAD/CAM software pro navrh uHBK

Pro ndvrh digitalnich modell hyperbarickych komdirek byl pouZit specializovany
strojirensky 3D CAD software SolidWorks (Dassault Systémes, USA), jehoz licenci
ma Lékarska fakulta v Plzni k dispozici. Licence SolidWorks zahrnuje implementovany modul
Simulation, coZ je pokrocilé a robustni, ale zaroven stdle snadno ovladatelné a intuitivni

feSeni pro provadéni presnych a redlnych simulaci ndvrht dild i celych sestav a nabizi resSeni
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linearné statickych a kontaktnich uloh. Pro zhodnoceni bezpeénosti navrha
mikrohyperbarickych kom(rek bylo nutné pred vyrobou simulaci zjistit, zda byly pevnostni
vypocty pfi zatizeni a namahani symetrickych soucasti tlakem provedeny spravné. Zplsob
modelovani a virtudlnich dynamickych simulaci je vsoucasné dobé pfi konstrukci
technologickych celki bézné vyuZivany, protoZze umoznuje provadét vyhleddvani chyb

navrha a optimalizaci dilG pred vyrobou.
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7.2 TypuHBK1

Prvni typ hyperbarické komlrky ma dle navrhu obdélnikovy prarez, horizontdlni pracovni
polohu a konstrukénim materidlem je hlinikova slitina AISI 6061-T4, ktera vynika vysokou
pevnosti v tahu. Volba této slitiny ma nékolik divodu. Po vhodné chemické Upravé je odolna

proti chemickym vlivdm a vyrazné snizuje hmotnost zafizeni.

Vypocet maximalniho dovoleného namahani a pevnostni podminky uHBK 1
Mikrohyperbarickd komurka uHBK 1 je tenkosténnd nadoba obdélnikového prirezu.
Vnitfni pretlak plsobi na stény nadoby a zplsobuje jeho namdhani. Pfi prekro¢eni namahani
dochazi k nevratnému poskozeni stény nadoby. Ztohoto dlvodu je nutné vypocist
maximdlni dovolené namdhani a pevnostni podminku pro maximdlni konstrukéni tlak

nadoby. Rozméry nadoby a parametry material( potfebné pro vypocty jsou:

A Rozmeéry tlakové Maximalni pracovni tlak:

nadoby: pvax =1 MPa

| A =150 mm Materidlové vlastnosti:
B=80mm Mez kluzu slitiny 6061-T4

N 1 |B L=300mm Re =227,5 MPa

l trt=5mm Bezpecnostni koeficient: k =2

trr =10 mm Pridavek na korozi a vyrobni
to toleranci: c=1 mm

Prvnim krokem je vypocet maximalniho dovoleného namahani plasté op:

Re 227,5
op = f = ——=113,75 MPa (30)

Stény naddoby uHBK 1 |ze povaZovat za obdélnikovou desku s vetknutymi okraji, maximalni

dovolené napéti je vypocteno dle vztahu:

a'b
Oy = 0,308 p - ( ) (31)
4-tpy,

Hodnota maximalniho dovoleného napéti pfi plsobicim tlaku pwmax na bocni stény

je vypoctena dosazenim hodnot do vzorce (31).

b-l 80-300
Omax@B) = 0,308 -p - <4 ) =0,308-1- (T) =0,308-1200 (32)

" lpL
Omax(B) = 369,6 MPa (33)
Hodnota maximalniho dovoleného napéti pri plsobicim tlaku pmax na horni a spodni sténu

je vypoctena dosazenim hodnot do vzorce (31).
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l 160 - 300
) =0,308-1- (—) = 0,308 -2400 (34)

a
Omax(t) = 0,308 - p- (4 20

" lpL
Omax(H) = 739,2 MPa (35)
Hodnota maximalniho dovoleného napéti pri plsobicim tlaku pmax na pfiruby je vypoctena

dosazenim hodnot do vzorce (31).

a
Omax(pr) = 0,308 -p - (4 “tpr

b 80-160
) =0,308-1"- (—) =0,308-320 (36)
40

UmaX(PR) = 98,56 MPa (37)
Podminku pevnosti lze zapsat ve tvaru: oy, < 0p a porovnanim vypoctenych hodnot

jsou vysledky pro jednotlivé ¢asti nasleduijici:

Lokace O max op Platnost podminky?
Bocni stény nadoby: 369,6 MPa 113,75 MPa NE
Horni a spodni sténa: 739,2 MPa 113,75 MPa NE
Priruby: 98,56 MPa 113,75 MPa ANO

Vysledky maximalniho zatizeni vSech 4 stén vyznamné prevysuji mez pevnosti materialu.
V tomto pfipadé by doslo k vyznamné deformaci, kterou nelze dopustit. Z tohoto dlivodu

byla pro vyztuzeni konstrukce pridana Zebra (obrazek 6).

Obrdzek 6. Uprava konstrukce priddnim Zeber k vyztuZeni stén.

Tato Uprava snizZila zatizeni stén nadoby lepSim rozloZzenim pUlsobiciho tlaku. Zménil
se parametr délky na hodnotu |=40 mm. Hodnota maximalniho dovoleného napéti

pfi plsobicim tlaku na bocni sténu je vypoctena dosazenim hodnot do vzorce (31).

l 80-40
>=0,308-1-<

b
O-max(B) = 0,308 2 ( 20

=0,308-160 38
4’ - tPL > ( )

OmaxB) = 49,28 MPa (39)
Hodnota maximalniho dovoleného napéti pri plisobicim tlaku pmax na horni a spodni sténu je

vypoctena dosazenim hodnot do vzorce (31).
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a-l 160 - 40
Omax(H) = 0,308-p- (4 . tPL) =0,308-1- (T) =0,308-320 (40)

Omax(H) = 98,56 MPa (41)

Porovnanim novych vypoctl s hodnotou maximalniho dovoleného namahani plasté oo
ziskavame vysledky:

Lokace O max Op Platnost podminky?
Bocni stény nadoby: 49,28 MPa 113,75 MPa ANO
Horni a spodni sténa: 98,56 MPa 113,75 MPa ANO

Vysledky vypoctl ukazuji, Ze upravené parametry konstrukce tlakové nadoby jsou

dostatecné dimenzovany (bezpecnostni koeficient k = 2) pro maximalni konstrukéni pretlak

1 MPa (Cernoch 1968; Lenert 1998; Jani¢ek 2004).
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7 s

Simulace tlakového namahani

Mechanické vlastnosti ndvrhu konstrukce uHBK1 byly simulovdny pomoci
specializovaného software SolidWorks Simulations. Na obrdzku 7 jsou zobrazeny vysledky
deformaci tlakové nadoby zpUsobené tlakovym namdahanim pro zvolené pracovni pretlaky.
Stupnice URES [mm] a jeji barevny primét do vysledkd odpovida pomérové deformaci oproti
vychozimu stavu (pfi nulovém pretlaku). Z obrdzk( je patrné, Ze uprava konstrukce
vyztuZzenim plasté Zebry vyrazné snizuje jeho pomérnou deformaci (pfi 1,0 MPa je maximalni

deformace bez Zeber 2,6 mm; s Zzebry 0,43 mm).

Obrdzek 7. Simulace namdhdni jadra uHBK 1. Levy sloupec (A, C, E) zobrazuje pivodni konstrukci
bez Zeber, pravy (B, D, F) pak s pfiddnim Zeber. Cdst A a B zobrazuje pretlak 0,1 MPa; C, D pretlak
0,3 MPa a E, F pracovni pretlak 1,0 MPa.
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Parametry uHBK 1

Nejvyssi pracovni pretlak varianty uHBK 1 byl na zakladé vypoctl a vysledk( simulace

pomérné deformace stanoven na hodnotu 0,8 MPa. Pro tento pretlak byla Uspésné

provedena tlakova vodni zkouska a nastaven pojistny ventil.

Tabulka 6. Specifikace a parametry dokoncené mikrohyperbarické komurky uHBK 1

e Mala pretlakova hyperbaricka komurka s obdélnikovym profilem vnitfnich prostor.

e Uzitny objem 3,0 I.

e Maximalni pracovni pretlak 0,8 MPa.

e Konstrukce nadoby z chemicky odolné hlinikové slitiny a PMMA.

e Konstrukce umoznuje provoz v podtlaku.

e Kapalinova temperace vnitiniho prostoru.

e Dalsi vyznamné vlastnosti uHBK 1:

o Jeden regulovatelny vstupni, jeden regulovatelny vystupni port a jeden ptrimy port

pro plyny.

o Monitoring vnitFni teploty a tlaku.

o Datové propojeni vnitfnich prostor (8 vodicu).

o Nastavitelny bezpecnostni pretlakovy ventil.

Maximalni pracovni pretlak:
Vnit¥ni rozméry (S x V x H):
Vnéjsi rozméry (S x V x H):
Hmotnost:

Rychlost tlakovych zmén:

Rychlost teplotni zmény
vnitfniho prostredi:

Pocet vstupt/vystupt plynu:
Rozsah temperace:
Mérené parametry:

Dalsi vlastnosti:

0,8 MPa

15x8x26cm

20x21x43 cm

9kg

Rychlost pInéni: 0,1 -50 kPa/s

Rychlost vypousténi: 0,1 —100 kPa/s
0,5-1,0 °C/s (v zavislosti na vykonu temperac¢niho
zarizeni)

1/1 regulovatelné + 1 pfimy vstup/vystup
+5az+60°C

1x teplota, 1x tlak

Datové propojeni (8 vodicll), predni pruzor, fizeni
vnitfniho osvétleni a ventilace
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Fotodokumentace uHBK 1
Pro ilustraci rozsahu a komplikovanosti ndvrhu, tvorby modell a vyvoje prototypu
nasleduje vybér ilustrativnich obrazk( z vyvoje uHBK 1 (vizualizace, konstrukce a finalni

podoba).

Obrdzek 10. Dokonceny funkcni vzorek uHBK 1.
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7.3 Typ uHBK 2

Po zkuSenostech ziskanych pfi konstrukci uHBK 1 byla navrZena druha varianta komarky
svétsim objemem, kruhovym prirezem, vertikdlni pracovni polohou a poZadovanym
pracovnim pretlakem 1,5 MPa. Konstrukénim materidlem je nerezova ocel (AISI 316-L).
Komurky ma zakomponovany dva prizory z materialu PMMA (Perspex®).

Spodni prlizor umoznuje diky nemagnetickym vlastnostem PMMA vyuzZivat magnetické
michani roztokl uvnitf komurky, aniz by byla michacka umisténa uvnitf komurky. Horni
prizor z PMMA umoZiiuje externi osvétleni vnitfnich prostor a vyuziti magnetické
manipulace. Kom(rka umoZnuje temperaci svého vnitiniho prostredi, regulaci vnitiniho
osvétleni a aktivni cirkulaci plynd. Komarka je vybavena fidici jednotkou, ktera je umistnéna
na celnim panelu, umozZnuje nezavisle méfit 3 teploty, vnitini tlak, reguluje osvétleni
a ventilaci v komofe a umozZnuje logovani mérenych veli¢in na SD a komunikaci s PC.
Pro ovladani je vybavena sedmipalcovym barevnym dotykovym displejem. Ridici jednotka
byla dle poZzadavk( vyvinuta firmou ELVO. Konstrukce i parametry komurky plné odpovidaji

pGvodnim pozadavkim.

Vypocet maximalniho dovoleného namahani a pevnostni podminky uHBK 2
Mikrohyperbarickda kom(rka uHBK 2 je tenkosténna nddoba. Vnitfni pretlak puUsobi
na stény nadoby a zpUsobuje jeho namahani. Pfi prekro¢eni namahani dochazi k nevratnému
poskozeni stény nadoby. Z tohoto dlvodu se stanovuje minimalni tloustka stény, maximalni
dovolené namahani a pevnostni podminka pro maximalni konstrukcni tlak nadoby. Rozmeéry

nadoby a parametry materidld potfebné pro vypocty jsou:

t, : Rozméry tlakové Maximalni pracovni tlak:
: nadoby: pvax = 2 MPa
T D =203 mm Materialové vlastnosti:
t 5 P _ L=163mm Mez kluzu AISI 316-L
. teL=8 mm Re =137 MPa
0 tv=20 mm Bezpecnostni koeficient: k =3
: l to =20 mm Pridavek na korozi a vyrobni
[ ! tolerance: c =1 mm
t

Prvnim krokem je vypocet maximalniho dovoleného namahani valcové skofepiny cp:

R
0, =—e=£=456MPa (42)
D™k 3 ’
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Vypocltova tloustka stény plasté bez pridavkd pro maximalni konstrukéni pretlak

je vypoctena ze vztahu:

p-D _ 2-200 _ 400
2-0p—p 2-456-2 8972

SR =

= 4,48 mm (43)

Minimalni tloustka stény plasté je s=>sg+c=448+1,0=548mm. Zvolend
konstrukéni tloustka plasté skorepiny je 8 mm, tato tloustka je tedy vétsi nez minimalni
vypoctena.

Dale je nutné provést hodnoceni maximalniho dovoleného napéti v plasti skorepiny
a vyhodnotit pevnostni podminku. Maximalni dovolené napéti ogeq by nemélo presahnout
maximalni dovolené namadhani skofepiny op. PFi vypocCtu je pouZita transformovana
Laplaceova rovnice a rovnice rovnovahy pro vhodné zvoleny fez. Pomoci téchto dvou rovnic
je moziné vyresit napjatost (membranovou) v tenkosténné nddobé. Postup stanoveni
meridianového napéti, obvodového (te¢ného) napéti, merididnového poloméru kfivosti
a obvodového polomeéru krivosti Ize nalézt v literature (Lenert 1998; Jani¢ek 2004). Rovnice

hlavnich napéti (obvodového a merididnového) jsou vyjadreny jako:

p-D

0-1 == O-t = thPL (44)
p-D

0y = Oy :4'tPL (45)

Vysledné rovnice nejsou funkcemi polohy a rovnice plati pro cely plast nddoby. Rovnice
vyjadfuji (po dosazeni Ciselnych hodnot) maximalni hodnoty napéti (extrémy). Pro stanoveni

pevnostni podminky Ize vyuZit napf. hypotézu HMH, kde plati:

Ored = V012 + 0,2 — 0y " 0y (46)
Po dosazeni vztahU pro hlavni napéti, vyjadrenych vztahy (44) a (45), je hodnota

maximdlniho dovoleného (redukovaného) napéti stén skorepiny vypoctena jako:

- ) () - (D) ()
O—Red N Z'tpL 4"tPL Z'tpL 4'tpL

_ <2-203)2+(2-203)2 (2-203) <2-203) (47)
rea = \"2-8 48 2.8 /) (48

Orea = /781,25 — 312,5 = /468,75

Orea = 21,6 MPa (48)
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Podminku Mohrovy hypotézy pevnosti lze zapsat ve tvaru: greq < 0p a porovnanim
vypoctenych hodnot, tedy oreq = 21,6 MPa < op = 45,6 MPa, je tato podminka splnéna
a skorepina navrzené tlakové nadoby vydrzi maximalni konstrukéni pretlak 2 MPa.

Pro dno a viko, které jsou svarenim, resp. pripojenim k pfirubé vika, povaZované
za vetknuté tenké desky, je opét nutné vypocist maximalni dovolené napéti pfi plsobicim

tlaku dle vztahu:

2

Omax = % b (;) (49)

Po dosazeni hodnot pro dno a viko dostavame:

T4

T)Z 3 3. <101,5

3
GmaX:Z.p.(_ 20

2
t ) —15- 25,75 (50)

Omax = 38,6 MPa (51)

Podminku pevnosti Ize zapsat ve tvaru: g,,,x < op a porovnanim vypoctenych hodnot,
tedy onax = 38,6 MPa < gp = 45,6 MPa, je tato podminka splnéna a viko i dno navriené
tlakové nadoby vydrii pretlak 2 MPa. (Cernoch 1968; Lenert 1998; Jani¢ek 2004)

Vysledky vypoctll ukazuji, Ze navriené parametry konstrukce tlakové nadoby jsou
dostatec¢né dimenzovany (bezpecnostni koeficient k = 3) pro maximalni konstrukéni pretlak

2 MPa.
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Simulace tlakového namahani uHBK 2

Mechanické vlastnosti ndvrhu konstrukce uHBK2 byly simulovany pomoci
specializovaného software SolidWorks Simulations. Na obrazku 11 jsou vysledky deformaci
tlakové nddoby zplsobené tlakovym namdhanim pro zvolené pracovni pretlaky. Stupnice
URES (mm) a jeji barevny primét do vysledkl odpovidd pomérové deformaci oproti
vychozimu stavu (pfi nulovém pretlaku). Ziskané vizualizace tlakovych deformaci odpovida

konstrukénim predpokladdm.

Obrdzek 11. Simulace tlakového namdhdni jédra uHBK 2. Cdst A zobrazuje deformaci pri pretlaku
100 kPa; B pri pretlaku 300 kPa; C pri pretlaku 1,0 MPa; D pri pretlaku 2,0 MPa.

56/105



Parametry uHBK 2

Pti konstrukci této komdarky se pfi tlakové vodni zkouSce ukdazalo, Ze na simulacni SW

nelze vidy spoléhat, nebot v redlnych testech doslo k jeji deformaci diky zménam v kvalité

materidlu pfi obrdbéni. Konstrukce byla optimalizovdna a byla vybrana jind technologie

obrabéni. Nové dynamické tlakové zkousky upravené konstrukce ukazaly spolehlivost

optimalizace konstrukce komurky pfi zachovani plvodnich parametri. Nejvyssi pracovni

pretlak

varianty uHBK 2 byl na zakladné vypoctl a vysledk( simulace pomérné deformace

stanoven 1,5 MPa. Pro tento pretlak byla uUspéSné provedena tlakovd vodni zkouska

a nastaven pojistny ventil.

Tabulka 7. Specifikace a parametry dokoncené mikrohyperbarické komdrky uHBK 2

Mala pretlakova hyperbaricka komdarka s vadlcovym profilem vnitfnich prostor,

s uzitnym objemem 6,5 | a maximalnim pracovnim pretlakem 1,5 MPa.

O
@)
@)
@)

@)

Konstrukce nadoby z nerezové oceli a PMMA.
Kapalinova temperace vnitfniho prostoru.
Barevny dotykovy ovladaci panel:

Méreni vnitfniho tlaku a aktualni zmény tlaku (kPa/s).

MozZnost nezdvislého méreni tfi teplot (PT100).

PFima regulace osvétleni vnitfnich prostor a regulace vnitfni ventilace.
Logovani minimalnich a maximalnich hodnot, stopky, zvukova signalizace
prekroceni limitnich hodnot, kalibrace mérenych hodnot.

Zaznam vybranych mérenych parametrd na SD kartu.

e Dalsi vyznamné vlastnosti uHBK 2:

O

Dva regulovatelné vstupni a jeden regulovatelny vystupni port pro plyny
se zpétnym ventilem.

Integrovand magnetickd michacka s plynulou regulaci otacek.

Datové propojeni vnitfnich prostor (8 vodicu).

Moznost pFipojeni spotfebicl na napajeni 12/24 VDC.

Maximalni pracovni pretlak: 1,5 MPa

Vnitini rozméry (OxV): 22x20cm
Vnéjsi rozméry (SxVxH): 50 x 25 x 50 cm
Hmotnost: 24 kg
Rychlost tlakovych zmén: Rychlost plnéni: 0,1 — 50 kPa/s
Rychlost vypousténi: 0,1 — 100 kPa/s
Rychlost teplotni zmény 0,5-1,0 °C/s
vnitfniho prostiedi:

Pocet vstupti/vystupti plynu:  2/1 (regulovatelné)

Rozsah temperace: -5 a7 + 70°C (pfi pouziti nemrznouci kapaliny)
Mérené parametry: 3xteplota (PT 100), 1x tlak (absolutni, rozsah 0 az 2,0 MPa)
Dalsi vlastnosti: Datové propojeni (8 vodicll), magnetické michani, prazor, fizeni
vnitfniho osvétleni a ventilace
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Fotodokumentace uHBK 2
Pro ilustraci rozsahu a komplikovanosti ndvrhu, tvorby modell a vyvoje prototypu
nasleduje vybér ilustrativnich obrazk( z vyvoje uHBK 2 (vizualizace, konstrukce a finalni

podoba).

Obrdzek 14. Ukdzka funkéniho prototypu uHBK 2 a realizovdni experimentt

58/105



8. HODNOCENI VLIVU HBO EXPOZICE NA HFL1

U pacientd podstupujicich |é¢bu hyperbarickou oxygenoterapii je zvySenym parcialnim
tlakem kysliku nejvice exponovana alveolarni tkan (Han et al. 2018; Pagano a Barazzone-
Argiroffo 2003; Tang et al. 2008).

Parametry expozice HBO byly zvoleny podle schvalenych terapeutickych limitQ
doporucujicich maximalni tlak kysliku 300 kPa a 2 hodiny trvani isokomprese (Ay et al. 2007;
Sinan et al. 2016; Poyrazoglu et al. 2015). Pocet HBO terapeutickych expozic pouzivanych
v klinické mediciné neni pevné standardizovan, zavisi na indikaci a zdravotnim stavu pacienta
a muZe se pohybovat v rozmezi od nékolika do 60 expozic ro¢né (Mathieu et al. 2017).
V experimentech na zviratech se pocet expozic HBO obvykle pohybuje mezi 1 az 15 (Ay et al.
2007; Ding et al. 2018; Henrique et al. 2018; Sun et al. 2017). Studie vlivu HBO na ex vivo
modely pouzivajici rizné typy bunék obvykle uvadéji od 1 do 7 expozic HBO (Kang et al.
2004; Dimitrijevich et al. 1999; Roberts a Harding 1994) a dokumentuji, Ze ucinek expozice
je detekovatelny jiz po jediné expozici.

Pro provadéné experimenty byly vybrany podminky napodobujici chronickou lé¢bu HBO
na bunééném modelu lidskych fetdlnich plicnich fibroblastl HFL1. Hodnocen byl jeji vliv
na bunécnou proliferaci, morfologii, hustotu a ¢innost mitochondrii a spotfebu kysliku HFL1
ve vztahu k bunéc¢né antioxidacni kapacité.

Hodnoceni bunécnych zmén vyvolanych HBO pomoci méreni mitochondrialni spotieby
kysliku (HRR — vysoce ucinnd respirometrie) nebylo dle provedené resSerse dostupné

literatury a publikaci zatim pouzito.

8.1 Bunécny material

Bunécna linie lidskych fetalnich plicnich fibroblastl (HFL1) byla zakoupena od spolec¢nosti
ATCC (Rockville; Maryland, USA) pod oznacenim ATCC® CCL-153™. Bunky byly kultivovany
podle doporuceni vyrobce v médiu F-12K, tj. Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium
(ATCC® 30-2004™). Médium bylo doplnéno o nasledujici suplementy: 10% (v/v) FBS,
100 U/ml penicillin a 100 mg/ml streptomycin (PAA Laboratories GmbH; Pasching; Austria)
a 2,5 mmol/I L-glutamine (Gibco; Life Technologies; Paisley, UK).

Kultivace probihala ve standardnich podminkachv inkubdtoru (vzduch+5 % COy;
100% RH; 37°C). Pfi pasazovani bunék bylo odsato médium a bunky byly oplachnuty
1% roztokem PBS. Nasledné byl pfidan roztok 0,05% trypsin/0,02% EDTA v PBS a buriky byly

kratkodobé inkubovany do doby, nez doslo k jejich uvolnéni od povrchu kultivacni nadoby.
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Vznikld suspenze byla smisena s 10 nasobkem kultivaéniho média pro inhibici trypsinu,
radné rozpipetovdna a premisténa do odmérné zkumavky. MnozZstvi sklizenych bunék
v objemu bylo stanoveno Birkerovou hemocytometrickou metodou. Pro veskeré pokusy

byly pouzity pouze bunécné pasaze ¢. 3.

8.2 Protokol HBO expozice

Pfiprava ovliviiovanych a kontrolnich bunék probihala vidy dle stejného protokolu. Buriky,
uréené pro expozici hyperbarické hyperoxie (HBO), byly vysety do kultivaéniho plastu
apodobu 24 hodin ponechany vnormobarickych  podminkach  inkubatoru
(vzduch +5 % CO2; 100% RH; 37°C). Poté byly po dobu 5 dni vystavovany HBO podminkam
po dobu 2 hodin denné. Hodnoty absolutnich parcidlnich tlakli smési pouzitého plynu
v hyperbarické komurce byly: 5kPa CO; + 295 kPa O, teplota prostiedi byla udrzovana
na37°C a vlhkost udriovana na 100% RH. Po skonceni expozice byly navraceny
do inkubatoru a ddle kultivovany za normdlnich podminek (vzduch +5 % CO,; 100% RH;
37°C). Kontrolni bunky byly po dobu expozice inkubovany v normialnich podminkach.
Hodnoceni bunék bylo provedeno az po 24 hodinach od posledni HBO expozice.

Pfi intermitentni HBO expozici je v kultivaénim médiu rozpusténo vyznamné vyssi
mnozstvi kysliku neZ v pfipadé média kontrolnich bunék kultivovanych pouze v inkubatoru.
Hodnotu Henryho konstanty pro rozpustény kyslik v kultivaénim médiu lze vypocitat
za pouZziti experimentalné odvozenych hodnot rovnovazného rozpusténého kysliku (Place et
al. 2017). U vétSiny komeréné dostupnych kultivaénich médii pro lidské bunécné linie
je rozpustnost kysliku obdobna. Jejich iontova sila (suma vSech elektricky nabitych castic
pritomnych v roztoku) je v rozmezi 150 — 200 mmol/Il, tedy ekvivalentu pridmérné hodnoty
iontové sily lidské plazmy (Wagner et al. 2011).

Pri teploté okoli (RT) 37 °C, atmosférickém tlaku vzduchu 101,08 kPa (760 mmHg)
v inkubatoru (37 °C, 100% RH, 5 % CO,) parcialni tlak kysliku nad hladinou média 18,8 kPa
(141,4 mmHg). Teoreticka extrapolovana koncentrace rozpusténého kysliku v médiu
za téchto podminek ma hodnotu 0,194 mmol/l (Koppenol a Butler 1985). Hodnota Henryho
konstanty rozpustnosti kysliku m& za téchto podminek hodnotu 97 Pa-m3/mol
(728,7 mmHg/mmol). Pro médium vystavené HBO smési plynu pfi tlaku 300 kPa
(pO2=295 kPa; pCO,=5kPa), teploté 37°C, 100% vlhkosti, 5% CO,, je teoreticka

extrapolovana koncentrace rozpusténého kysliku 2,77 mmol/l. Tato hodnota je témér 15x
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vy$Si nez vpripadé mnoistvi rozpusténého kysliku u bunék kultivovanych pouze
v inkubatoru.

Vzhledem k délce expozice, pouzitému objemu kultivacniho média, stabilnimu tlaku
a koncentrace kysliku v prostfedi nad hladinou média, difuzni konstanté kysliku kultivacniho
média a nizké miry spotieby kysliku (OCR) kultivované linie lze systém zjednodusit
a zanedbat rozdil koncentrace mezi svrchni a spodni vrstvou média. V pripadech béznych
kultivaci s atmosférickym kyslikem je situace komplikovanéjsi, jak je uvedeno v ¢lanku (Place

et al. 2017).

8.3 Hodnotici metody

Pro hodnoceni studia ucinku fyzikalnich podminek v hyperbarické komore na bunky byly
vybrany nize specifikované metody. Jedna se o béiné pouzivané metody hodnoceni
(v dostate¢ném rozsahu verifikované v odborné literature), k jejichz vybéru prispéla také
dosavadni zkuSenost s jejich provadénim a hodnocenim a také dostupnost potiebné

pristrojové techniky a materialu na pracovistich Lékarské fakulty v Plzni.

Antioxidac¢ni kapacita kultivacniho média

Bunky Zivého organismu v pribéhu svého bunécného Zivota prakticky nepretrzité
produkuji volné radikaly a reaktivni kyslikové radikaly ROS (Reactive Oxygen Species). Volné
radikaly mohou byt definovany jako molekuly, ptipadné molekulové fragmenty, obsahujici
jeden nebo vice nepdrovych elektronli v atomovych ¢i molekulovych orbitalech. Tyto
neparové elektrony vznikajici Stépenim vazby, pfijetim nebo ztratou elektronu, urcuji vysoky
stupen reaktivity volnych radikdld. Hlavnimi zdroji volnych radikal jsou lyzosomy
a peroxisomy, burnky schopné fagocytézy, biotransformacni procesy na endoplazmatickém
retikulu, Fentonova reakce prechodnych kov( a nékteré fyzikalni faktory jako UV nebo
rentgenové zareni. Jednim z procesu, u nichZz mlzZe také dochazet ke vzniku volnych radikald,
je dychaci retézec v mitochondriich. Reakce volnych radikall a pripadné latek neradikalové
povahy s biomakromolekulami, jsou nejcastéjsi pri¢inou poskozeni bunécénych struktur,
bunék a celych tkani.

V téle jsou bunky v kontaktu s krvi a tkdnovymi tekutinami obsahujicimi antioxidanty,
které je chrani pred oxida¢nim poskozenim. P¥iin vitro podminkdach je tato ochrana jesté
mnohem duleZitéjsi, protoze jsou burky vystaveny vyssi koncentraci kysliku nez v téle,
a proto podléhaji oxidacnimu stresu. Z tohoto divodu je vhodné zjistit, v jaké mife dochazi

u kultivaéniho média pfi hyperbarické expozici ke zméndm antioxidacni kapacity. Celkova
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antioxida¢ni kapacita (TAC; Total Antioxidant Capacity) je uZitecnym odhadem vysledné
aktivity antioxidantl v pouzitém kultivatnim médiu (Lewinska et al. 2007; Halliwell 2003;
Rubin 1997).

TEAC assay - Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) je metoda zaloZzena na méreni
schopnosti antioxidant(,, které jsou pritomny ve vzorku média, zhaset volné radikaly.
Principidlné se jedna o chemickou reakci ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-
sulfonovd kyselina)) vedouci pfi inkubaci k vytvoreni ABTS radikdlu (ABTS*). ABTS*
ma modrozelenou barvu s maximalni absorpci na vinové délce Aaps =734 nm. Pfitomné
antioxidanty zhaseji radikdl ABTS* a snizuji tak absorbanci pfi dané vinové délce v mire, ktera
je umérna jejich koncentraci ve vzorku (Miller et al. 1993; Erel 2004). Existuji rlzné verze
TEAC assays, lisici se zplsobem generovani kyslikovych radikal(, v nasem pripadé byl pouzit
persulfat draselny. Reakéni rychlost redukce antioxidantl je kalibrovdna pomoci Trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid) ve vodé rozpustného analogu
vitaminu E, a vysledky testu jsou vyjadieny v mmol/l tohoto Trolox standardu.

FRAP assay - Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) je stanoveni zaloZené na principu
redukce komplexu tripyridyltriazinu (Fes-TPTZ) Zelezitého na Zeleznaty tripyridyltriazin
(Fe2-TPTZ) antioxidanty vzorku pfi nizkém pH. Vysledny produkt (Fe,-TPTZ)
ma modrofialovou barvu s absorpénim maximem pfi vinové délce Aaps = 593 nm. Pro kalibraci
se pouzivaji vodné roztoky se znadmou koncentraci Zeleza (FeSO4.7H,0) a hodnoty jsou
vyjadreny jako mmol/l FeSO4 (Benzie a Strain 1996).

Metoda - Detailni postup stanoveni je popsdn v pavodnim ¢lanku Spectrophotometric assays
for total antioxidant capacity (TAC) in dog serum: An update (Rubio et al. 2016). Hodnoceni
antioxidaéni kapacity bylo provedeno pro sadu nékolika rGzné ovlivnénych vzork(. Jednalo
se o vzorek Cistého nového kultivacniho média F12-K se suplementy a vzorek Cistého média
se suplementy vystaveného 2 hodinové expozici v hyperbarické komurce (5 kPa CO;
+ 295 kPa O;). Dalsi vzorky byly odebrany s HFL1 bunkami, které byly po dobu 5 dni
exponovany v hyperbarické kom(rce, a posledni vzorek byl odebran z kultivacnich nadob
kontrolnich bunék. Pro metodu TEAC bylo 200 ul z kazdého vzorku smiseno s 2 ml ¢inidla
obsahujiciho radikal ABTS+. Pro metodu FRAP bylo 200 pl z kazdého vzorku média smiseno
s 2 ml ¢inidla obsahujiciho TPTZ. Absorbance vzork( byly odecitany po 10 minutach inkubace
pfi teploté okoli (RT) a pfi vinové délce Aaps =734 nm pro antioxidacni kapacitu Trolox
ekvivalentu (TEAC) a redukéni vlastnosti (FRAP) pfi Aas = 593 nm. Jako slepy vzorek byl
pouzit objem 200 pl destilované vody. Celkova antioxidacni kapacita vzorkd médii byla
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vyjadrena koncentraci v mmol/l Troloxu aschopnost média redukovat Zelezity iont jako

koncentrace v mmol/l FeSOs,.

Hodnoceni ristu bunék

Pro hodnoceni a porovnani rdstu ovliviiovanych a kontrolnich bunék byla pouZita
Blirkerova hemocytometrickd metoda. Bunky byly wvysety vpoctu 15000 bunék
do 24 jamkovych kultivacnich desticek (TPP®) s objemem 1ml média. V prabéhu kultivace
nebylo pridavano ani ménéno zadné médium. Ovliviovani probihalo dle popsaného
kultivaéniho protokolu po dobu 5 dni. Kazdy den, tj. 2 az 5 den experimentu, a nasledné
po 24 hodindch od posledni expozice, byly ovliviiované a kontrolni bunky sklizeny vidy
z 3 jamek a jejich mnoiZstvi bylo spocteno jako priimérna hodnota z 6 poli Birkerovych
komurek. Vysledna hodnota poctu bunék je vyjadfena jako mnoZstvi bunék v 1 ml média
(bb/ml).

Bunécna viabilita

Pro porovnani Zivotaschopnosti ovlivnénych a kontrolnich bunék, tj. schopnost bunék
se mnozit a vykazovat metabolickou aktivitu v danych podminkach a kvantitativné rozlisit
zZivé a mrtvé bunky, byla pouzZita metoda fluorescenéniho barveni pomoci kitu
by PrestoBlue® viability reagent (Invitrogen, Life Technologies, Prague, CZ). Reagencie
vyuzivaji enzymové mitochondrialni aktivity u Zivych bunék, které redukuji neflorescenéni
modry resazurin na fluorescencni rizovy resorufin.

10 000 bunék bylo vyseto 96 jamkovych kultivacnich desticek (TPP®) v objemu 400 ul
kultivacniho média. Ovliviiovani probihalo dle popsaného kultivaéniho protokolu po dobu
5dni. V pribéhu kultivace nebylo pfidavano ani ménéno zadné médium. 24 hodin
po posledni expozici byly buriky (HBO a kontrolni) obarveny postupem dle instrukci vyrobce
kitu. Pro kvantitativni stanoveni poctu Zivych bunék v obou vzorcich byl pouzZit bottom-read
fluorescence microplate reader Synergy H1 (Biotek, Winooski,Vermont, USA). Pouzita

excitacni vinova délka byla Aex = 560 nm a emisni vinova délka Aem = 590 nm.

Hodnoceni zmén bunécné morfologie

Pro kvalitativni vyhodnoceni zmén morfologie ovlivnénych a kontrolnich bunék byla
pouzita metoda hodnoceni plochy, obvodu a index cirkularity (Holubova et al. 2012). Index
cirkularity vypovida o tvaru buriky. Hodnota bliZici se k 1 znamena dokonale kruhovity tvar

bunky, hodnota bliZici se k 0 indikuje charakter hvézdicovitého mnohouhelniku.
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Pro hodnoceni bylo pouZito 59 HBO ovlivnénych a 55 kontrolnich nezavislych a ndhodné
vybranych bunék z 10 rlznych zornych poli. Fotografie bunék byly nasnimany fazovou
mikroskopii v prochazejicim svétle pfi zvétSeni 60x pomoci inverzniho mikroskopu Olympus
IX 81 (Olympus, Tokio, Japan) osazenym kamerou Hamamatsu Orca-ER. Fotografie byly
hodnoceny softwarem QuickPHOTO Industrial 2.3 software (Promicra Ltd., Prague, CZ).
Vybranym exponovanym a kontrolnim HFL1 bunikam byl v software ohranicen jejich obvod
a nasledné vypocten podle vnitfniho algoritmu SW obvod a plochu bunék. Index cirkularity

byl vypocten dle vztahu (52):

plocha)

(52)
obvod?

farc =47 X(

Imunofluorescenéni hodnoceni bunécné morfologie

Lze predpokladat, Zze odlisné fyzikalni podminky (predné zvyseny tlak a vyrazné vyssi
koncentrace rozpusténého kysliku v kultivatnim médiu) vyvolaji méfitelnou odezvu
v bunécné strukture. K porovnani zmén v morfologii bunécné struktury mezi ovlivnénymi
a kontrolnimi bunkami byly vybrany imunofluorescenéni metody umozZnujici zobrazeni
struktury bunécného cytoskeletu (vinkulin, vimentin, aktin) a mitochondridlni sité.

Vimentin je cytoskeletdlni slozka zodpovédnd za udrzovani integrity bunék, vyskytuje
se v sitich mikrotubul(l a aktinovych vlaken, hraje vyznamnou roli pfi podpore a ukotveni
polohy organel v cytosolu a poskytuje burikdm pruznost v pripadé vystaveni mechanickému
namahdani (Goldman et al. 1996). Vinkulin je membranové-cytoskeletalni protein fokalnich
adhezi a je spojen s fokalni pfilnavosti. Jeho zvyraznénim lze zobrazit miru adheze bunky
k povrchu (Goldmann a Ingber 2002). Aktin je strukturni (globuldrni) protein, polymerujici
do dlouhych vlaken (mikrofilament), ktera tvofi soucast cytoskeletu burky. Vldkna aktinu
urcuji tvar bunky, poskytuji ji oporu, umozniuji pohyb uvnitf burnky, pohyb buriky samotné.
Pti déleni umoZiuji zaskrceni a oddéleni dcefinych bunék (Lodish et al. 2008). Zvyraznénim
mitochondridlni sité je moziné ziskat kvalitativni informaci o mnozstvi mitochondrii, jejich
lokalizaci, viabilité a strukture této sité.

HFL1 buriky byly vysety v Cetnosti 40 000 bunék do 12 jamkovych kultivac¢nich desticek
(TPP®) v objemu 400 ul kultivacniho média. Ovliviiovani probihalo dle popsaného
kultivacniho protokolu po dobu 5 dni. V pribéhu kultivace nebylo pridavano ani ménéno
zadné médium.

Vimentin, Vinkulin - Imunofluorescencni barveni bunék probihalo 24 hodin po posledni HBO
expozici kitem Image-iT® Fixation/Permeabilization Kit (Life Technologies). Byly fixovany 4%
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roztokem formaldehydu po dobu 15 minut, dale byly buiky permeabilizovany po dobu
15 minut pfiteploté okoli. Finalné byly vzorky ponechany po dobu 60 minut v 3% roztoku
BSA (bovine serum albumin). BSA protein se vdie na nespecifickd vazebnda mista, ¢imz
zvysuje pravdépodobnost, Ze se budou imunofluorescencni protilatky vazat pouze na cilené
antigeny. Blokator BSA také zlepSuje citlivost snizenim Sumu pozadi, protoZze mista jsou
pokryta mirné nereaktivnim proteinem. Po kazdém kroku byl bunéény material 3x promyt
1% roztokem PBS.

Imunofluorescencni znaceni probihalo podle protokolu protilatek. K pfipravenym vzorkiim
byly pfidany primdarni monoklonalni protilatky: Anti-Vinculin (V9131, Sigma-Aldrich) a Anti-
Vimentin (V5255, Sigma-Aldrich) v fedéni 1:100 a inkubovany 24h pfi 4 °C. Ndasledné byly
pridany sekundarni protilatky Anti-Mouse IgG-Atto 488 goat antibody (62197, Sigma-Aldrich,
CZ; Aex =500 nm; Aem = 522 nm) v fedéni 1:400 a Anti-Mouse I1gM-FITC goat antibody (F9259,
Sigma-Aldrich; Aex =494 nm; Aem =520 nm) viedéni 1:125. Analyza fluorescencni odezvy
a obrazova data byla provedena na fluorescen¢nim mikroskopu Olympus IX81 (Olympus;
Tokio, Japan) vybavenym systémem Cell-R system se zvétSenim 40x, 100x, a 400x.

Aktin - Pro fluorescencni zvyraznéni aktinovych vldken byl k HBO ovlivnénym a kontrolnim
HFL1 vzorkim pridan roztok Phalloidin-Atto 488 (49409, Sigma-Aldrich). Phalloidin
s fluorescenénimi agens je vyuzivan jako uzite¢ny nastroj pro zkoumani distribuce F-aktinu
a jeho vldken v bunkach. Vmezefuje se do struktury F-aktinu mezi jednotlivé monomerni
jednotky a vytvari tak vzajemné pevné spojeni téchto pfilehlych podjednotek. Intenzitu
fluorescenéni odezvy lze pouzit, v pfipadé saturace phalloidinem, jako kvantitativni méfitko
stanoveni mnozZstvi aktinu v burfikdch (Cooper 1987). Obarvend sklicka s burikami byla
nasledné trvale fixovdna pomoci ProlLong® Gold Antifade Mountant (Invitrogen, Life
Technologies, Prague, CZ), kapalinou obsahujici chemické komponenty uréené k ochrané
fluorescenénich barviv pred vyblednutim (fotobleaching) béhem fluorescencni obrazové
analyzy. Analyza fluorescencni odezvy (Aex =501 nm; Aem =523 nm) a obrazovd data byla
provedena na fluorescencnim mikroskopu Olympus IX81 vybavenym systémem Cell-R
system se zvétSenim 40x, 100x a 400x.

MitoTracker - Mitochondridlni sit byla fluorescenéné vizualizovana pomoci MitoTracker™
Red CMXRos kit (M7512; Thermo Fisher Scientific). Do kultivacnich misek s HBO a kontrolami
v objemu 1 ml kultivaéniho média bylo 24 hodin po posledni expozici pfidano 0,5 pl barviva

v koncentraci 1 mmol/l. Analyza fluorescenéni odezvy (Aex=579nm; Aem =599 nm)
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a obrazova data byla hodnocena na fluorescenénim mikroskopu Olympus IX81 (Olympus;

Tokio, Japan) osazenym kamerou Hamamatsu Orca-ER a pfi zvétSeni 100x.

Aktivita citratsyntazy (CS)

Enzym citratsyntdaza (CS) hraje kliCovou roli v metabolické draze (KrebsOv cyklus)
aerobnich organism( (Wiegand a Remington 1986). CS se nachazi v mitochondridlni matrix
a bézné se pouziva jako kvantitativni marker pfitomnosti intaktnich mitochondrii (Mogensen
et al. 2006; Rabgl et al. 2009). Spektrofotometrickym porovnanim mnozstvi CS u ovlivnénych
a kontrolnich bunék lze stanovit, zda a v jaké mite dochazi k poklesu ¢i narlstu mnoZstvi
mitochondrii v burice.

Mnozstvi mitochondrii ve vzorcich bunék bylo stanoveno mérenim aktivity enzymu CS.
PouZité médium se skladalo z 0,1 mmol/l kyseliny 5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic), 0,25 %
Triton-X, 0,5 mmol/| oxalacetatu, 0,31 mmol/| acetylkoenzymu A, 5 pmol/l EDTA, 5 mmol/I
triethanolamin hydrochloridu a 0,1 mol/I Tris-HCl a pH bylo upraveno na 8,1 (Kuznetsov et al.
2002). Z komUrek oxygrafu bylo odebrano 200 pl homogenizovaného bunécného obsahu,
ke kterému bylo pridano 800 pl analytického média kitu. Aktivita enzymu byla stanovena
spektrofotometricky pfi vinové délce 412 nm, teploté 30°C a po dobu 200s. Vysledna

hodnota je vyjadfena jako 1 milli-international units na 10° bunék (1muU/10°).

Aktivita superoxid dismutazy (SOD)

Oxidacni stres, ktery je zplsobeny reaktivnimi formami rozpusténého kysliku ve formé
superoxidu (037), peroxidu vodiku (H20;) a hydroxylovych radikald (OH®), pfedstavuje
nerovnovahu mezi kyslikovymi radikdly a antioxidacni obranou organismu a vede
k poskozeni bunék. Rozpustény superoxid (057) muiZe dale reagovat s H,O, avytvdret
atomarni formu kysliku a hydroxylové radikaly, které jsou jesté vice reaktivni a cytotoxické
nez 05~ nebo H,0,. Antioxidacni enzymy jsou duleZitou soucasti obrany vici oxidacnimu
bunécné obrany proti kyslikové toxicité odpovédny za eliminaci superoxidového radikalu
(037), €imz chrani bunky prfed poSkozenim spojenym s volnymi radikdly. Je zfejmé,
Ze v prostredi se zvySenou (HBO) koncentraci vzdusného a tedy i rozpusténého kysliku bude
dochazet ke vzniku vyssi koncentrace superoxidu. Hodnocenim aktivity SOD je tedy mozné
zjistit, zda a jak ucinné se bunky exponované HBO brani, tedy s jakou intenzitou dochazi

k produkci SOD oproti kontrolnim burikam, které jsou kultivovany za normalnich podminek.
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Aktivita SOD v exponovanych a kontrolnich burikach byla stanovena kitem SOD Assay Kit
(19160, Sigma-Aldrich, CZ). Metoda stanoveni spociva v méreni miry inhibice redukce
priddvaného substratu (WST-1) enzymem SOD. Do 96 jamkovych kultivac¢nich desticek (TPP®)
bylo vysazeno 10 000 HFL1 bunék v objemu 400 pl kultivacniho média, které byly nasledné
exponovdny v komlrce po dobu 5 dni podle uvedeného protokolu. Soucasné stim bylo
vysazeno stejné mnoizstvi kontrolnich bunék. V prlbéhu kultivace nebylo pfidavano ani
ménéno Zadné médium. Priprava vzork( byla provedena dle protokolu vyrobce. Absorbance
umeérna inhibicni aktivité SOD byla odectena pfi vinové délce 450 nm za pouZiti ¢tecky
Synergy H1 (Biotek, Winooski, Vermont, USA). Aktivita SOD byla vypoctena podle rovnice
(53):

(Ablankl - Ablank3) - (Asample - Ablankz)

SOD activity (inhihiton rate [%]) = x 100  (53)

(Ablankl - AblankS)
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8.4 Mitochondrialni respirometrie (HRR)

Mitochondrialni respirometrie (HRR, High Resolution Respirometry) je vyuZivana
k hodnoceni mitochondrialni ¢innosti (respirace, mitochondrialni spotreby kysliku). Metoda
je zaloZena na detekci minimdlnich zmén koncentrace kysliku (OCR, oxygen consumption
rate, meéreni spotreby kysliku) v uzavieném systému vizolovanych mitochondriich,
bunécénych kulturach, nebo ve vzorcich lidské tkané v uzaviené komore oxygrafu (Hiitter et
al. 2006; Makrecka-Kuka et al. 2015).

Mitochondridlni respirace je hodnocena sledovanim nékolika respiracnich stavl. Tyto
respiracni stavy oxidativni fosforylace, popisujici jeji aktualni rozprazeni (tj. snizeni ucinnosti
vyuziti elektroni pro pumpovani protonu), se oznacuji jako ROUT, LEAK, OXPHOS a ETS
(Pesta a Gnaiger 2012).

Respiracni stav ROUT odpovida klidovému dychani intaktnich bunék suspendovanych
v méficim médiu v komUrce oxygrafu (Pesta a Gnaiger 2012; Gnaiger 2014).
mitochondridlni membrané (IMM) a dochazi k nému pfi absenci ADP pridanim substratd
do mitochondridlni suspenze pro tvorbu redukénich koenzym(. LEAK vyjadfuje stav
nejvyssiho mitochondridlniho membranového potencidlu (MMP) na vnitfni mitochondrialni
membrané pti spotiebé kysliku a transportu vodikovych protond kvili kompenzaci
unikajicich ¢i prosakujicich protond skrz IMM do mitochondridlni matrix nezavisle na ATP
syntaze. K vyslednému LEAK stavu se pripocitavaji protony, které jsou vyuZity
pro nefosforylacni reakce na IMM (napf. transport latek) (Pesta a Gnaiger 2012; Gnaiger
2014).

Respiracni stav OXPHOS (Oxidative Phosphorylation) reflektuje situaci na wvnitini
mitochondridlni membrané pfti fosforylaci ADP na ATP. Pro prlibéh fosforylace je nutna
pfitomnost funkéniho enzymu ATP syntdzy. Fosforylace probihd soucasné s presunem
vodikovych iontd z mitochondridlni matrix do mezimembranového prostoru. Transportem
protoni ve sméru elektrochemického gradientu dojde ke sniZzeni mitochondridlniho
membranového potenciadlu, ktery zrychli transport protont jednotlivymi respira¢nimi
komplexy a zrychli tok elektron(i v respiraénim systému. Déj vede ke zvySeni spotieby kysliku
(OCR), ktery je zaznamenavan (Pesta a Gnaiger 2012; Gnaiger 2014).

Respiracni stav ETS (Kapacita elektrontransportniho systému) reprezentuje stav
komplex( mitochondridlni respirace pfi maximalni mozné rychlosti. Vysledna spotreba
kysliku vyjadfuje maximalni kapacitu prenaset elektrony pFes elektronovy transportni
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systém. Stav ETS je indukovan pfidanim rozprahovacli zpUsobujicich rozprazeni oxidativni
a fosforylacni slozky respiracniho systému. Jedna se o chemické molekuly (protonofory)
snadno pfijimajici a uvoliujici vodikovy proton, které se mohou diky své lipofilni povaze
vmezefit do mitochondridlni membrany. Pokud je mitochondridlni membrana maximalné
nasycena protonoforem, dojde k pfestupu maximdlniho mnoZstvi vodikovych iontl ve sméru
koncentrac¢niho gradientu a kompletnimu zaniku mitochondridlniho membranového
potencialu. V tomto stavu je mozZné zajistit, jakou maximalni kapacitu maji komplexy ETS pro
pumpovani vodikovych protont. Celkova kapacita toku elektront respiracnim systémem je
vyjadrena spotrebou kysliku (OCR) (Pesta a Gnaiger 2012; Gnaiger 2014).

Hodnoceni bunécné respirace bylo provedeno v pfistroji Oxygraph-2k (OROBOROS,
Innsbruck, Rakousko). Pfistroj obsahuje dvé Clarkovy kyslikové elektrody v komdarkach
oobjemu 2 ml. Komlrky jsou vyrobeny z duranového skla, jsou specidalnimi materialy
izolované od okolniho prostredi a zabranuji tak difuzi kysliku do média v komurce. Maji velmi
presnou kontrolu teploty (az na 0,001 °C). Konstrukce umozZiuje v oxygrafu rozpoznavat
zmény Urovné rozpusténého kysliku o hodnoté koncentrace az 1 pmol/s-ml. Oxygraph-2k je
tedy vhodnym nastrojem pro studium mitochondridlni fyziologie (Hutter et al. 2006;
Makrecka-Kuka et al. 2015; Pesta a Gnaiger 2012).

Vybérem vhodného protokolu, tj. pfidavanim vhodnych substratd a inhibitorl, lze

sledovat aktivitu jednotlivych komplex( elektronového transportniho fetézce.

Rotenon Antimycin A Oligomycin . FCCP
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Obrdzek 15. Schématické zobrazeni plsobeni substrdatd, inhibitord a dalSich Idtek na funkci
systému oxidativni fosforylace. KI — komplex I, KIl — komplex Il, KIll — komplex Ill, KIV — komplex IV,
komplex V (ATP syntdza).

Substratem pro komplex | je kombinace pyruvatu, malatu a glutamatu. Pro inhibici
komplexu | je pouzivan rotenon. Substratem pro komplex Il je sukcindat. Pfidanim antimycinu
A dochazi pres komplex Il k inhibici celého elektronového transportniho retézce (Pesta a

Gnaiger 2012). Déle je vyuZivano rozpojovacl (jako je napf. FCCP, CCCP, atd.), které
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umoznuji rozpojeni elektronového transportniho fetézce a cyklu oxidativni fosforylace, coz
ma za nasledek preruseni cinnosti ATP syntdzy. Jejich inhibice vede ke ztraté
mitochondridlniho membrdnového potencidlu, zpusobujici zvySenou spotfebou kysliku
(Pesta a Gnaiger 2012; Gnaiger 2014).

400 000 bunék bylo vyseto na 90 mm Petriho misku v objemu 10 ml kultivaéniho média
F12K. Nasledné byla provedena intermitentni expozice dle protokolu popsaného vyse.

Pro zajisténi dostatecného mnoiZstvi dat pro statistické hodnoceni byla kultivace
opakovana v uvedeném mnozstvi: HBO (n = 7) a kontrolni burky (n = 15). Rozdil v mnoZstvi
viabilitou a sniZenou odolnosti pfi sklizeni. Respirometrické experimenty byly provadény v
pristroji Oxygraph-2k ve sklenénych komUrkach o objemu 2 ml a teploté 37 °C. Spotireba
kysliku (OCR, Oxygen consumption rate) byla mérena v médiu MIRO5 (sloZeni: 0,5 mmol/I
kyseliny ethylenglykoltetraoctové; 3 mmol/l MgCl,.6H,0; 60 mmol/l K-laktobionatu;
20 mmol/I taurinu, 10 mmol/l KH2PO4; 20 mmol/l HEPES; 110 mmol/l D-sachardzy a 1 g/l
albuminu bez mastnych kyselin). Médium bylo ekvilibrované vzduchem (Pesta a Gnaiger
2012). Sklizené bunky byly injikovany do komor, smichdany s médiem MIRO5 a nasledné
spocitany Birkerovou hemocytometrickou metodou. Primérny pocet bunék byl cca 5 x 10°
na komoru oxygrafu, coz je dle zkuSenosti tymu mitochondridlni laboratore stdle jesté
dostatecni mnoZstvi pro zméreni dostatecné silného signalu spotreby kysliku.

Po uzavreni komlrek oxygrafu od okolniho prostfedi byla zmérena respiracni aktivita
intaktnich  bunék (ROUT). Ndasledné byla bunénd membrdna permeabilizovana
digitoninem (5 pg/ml) a postupnou aplikaci kombinace substratd, inhibitord a odpojovaci
do komor byly stanoveny nasledujici respiracéni stavy.

Stav LEAK byl indukovan pridanim substrat(l, které poskytuji elektrony komplexu I (malat,
2 mmol/l) a flavoproteinu pro prenos elektrond (ETF palmitoylkarnitin, 20 umol/l). Stav
oxidativni fosforylace P(Pal) byl vyvolan pfidanim adenosindifosfatu (ADP, 5 mmol/l). Mira
permeabilizace bunééné membrany byla zjisténa pridanim cytochromuc (10 umol/l).
Nasledné byla mitochondridlni respirace zvySena pridanim substratl komplexu | - glutamatu
(10 mmol/l; P(PalG)) a pyruvatu (5 mmol/l; P(PalGP)). OXPHOS(PalGPS) byl indukovan
substratem komplexu Il - sukcinatem (10 mmol/I).

Stavu E(PalGPS), tj. maximalni kapacity elektron-transportniho systému, bylo dosazeno
titraci rozprahovace trifluorocarbonylcyanide fenylhydrazon (FCCP; titracni krok
0,05 umol/I). Stav E(S), tj. odpojeni aktivity komplexu II, byl vyvolan inhibici komplexu |
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rotenonem (0,5 umol/l). Zbytkova spotieba kysliku po inhibici komplexu Il (ROX) byla
indukovana pridanim antimycinu A (2,5 umol/l). Aktivita komplexu IV byla stanovena

soucasnou aplikaci dihydrochloridu N, N, N ', N'-tetramethyl-p-fenylendiaminu (TMPD;

0,5 mmol/I) a askorbatu (2 mmol/l).

Tabulka 8. PouZity respirometricky protokol s pouZitymi substrdty a objemy pro analyzu respirace

plicnich fibroblasti
Poradi | Zkratka Mnozstvi Nazev latky Plsobeni
1 Dig 5 ug/ml Digitonin Permeabilizace plazmatické membrany
M 2 mmol/| Malat Substrat prinasejici e- Komplexu |
2 Pal 20 umol/l Palmitoylkarnitin | Substrat ETF; stav LEAK
3 ADP 5 mmol/I Adenosindifosfat | Substrat ATP syntazy; stav P(Pal)
4 cytc 10 umol/l Cytochrom ¢ Kontrola integrity vnéjsi mito membrany
G 10 mmol/I Glutamat Substrat prinasejici e Komplexu I;P(PalG)
> P 5 mmol/I Pyruvat Substrat prinasejici e Komplexu I; P(PalGP)
6 S 10 mmol/I Sukcinat Substrat Komplexu Il; P(PalGPS)
7 FCCP titraéni krok: FCCp Rozprahovac (protonofor); E(PalGPS)
0,05 umol/|
Rot 0,5 umol/l Rotenon Inhibitor Komplexu I; stav E(S)
9 AmA 2,5 umol/I Antimycin A Inhibitor Komplexu IIl; stav ROX
TMDP 0,5 mmol/| TMPD Substrat Komplexu IV; stav CIV
10 A 2 mmol/l Askorbat Udrzuje TMPD v redukovaném stavu

Spotreba kysliku (OCR) byla analyzovdna on-line pomoci softwaru DatLab (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Rakousko), a zobrazovana jako zaporna ¢asova derivace koncentrace
kysliku v komUrce oxygrafu.

Hodnota OCR je vyjadiend v pmol 0,/(10° bunék) a korigovana na zbytkovou spotfebu

kysliku (ROX), chemické a pFistrojové pozadi.

8.5 Hodnoceni dat a statistické zpracovani

Vysledky jsou uvedeny jako prdmér +SD. Statistické rozdily byly analyzovany pomoci
software OriginPro 2017 (OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, USA, 2017).
Po testovani normality rozlozeni a homogenity rozptylu byla podle vhodnosti provedena
srovnani dat pomoci Studentova T-testu nebo Mann-Whitneyho U-testu. Vysledky byly
povazovany za statisticky vyznamné odlisné, pokud byla vysledna p-hodnota nizsi nez 0,05

(p < 0,05).
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9. VYSLEDKY

9.1 Mikrohyperbaricka komurka uHBK

Pouzitelnost pro bunécné experimenty

Bunky v mikrohyperbarické kom(irce je moziné bez problémU kultivovat. Komdarka
je vyuzitelnd pro invitro experimenty s nejrlznéjSim slozenim atmosféry za normdlnich
i hyperbarickych podminek (normoxie, hypoxie, hyperoxie, normokapnie, hypokapnie,
hyperkapnie) a pfi rlznych hodnotach vnitini teploty. V pribéhu pripravy bunécného
materiadlu pro hodnoceni vlivu intermitentni expozice HFL1 nedoslo u mikrohyperbarické
komUrky uHBK 2 k Zddnym technickym zadvaddm ani provoznim potizim.

Hyperbarickd komlrka uHBK 1 byla UspésSné vyuZita pfi studiu zvySené ucinnosti
fotodynamické terapie (FDT) pfi pouziti HBO expozice na bunécnych kulturdch (Bajgar et al.

2014).

Patentova ochrana

Nova technologie mikrohyperbarickych komurek je Uspésné chranéna narodnim (CZ)
patentem UPV pod &islem 305989 a ndzvem , Mobilni hyperbarickd minikomora“. Pvodci:
Kolarfova, Bajgar, Tomankova, Bolek L, Dejmek, Bolek M, RuZicka, Benes. Patent byl

publikovany dne 27. 4. 2016. (Zastoupeni — Patentova kancelar Ing. Petr Soukup, Olomouc).
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9.2 Intermitentni expozice HBO

Cilem provedenych experimentl bylo zhodnotit vybranymi metodami vliv intermitentni
hyperbarické hyperoxie (HBO) na bunécénou linii lidskych plicnich fibroblastd HFL1 a posoudit
zmény bunécéné morfologie, viability, hustoty, mitochondrialni struktury a spotreby kysliku

HFL1 ve vztahu k bunécné antioxidacni kapacité.

Antioxidacni kapacita média

Antioxidac¢ni kapacita kultivacniho média byla stanovena spektrofotometrickymi
metodami TEAC a FRAP. Ani jedna metoda nezjistila Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi
médiem cistym, médiem exponovanym v HBO, médiem z bunécnych kultur odebraném po

6 dnech inkubace pfi HBO podminkach a médiem odebranym z kontrolnich bunék (graf 2).
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Graf 2. Porovndni antioxidacni kapacity hodnocenych kultivacnich médii (TEAC, FRAP).

Hodnoceni ristu bunék
Bunky vystavené intermitentni HBO expozici vykazovaly tendenci k pomalejSimu rdstu,
pocet bunék se vsak vyznamné nelisil od kontrolnich bunék (graf 3). Ani vizudlni porovnani

charakteru rdstu HBO a kontrolni linie nevykazovaly viditelné zmény (obrazek 16).
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Graf 3. Hodnoceni rustu bunék HFL1. Rychlost rustu vyjadiend poctem bunék na 1 ml se mezi
kontrolni linii a HBO exponovanymi fibroblasty nelisila.
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Obrazek 16. Porovndni charakteru ristu bunécné linie HFL1 v pribéhu kultivace. A, C, E - buriky
exponované HBO ve dnech 0 (A), 3 (C) a 5 (E); B, D, F - neexponované kontrolni buriky ve dnech O
(B), 3(D) a5 (F).
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Bunécna viabilita

Zivotaschopnost bunék stanovend ¢inidlem PrestoBlue® je vyjadiena ve fluorescenénich
jednotkach (FU). HFL1 burky vystavené intermitentni HBO vykazovaly signifikantné nizsi
hodnotu signdlu (25,77 + 8,84 FU) ve srovnani s kontrolnimi burikami (34,56 + 9,59 FU). Vyssi
hodnoty fluorescence koreluji s vétsi celkovou metabolickou aktivitou a viabilitou bunék

(p < 0,001).
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Graf 4. Bunécnda viabilita - fluorescencni odezva Cinidla PrestoBlue®.

Hodnoceni zmén bunécné morfologie

Mikroskopie ve fazovém kontrastu ukdzala nékteré rozdily v morfologii bunék mezi

kontrolni a HBO skupinou (obrazek 17).

Obrdzek 17. Fdzové kontrastni mikroskopie lidskych fibroblasti HFL1 podrobené kontrolnim
(CTRL) nebo hyperbarickym (HBO) podminkdm pri zvétseni 60x.

Vsechny fibroblasty mély mesenchymalni morfologii vietenovitého tvaru, nicméné

kontrolni bufiky zabiraly vyznamné véts$i plochu (10432 +4 119 um? vs. 5199 + 1 863 pum?
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u bunék exponovanych HBO, p <0,001), mély vétsi obvod (606 + 84 um vs. 506 + 130 um
u bunék po HBO, p < 0,001) a vykazovaly mirné, avSak podstatné vyssi indexy cirkularity nez

HBO bunky (0,39 £ 0,16 vs. 0,28 + 0,12; kontrola vs. HBO; p <0,001). Porovnani je zobrazeno

v grafu 5.
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Graf 5. Porovnadni povrchu, obvodu a indexu cirkularity ovlivnénych a kontrolnich HFL1.
Imunofluorescencni hodnoceni

Pro porovnani morfologie cytoskeletu byly fibroblasty oznaceny specidlnimi protilatkami
(vimentin a vinkulin) a aktinovym znaéenim s TRITC-konjugovanym phalloidinem. Analyza
cytoskeletu ukazala, Ze obé skupiny bunék maji mesenchymalni morfologii bez viditelnych
rozdilG (obrazek 18).

HBO i kontrolni bunky exprimovaly vinkulin-pozitivni fokalni adheze rozmisténé
rovnomérné na celém povrchu. Fibroblasty exponované HBO vsak vykazovaly mensi plochu
adheze oproti kontrolnim bunkam, coZ odpovidd vysledkiim kvantifikace bunécného
povrchu. Jadra obou skupin bunék méla prevainé elipsoidni tvar a vétSina z nich byla
lokalizovana centralné (obrazek 19).

Vysledky kvalitativni mitochondridlni analyzy pomoci fluorescenéniho znaceni
MitoTracker neukazaly mezi HBO a kontrolnimi fibroblasty Zadné zjevné rozdily v mnozstvi,
lokalizaci mitochondrii nebo strukture mitochondrialnich siti. VSechny buriky mély vice

organel lokalizovanych v okoli jadra (obrazek 20).
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Obrazek 19. Fluorescencni barveni fokdlnich adhezi vinkulinem (60x) a vimentinem (200x).

100pum 100pum

Obrazek 20. Fluorescencni barveni mitochondridlni sité MitoTracker (160x).
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Aktivita citratsyntazy (CS)

Aktivita citratsyntdzy (CS) u kontrolnich fibroblastli  vykazovala hodnotu
126 + 36 mU/(108 bunék). U bunék ovlivnénych intermitentni expozici HBO byla hodnota
124 + 5 mU/(10° bunék). Porovnani vysledkd naznaduje, ze HBO nijak vyznamné neovliviiuje

mnozstvi mitochondrii v bunkach HFL1 ani aktivitu CS.
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Graf 6. Porovndni aktivity citrdat syntdzy u HBO a kontrolnich bunék.

Aktivita superoxid dismutazy (SOD)
Aktivita SOD, vyjadiena jako mira inhibice redukce testovaného substratu WST-1, byla

signifikantné vyssSi u bunék HBO (20,6 £2,7 %) ve srovnani s kontrolami (14,7 + 2,5 %);

p <0,001).
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Graf 7. Porovndni aktivity SOD u HBO a kontrolnich bunék.
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9.3 Mitochondrialni respirometrie (HRR)

Mitochondrialni respirace hodnoti respiracni stavy sledovanych bunék. Tyto respiracni
stavy popisujici aktudlni spraZeni/rozprazeni oxidativni fosforylace ROUT, LEAK, OXPHOS
a ETS (Pesta a Gnaiger 2012). Pfiklad titraéniho protokolu s pribéhem spotieby kysliku

v permeabilizovanych kontrolnich bunkach HFL1 je zndzornén v grafu 8.

P(Pal),P(PalG)

150 ) P(PalGP) E(PalGPS)
1R P(PalGPS) E(S) ROX
~ I S I B
v 1 Dig Mpal D ¢ G PSu Rot Ama
§120' l
L ) v
[(e]
E i}
£ 901 ,
6 g
2 i M
2
é 60 y v v
E e
>
054
© l
o ]
°
o
)] L.ﬂ
0 30 60 90 120

Cas (min)

Graf 8. Priklad titracniho protokolu substrdti-rozprahovact pro kontrolni HFL1 buriky se substrdty
pro elektron-transferujici flavoprotein (ETF), Komplex | a Komplex Il. Cernd kfivka = spotfeba
kysliku vyjddfend na 10° kontrolnich bunék. Substrdty: Dig = digitonin, M = maldt, Pal =
palmitoylcarnitin, D = ADP, ¢ = cytochrom c, G = glutamdt, P = pyruvdt, S = sukcindt, u = FCCP, Rot
= rotenon, AmA = antimycin A.

Spotreba kysliku ve stavu ROUTINE (ROUT) HFL1 fibroblastl exponovanych intermitentni
expozici HBO méla hodnotu 35,0 + 13,5 pmol/(s-10° bunék) a nijak vyznamné se nelisila
od naméfené hodnoty 31,6 * 8,5 pmol/(s-10® bunék) intaktnich kontrol. Hodnota stavu LEAK,
zmérend po permeabilizaci mitochondrialni membrany digitoninem (Dig) za pfitomnosti
malatu (M) a palmitoylkarnitinu (Pal), byla u HBO exponovanych bunék signifikantné vyssi,
tj. 20,2 + 6,9 pmol/(s-10° bunék) ve srovnani s kontrolnimi fibroblasty, u kterych byla zjisténa
hodnota 10,9 + 4,0 pmol/(s-10° bunék); p < 0,001. Primérné hodnoty méfenych respiraénich

stavl kontrolnich a HBO fibroblast( HFL1 zobrazuje graf 9.
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Graf 9. Primérné hodnoty mérenych respiracnich stavi kontrolnich a HBO fibroblasti HFL1. Stavy
jsou oznaceny podle metabolizovanych substrati a zapojenych respiracnich komplexa.

Respiracni stavy OXPHOS P(Pal), P(PalG), P(PalGP), a P(PalGPS) nebyly HBO expozici
vyznamné ovlivnény. Zmérené vysledky téchto respiracnich stavl kontrolnich a HBO
fibroblastl HFL1 zobrazuje graf 10.
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Graf 10. Mitochondridlni dychdni - fosforylacni (P (Pal)) spotfeba kysliku po priddni substrdti Pal
(komplexu 1), G, P (substrdty doddvaji elektrony komplexu I.

Hodnota stavu ETS E(PalGPS) nebyla HBO expozici vyznamné ovlivnéna, nicméné hodnota
stavu E(S), tj. mitochondridlni elektron-transportni kapacita po inhibici komplexu I
rotenonem (Rot), byla u HBO fibroblastd vyznamné nizsi: 72,0 + 21,4 pmol/(s-10° bunék)
ve srovnani s hodnotou 98,6 + 29,1 pmol/(s-10° bunék) u kontrolnich bunék (p<0,05).
Zmérené vysledky téchto respiracnich stavli kontrolnich a HBO fibroblast(i HFL1 zobrazuje

graf 11.
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Graf 11. Mitochondridlni dychdni — maximdlni kapacita ETS E(PalGPS) po titraci FCCP, (E(S))
reprezentuje kapacitu ETS komplexu Il po inhibici komplexu | rotenonem.

Porovnanim hodnot pomérd spotreby kysliku v pribéhu mitochondridlni respirace
poovlivnéni  jednotlivymi  substraty  ainhibitory = LEAK/P(Pal),  P(PalGP)/P(PalG)
a ROUT/E(PalGPS) lIze zjistit relativni Ucinnost téchto intervenci. Index rozpraZeni oxidace
a fosforylace (tj. pomér LEAK/P(Pal)) byl u fibroblast( vystavenych HBO signifikantné zvyseny
(0,42+£0,16) ve srovnani skontrolnimi bunkami (0,18 £0,06; p<0,001). Mezi HBO

a kontrolnimi fibroblasty jsou u téchto intervenci vyznamné rozdily (graf 12).
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Graf 12. Mitochondridlni respirace - poméry kontroly spotreby kysliku ukazuji index rozpraZeni
LEAK/P(Pal), ucinek na OXPHOS po priddni substrdtu pyruvdtu v poméru k pfedchozimu stavu
(P(PalGP)/P(PalG)) a pomér zdkladni a maximdlni moziné spotreby kysliku vyjadrené jako
ROUT/E(PalGPS).

Kapacita mitochondrialni produkce ATP prostfednictvim metabolismu mastnych kyselin
je uHBO bunék pravdépodobné snizena. Tomu odpovidd rozdil stavi OXPHOS (P(Pal))
a LEAK, ktery bylu HBO bunék vyznamné nizsi (30,4 + 17,5 pmol/(s-108 bunék)) oproti
kontrolnim fibroblastim (56,8 + 22,8 pmol/(s-10° bunék)), p <0,05; Graf 13).
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Respiracni rezerva (RR) stanovend jako rozdil mezi maximalnim sprazenym respira¢nim
vykonem, ROUT a LEAK dychanim (RR = P(PalGPS) - ROUT - LEAK) odpovida spotiebé kysliku,
kterou bunka mUzZe teoreticky vyuZit k syntéze ATP v pfipadé potifeby. RR byla v burikach
vystavenych HBO signifikantné niz8i (36,2 +19,6 pmol/(s-10° bunék) ve srovnani

s kontrolnimi fibroblasty (67,7 + 33,3 pmol/(s-10° bunék)); p < 0,01; Graf 13).
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Graf 1. Mitochondridlni respirace - spotfeba kysliku souvisejici s produkci ATP (P(Pal)-LEAK), respiracni
rezerva (RR) a rezervni kapacita (E(PalGPS)-P(PalGPS)).

PfestoZze se celkova spotieba kysliku pro fosforylaci P(PalGPS) a prenos elektron(
E(PalGPS) mezi HBO a kontrolnimi fibroblasty vyznamné nelisila (viz graf 10 a 11), rezervni
kapacita, stanovena jako rozdil mezi stavy E(PalGPS) a P(PalGPS), byla u bunék HBO
vyznamné nizsi, coZz naznacuje omezeni kapacity elektrontransportniho systému.

V tabulce 9 jsou shrnuty vysledné statisticky zpracované mérené respiracni stavy

kontrolnich a HBO plicnich fibroblastu.

Tabulka 9. Hodnoty zmérenych respiracnich stavi kontrolnich a HBO fibroblasti

Respiracni STAVY CTRL SD HBO SD jednotky
ROUT 31,6 8,5 35 13,5 [pmol/s-10° bb]
LEAK 10,9 4 20,2 6,9 [pmol/s-10° bb]

P(Pal) 63,8 26,8 50,6 20,1 [pmol/s-10° bb]

SIS P(PalG) 67,4 30,3 54,9 24,6 [pmol/s-10° bb]

P(PalGP) 64,7 32,0 48,3 24,1 [pmol/s-10° bb]

P(PalGPS) 102,6 38,6 91,3 33,2 [pmol/s-10° bb]

= E(PalGPS) 180,8 49,5 143,5 39,0 [pmol/s-10° bb]

E(S) 98,6 29,1 72 21,4 [pmol/s-10° bb]
LEAK/P(Pal) 0,18 0,06 0,42 0,16 [-]
P(PalGP)/P(PalG) 0,94 0,09 0,87 0,06 [-]
ROUT/E(PalGPS) 0,18 0,04 0,24 0,06 [-]

P(Pal)-LEAK 56,8 22,8 30,4 17,5 [pmol/s-10° bb]

RR 67,7 33,2 36,2 19,6 [pmol/s-10° bb]

E(PalGPS)-P(PalGPS) 78,2 38,7 52,3 12,1 [pmol/s-10° bb]
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10.DISKUZE

10.1 Mikrohyperbaricka komtirka uHBK

Mikrohyperbarické komlrky uHBK 1 a uHBK 2 byly Uspésné otestovany provedenymi
experimenty. Jejich uzitné vlastnosti byly popsany vyse. Nejblizsi konkurencni technologie
je hyperbarickd komora HAUX TESTCOM 350/10. Porovnani a technologické vyhody uHBK
jsou shrnuty v nasledujicim srovnani.

TESTCOM vazi cca 50 kg. Hmotnost uHBK komrek je nizsi, vazi 9 kg a 24 kg, coz zvysSuje
jejich mobilitu. Material pouzity na vyrobu TESTCOM je Zelezo, uHBK 1 je vyrobena
z chemicky odolné slitiny hliniku a uHBK 2 z nerezové oceli, coz snizuje riziko koroze. Objem
TESTCOM je cca 201, uHBK 1 a 2 ma uzitny objem 31, resp. 6,5 |. Maji tedy mensi rozméry,
zabiraji méné mista, pfi experimentech maji mensi spotfebu pracovnich plynl a diky malému
objemu a integrované temperaci plasté jsou schopné sndze a rychleji dosahnout
pozadovanych hodnot temperace vnitfnich prostor. Tuto vlastnost TESTCOM nema.
Mikrohyperbarickd komlrka uHBK2 maintegrované magnetické michaci zafizeni
a disponuje prazory z PMMA, které lze pouZit pro osvétlovani, magnetickou manipulaci
ve vnitfnich prostorech a pozorovani pribéhu experimentl. Obé komurky jsou vybavené
elektronickym mérenim teploty, regulovatelnym osvétlenim a fizenou cirkulaci vnitini
atmosféry. Oproti konkurenci disponuje uHBK 2 dotykovym elektronickym panelem
umoziujicim nezavislé elektrické méreni a zobrazovani 3 teplot, méreni a zobrazovani tlaku
a zmeény tlaku v case, ovladat vnitfni osvétleni a cirkulaci vnitini atmosféry. Zaroven
umoziiuje ukladani dat na SD pamétovou kartu nebo pres USB port do pocitace. Komora
TESTCOM neni elektronikou vybavena vibec. Komurky uHBK maji minimalné jeden
regulovany vstup plynu sjemnym krokem nastaveni (UHBK2 mad 2 nezdvislé vstupy)
a zaroven regulovany vystup plynu z télesa komUrky a Ize tedy regulovat tlakovy gradient pfi
nabéhu a konci experimentu.

Z vysledkl lze konstatovat, Ze se podafilo pfi vyvoji technologie uHBK integrovat uzitné
vlastnosti, které Ize snadno, bezpecné a opakovatelné vyuZivat pro pfipravu ovlivnénych

bunécénych linii pfi rGznych odlisnych fyzikalnich podminkach a slozeni okolni atmosféry.

83/105



10.2 Vliv intermitentni expozice HBO na HFL1

Cilem provedeného vyzkumu bylo zhodnotit ucinky intermitentni expozice HBO na lidské
plicni fibroblasty (HFL1). Hodnoceni zahrnovalo vyuziti kvalitativnich a kvantitativnich metod
spolu s mitochondridlni respirometrii (HRR) se zaméfenim na vybrané parametry
mitochondrialni spotfeby kysliku. Dle provedené reSerse dostupné literatury a publikaci
nebyla zatim tato metoda hodnoceni HBO vlivu poufZita, interpretace ziskanych vysledku je
komplikovana.

Mitochondrialni respiraéni stav LEAK charakterizuje spotfebu kysliku ovlivnénou
mitochondridlni kompenzaci Uniku protond a skluzu elektroni a proton(i (Gnaiger 2014).
Odrazi také ucinnost sprazeni mitochondridlnich respiracnich stavd a produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) (Jastroch et al. 2010) a mulze predstavovat az 38 % bazdlniho
metabolismu savcl (Brand et al. 1994). Superoxidovy anion (037) je primarni ROS vznikly
v elektronovém transportnim fetézci zejména diky uniku elektrond pfti jejich prenosu
na molekuly kysliku (Jastroch et al. 2010). Superoxid vznika prevaziné v ramci respiracnich
komplext | a lll. Hlavni antioxidacni obranny systém, superoxid dismutdza (SOD) jej prevadi
na peroxid vodiku (Fukai a Ushio-Fukai 2011). V literatufe je dobfe zdokumentovan fakt,
Ze se béhem hyperbarické oxygenoterapie produkce ROS zvysuje, nicméné oxidacni citlivost
se méni s typem bunky, parametry terapie HBO a poctem expozic (Jang et al. 2018; Korkmaz
et al. 2008; Simsek et al. 2011). U klinickych studii je o aktivité SOD u pacientli Ié¢enych HBO
uvadéno namérené zvyseni jeji aktivity soubéiné se zvySenou produkci ROS a markery
oxidativniho stresu (Simsek et al. 2011), pfipadné studie uvadi, Ze SOD kompenzuje oxidacni
poskozeni (Sun et al. 2017).

Ackoliv se pocet HBO a kontrolnich bunék vyznamné neliSil, parametry kvantifikujici
celkovou morfologii bunék jako plocha, obvod a kruhovitost byly u HBO exponovanych
bunék vyznamné nizsi nez u kontrol. Dokonce i v testu bunécné viability stanovené
PrestoBlue® vykazovaly HBO exponované bunky snizeny fluorescenéni signal, tedy celkové
mensi bunéénou plochu.

U obou typl bunék bylo fluorescencni mikroskopii zobrazené obdobné mnoZstvi
mitochondrii a struktury mitochondridlnich siti, avSak test kvantifikujici Zivotaschopnost
pomoci redukce nefluorescencéniho resazurinu na fluorescencni resorufin mitochondridlnimi
a cytoplazmatickymi enzymy (Zalata et al. 1998) naznacoval naruseny bunécény metabolismus

bunék exponovanych HBO. Aktivita citratsyntazy (CS) byla u HBO a kontrolnich bunék témér
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shodna, nicméné ubunék vystavenych HBO byla detekovand zvySend aktivita SOD,
pravdépodobné zplsobend kompenzaci oxidacniho poskozeni (Sun et al. 2017).

Celkova antioxidacni kapacita (TAC) pouzitych kultivacnich médii byla stanovena
metodami FRAP a TEAC. Ani jedna metoda nezjistila Zzadny statisticky vyznamny rozdil mezi
cerstvym médiem, HBO exponovanym médiem, médiem z bunéénych kultur po 5 dnech HBO
expozice a médiem z kontrolnich bunék po stejné dobé kultivace.

Vysledky analyzy mitochondridlni respirace ukazuji, Ze u HFL1 fibroblastli podrobenych
intermitentni expozici HBO byl zvySen mitochondridlni respiracni stav LEAK a index
rozprazeni LEAK/P(Pal). ZvySeny respiracni stav LEAK muZe souviset se zvySenou tvorbou
superoxidového aniontu v dUsledku vys$siho pO,. VSechny parametry spojené s potencidlni
schopnosti bunék zvysit spotfebu kysliku a syntézu ATP, tj. rezervni kapacita (rozdil E(PalGPS)
- P(PalGPS)), respiracni rezerva stanovena jako celkova kapacita P(PalGPS) po odecteni ROUT
a LEAK respirace a volnd kapacita OXPHOS, tj. kapacita P(Pal) korigovana o LEAK respiraci
(Gnaiger 2014), byly ubunék vystavenych puasobeni HBO vyznamné nizsi ve srovnani
s kontrolnimi bunkami. Vysledek naznacuje, Ze HBO exponované fibroblasty mohou mit
snizenou metabolickou schopnost pfi procesech narocnych na energii, jako je rast a déleni.

SniZzena aktivita komplexu Il u HBO exponovanych bunék mulzZe byt zplsobena nékolika
pricinami. Respiracni komplex Il je jedinou slozkou propojujici cyklus kyseliny citronové
a mitochondridlni prenos elektron(l. Pfedpoklada se, Ze plné sprazeny komplex Il slouzi jako
zdroj rezervni respiracni kapacity pro pripad reakce metabolickych senzorli narlzné
podméty, jako je AMP-dependentni kindza nebo pyruvdtdehydrogendza (PDH)
prostfednictvim mechanismu zavislého na sirtuinu-3 (Pfleger et al. 2015). V naSich
experimentech nebyla aktivita PDH ani jeji exprese analyzovdna, nicméné ucinek pyruvatu
bylo moziné pouzitym HRR protokolem stanovit (SUIT; substrate-uncoupler-inhibitor
titration). Na mitochondridlni spotiebu kysliku indukovanou substraty pro ETF a komplex |
(malat, palmitoylkarnitin a glutamat) mél pyruvat mirny, ale vyznamny inhibi¢ni Gcinek, jak
patrno z poméru P(PalGP)/P(PalG), ktery byl u bunék exponovanych HBO nizsi ve srovnani
s kontrolnimi fibroblasty. Je zndmo, Ze aktivita PDH je regulovana v zavislosti na oxidaci
mastnych kyselin (Chicco et al. 1991; Kelley et al. 1993; Scholz et al. 1978) a je inhibovana
PDH kindzami (Pfleger et al. 2015). Bylo zjisténo, Ze stimulace PDH prostfednictvim
dichloracetatové deaktivace kinazy PDH, by mohla vyznamné zvysit nejen spotfebu kysliku
souvisejici s komplexem |, ale i aktivitu komplexu Il (Pfleger et al. 2015). Vysledky
provedenych experimentl naznacuji, Ze podminky HBO mohou interferovat s regulaci
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mitochondridlni  respirace  ¢astecnou inhibici  aktivity komplexull. Bylo také
zdokumentovano, Ze komplex |l miZe modulovat tvorbu superoxidu jinymi komplexy
elektronového transportniho fetézce a jeho aktivita by mohla byt inhibovdna peroxidem
vodiku (Drose et al. 2011; Nulton-Persson a Szweda 2001). Pfi rGznych patologickych stavech
by vsak mohla byt inhibice komplexu Il zapojena do ochrany proti oxidativnimu stresu
(Adebiyi et al. 2008; Jodeiri Farshbaf a Kiani-Esfahani 2017; Wojtovich a Brookes 2009).
Vysledky provedenych experimentl naznacuji, Ze u plicnich fibroblastli HFL1, vystavenych
intermitentni expozici HBO, dochazi ke snizeni efektivni mitochondridlni spotieby kysliku,
projevujici se zvySenim respiracniho stavu LEAK. Jedna se o kompenzacni reakci na zvySeni
Uniku protonl z mezimembranového prostoru do mitochondridlni matrix, snizenou aktivitu
komplexu Il a snizenou spotifebu kysliku v souvislosti s produkci ATP pfi oxidaci mastnych
kyselin. Pfiinu této mitochondridlni dysfunkce indukované HBO je nutné hloubéji
prozkoumat. Vysledky vsak naznacuji, Ze by se mohlo jednat o obrannou reakci buriky proti

zvySenému oxidacnimu stresu.

10.3 Dalsi smérovani vyzkumu

Provedend reSerSe publikaci a literatury shrnujici soucasny stav zakladniho vyzkumu
ucinkd hyperbarické oxygenoterapie (HBO) na bunécné urovni ukazala, Ze je nutné mnoho
déjd hloubéji prozkoumat.

Velkou vyzvou je hledani vhodné antioxidacni ochrany pfi HBO expozicich. Chybi potvrzeni
pozitivniho ucCinku 1é¢by HBO prokdazaného klinickymi studiemi na bunécné drovni. Také
chybi standardizace podminek bunéénych kultivaci pro priblizeni se k fyziologickym
podminkdm v lidském téle (Place et al. 2017) a optimalizace kultivacnich roztok( pro toto
hyperbarické prostredi.

Na trhu nejsou dostupné ndstroje pro méreni redlné koncentrace rozpusténého kysliku
uizolovanych adherentnich bunécnych linii a neni dostatecné prozkouman fyzikalné
chemicky mechanismus difuze kysliku v kultivacnich médiich (Place et al. 2017).

Diky technologii uHBK, umoZiujici provadét presné a opakovatelné expozice, Ize pfipravit
dostatecné mnoizstvi ovlivnéného bunécného materidlu, jehoz vyzkum by mohl pfispét
k hlubsimu pochopeni reakci na HBO a pravdépodobné by mohl pfinést odpovédi na vyse
zminéné otazky.

Ve spojeni s metodou HRR bude mozné ucinek zvySeného parciadlniho tlaku kysliku pfi

HBO na mitochondrialni respiraci detailnéji prostudovat, protoze jeji vliv na mitochondrialni
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metabolismus neni plné popsan (Jain 2017; Gail 1991). Detailnéjsi vyzkum vlivu expozice
HBO na metabolickou aktivitu bunék a tkani by mohl pfinést nové poznatky uzite¢né
pro vyvhodnoceni prospéchu a rizik hyperbarické oxygenoterapie uzanétlivych a

metabolickych onemocnéni (Schreml et al. 2010; Al-Waili a Butler 2006; Eltorai et al. 1986).
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11.ZAVER

Cilem prace bylo zhodnotit vliv zvySené koncentrace kysliku na bunky a jejich
metabolismus. Za timto Uéelem bylo nutné vyvinout novou technologii malé hyperbarické
komurky, diky které bylo moZné bunécny materidl k posouzeni pripravit. Hyperbarické
komUrky uHBK 1 a uHBK 2 byly navrZeny, zkonstruovany a vyuZity pro pfipravu bunécného
materialu. Technologie byla poté Uspésné ochranéna narodnim patentem.

Pro hodnoceni vlivu hyperbarického kysliku byly pouzity pulmonalni fibroblasty HFL1, tedy
bunky, které jsou na kyslik velmi citlivé (Han et al. 2018), i kdyZ zatim neni pfesné znamo,
jaky typ plicnich bunék je toxicitou kysliku ovlivnén nejvice. V provedenych experimentech
byly pouZity intaktni fetalni bunky, které nebyly ovlivnény Zddnou patologii spojenou
s klinickou terapii HBO (naptiklad otravou oxidem uhelnatym). U&inky HBO zavisi také
na véku a typu bunék, které jsou ovliviiovany (Gomez et al. 2012; Tolentino et al. 2006).

Za normoxické podminky je povazovan parcialni tlak kysliku shodny s atmosférickou
hodnotou, nicméné uroven parcidlniho tlaku rozpusténého kysliku v tkanich je mnohem nizsi
a pohybuje se kolem 1 az 7 kPa. Pouze plicni tkan je vystavena zvySenému, tedy témeér
atmosférickému tlaku kysliku (15 kPa). Tlak kysliku v bunécné kultufe nebyl stanoven
pfimym méfenim, byl stanoven aproximaci zaloZzené na pO,, pCO, a vysky hladiny
kultivacniho média. V Casti prace, zamérené na rozpustnosti plynl, byl uveden vypocet
redlného pO; kysliku v kultivaénich inkubatorech a jeho hodnota byla vypoctena na 18,6 kPa
(140 mmHg). V prostfedi inkubatoru je za normalnich podminek v kultivatnim médiu
na urovni adherovanych bunék parcidlni tlak rozpusténého kysliku shodny s fyziologickymi
hodnotami (Wenger et al. 2015).

Pro hodnoceni zmén byly vybrany metody, které umoznuji kvantitativné i kvalitativné
posoudit, zda a v jakém rozsahu jsou bunky témito podminkami ovlivnény. Mitochondrialni
spotfeba kysliku byla hodnocena metodou high-resolution respirometry (HRR),
Zivotaschopnost bunék hodnocena PrestoBlue®, morfologie analyzovana rutinni
fluorescenéni mikroskopii a fazovym kontrastem. Byla zhodnocena aktivita superoxid
dismutdzy (SOD) a citrat syntazy (CS). HFL1 byly exponovany v HBO prostiedi (295 kPa Oy;
5 kPa CO3) 2 hodiny denné po dobu 5 po sobé jdoucich dni. Den po posledni HBO expozici
vykazovaly burnky podstatné mensi plochu a obvod, snizenou Zivotaschopnost a zvySenou

aktivitu SOD. Nebyly zjistény Zadné zmény v aktivité CS ani v kvalité mitochondrialni sité.
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HRR odhalila snizenou mitochondridlni spotfebu kysliku, kterd se projevila snizenim aktivity
komplexu Il a snizenou spotiebou kysliku pfi oxidaci mastnych kyselin.

Hodnoceni bunécnych zmén vyvolanych HBO pomoci méreni mitochondrialni spotieby
kysliku (HRR) nebylo dle provedené reserse dostupné literatury a publikaci zatim provedeno,
jednad se tedy o novy pfistup ve studiu ucink HBO.

Uvedené vysledky naznacuji, Ze v podminkach napodobujicich intermitentni expozici HBO
trpi plicni fibroblasty zhorSenou mitochondridlni respiraci spojenou s komplexem Il
a poruchou bunécného rlstu i pfi zvySené antioxidacni obrané exponovanych bunék.
Mechanismus této HBO-indukované mitochondridlni dysfunkce je nutné v budoucnu dalSim
vyzkumem hloubéji prozkoumat, stejné jako se zaméfit na hledani ucinného zpUsobu dalsi

antioxidacni ochrany.
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13.SOUHRN

Hyperbaricka oxygenoterapie (HBO) je bézné pouzivana podplrna a terapeuticka lé¢ebnd
metoda vyuZzivajici zvySenou koncentraci kysliku. PrestoZe se jednd o béziné uzivanou lécbu,
v odborné literature neni dostatek podklad(i pro plné pochopeni biologickych déjd, které
v bunkach pfi téchto odlisnych fyzikalnich podminkach probihaiji.

Prace méla vytéené tfi cile. Prvnim cilem bylo vhodné shrnout fyzikalné-chemické
vlastnosti kysliku, popsat fyziologicky metabolismus kysliku az na mitochondridlni Uroven
a shrnout jeho medicinské vyuziti a rizika.

Druhym je vyvoj nové a unikatni technologie malé hyperbarické komUrky uHBK, diky které
by bylo mozné studium vlivu podminek HBO na bunéény metabolismus provést. Vystupem
jsou dva typu komrek uHBK 1 a 2. V praci je popsan jejich ndvrh doprovdzeny strojnimi
vypocty, simulacemi a informacemi o vlastnostech a postupu vyvoje. Technologie byla
Uspésné patentovana narodnim CZ patentem €. 28967.

Tretim cilem prace je hodnoceni ucinku opakované expozice HBO na bunécnou linii
lidskych fetalnich plicnich fibroblastd (HFL1). Mitochondriadlni spotfeba kysliku byla
hodnocena metodou high-resolution respirometry (HRR), Zivotaschopnost bunék hodnocena
PrestoBlue®, morfologie analyzovana rutinni fluorescenéni mikroskopii afazovym
kontrastem a byla zhodnocena aktivita superoxid dismutazy (SOD) a citrat syntdzy (CS).
Bunky byly vystaveny HBO (3 ATA) 2 hodiny denné po dobu 5 po sobé jdoucich dni. Den po
posledni HBO expozici vykazovaly burnky podstatné mensi plochu aobvod, snizenou
Zivotaschopnost a zvySenou aktivitu SOD. Nebyly zjistény Zzadné zmény v aktivité CS ani
v kvalité mitochondridlni sité. Respirometrie HRR odhalila snizenou mitochondrialni spotfebu
kysliku, ktera se projevila snizenim aktivity komplexu Il a sniZzenou spotiebou kysliku pfi
oxidaci mastnych kyselin. Popsané vysledky dokladaji, Ze v podminkdach napodobujicich
intermitentni expozici HBO trpi plicni fibroblasty zhorSenou mitochondrialni respiraci
spojenou s komplexem Il a poruchou bunécéného rlstu i pfi zvysené antioxidacni obrané.
Mechanismus této HBO-indukované mitochondridlni dysfunkce je nutné hloubéji
prozkoumat.

Nova technologie pfipravy bunéénych linii ovliviiovanych rlznymi odliSnymi fyzikalnimi
podminkami ve spolupraci s hodnocenim mitochondrialni respirometrie se jevi jako vhodna

kombinace pro zakladni vyzkum zaméreny na studium Gcink( HBO.
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14.SUMMARY

Hyperbaric oxygen therapy (HBO) is a commonly used supportive and therapeutic
treatment method using increased oxygen concentration. Although it is a commonly used
treatment, in the literature, there is an insufficient evidence to fully understand
the biological processes that take place in the cells under these different physical conditions.

The work is divided into three parts. The first part aims on summarizing the physico-
chemical properties of oxygen, describe the physiological metabolism pathways of oxygen
up to the mitochondrial level and to summarize its medical uses and risks.

The second goal is the development of a new technology of a small hyperbaric chamber
uHBK, which would make it possible to study the effect of HBO conditions on cellular
metabolism. The result is two types of microhypebaric chambers uHBK 1 and 2. The thesis
describes their design accompanied by mechanical and structural calculations, simulations
and information about their properties and the development process. The technology was
successfully patented by national CZ patent no. 28967.

The third aim of the thesis is to study the effect of repeated HBO exposure on the human
fetal lung fibroblasts (HFL1). Cell viability was estimated by PrestoBlue® reaction,
morphology analyzed by routine phase contrast and fluorescent microscopy, and activities
of superoxide dismutase (SOD) and citrate synthase (CS) by reader. Mitochondrial
respiration was assessed by the high-resolution respirometry (HRR).The cells were exposed
to HBO (3 ATA) for 2 hours per day for 5 consecutive days. One day after the last exposure,
HBO cells displayed significantly smaller area and perimeter, compromised viability and
elevated SOD activity. No changes were detected in CS activity or quality of mitochondrial
network. HRR revealed impaired mitochondrial oxygen consumption manifested
by increased leak respiration, decreased activity of complex Il and compromised ATP-related
oxygen consumption. Our findings document that in conditions mimicking chronic
intermittent exposure to HBO, lung fibroblasts suffer from compromised mitochondrial
respiration linked to complex Il and impaired cellular growth in spite of increased antioxidant
defense. Underlying mechanism of this HBO-induced mitochondrial dysfunction should be
further explored.

The new technology for the preparation of cell lines influenced by different physical
conditions in conjunction with the evaluation of mitochondrial respirometry appears to be

a suitable combination for basic research to study the effects of HBO.
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15.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP
AlS
AmA
ATA
ATCC
ATP
BSA
CaC
CAD
CAM
Ccep
CNS
CoA
COMP
CoQ
CS
cyta3
cytb
cytcl
CBU
CSN
CuBp
Dig
DNA
EDTA
ETC
ETS
F-12K
FAD
Fccp
FMN
FRAP
FU
G
HALI
HBO
HFL1
HJIP
HMH
HRR
CHOPN
IMM
ISP
LEAK

mU
MMP

Adenosindifosfat

American Iron and Steel Institute
Antimycine A

Absolutni atmosféricky tlak na hladiné more (101,325 kPa)
American Type Culture Collection
Adenosintrifosfat

Bovine Serum Albumin

Cytric Acid Cycle

Computer-aided design

Computer-aided manufacturing
Carbonilcyanide m-cholorophenylhydrazone
Centralni nervova soustava

Koenzym A

Cartilage oligomeric matrix protein
Koenzym Q

Citratsyntaza

Cytochrom a3

Cytochrom b

Cytochrom c;

Cesky barisky Grad

Ceska statni norma

Cesky Ufad bezpe&nosti prace

Digitonin

Deoxyribonukleova kyselina
Ethylenediaminetetraacetic acid

Electron transport chain

Electron Transfer System

Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium
Flavinadenindinukleotid
Carbonilcyanide p-triflouromethoxyphenylhydrazone
Flavinmononukleotid

Ferric Reducing Antioxidant Power
Fluorescent unit

Glutamate

Hyperoxic acute lung injury

Hyperbaric Oxygenotherapy

Human foetal lung fibroblast
hyperbaricka jednotka intenzivni péce
Huber - von Mises - Hencky hypotéza
High Resolution Respirometry

Chronicka obstrukéni plicni nemoc
vnitfni mitochondridlni membrana
Rieskeho Fe-S protein; Iron sulfur protein
Respiration leakage

Malate

milli-international units

mitochondridlni membranovy potencial

101/105



NAD
NBO
OCR
Omy
OXPHOS
p
PARP
PBS
pCOz
PDH
PDT
PED
PMMA
pO2
PoC
RONS
ROS
Rot
ROUT
ROX
RR
RT

S

Ob
SD
SD

Sl
SOD
TAC
TEAC
TMPD
TNS
TPP®
TZ
uHBK
URES
Aabs
Aem
AEX

Nikotinamidadenindinukleotid
Normobaric Oxygenotherapy

Oxygen Consumption Rate
Oligomycine

Oxidative Phosphorylation

Pyruvate

Poly (ADP-ribose) polymerase
Phosphate-buffered saline

Parcidlni tlak oxidu uhli¢itého
Pyruvatdehydrogenaza
Fotodynamicka terapie; Photodynamic therapy
Pressure Equipment Directive
Polymethylmethakrylat

Parcialni tlak kysliku

Proof of Concept

Reactive oxygen and nitrogen species
Reaktivni kyslikové formy; Reactive Oxygen Species
Rotenone

Routine respiration

Residual Oxygen Consumption
Respiration reserve

Room temperature

Succinate

Maximalni dovolené napéti

Secure Digital card

Standard deviation

International System of Units
Superoxid dismutaza

Total Antioxidant Capacity

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
dihydrochlorid N, N, N ', N'-tetramethyl-p-fenylendiamin
Tlakova nadoba stabilni

Techno Plastic Products AG

Tlakové zafizeni

Mikrohyperbaricka komarka
Displacement vector

Fluorescenéni absorbéni vinova délka
Fluorescenéni emisni vinova délka
Fluorescenéni excita¢ni vinova délka
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Pfistroj ,Device for in — vivo blood cooling of bigger laboratory animals”. Proveden
kompletni vyvoj a vyroba v druhé poloviné r. 2009 a prvni poloviné r. 2010. Pfistroj prodan
za cenu 13.000€ (zisk fakulty cca 5.000€) v r. 2010 na Universitatsklinikum Ulm, Sektion
Anasthesiologische Pathophysiologie und Verfahrensentwicklung, Parkstrasse 11, Ulm
89073, DE. Dolozitelné pisemnou i fotografickou dokumentaci. PGvodci: Bolek, Petrankova,
Razicka, Benes, Dejmek.
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