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Seznam zkratek

AHI - apnoe/hypopnoe index

Akt — proteinkindza B, serin/threoninova kinaza

BAT - hnéda tukova tkan

CD36 — destickovy glykoprotein 4, translokaza mastnych kyselin
CPAP - continuous positive airway pressure, neptetrzity pozitivni tlak v dychacich cestach
CPT1 - karnitin palmitoyltransferaza I

DM2T - diabetes mellitus 2. typu

ERK - kinaza regulovand extracelularnim signalem

FABP - protein vazajici mastné kyseliny

FATP4 — transportni protein mastnych kyselin s dlouhym fetézcem 4
FFA — volné mastné kyseliny

GLUT - glukozovy transportér

GUSB - beta-glukuronidaza

HDL - vysokodenzitni lipoprotein

HIF-1 - faktor indukovatelny hypoxii 1

IH — intermitentni hypoxie

IR — inzulinovy receptor

LCFA — mastné kyseliny s dlouhym fetézcem

MAPK — mitogenem aktivovana proteinkindza

MK - mastné kyseliny

MS — metabolicky syndrom

OSA - obstrukéni spankova apnoe

OSAS — syndrom obstruk¢ni spankové apnoe



oxLDL — oxidovany lipoprotein o nizké hustoté

PH - plicni hypertenze

PI3K - fosfatidylinositol-3-kindza

PPARYy — peroxizomovym proliferatorem aktivovany receptor gama

PPAR-f/6 — peroxizomalni proliferatorem aktivovany receptor beta nebo delta

ROS - reaktivni formy kysliku

SCL27A4 — gen kodujici transportni protein mastnych kyselin s dlouhym fetézcem 4
T2DM - diabetes mellitus 2. typu

TBP - TATA vazebny protein



Abstrakt

Syndrom spankové apnoe neboli spankovy apnoicky syndrom je zavazné onemocnéni, které
ohrozuje pacienty vysokym rizikem rozvoje kardiovaskularnich chorob. Jedna se o onemocnéni
charakterizované poruchou dychéni projevujici se zastavou dechu a spadd mezi onemocnéni,
které doprovazi poruchy spanku. Syndrom obstrukéni spankové apnoe (OSAS) postihuje
5-15 % populace a 50-80 % pacientl s diabetes mellitus 2. typu (T2DM) ¢&i téZkou obezitou.
OSA kauzaln¢ ptispiva k rozvoji poruch v metabolismu glukozy a T2DM. Diabetes mellitus
2. typu je komplexni metabolickd porucha, pfi niZ organismus neni schopen zpracovavat
glukézu jako za béznych fyziologickych podminek v dusledku relativniho nedostatku inzulinu
a soucasné periferni inzulinové rezistence. Inzulinové rezistence je posléze kompenzovana
zvySenou sekreci inzulinu, coz vede k rozvoji hyperglykémie po selhdni této kompenzace.
T2DM je velmi Casto spojen s piitomnosti obezity, arteridlni hypertenze, dyslipidémie
a hyperurikemie. Cilem prace bylo zjistit, zda pfitomnost OSA u nediabetickych subjekti
a pacienti s diabetes mellitus 2. typu vede k poruchdm metabolismu mastnych kyselin
v kosternim svalu. Vysledky studie ptispé€ji k pochopeni molekularnich mechanismii rozvoje
diabetes mellitus 2. typu pii OSA a mohou byt vyuzity k navrzZeni inovativnich terapeutickych

pristupd.

Kli¢ova slova: spankova apnoe, oxidace, mastné kyseliny, diabetes mellitus, obezita,

svalova biopsie



Abstract

Sleep apnea syndrome, or sleep apneic syndrome, is a serious illness that causes a high risk
of cardiovascular disease development in patients. This disease is characterized by a breathless
breathing disorder and falls into a class of disorder that accompanies sleep disturbances. Sleep
apnea syndrome (SAS) affects 5-15% of the population, and 50-80% of patients with type 2
diabetes mellitus (T2DM) or severe obesity. SAS has a causal contribution to the development
of disorders in glucose metabolism and T2DM. Diabetes mellitus type 2 is a complex metabolic
disorder in which the organism is unable to process glucose as under normal physiological
conditions due to a relative insulin deficiency and simultaneous peripheral insulin resistance.
Insulin resistance is eventually compensated for by increased insulin secretion, which leads
to the development of hyperglycemia after failure of this compensation. T2DM is very often
associated with the presence of obesity, arterial hypertension, dyslipidemia and hyperuricemia.
The aim of this study is to determine if the presence of SAS in non-diabetic subjects and patients
with type 2 diabetes mellitus leads to disorders in the metabolism of fatty acids in the skeletal
muscle. The results of the study contribute to the understanding of the molecular mechanisms
of the development of type 2 diabetes mellitus in SAS and can be used to design innovative

therapeutic approaches.

Keywords: sleep apnea, oxidation, fatty acids, diabetes mellitus, obesity, muscle biopsy
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Uvod

Diabetes mellitus 2. typu (T2DM) je jednim z nejrozsifenéjSich onemocnéni, které
neptizniveé ovliviiuje piiblizné 246 miliont lidi na celém svété, piicemz mnozstvi pacientl se
stale zvysuje. Charakteristickd pro toto onemocnéni je inzulinova resistence v kombinaci
s dysfunkci pankreatickych B-bunék. Obézni jedinci, stejné jako pacienti s T2DM, se Casto
vyznacuji zvySenymi hladinami plazmatickych volnych mastnych kyselin (FFA). Opakované
bylo prokazano, ze zvyseni plazmatickych FFA piedstavuje nezavisly rizikovy faktor pro vznik
inzulinové rezistence a rozvoj T2DM. Bylo zjisténo, Ze hladiny FFA jsou zvySeny u pacientli s
OSA, avsak stale neni znamo, zda jejich zdroj pochézi z tukové tkané, nebo zda je pricinou
snizené vychytavani FFA ve svalech a v jatrech. Porucha regulace lipolyzy vede ke zvySenému
uvolnovani FFA do krevniho obé&hu, pficemz se jedné o hlavni zdroj FFA v plazm¢ u obéznich
jedinct. Otazkou stale zlistava, zda se na tomto patologickém stavu také podili zména oxidace

FFA v kosternim svalu.

Syndrom obstrukéni spankové apnoe (OSAS) je ¢asté onemocnéni u osob stiedniho
véku a starSich dospélych s odhadem prevalence v rozmezi 5-15 % z celkové populace a
vyskytem u pacientit s T2DM s prevalenci 50-80 %. Dale se vyskytuje zejména u obéznich
jedincii. Jedna se o onemocnéni zplisobujici opakované ¢astecné nebo tplné zhrouceni hornich
dychacich cest béhem spanku a vede k pravidelnym poklesim hladin kysliku v krvi.
Ptredpokladem této prace je fakt, Ze OSA neptiznivé ovliviluje homeostazu glukozy a vede k

inzulinové rezistenci, gluk6zové intoleranci a T2DM.

Diplomova prace je zaméfena na oxidaci volnych mastnych kyselin v kosternim svalu
u pacienti s T2DM a OSA, zejména tedy na tii transportéry FFA a to FATP4, CD36 a CPT1 a
jejich expresi. Objasnéni mechanismu zvySeného vyskytu FFA na ziklad¢ lipolyzy tukové
tkané nebo oxidace FFA v kosternich svalech by mohlo slouzit jako vhodny cil pro uréeni lécby

za pouziti vhodnych inhibitort ¢i stimulatort.



1 Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu (T2DM) spada mezi hojné se vyskytujici onemocnéni, jehoz
cetnost kazdym rokem roste. Diabetes se jiz stal epidemickym zdravotnim problémem. V roce
2014 bylo celosvétove diagnostikovano 422 milioni dospélych trpicich T2DM (World Health
Organization, 2016) a témét 95 % dospélych s diabetem ma diagnozu diabetu 2. typu (Geiss et
al. 2014). Hlavnim problémem vetejného zdravi ziistdva, ze ptiblizné 50% téchto ptipadi
zustava nediagnostikovanych. T2DM totiz nevyvolava specifické ptiznaky po mnoho let,
pricemz detekce je posléze zpozdéna a v pokrocilém stadiu jsou Casto jiz pritomny vaznéjsi
komplikace (Gong et al. 2009; Maureen 1. Harris, PHD et al. 1992). Velmi podstatna je kontrola
glykémie. Za normalni hodnoty se povazuje 7,8 — 10,0 mmol/l (ESPEN, 2011), pokud je

mnozstvi glukdzy v krvi vyssi nez 10 mmol/l, je tento stav jiz oznacovan za hyperglykémii.

Jednd se o komplexni metabolickou poruchu, pfi niZ organismus neni schopen
zpracovavat glukézu jako za béznych fyziologickych podminek, a to v dusledku relativniho
nedostatku inzulinu a soucasné periferni inzulinové rezistence, kdy neni mozné transportovat
inzulin do buniky v disledku desenzitizace receptorti f-bun€k pankreatu na inzulin, piestoze je
ho dostatek. Hyperinzulinémie je vlastné proanabolicky stav, ktery vede jesté k dalSimu
tloustnuti vétSinou jiz obéznich pacientd. Dochazi také ke snizeni schopnosti perifernich tkani

piijimat gluk6ézu (DeFronzo et al. 1989).

Pacienty s T2DM poji n€kolik spole€nych rizikovych faktort. Mezi nejCastéjsi faktory
patii nadvaha, nedostatek pohybu, nevhodné dieta, stres nebo genetika. Prvotni piiznaky
onemocnéni se projevuji zvySenou glykémii, Unavou, arteridlni hypertenzi, dyslipidémii,
hyperurikemii nebo hyperlipoproteinémii (American Diabetes 2014). Tyto problémy posléze
v dlouhodob¢jsim meétitku vedou k nefropatii, rendlnimu selhdni, neuropatii ¢i retinopatii
a v nejpokrocilejSich stadii miize dochézet az k Gplné slepoté nebo nutnosti amputace dolni

koncetiny (Kahn et al. 2014).

Ptestoze T2DM je urCena predevSim Zivotnim stylem a genetickou predispozici, ke
zmirnéni €1 prevenci tohoto onemocnéni se da ve velké mife piispét pravidelnou fyzickou
aktivitou a dodrzovanim spravnych stravovacich doporuceni. Bylo totiz zji§téno, Ze mastné
kyseliny v kombinaci s metabolismem glukdzy podporuji spravnou funkci bunééné membrany,
enzymovou aktivitu, inzulinovou signalizaci a genovou expresi (Risérus et al. 2009). Dikazy

naznacuji, ze nahrazeni nasycenych tuki a trans mastnych kyselin nenasycenymi tuky vede ke

2



zvyseni citlivosti na inzulin a je pravdépodobné, ze dojde ke sniZeni rizika vzniku T2DM.
Zajimavé je, ze polynenasycené mastné kyseliny n-6 zvysuji citlivost na inzulin, coz se vSak

nepotvrdilo u n-3 mastnych kyselin (Hodson et al. 2008).

Znalost genetiky T2DM se v poslednich letech pomérné rozsitila. Méné¢ znama vSak
zustava genova interakce vedouci ke ztrat¢ funkce B-bunék. Je mozné, Zze okolni faktory
a hyperglykémie pfispivaji k epigenetickym zménam DNA 1 histonii a modifikuji genovou
expresi v organech (Ling & Groop 2009; Keating et al. 2016). Pomoci metabolomiky
a lipidomiky bylo prokézano, ze aromatické aminokyseliny jsou spojeny s obezitou a T2DM
(Newgard et al. 2009; Wiirtz et al. 2012). Z dlouhodobého hlediska by tyto nové ptistupy mély
prispét k identifikaci dalSich genii a metabolickych markert, ktera propoji vSechny zatim

ziskané poznatky.

1.1 Inzulinova rezistence

Inzulin je peptidovy hormon, ktery je produkovan B-bunikami slinivky bfi$ni, které jsou
rozptyleny v pankreatu v malych shlucich zndmych jako Langerhansovy ostrivky. Inzulin
umoziuje vychytavani glukézy z krve a jeji pfeménu na glykogen, ktery mize byt uloZen

vvvvvv

ukolem inzulinu je fizeni hladiny cukru v krvi (Roy & Parker 2006).

Inzulin tedy hraje klicovou roli v metabolismu glukézy a lipidi, a to pomoci
fosforylovaného inzulinového receptoru (IR), ktery plisobi na signalni drahu fosfatidylinositol-
3-kinazy (PI3K), ¢imz ovliviiuje dalsi biologické procesy (Saltiel & Kahn 2001). S nejvétsi
pravdépodobnosti souvisi periferni ¢i lokalni rezistence na inzulin s abnormalni signalizaci
insuline-like growth faktord, které posléze inhibuji signdlni drahy PI3K a Akt, coz vede
k dysregulaci metabolismu a funkce cilové tkdn¢ (Alessi et al. 1997). Vysledky ukazuji, ze
dysregulace IR-regulovaného receptoru pro PI3K, Akt, mitogenem aktivované protein kinazy

(MAPK) a ERK signalni drahy je siln€ spojena s inzulinovou rezistenci (Zhang et al. 2016).

Inzulinovou resistenci klinicky obvykle chapeme jako poruchu IR v metabolizmu
glukdzy, ackoli rezistence se mize tykat 1 dalSich u€inkii inzulinu, naptiklad metabolizmu tuki
a bilkovin, efektu proliferacniho ¢i mitogenniho nebo vlivu na sekreci vazoaktivnich a
trofickych faktori (Li & Shao 2014). Kvantitativné nejvyznamnéjsi ¢ast osob s poruchou IR

tvofi osoby s metabolickym syndromem (MS). Definice MS ptedstavuje soubor klinickych,



biochemickych a humoralnich odchylek, které vznikaji v souvislosti s poruchou uc¢inku inzulinu
v metabolizmu glukézy (viz Obrazek 1) (Iso et al. 2007). Klinicky vyznam MS spociva ve
zvyseni rizika rozvoje ateroskler6zy a vyskytu kardiovaskularnich komplikaci, zvySeni celkové
morbidity, mortality a rizika vzniku n€kterych nador, naptiklad karcinomu tracniku, prostaty

a plic (Hanley A., Williams K., Stern M. 1993).

Inzulinova rezistence je tedy definovana jako necitlivost vii¢i inzulinu, pfi¢emz cilova
tkan vyzaduje zvysené hladiny inzulinu, aby byla schopna vykonat adekvatni reakci (Musso et
al. 2004). V ptipad¢ T2DM se jedna o nedostatek relativni. Inzulinova rezistence v diabetickém
stavu urychluje lipolyzu a uvoliiuje volné mastné kyseliny a glycerol do obéhu (Groop et al.
1989). Dale ma vliv na tukovou tkan a metabolismus lipidt, pficemz pacienti s T2DM maji
problém s udrZzenim stalé¢ hladiny glukézy, ¢imZ se zvySuje koncentrace volnych mastnych
kyselin v plazmé kvuli zvySené hydrolyze triacylglycerolli ve srovnani se zdravymi jedinci.
Tyto kyseliny ptisobi na metabolismus sacharidi a jejich mnozstvi se ve svalové tkani snizi.
Timto dochazi k zvySeni hladiny glukézy v krvi a pankreas produkuje vyrazné vétsi mnozstvi

inzulinu, nez za béznych podminek (Charles et al. 1997; Reaven et al. 1988).

Kli¢ovym regulatorem lipidového metabolismu je gen Lipin-1, pficemz pokud dojde
k jeho mutaci, dochdzi k rozvoji inzulinové resistence. Upregulace Lipin-1 v myotubulech
siRNA je béhem transfekce potla¢ena uc¢inkem inzulinu. V souladu se sniZenim Lipin-1 exprese
byla pozorovéana i palmitatem vyvoland inzulinova rezistence v myotubulech, pfi¢emz Lipin-1
by mohl hrat roli v etiologii inzulinové rezistence v kosternim svalu. Lipin-1 sniZuje
intracelularni mnozstvi diagylglycerolii a triacylglycerold. Snizeni inzulinem stimulované
fosforylace serin/threoninové kindzy (Akt) a vychytavani glukozy zplsobené downregulaci
Lipin-1, by mohlo vést ke kumulaci ceramidu, coZ také pfispiva k rozvoji inzulinové rezistence

(Huang et al. 2017).
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Obrazek 1: Popis mechanismu vzniku metabolického syndromu a T2DM. (Habor 2010)

1.2 Glukozova homeostaze

Glukoza je dulezitym substratem pro vyrobu energie ve vSech bunkach savct.
Homeostdze glukdzy je primarné dosazena pomoci dvou regulac¢nich hormont, a to inzulinu a
glukagonu, které fidi miru vyuZiti a produkce glukézy. U zdravého cloveéka je spravna
koncentrace gluk6zy udrzovana pomoci regulace gluk6zovych transportértt (GLUT) vedoucich
substrat do B-bunék Langerhansovych ostriivkl pankreatu. Buiiky nasledné syntetizuji glukdzu
z glukoneogennich prekurzorii a uvolni ji do krevniho ob&hu prostfednictvim GLUT
transportérii v bazolaterdlni membran¢é (Amalan et al. 2016). Tuk a sval patii mezi inzulin-
senzitivni tkané, proto zde dochazi k transportu glukozy ptes GLUT4 transportér, ktery umozni
transport do buiky az po navazani inzulinu na inzulinovy receptor. Oxidace pankreatické
glukézy stimuluje sekreci inzulinu mechanismem depolarizace membrany a uzavienim
draslikovych kanal, coz vede k aktivaci napétoveé zavislych kandlli pro vapnik a k exocytoze

inzulinu (Hehemann et al. 2010).



Glukézova homeostaze je udrzovana rovnovahou mezi dvéma metabolickymi procesy
a to glykolyzou a glukoneogenezi. Glykolyza je metabolicky proces odehravajici se v cytosolu,
kdy dochézi k pteméné jedné molekuly gluk6zy na dvé molekuly pyruvatu za Cistého vytézku
dvou molekul ATP a dvou molekul NADH. Glukoneogeneze je de novo syntéza glukdzy
z nonkarbohydratovych prekurzori, jako je pyruvat, laktat, glycerol a glukoneogenni
aminokyseliny (Gerich 1993). Jedna se o souhru reakci, pfi niz dochazi k syntéze glukdzy
v jatrech a pti hladovéni také v ledvinach, pokud dojde k vy€erpéani zasob glykogenu (Landau

et al. 1996). Pravé ledviny mohou vyznamné ptispét k hyperglykemii v diabetického stavu.

Zajimaveé je, ze renalni kortikalni tkan prednostné vyuziva energii z B-oxidace mastnych
kyselin (Hohenegger et al. 1973). B-oxida¢ni produkty mastnych kyselin, tedy acetyl koenzymu
A a octan, nejsou sice glukoneogenni prekurzory, ale zvySeny vyskyt mitochondridlniho acetyl-
CoA mizZe alostericky aktivovat pyruvatkarboxylazu, tedy enzym glukoneogenni drahy
v jatrech (Krebs et al. 1965; Ballard et al. 1970). Byla prokdzana zvySend exprese
glukoneogennich enzymt, zvlasté fosfoenolpyrohroznanové karboxykinadzy a glukozy-6-
fosfatdzy a také zrychlené uvoliovani glukédzy, jak v izolovanych bunék proximélniho tubulu,
tak v ledvinach diabetickych zvifecich modelt a pacienti s diabetem. Bylo totiz zji§téno,
7ze nevhodnou aktivaci renin-angiotensinového systému dochazi ke zvySeni rendlni
glukoneogeneze v diabetickém prostiedi. Nékteré studie prokazaly, Ze pokud by se podatilo
pln€ ovlivnit metabolismus glukdzy na rendlni trovni, mohla by byt ovlivnéna glykémie u obou
typt diabetu, coz by mohlo vést k vyznamnym terapeutickym a 1é¢ebnym postuptiim (Swe et al.

2018).

Metabolismus glukozy dale zahrnuje tzv. Randliv cyklus, coz je biochemicky
mechanismus konkurence mezi glukézou a MK pro jejich oxidaci a pfijem ve svalové a tukové
tkani. Cyklus vychdzi z interakce mezi tukovou tkéni a svalem. Hormony regulujici lipolyzu
tukové tkan€ (adrenalin, noradrenalin, glukagon a adrenokortikotropni hormon) ovliviiuji
koncentraci mastnych kyselin, které zase fidi pfijem substratu do svalu (viz. Obrazek 2). Cyklus

je ptimo ovlivnitelny sloZzenim nutrientl ve stravé (Bevilacqua et al. 1990).

Nékolik studii na zvifatech popsalo vyznam expozice intermitentni hypoxii, jakozto
faktor poskozujici homeostazu gluk6zy v celém téle, snizujici citlivost k inzulin, zvySujici
vychytavani glukozy ze svall a soucasné zvySujici hladinu glukézy v krvi nalacno. V jatrech
posléze dochazi ke sniZzeni senzitivity vic¢i inzulinu z pankreatickych B-bunék, coZ bylo

potvrzeno 1 u lidi (Polak et al. 2013; Yokoe et al. 2008; Xu et al. 2009; Yester et al. 2012; Louis



& Punjabi 2009). Prestoze jsou epidemiologické souvislosti mezi OSA a poskozenym
metabolismem glukézy jiz potvrzeny, molekuldarni mechanismy spojujici OSA s narusenou

homeostazou gluk6zy nejsou dosud piili§ znamy (Polotsky et al. 2003).

}‘ Chykolza
Fotafruktobindza

- Pyruvét

_....._,..""
Fyrvdtdehydnoge ndza

Frebsdv cyklus

Cytoplazma

Mitochondrie
= Inhibice enzymu

Upraveno podle: Kelley et al. Diabetes, 2000, 49(51:677-83

Obrazek 2: Randluv cyklus — cyklus glukozy a MK v kosternim svalu
(http://www.sanquis.cz/index2.php? linkID=pls79&kat=2)

2 Syndrom obstrukéni spankové apnoe

Syndrom obstrukéni spankové apnoe (OSAS) je prevazné spankova porucha dychani
s prevalenci 5-15% v celkové populaci, ktera zplsobuje opakované castecné nebo uplné
zhrouceni hornich dychacich cest béhem spanku a vede k pravidelnym poklestim hladin kysliku
v krvi. Literatura popisuje n€kolik pticin choroby. Hlavnim diivodem je sniZzeni expanznich sil
dilata¢nich svalll faryngu. Dal§imi popsanymi pfi¢inami jsou poruchy mékké tkang, jako je
makroglosie nebo hypertonie tonsil (Johns 2007). Syndrom je Cast¢js$i u obéznich lidi, kde
akumulace tuku v oblasti krku zplisobuje zGzeni dychacich cest v okoli hltanu, ¢imz

se zmensuje prichod pro vzduch (Davies et al. 1992).

Cykly poklesu hladiny kysliku se opakuji nékolikrat za hodinu, coz velmi vyrazné

narusuje spanek (Rosen 1996). B€hem spanku dochazi ke kratkym a intenzivnim nadechiim a



vydechiim, piicemZ tento pfiznak souvisi s vysokym krevnim tlakem a zvySenou srdecni
frekvenci (Reinke et al. 2011). Mezi denni pfiznaky patii ospalost, bolesti hlavy, apatie,
deprese, problémy s koncentraci a ztrata pameéti (Shekelle et al. 2015; Patil et al. 2007). V dobé
spanku dochéazi ke kolisani hladiny FFA, glukézy, inzulinu, triglyceridt a kortizolu, v disledku
intermitentni hypoxie, pficemz po probuzeni se jednotlivé hladiny opét normalizuji. Tento fakt
je velmi znepokojivy, kdyz si uvédomime, ze spankem stravime pfiblizné tfetinu svého zivota

(Mendelson 1992).

Ptedchozi vyzkum identifikoval OSA jako nezavisly rizikovy faktor pro hypertenzi,
kardiovaskularni onemocnéni a mrtvici (Unruh et al. 2009). Plicni hypertenze je dalsi
kardiovaskularni komplikaci u pacientli s OSA. Pacienti s OSA prokazuji cyklické zvySeni
akutni hypoxické plicni vazokonstrikci (Sajkov & McEvoy 2009; Schifer et al. 1998). Nedavné
studie naznacuji, Ze obstrukéni spankova apnoe je také spojena s nesndsenlivosti glukozy,
inzulinovou resistenci a T2DM (Tasali et al. 2008). Endokrinni a metabolické funkce tukové
tkan¢ jsou vyrazné modifikovany hladinami kysliku ve tkanich. SniZeni hladiny O ve tkdnich
zvySuje lipolyzu, snizuje adipogenezi a indukuje inzulinovou rezistenci v tukové tkani
(Trayhurn & Alomar 2015). Avsak pfi trvalé hypoxii tukové tkdn€ u obéznich osob s OSA byly
zjistény opakované poklesy hladiny kysliku v artériich, které dale indukuji tkanové specifické

zmény okysliceni organti (Reinke et al. 2011).

OSA se vyskytuje také u déti, a to s Cetnosti 1-3 % celkové populace déti a u priblizné
50 % déti s rozStépem rtu nebo patra (Redline et al. 1999). Nediagnostikovana nebo nelécena
obstrukce dychacich cest byva spojovana s poruchami uceni a behavioralnimi problémy jako je
hyperaktivita a agrese. Nasledky zahrnuji také vyvojové vady, zpomaleny rlst a

kardiovaskularni nemoci (Lehmann et al. 2012).

Pti 1é€bé OSA, je tfeba nejprve klast diraz na behavioralni zmény ze strany pacientt,
vcetné piijeti pravidelného reZzimu spanku a zajisténi dobrého prostredi pro pfiméteny spanek.
Za druhé by se mélo zabranit konzumaci alkoholu a koufeni. V tomto kontextu kouteni zvysuje
zangt hornich cest dychacich a znamena vétsi riziko chrapani (Saavedra Santana et al. 2013).
Spotieba alkoholu je totiz spojena s prodlouZenim trvani apnoe, arteridlni desaturaci

a narusenim spanku (Ovchinsky et al. 2002).

Nejvétsi uspéch zatim sklidil ventilacni reZim s ndzvem continuous positive airway

pressure (CPAP). V ramci této 1écby ma pacient na obliceji béhem spanku masku a je ptipojeny



ke stroji, ktery nepietrzité piivadi vzduch do dychacich cest. To zvySuje tlak vzduchu v hltanu
a vzdusna sila mekkého patra se pohybuje doptfedu proti jazyku a horni dychaci cesty tak
zustavaji pod tlakem a nedochézi k jejich kolapsu. Tato technika sice vyzaduje znacné usili ze
strany pacienta, ale bylo prokazano, ze u vétSiny pacientt se snizil apnoe/hypopnoe index (AHI)
na mén¢ nez 5 cykli zminénych obtizi za hodinu, coz vedlo ke zvySeni kvality spanku a lepSim

kardiovaskularnim vysledkam.

Bylo ovéteno, ze pouzivani CPAP také snizuje denni plicni arteridlni tlak a hypertenzi
u pacienti s OSA bez vyznamného onemocnéni srdce a plic nebo denni hypoxie (Garcia-Rio et
al. 2006; Sajkov & McEvoy 2009). Ptestoze je CPAP velmi ucinny, problém zlstava
v naro¢nosti zafizeni a pomérné malé procento pacientti je schopno pfistroj pouzivat cely Zivot
(Naughton et al. 2003). V takovém piipadé€ je tfeba zvazit vaznost onemocnéni, a zda by nebyl

adekvatni chirurgicky zakrok (Aurora et al. 2010).

2.1 Oxidace volnych mastnych kyselin

V posledni dobé se zvysil zdjem o pochopeni role cirkulujicich FFA jako mozného
mediatoru poskozeni gluk6zové homeostazy u pacientii s OSA. Bylo dokézano, Ze intermitentni
hypoxie vede ke zvySeni hladiny FFA a plasmatické glukézy (Newhouse et al. 2017) a pokud
je hypoxie dlouhodoba, dochéazi v disledku zvySené plazmatické hladiny FFA a zhorSené
funkce pankreatickych B-bunék (Yaney et al. 2000) k inzulinové resistenci ve svalové a jaterni
tkani (Randle et al. 1963). Dodate¢né dochazi ke sniZeni inzulinové sekrece, coz kauzalné

pfispiva k rozvoji T2DM (Boden 1969).

Plazmatické mnozZstvi FFA je ur¢eno rovnovdhou mezi FFA uvoliovanych z tukové
tkan¢ (prevazné lipolyzou) a vychytavani ¢i oxidaci FFA v jatrech a ve svalové tkani (Boden et
al. 1994). Ackoli pticina zvySeni FFA u pacientli s OSA zlstava pon¢kud neznama, ptfedchozi
pokusy prokazaly, ze hypoxie stimuluje lipolyzu adipocytt in vitro, stejné tak u mySich modela
(Weiszenstein et al. 2016; Weiszenstein et al. 2016). Dalo by se tedy pfedpokladat, Ze sniZeni
oxidace FFA v kosternim svalu béhem hypoxie miize ptispét ke zvySené cirkulaci FFA nebo

pfimo ménit intracelularni signalizaci inzulinu v myocytech.

Podobné¢ jako se na oxidaci FFA v kosternim svalu podili aktivace regulatorti genové
exprese PPAR-P/6, 1 v tomto pfipadé dochdzi k oxidace diky vyskytu specifickych transportérii
mastnych kyselin (MK) (Yu et al. 2004). Logicky by tedy nizs§i akumulace intramyocelularnich



lipida vedla ke sniZzeni exprese transportérit MK v kosternim svalu a v jatrech (Dyck et al. 2007;
Fulgencio et al. 2002). Ke snizené expresi genti u zvifecich modeli pro zkoumané transportéry
MK, tedy pro SCL27A4/FATP4 a CD36, dochéazi pouze v podminkach siln€¢ hypoxickych,
nikoli v§ak za mirné hypoxie. Geneticka exprese klicového regulatoru oxidace FFA, tedy CPT1

nebyla hypoxii nijak ovlivnéna (Musutova et al. 2018).

2.2 Svalova hypoxie

Kyslik je nezbytny pro fungovani aerobniho metabolismu savci. V ptfipadé, ze je
organismus vystaven pfitomnosti niz§iho procenta kysliku, nez je bézné, oznacujeme tento stav
za hypoxicky. Mezi pti€iny vzniku hypoxie patfi hypoxémii (sniZzeni obsahu kysliku v krvi

a zména tlaku) nebo snizeny pfisun ¢i pfijem kysliku (MacIntyre 2014).

V ptipadé kdy byly hlodavci vystaveni kratké hypoxii, se setkdvame s
kardiovaskularnimi a metabolickymi obtiZzemi, které jsou podobné obtiZim pacientli s OSA
(Kanagy 2009; Brooks et al. 1997). OSA je obecné spojovana s vyskytem hypertenze,
onemocnéni perifernich cév, mrtvici a infarktem myokardu (Lesske et al. 2012). Bylo zjisténo,
ze 1 velmi kratka expozice intermitentni hypoxii (IH) tfikrat denn€ po dobu jednoho mésice
indukuje u krys hypertenzi a dochazi ke zvySeni sttedniho arteridlniho tlaku. Jedna ze studii
prokédzala, Ze arteridlni krevni tlak zistdvd zvySeny i po ukonceni indukce kratkych
hypoxickych expozic. Nekolik tydnti po IH expozici dochazi krozvoji arterosklerdzy,

vaskularnim remodelacim a dyslipidémii (Lesske et al. 2012).

Studie u hlodavct vystavenych IH naznacduji zvétSeni karotidového téliska ve snaze
reagovat na hypoxicky stav, coz by mohlo pfispét k jiz ziskanym poznatkiim v souvislosti
s OSA a vyvojem hypertenze (Guillermet et al. 2007). Studie obsahujici ucinek antioxidantd
pojednavaji o dopadu reactive oxygen species (ROS) na nervovou aktivitu. Tyto funkéni zmény
zpusobené zvySenym mnozstvim ROS mohou pfispét k pietrvavajici reflexni aktivaci
sympatickych nervli béhem IH a spankové apnoe (Rey et al. 2006). Na rozvoji hypertenze
béhem IH se podileji kromé ROS a centralniho ¢i sympatického nervového systému (Row et al.
2003; Brindeiro 2013) také dalsi faktory, jako naptiklad angiotensin II (Fletcher et al. 1999)
a endotelin 1 (Kanagy et al. 2012). Pravé vyskyt ROS by mohl byt hlavnim indikatorem pro
vznik hypertenze a zhorSeni stavu OSA béhem IH. Toto tvrzeni se ukazuje jako velmi
pravdépodobné vzhledem k tomu, Zze ROS je zvySena u hlodavcii udrzovanych v IH (Peng et
al. 2006; Row et al. 2003) a v leukocytech u pacientti s OSA (Dyugovskaya et al. 2002).
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Pfredmétem zkouméni puasobeni hypoxie na organismus se stal také hypoxii
indukovatelny faktor (HIF-1). HIF-1 je heterodimerni transkrip¢ni faktor, jehoz podjednotka
obsahuje ubikvitin degradacni proteazomalni doménu (Wang & Semenza 1992; Semenza et al.
2007). HIF-1 je hlavnim regulatorem kyslikové homeostaze uvnitt bun€k a zprostiedkovava
zvyseni glykolyzy a anaerobniho metabolismu za hypoxického stavu pies downregulaci
mitochondridlni spotfeby kysliku (Denko et al. 2006). Béhem normoxie zpiisobuje Von
Hippel-Lindau tumorovy supresor rychlou degradaci HIF-1. Pfi hypoxii je vSak zabranéno
degradaci proteinu HIF-1 v disledku inhibice a jeho hladina se zvySuje (Huang et al. 1996;
Kallio et al. 1997), pficemz dochazi k vazbé na regula¢ni oblasti genti jako je erytropoetin nebo

vaskularni endotelidlni rastovy faktor a k regulaci jejich exprese (Yang et al. 2002).

2.3 Souvislost mezi T2DM a OSA

Celkova prevalence OSA u pacienti s T2DM je velmi vysoké. Celkové studie prokazali,
ze u pacientti s T2DM je vyskyt OSA mnohem castéjsi nez u pacientl, ktefi diabetem netrpi,
pti¢emz vzdy zéavisi na studované populaci a zavaznosti OSA (Meslier et al. 2003; Reinke et al.
2011). Zd4 se, ze dalSim kritériem je také pohlavi, protoze bylo zjiSténo, ze T2DM se s vysokou
prevalenci vyskytuje zejména u Zen trpicich OSA (Celen et al. 2010). Jina studie prokézala, zZe
pravdépodobnost vzniku T2DM se zvySuje v ptipad¢, ze pacienti trpi vaznou formou OSA a
silnou nespavosti (Heitman et al. 2009). Intermitentni hypoxie je spojovdna se zvySenym
rizikem vzniku T2DM stejné jako obezita, nedostatek pohybu ¢i Spatny zpiisob stravovani
(Muraki et al. 2010). Hypoxické podminky a fragmentace spanku vedou k metabolickym

zménam a v diisledku toho praveé az k T2DM a gluk6zové intoleranci (viz Obrazek 3).

Jako dal$i otdzka se nabizi fakt, zda neléCend OSA neptizniveé ovliviiuje glykémii u
pacientl s T2DM. Bylo ovéifeno, Ze nocni glykémie u obéznich jedincti s T2DM a OSA je o
38% vyssi nez u pacientti bez OSA. OSA se tedy podili na vysokych glykemickych hodnotach
u pacienti s diabetes, pficemz tento fakt vzbuzuje v posledni dobé vysoky zajem o nové

piistupy léceni OSA na zaklade regulace hladiny glukézy v krvi (Fendri et al. 2011).

OSA také souvisi s inzulinovou resistenci a intoleranci glukézy. Celkové jsou poruchy
glukozové tolerance vyssi u pacientt, ktefi trpi T2DM 1 OSA, nez u pacienti pouze s T2DM
ptiblizn¢ o 50% (Tamura et al. 2008). Ve studii, kde bylo k dispozici téméf 600 muzskych

subjektt, intolerance glukdzy a inzulinova resistence exponencidlné rostly se zadvaznosti OSA
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(Meslier et al. 2003).Velmi podobné vysledky posléze prinesla studie, ve které bylo naopak
k dispozici 400 zenskych subjektli (Young et al. 2002). Citlivost na inzulin byla také testovana
pomoci intraven6zniho gluk6zového tolerancéniho testu a bylo zjisténo, ze pacienti s OSA
vykazovali vyraznéj$i snizeni citlivosti na inzulin v zéavislosti na zavaznosti OSA oproti

zdravym jedinctim (Punjabi & Beamer 2009).

Zaveérem stoji za zminku také fakt, ze OSA nepostihuje pouze osoby trpici obezitou
nebo starsi jedince. Piitomnost OSA ovliviiuje také metabolismus zdravych, stihlych a mladych
osob. Byly porovnavany dvé skupiny muzi bez potizi se zvySenym krevnim tlakem. Prvni
skupina byli muzi trpici OSA a druhd skupina byli muzi bez pfitomnosti OSA. Skupina muzi
s OSA vykazovala o 27% nizsi citlivost k inzulinu a o 37% vyssi celkovou sekreci inzulinu,

nez skupina bez OSA 1 ptes srovnatelné hladiny gluk6zy (Pamidi et al. 2012).

Celkové je tedy jiz ovéieno, ze OSA ma souvislost s rozvojem T2DM praveé kvili
vyvolavani resistence vici inzulinu a také kvili neschopnosti trvale udrzet normalni hladinu
gluk6zové homeostdze. OSA muze byt rizikovym faktorem pro vznik T2DM 1 u jedinct
Stihlych, mladych a zdravych, nikoli pouze u osob star§im, obéznich a Spatné se stravujicich,
pricemz faktem stale zlstava, ze praveé centralni typ obezity, tedy osoby se zvySenym podilem

procenta tuku v oblasti bficha jsou skupinou zfejmé nejvice ohrozenou.

Syndrom obstrukéni
spankové apnoe

/\

Fragmentace spanku Intermitentni hypoxie
Sympaticka Zmény v ose Oxidativni Indukce Zména
aktivace HPA stres zanétlivého hladiny
1 Katecholaminy 1 Kortizol M ROS procesu adipokint

™ IL-6, I TNF-a M Leptin
/ JAdiponektin

Inzulinova resistence + Dysfunkce B-bunék pankreatu

Glukézova intolerance + Diabetes mellitus 2. typu

Obrazek 3 — Mechanismus OSAS vedouct ke vzniku T2DM a glukozové intoleranci
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3 Transportéry mastnych kyselin

Transportni proteiny mastnych kyselin jsou rodina proteini slouzicich k absorpci a
aktivaci mastnych kyselin. Nadmérné vychytavani mastnych kyselin s dlouhym fetézcem
(LCFA) vede k jejich akumulaci v bunikéch, coz ptispiva k lipotoxicité a sekundarné¢ k rozvoji
metabolickych onemocnéni, jako je obezita, ateroskler6za nebo diabetes a mize posléze vést

az k rozvoji srde¢nich onemocnéni a ischemické mrtvice (Kuliczkowska-Ptaksej et al. 2006).

Po vstupu do bunky jsou LCFA vychytavany pomoci proteinii vazajicich mastné
kyseliny (FABP), které jsou pak v zavislosti na potieb¢ bunky rozdistribuovany do mista urceni,
at uz za ucCelem oxidace v mitochondriich a peroxizomech nebo skladovani (hlavné
esterifikovanych) mastnych kyselin v endoplazmatické retikulu a cytoplazmé (Harasim et al.
2008). Mastné kyseliny jsou po rozpoznani pomoci FABP piijimany do bunck, kde dile
katalyzuji tvorbu koenzymu A, dalSich mastnych kyselin s dlouhym feté¢zcem nebo Zlu¢ovych
kyselin. K pfijmu mastnych kyselin i enzymatické aktivité¢ pfispiva také fenotyp daného

transportéru.

Transportéry MK usnadiiuji translokaci LCFA v adipocytech, hepatocytech, v srde¢nich
a kosternich myocytech, kde jsou LCFA dileZitym substratem pro vyrobu energie (Febbraio et
al. 2001). Delece transportért CD36 a CPT1 zpasobuji funkéni defekty v tukové ¢i svalové
tkani, jatrech, klizi nebo ve stfevé (Schwenk et al. 2010). Nedavné experimenty jasné stanovily
FATP4 jako regulacni transportér mastnych kyselin jak v tukové tkani, tak ve svaloving a urcily
dilezitost jejich role v udrzeni energetické homeostaze, termogeneze a rezistence na inzulin

(Lenz et al. 2011).

3.1 CD36

Translokaza mastnych kyselin, destickovy glykoprotein 4 neboli cluster of
differentiation 36 (CD36) je plazmaticky membranovy glykoprotein o hmotnosti 78 az 88 kDa
kotveny k membran¢ pies dva hydrofobni segmenty umisténé na obou N- a C-koncovych
oblastech (Pioltine et al. 2017; Ramos-Lopez et al. 2016). Protein ma dvé transmembranové
domény s velkou extracelularni oblasti, kterd obsahuje usek vazajici ligand a dv& kratké
cytoplazmatické useky na N-konci a C-konci (Armesilla & Vega 1994; Vega et al. 1991).
Extracelularni smycka obsahuje oblasti, které vazou hydrofobni ligandy jako naptiklad

cholesterol a mastné kyseliny (Neculai et al. 2013).
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Je exprimovan v monocytech, na makrofazich, krevnich destickach, mikrovaskularnich
endotelialnich bunkdach, erytroblastech, adipocytech a epitelu mlécnych zlaz (Choquet et al.
2011; Heni et al. 2011; Pioltine et al. 2017). CD36 je dale ptitomen na povrchu dendritickych
bun¢k a také bunck srdecniho, kosterniho a hladkého svalstva. V bufice se nejvice vyskytuje
v Golgiho aparatu a v plasmatick¢ membran¢. Jedna se o0 membranovy receptor exprimovany

na $iroké skale lidskych bunék.

Polymorfismy CD36 jsou tidajné spojovany s vnimanim tukti v Gstech, piijmem potravy
a metabolickymi poruchami (Fujii et al. 2019). CD36 obsahuje multifunkéni receptor s
nezévislou schopnosti vazby tii hlavnich tfid ligandi, a to modifikovanych fosfolipidi, LCFA
a proteint obsahujicich strukturni domény homologti trombospondinu (Li et al. 2010; Febbraio
et al. 2001; Kuliczkowska-Ptaksej et al. 2006). Ma schopnost vézat oxidovany lipoprotein o
nizké hustoté (oxLDL) po rozpoznani pomoci lipidovych slozek, zejména negativné nabitych
fosfolipidii. Nedostatek lipidové slozky oxLDL inhibuje jejich vychytavani receptorem CD36
a v disledku toho snizuje akumulaci lipoproteinti v makrofazich (Kuliczkowska-Ptaksej et al.
2006). CD36 dale ptsobi jako receptor pro kolageny typu I (Tandon et al. 1989) a IV (Stein et
al. 1993), mastné kyseliny (Abumradsb et al. 1993), polyanionové fosfolipidy (Febbraio et al.
2001) a apoptotické buniky (Ren et al. 1995; Savill et al. 1992).

Mutace v CD36 genu jsou spojovany s poruchami transportu plasmatickych mastnych
kyselin a triglyceridi, coz jsou rizikové faktory pro metabolické poruchy zahrnujici inzulinovou

rezistenci (Ma et al. 2004).

Exprese genu CD36 je pfevazné kontrolovana lipogennim transkripénim faktorem
PPARy, jaternim X receptorem (LXR), nukledrnim receptorem pro t€hotné X (PXR) a
testikularnim sirotéim jadernym receptorem 4 (TR4) (Xie et al. 2009; Febbraio et al. 2001).
PPARy a CD36 mezi sebou maji pozitivni zpétnou vazbou, tudiz zvySena aktivita PPARy vede
ke zvySené expresi CD36 v makrofazich (Han et al. 1999). Studie z poslednich let navic ukazuyji,
7ze PPARYy ptimo ovliviiuje expresi CD36 a zprostfedkovava vychytavani oxLDL v monocytech
(Han & Sidell 2002). Dalsim faktorem regulujici expresi receptoru CD36 jsou lipoproteiny s
vysokou hustotou (HDL). Pti vyssich koncentracich HDL dochézi ke snizeni exprese CD36
zvysenim fosforylace PPARy. Exprese CD36 je dale zvySena prozanétlivym ufinkem cytokind,
coz vede k akumulace oxLDL (Huang et al. 1999; Han et al. 1999). Exprese CD36 muze byt
naopak sniZena pomoci transformace ristového faktoru beta, prostfednictvim fosforylace

MAPK nebo fosforylaci PPARy (Han et al. 2000).
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U pacienti s chronickym onemocnénim ledvin je CD36 exprese stimulovéana
hyperlipidemii a hyperglykémii. Jednd se zejména o pacienty s diabetickou nefropatii (Herman-
Edelstein et al. 2013; Wculek & Malanchi 2015). CD36 se zaroven podili na regulaci hladiny
energie pres mitochondriadlni B-oxidaci mastnych kyselin, kterd je hlavnim zdrojem rendlni

produkce ATP (Pein & Oskarsson 2015).

CD36 je v poslednich letech také vyraznéji zkoumana z hlediska vyvoje rakoviny. Bylo
zjisténo, ze CD36 zpusobuje témer uplnou inhibici metastdz v imunodeficientnich mysich
modelech lidského karcinomu, bez vedlejSich UcCinkt. Inhibice CD36 zhorSuje metastazy
predevsim, co se ty¢e melanomu a karcinomu prsu. Naprosto opacny efekt ma CD36 v oblasti
lymfatickych uzlin, kdy se po jeho deleci vyrazné¢ zmenSila velikost metastaz ve vSech
nadorovych liniich. ZvySeny metastaticky potencial se vyskytoval u mysi s vysokym obsahem
tukli ve vyZivé€, coz naznacuje, Ze exprese CD36 je citlivd na zvySenou koncentraci mastnych

kyselin (Pascual et al. 2017).

3.2 CPT1

Karnitin palmitoyltransferdza 1 (CPT1) je transportér mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem o hmotnosti 88 kDa, ktery je kli€ovy pii transportu karnitinu pfes vnitini membranu
mitochondrii. Acyl-CoA je mastna kyselina s dlouhym fetézcem vyzadujici CPT1 pro vstup do
mitochondrii a naslednou B-oxidaci. B-oxidace vyzaduje specidlni proteinovou asociaci,
karnitin palmitoyltransferazovy systém, ktery reverzibilng katalyzuje vznik palmitoylkarnitinu
a CoA-SH z palmitoyl-CoA a karnitinu. Malonyl-CoA je meziproduktem prvniho kroku pfi
syntéze FA, ktery je obvykle odvozeny od glukézy a CPTI je jim pevné regulovan jakoZzto
svym fyziologickym inhibitorem (Thampyz 1989). CPT1 obsahuje N- a C-terminélnich
doménu, které jsou klicové pro aktivitu a citlivost malonyl-CoA na cytosolické strané vné;si

mitochondridlni membrany (Woldegiorgis et al. 2005).

Genovéa rodina CPT zahrnuje vice subtypli tohoto genu. Naptiiklad CPTI1A je
exprimovan zejména ve svalech, jaterni tkani, ledvinéch, plicich, slezin€, stfevech a v mozku,
pficemz CPT1B je exprimovan zejména v srdci, hnédé tukové tkani a ve svalech (Mcgarry et
al. 1983). V jatrech kontroluje CPT1 tok mastnych kyselin prostfednictvim esterifikace (Louet
et al. 2005). CPT1 ovliviiuje metabolismus v srdci, jatrech a pankreatickych B-bunikach, které
se jevi jako potencidlni cil pro 1écbu metabolickych poruch jako je pravé diabetes mellitus nebo

koronarni srdecni onemocnéni (Rufer et al. 2006).
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Geny CPT vyrazné podléhaji dietni a hormonalni regulaci ve tkanich s vysokym
vyuzitim mastnych kyselin jako je pravé srdce, sval a jatra. V dospélych jatrech je kapacita
oxidace mastnych kyselin v mitochondriich pfevazné¢ regulovana na trovni exprese genu CPT1
v odezvé na ruzné fyziologické nebo patologické podnéty jako je ptist, vysoké mnozstvi tuka
ve straveé, indukce diabetes nebo 1é¢ba peroxizomalnimi ¢i mitochondrialnimi proliferujicimi
¢inidly, pfi¢emz vSechny tyto podnéty vedou ke zvySeni transkripce CPT1 mRNA (Louet et al.
2005). Béhem hladovéni klesa hladina malonyl-CoA, nedochdzi k ti¢inné inhibici CPT1, coz
vede ke zvyseni oxidace LCFA a nasledné ke ketogenezi. Nékteré inhibitory CPT1 by mohly
byt pouzity jako potencialni antidiabeticka ¢inidla (Cutrona et al. 2018; Rufer et al. 2006).

CPT1 ma také vyznam v termogenezi hnéd¢ tukové tkané (BAT). Bylo zjisténo, ze pfi
inhibici CPT1 receptoru dochézi k zastaveni leptinem indukované BAT a testovana zvitata
zvySuji svou télesnou hmotnost. Tyto poznatky by mohly byt posléze vyuzity pro 1é¢bu obezity
(Perpinya et al. 2018).

3.3 FATP4

Transportni protein 4 pro mastné kyseliny FATP4 (SLC27A4) o hmotnosti 72 kDa je
Clenem rodiny transportnich proteini mastnych kyselin (FATP), tedy skupiny evolucné
konzervovanych proteini, které se podili na bunécné absorpci a metabolismu mastnych kyselin
s dlouhym a velmi dlouhym fetézcem (Kuo et al. 2018). FATP4 byl poprvé nalezen na apikalni
stran¢ zralych enterocytil, pfi¢emz bylo prokazano, Ze se jedna o dilleZity transportér mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem napti¢ plazmatickou membranou (Stahl et al. 1999). Metabolismus
mastnych kyselin zahrnuje n¢kolik drah vcetné transportu mastnych kyselin, syntézy de novo
a oxidace mastnych kyselin (Wu et al. 2013). FABP je skupinou proteint, které¢ vaZzou mastné
kyseliny s dlouhym fetézcem a podileji se na usnadnéni transportu a piijmu lipida (Liu et al.

2011).

FATP4 mRNA je nejvice exprimovéana v tenkém stfevé, mozku, kosternich svalech,
ledvinéch, jatrech, kazi a srdci. Aktivita proteinu FATP4 je lokalizovana v organelach jako jsou
mitochondrie, peroxizomy, endoplazmatické retikulum nebo také v plasmatické membrané.
FATP4 ma potencidlni vyznam zejména v kizi, pfi¢emz jeho defekty zde pfispivaji k rozvoji

koznich onemocnéni (Lenz et al. 2011; Stahl et al. 1999).

16



Transfekce FATP4 cDNA do bunky vedla k dvojnasobnému zvySeni syntetdzy
palmitoyl-CoA a pétinasobnému zvySeni syntetazy lignoceroyl-CoA, coz ukazuje, ze gen
FATP4 koduje acyl-CoA syntetdzu se substratem specifickym pro biaty mastnych kyselin s

velmi dlouhym fetézcem (Herrmann et al. 2001).

Byla pozorovana relativné vysoka exprese FATP4 v tkanich karcinomu prsu ve srovnani

s normalnimi prsnimi tkanémi (Zhao et al. 2017; Pascual et al. 2017).
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4 Cile diplomové prace

Cilem prace bylo zjistit, zda pritomnost OSA u nediabetickych subjektl a pacientt s diabetes
mellitus 2. typu vede k porucham v metabolismu volnych mastnych kyselin a lipidii v kosternim
svalu. Experimenty maji dokazat, ze pacienti s OSA a T2DM maji zvySené mnozstvi
intramyocelularnich triglyceridii v kosternich svalech ve srovnani s pacienty trpici pouze OSA
nebo se zdravymi kontrolami. DalSim cilem je prokazat, ze genova exprese kliCcovych

regulacnich enzymii, transportérit MK, fidicich pfijem a vyuziti volnych mastnych kyselin bude

Cv v

Testovali jsme nésledujici hypotézy:
1) Pritomnost OSA nevede k rozdilné genové expresi
2) Ptitomnost OSA nevede k rozdilné proteinové kvantité

3) Pritomnost OSA nevede k rozdilné oxidaci palmitatu
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5 Material a metody

5.1 Projekt FAMOSA a informace o pacientech

Subjekty byly pfijimany prostfednictvim doporuceni od spolupracujicich 1ékatt
a prostfednictvim mistni medialni reklamy. Pacienti byli rekrutovani do ctyf skupin takto:
pacienti s T2DM a mirnou nebo zadnou obstruk¢ni spankovou apnoe (T2DM), pacienti s T2DM
a tézkou obstrukéni spankovou apnoe (T2DM+OSA), pacienti trpici obstrukéni spankovou
apnoe (OSA) a zdravé kontroly bez OSA nebo T2DM. Kritéria zahrnuti byla stanovena na 18
az 85 let vé&ku a index télesné hmotnosti (BMI) na 22 az 40 kg/m>. Zavaznost OSA byla
stanovena limitovanou spankovou polygrafii, kterd byla provedena jako domadci spankova
studie. T2DM byl diagnostikovan na zaklad¢ kritérii Evropské asociace pro studium diabetu
(EASD). Dilezité je, ze ze studie byli vyfazeni vSichni pacienti s akutnim onemocnénim,
dekompenzovanym chronickym onemocnénim, srde¢ni nebo rendlni insuficienci ¢i pacienti,
kteti uzivali léky ovliviiujici lipolyzu. Zaroveil nesméla byt u pacientii zména télesné hmotnosti
vetsi nez 5 kg za posledni 3 mésice. VSichni ucastnici dali pisemny informovany souhlas pied
ucasti ve studii. Studie byla zaregistrovana v ClinicalTrials.gov (Cislo NCT02683616) a

schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady v Praze.

Byla provedena studie spanku. Zaznamy spanku byly provadény za pouziti zafizeni typu
III, které zaznamenalo saturaci hemoglobinu, tepovou frekvenci, elektrokardiogram (EKGQG),
nosni proudéni vzduchu, hrudni a abdomindlni dychaci Gsili (Nox T3, Nox Medical, Reykjavik,
Island) v domécim prostfedi. Ziskana data byla vyhodnocena lékatem se spankovym
certifikatem podle kritérii American Academy of Sleep Medicine (apnoe definovana jako >90%
snizeni prutoku vzduchu po dobu nejméné 10 sekund a hypopnoe definovana jako sniZeni

pratoku vzduchu o >30% po dobu nejméné 10 sekund spolu s>4% desaturaci).

Nasledna mikrodialyza byla provedéna v 8:00 hodin nala¢no. Do subkutanni btisni
tukové tkané byly po lokélni epidermalni anestezii (1% Mesocaine, Zentiva a.s., Praha, Ceska
republika) vloZeny tfi 20 kDa mikrodialyza¢ni katétry (63 Microdialysis katetr 40/30, CMA
Microdialysis AB, Kista, Svédsko). Pro ti¢ely stanoveni lipolyzy byla jako marker lipolyzy
pouzita koncentrace glycerolu v dialyzatu. Koncentrace glycerolu byla méfena pouZitim
komeréné dostupného kolorimetrického testu (volné glycerolové cCinidlo F6428, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MI, USA). FFA v séru byly métfeny komeréné dostupnym kolorimetrickym
testem (NEFA-HR2, Wako Chemical Inc., Richmond, VA, USA). Vzorky dialyzatu byly
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posléze ulozeny do mraziciho boxu (-80°C). Déle byl vyse zminénym pacientim pod mistnim
znecitlivéni odebran kus kosterniho femoralniho svalu (70-100 mg). Byl proveden maly fez na
bocni strané stehenni oblasti a svalova biopsie byla ziskana pomoci specidlni bioptické jehly
(Bard Magnum). Vzorky svalové tkan¢ byly zvazeny a separatné ulozeny do mraziciho boxu (-

80°C).

Do dvou tydnli po mikrodialyza¢nim experimentu navstivili pacienti centrum pro
metabolickd a antropometrickd hodnoceni. Méteni zahrnovala biochemickou analyzu krevniho
obrazu, koagulace, analyzu moci, méteni vicefrekvencni bioimpendance (analyzator Body
Impedance NUTRIGUARD-M, Data Input GmbH, Frankfurt, Némecko), udaje o télesném
slozeni a zadznam individualni t¢lesné hmotnosti, vysky a obvod pasu. Nasledné byl proveden
odbér vzorkt nitrozilniho glukézového toleranéniho testu (IVGTT) v casech -15, -10, -5 a -1
min, nasledované intraven6znim podénim 0,32 g/kg glukézy v ¢ase 0 min. Dvacet minut po
davce glukdzy bylo intraven6zné podano 0,03 U/kg inzulinu (Humulin R, Lilly France S.A.S,
Fegersheim, Francie). Vzorky krve byly odebirany v ¢asech 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 19,
22, 24, 25, 27, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160 a 180 minut. Byly stanoveny

hladiny glukézy a inzulinu v odebranych vzorcich.

T2DM T2DM+OSA

Potet [Z/M) 10(7/3) 12 (6/6)

VEk (roky) §3.95 + 2.07 63.37 £1.92
Tuk (kg) 27.59%2.56 29.85+2.33
AHI 5.89+0.92 47.76 + 4.85*
oDl 6.80%1.21 46.33 £ 5.06%
Sp02 < 90% 10.06 + 4.06 34.62 + 5.20*
HbAlc (mmol/mol) 52.70+3.54 51.67+3.43
Insulin (mUu/1) 14.40 + 1.36 16.87 + 2.66
Inzulinova rezistence 4,44 +0.45 5.24 £0.93*
ALT (pkat/1) 0.45 + 0.05 0.63 + 0.06*
AST (pkat/1) 0.37 £0.02 0.45 +0.03*

BMI = body mass index, WHR = waist hip ratio, AHI = apnea hypopnea index, ODI = oxygen desaturation
index, 5p02 < 90% = percentage of total sleep time with oxygen saturation less than 90%, HDL = high
density lipoprotein, LDL = low density lipoprotein, TAG = triacylglycerol, FFA = free fatty acids, HbAlc
= glycated hemoglobin, ALT = alanine transaminase, AST = aspartate transaminase

Data represent mean + SEM.

* Significant difference (P<0.05) with control group.

# significant difference (P<0.05) with DM group.

Tabulka 1 — Antropometrickad data pacientit pro projekt FAMOSA
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K vyzkumu byly pouzity svalové biopsie celkem ze 44 pacientl. Pacienti byli rozdéleni do 4

skupin podle subjektivni diagnostiky.

e Pacienti s onemocnénim diabetes mellitus 2. typu (T2DM)

e Pacienti s onemocnénim diabetes mellitus 2. typu a se syndromem obstruk¢ni spankové
apnoe (T2DM+0OSA)

e Pacienti se syndromem obstrukéni spankové apnoe (OSA)

e Zdravi, kontrolni pacienti (KONT)

Diagnédza Pocet pacientt

T2DM+0OSA 11
T2DM 10
OSA 9
KONT 14
Celkem 44

Tabulka 2 — seznam pacientii pro proteinovou detekci

Diagnédza Pocet pacientt

T2DM+OSA 12
T2DM 10
OSA 9
KONT 13
Celkem 44

Tabulka 3 — seznam pacientit pro metodu gPCR



5.2 Zpracovani svalovych biopsii

V den zpracovani byly vzorky svalové tkan€ vyjmuty z mraziciho boxu a uchovavany
na suchém ledu. Kazdy vzorek byl pfemistén do 5ml tuby a homogenizovan pomoci
homogenizatoru (ULTRA — TURRAX, T 25 basic, IKA - WERKE) spolecné¢ s TPERem
v poméru na 100mg vzorku 1ml TPERu. TPER obsahoval cOmplete ULTRA Tablets (EDTA-
free, glass vials, REF 05892953001), aby bylo co nejvice zamezeno piipadné proteolytické
aktivité. Homogenizace byla provedena tiikrat po dobu 10 sekund a mezi jednotlivymi kroky
byl vzorek vzdy ponechdn 1 minutu v klidu na ledu. Homogenizace probihala na level 3
(odpovidajici 13500 otackdm za minutu). Posléze byl vzorek dale homogenizovan pomoci
sklenéného homogenizatoru s ty¢inkou znacky PYREX® (3411E25) stejnym zplsobem jako
probihala homogenizace piedchozi, akorat v tomto ptipadé byl pouzit level I1./5. V poslednim
kroku byly vzorky sonikovany pomoci sonikdtoru Ultrasonic Processor (UP200S, hielscher-
Ultrasound Technology). Sonikace probihala vzdy po dobu 5 vtéfin, tiikrat za sebou s tim, ze
mezi jednotlivymi kroky byl vzorek vzdy 1 minutu na ledu v klidu. Nastaveni sonikatoru — sila:
stupent 5, amplituda: 65%. Takto pfipravené vzorky byly posléze pielity do mikrozkumavek
eppendorf a umistény na kyvacku BenchRocker 2D znacky Benchmark po dobu dvou hodin do
lednice. Nakonec byly vzorky opét ulozeny do mraziciho boxu (-80°C) a pouzity az v den

samotného pokusu.

5.3 Izolace svalového lyzatu

V den pokusu byly vzorky vyjmuty z mraziciho boxu a centrifugovany v Centrifuge
5804R znacky Eppendorf. Centrifugace probihala po dobu 15 minut s gravita¢nim zrychlenim
14000g. Ze vzorkli byl odebrdn supernatant, a ten byl posléze rozdélen po 100ul do
mikrozkumavek Eppendorf.

5.4 Stanoveni mnoZstvi proteinii

Ke stanoveni mnozstvi proteinu byla vyuzita Bradfordova metoda, stanoveni dle BCA
protokolu. Byla pouzita 96 jamkova desticka NUNC (Lot. 2442517) a zhotovena kalibracni

fada za pouziti hovéziho sérového albuminu (BSA, 9048-46-8, Sigma-Aldrich). Koncentra¢ni
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fada byla pfipravena pomoci fedici fady albuminu s TPERem o znamych koncentracich pro
kazdou jamku (20 pg/ul 10 pg/ul 5 pg/ul 2,5 pg/ul 1,25 pg/ul 0,625 ug/ul 0,3125 pg/ul
0,15625 pg/ul 0,078125 ng/ul 0,039063 pg/ul 0,019531 pg/ul), kdy pipetovany objem byl 10ul
na jamku a méfeni probihalo vzdy v dubletech. Poté bylo do kazdé jamky ptidano 200ul
Bradfordova cinidla a desticka byla inkubovana pii 37°C po dobu 30 minut. Méfeni proteina
bylo provedeno pomoci VERSA max tunable microplate reader znacky Molecular Devices pfi
570nm. Zmétena koncentrace byla pomoci pocitacového programu Excel pfepoctena na
mnozstvi proteinu ve vzorku. Vzorky byly neustale udrzovany na suchém ledu a v ten stejny

den pouzity pro metodu Western Blot.

5.5 SDS-PAGE elektroforéza a Western Blotting

Pro detekci proteini byla pouZita metoda SDS-PAGE elektroforézy a nasledného
Western Blottingu. Western blotting neboli imunoblotting je metoda umoznujici separaci
proteinl pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) zalozené na odlisné velikosti
danych proteind, pricemz jejichz nésledny pfenos na membranu zpisobi jejich selektivni
detekci za pouziti vybranych protilatek (Yang & Mahmood 2012). Tato technika se rutinné
pouziva ke kvalitativni identifikaci specifického proteinu z komplexniho biologického vzorku

a poskytuje informace o jeho molekulové hmotnosti (Weiss & Gorg 2008).

Ptipravené vzorky se zahteji po dobu 5 aZz 10 minut mezi 70 a 100°C. Béhem tohoto
procesu dochazi ke ztraté sekundarni konformace proteind a obklopeni jednotlivych molekul
SDS, ktery poskytuje negativni naboj, pfi¢emz vSechny proteiny posléze migruji smérem ke
kladnému po6lu behem samotné elektroforézy. Pfidanim chemického redukéniho ¢inidla, jako
napiiklad B-merkaptoethanolu, dojde k rozruSeni disulfidickych vazeb mezi fetézci, coz

zpiisobi rozklad komplexni sekundérni a tercidlni proteinové struktury.

Hustota polyakrylamidového gelu ovliviiuje mobilitu a schopnost migrace proteinti. Pro
velké proteiny je nutné zvolit gel fidSi neZ pro proteiny malé a naopak. Pfipravené vzorky
proteintl jsou naneseny do jamek gelu a po zpusténi aparatury dochazi diky elektrickému napéti
k migraci proteini (viz Obrazek 4). Zhotovené gely s proteiny se prenesou a imobilizuji
na PVDF nebo nitrocelul6zovou membranu. Membrany se promyji, zablokuji a inkubuji

se specifickou primarni protilatkou, coz zptsobi priméarni znaceni protilatek (Lee 2007; Fowler
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1995). Poté se membrany inkubuji se sekundarni protilatkou proti hostitelskému druhu latky

primarni, ¢imz ziskame znaceni sekundarni (Dubitsky et al. 2002).

Vzorky o znamé koncentraci proteinti byly fedény SLB a BME (viz tabulka) v poméru
1:1. Finalni koncentrace proteint pro kazdou jamku byla urc¢ena jako 15 (pro FATP4 a CD36)
a 30 pg/ul (pro CPT1), pticemz pro kazdého pacienta bylo celkové fedéni rizné, dle
konkrétniho mnozstvi proteint. Ptipravené vzorky byly povafeny po dobu 5 minut a posléze
ponechany 10 minut na ledu. Pro separaci proteinti byl pouzit 8% separacni gel (viz tabulka) a
4% zaostitovaci gel (viz tabulka). Byla sestavena aparatura pro elektroforézu, gely byly zality
vnitinim elektrodovym pufrem, vlozeny do nadoby pro elektroforézu a vzorky byly naneseny
na gel. Byl pouzit marker Color Prestained Protein Standard, Broad Range (11-245 kDa) vzdy
v mnozstvi 5 pl. Jako kontrolni vzorek byl pouzit jeden z pacientl, konkrétné pacient ¢islo F23.
Poté¢ byla nadoba zalita vné&jSim elektrodovym pufrem (viz tabulka). Elektroforéza vzdy

probihala za konstantniho elektrického napéti 100V po dobu 2 hodin.

Sample
wells
Cathode | — —— A
- %_ f‘fr‘ |II Buffer
Stacking-._| (B EE BB B m R | p
gel —
i _ Plastic
Running —__| _ ~ frame
gel
Anode :j:('q—"\_fj:?:
’ =
Buffer ~ ::_|_-,,-,

Obrazek 4: Schéma principu elektroforézy
(http://lab-journal.blogspot.com/2006/05/post-cientfico-cultural-ensayos-de.html).

Po dokonceni elektroforézy byly gely vyjmuty z aparatury. Gely byly podpipetovany
Transfer bufferem a rovnou pifeneseny na filtracni papir, ktery byl pfedtim inkubovéan v
pouzitém Transfer bufferu (viz tabulka) po dobu 10 minut spole¢n¢ s blotovacimi polstarky,
dal$imi filtraénimi papiry, kazetami a membranou. Byla pouZzita PVDF membrana, ktera byla

pfed celym procesem ponechéna po dobu 1 minuty v methanolu k jeji aktivaci. Posléze byla
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kazeta sestavena (viz Obrazek 5) a vloZena do aparatury a nésledné do blotovaci nadoby.
Nédoba byla zalita zcela ledovym transfer bufferem, bylo do ni vloZené magnetické michatko
a ledovy blok. Déle byla aparatura vlozena do krabice s ledem a umisténa na magnetickou
michacku znacky IKA (C-MAG HS 4 DIGITAL, TOPTION-244). Western blotting probihal
za konstantniho elektrického napéti 100V po dobu 2 hodin.

Fiber pad
Filter paper
Membrane
Gel

Filter paper
Fiber pad

Obrazek 5: Schéma sestaveni blotovact kazety (Qin et al. 2016).

5.5.1 Imunodetekce

Po dokonceni Western Blottingu byly membrany inkubovany v promyvacim roztoku
TBST (viz tabulka) po dobu 10 min. Pro kontrolu kvality pfenosu proteinii na membréanu bylo
pouzito barveni Ponceau S znacky Abcam (ab146313) fedéné destilovanou vodou. Poté bylo
Ponceau z membran odmyto pomoci TBST 3x5 minut a membrany byly opét vlozeny do
methanolu po dobu jedné minuty a poté znovu kratce promyty v TBST. Proteiny na membrané
byly poté zablokovany zpravidla 5% nizkotu¢nym suSenym mlékem rozpusténym v TBST po
dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté. Poté byly membrany promyty opét v TBST do dobu 10

minut.

Nasledn¢ probihala inkubace na agitatoru v 2,5% nizkotu¢ném suSeném mléce
s primarni protildtkou po dobu 1 hodiny. Membrany byly vloZena do lednice pfes noc. Druhy
den byly membrany s primarni protildtkou opét vloZeny na kyvacku a ponechany inkubaci po
dobu 1 hodiny. Poté byly membrany 3x15 minut promyty v TBST. Na membrany byla
aplikovana sekundarni protilatka Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) ab97051 (viz piiloha
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tabulka) v 2,5 % nizkotucném suSeném mléce. Poté byly membrany promyty 3x5 minut

v TBST.

5.5.2 Proteinova detekce

Membrany byly posléze osuSeny papirovou utérkou a byla na né nanesena smés
chemiluminiscen¢ni smés luminolu a peroxidu (1:1) znacky Thermo Scientific (34080).
Proteiny byly nasledné detekovany pomoci ptistroje LAS-4000 (FujiFilm Life Science USA)

a denzitometricky vyhodnoceny programem Imagel.
5.5.3 Statistické vyhodnoceni

Nameétené hodnoty byly statisticky vyhodnoceny programem GraphPad Prism 8.
Ke statistickému zhodnoceni byl pouzit One-way ANOV A multiple comparisons test, hladina

vyznamnosti p<0,05, n=44.
5.6 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR, anglicky Polymerase Chain Reaction) je metoda
rychlého zmnozZeni vybraného useku DNA ohrani¢eného primery, které nasedaji svou
komplementaritou k vybranym tseklim DNA fetézce. Syntéza DNA probih4 diky termostabilni
DNA polymeraze. Reakce vyuziva cyklickych zmén teplot zpasobujici denaturaci
dvouvldknové DNA, pfisednuti primerti a namnoZzeni dalSich tsekit DNA (viz Obrazek 6).

Takto béhem 32 cykl vznika 1 miliarda molekul DNA (Lorenz 2012; Williams 2009).

95°C Denaturation

TTTITITI I I I T
TITTTTTITTITITT kAtiasiiciasian
New dsDNA POLYMERASE 50-70°C
Template CHAIN REACTION Primer Anneal
m’mTﬂ'I'l'l'r'I'ﬂTT m‘]‘l"l'l'l'l'l’!"l'l'

72°C Polymerase
Extension

Obrazek 6: Princip zmnozZeni DNA usekit pomoci cyklickych zmén teplot metodou PCR.
(LabGuide.cz, Metody)
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5.6.1 Izolace RNA

K metod¢ byl pouzit High Pure FFPET RNA Isolation Kit, Roche Life Science.
K méfeni byly opét pouzity svalové biopsie 44 stejnych pacientli jako v piipadé Western
blottingu. Pfed zacatkem prace byla pracovni plocha zbavena nechténého okolniho RNA
pomoci RNAsy ZAP (Sigma-Aldrich, R2020). Jednotlivé vzorky svalové tkaie byly vyjmuty
z mraziciho boxu (-80°C) a zhomogenizovany spolecné s 1000 pl TriPure Isolation Reagent
(11667157001, Sigma-Aldrich) v 5Sml tubé pomoci homogenizatoru (ULTRA — TURRAX, T
25 basic, IKA-WERKE) na vykonnostni level 4 (odpovidajici 17500 otdckdm za minutu).
Homogenat byl pielit do mikrozkumavky Eppendorf. K homogenatu bylo ptfidano 200 ul

chloroformu, byl fadné prottepan a posléze ponechan 3 minuty v klidu.

Vzorky byly centrifugovany v Centrifuge 5804R znacky Eppendorf. Centrifugace
probihala po dobu 18 minut s gravitacnim zrychlenim 10000g pti 4°C. Nasledujici kroky jiz
probihali v digestofi znacky Captair Smart. Po dokonceni centrifugace byl opatrné odsan
supernatant do PCR RNAse free mikrozkumavky Eppendorf. Ke vzorku bylo pfidédno stejné
mnozstvi ethanolu jako supernatantu a byl fadn€ propipetovan. K samotné izolaci RNA byl
vzorek pifemistén do filtru se sbérnou tubou s byl vloZen do centrifugy a stocen pii 14000 rpm

po dobu 30 sekund.

Do kazdého vzorku byla pfimichdna smés z 90ul DNase incubation bufferu a 10ul
DNazy. Vzorky byly inkubovany 15 minut pii pokojové teploté. Ke vzorkim bylo posléze
pfidano 500ul Wash bufferu I. a byly sto¢eny pii 10000rpm po dobu 15 sekund. Tento krok byl
proveden dvakrat. Dale se ke vzorkim pfidalo 300pul Wash bufferu II. a byly stoceny
na 14000rpm do dobu 2 minut. Filtr byl pfemistén do skladovaci eppendorfky a bylo pfidano
100l Elution bufferu a vzorky byly sto€eny na 10000rpm po dobu 1 minuty. Tento krok byl
proveden dvakrat. VSechny vzorky byly posléze zméfeny na piistroji NanoDrop™ 2000
Spectrophotometer zna€ky ThermoFisher (ND-2000) pro zjisténi mnoZstvi RNA (ng/ul).

5.6.2 Reverzni transkripce RNA do cDNA

Pro reverzni transkripci bylo pouZzito pro vSech 44 vzorkid 500 ng RNA a vzorek byl
doplnén do celkového objemu 10 pl pomoci Nuclease-free H20. Mix pro reverzni transkripci

(Thermo Fisher Scientific, 4368814, 00743367, Litva) byl pfipraven podle tabulky (viz
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Ptilohy). Pro kazdy vzorek bylo smichano 10 pl RNA a 10 pl TagMan™ Fast Advanced Master
Mixu (ThermoFisher Scientific, 4444556, 00739223, Litva) v 0,2 ml PCR-free zkumavce
znacky Eppendorf.

Zkumavky byly vloZeny do PCR cycleru znacky Benchmark Scientific (TC 9639) na
RT (reverse transcription) program po dobu 2 hodin a 15 minut. Vzorky byly nejdfive
inkubovany v 95°C pro denaturaci DNA templatu, poté pii 60°C pro nasednuti primert a
nakonec pti 70°C pro prodlouzeni fetézce pomoci DNA polymerazy. Vzorky byly zamrazeny

a pouzity v den provedeni samotného qPCR.

5.6.3 qPCR

K metodé PCR byla pouzita 96-jamkova desticka. Z mrazéku byla vyjmuta pfipravena
cDNA a posléze byla nafedéna na koncentraci 2,5 ng/ul (1:9). Kazdy vzorek byl smichéan s
TagMan® Fast Advanced Master Mix (2X), TagMan® Assay (20X) (proba) a Nuclease-Free
Water (ThermoFisher Scientific) podle tabulky (viz ptfilohy). Diive byla pro métfeni produktt

real-time PCR pouzivéna interkaldtorova barviva.

Hlavni nevyhodou téchto barviv je, ze detekuji akumulaci jak specifickych, tak
nespecifickych PCR produktl. Proto jsme v naSem ptipadé pouzili probu TagMan® Assay
(20X), pficemz tento systém nese spoustu vyhod pocinaje zavedenim fluorogenné znac¢enych
sond, které¢ vyuzivaji 5' nukledzovou aktivitu Taq DNA polymerazy. Dostupnost téchto
fluorogennich sond umoznila vyvoj metody real-time PCR pro detekci pouze specifickych

amplifikacnich produktt (viz Obrazek 7) (ThermoFisher Scientific).
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NASEDNUTI SONDY A PRIMERU

K DENATUROVANE DNA
Fluorochom -z~ Emise fluorescence fluorochromu
Zhaset | AR
Forward . je blokovana zhaSefem
primerI

Reverse
¢ primer
Taq polymeraza pii syntéze DNA
svou exonukleazovou aktivitou odstépi fluorochrom

SYNTEZA DNA

dfe—

Obrazek 7: Princip fungovani TagMan® sondy. (LabGuide.cz, Metody)

Pro kazdy vzorek byly pouzity dva kontrolni geny TBP (TATA vazebny protein) a
GUSB (beta-glukuronidaza) a tfi geny, které¢ byly urceny k detekci — FATP4, CD36 a CPT1
vzdy v tripletu. Kontrolni geny TBP a GUSB byly zvoleny na zakladé€ jejich stabilni exprese
v podminkach hypoxie.

Pro kazdého pacienta byla zavedena i jedna jamka jako NRT (no reverse transcriptase)
kontrola, ktera obsahovala pouze vzorek RNA, vSech 5 prob, Nuclease-Free Water a Master
Mix. Razeni na desti¢ku viz piilohy. Desticka byla uzaviena pomoci stripii a vloZena do
ptistroje 7500 Real-Time PCR System (4351105, ThermoFisher). Méfeni probihalo po dobu

Ctyficeti minut nejdiive pii 95°C a posléze pii 60°C.

5.6.4 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu 7500 Software v2.3 (viz Obrazek 8).
Geny byly piedem specificky oznaceny dle jednotlivych jamek a pro vyhodnoceni byly pouzity
vysledné hodnoty Ct. V programu Excel byly hodnoty zpracovany jako primérné exprese
jednotlivych gentl, pfepocteny na hodnoty AACt a vzijemné porovnany za pouziti T-testu.

Hodnoty byly dale vyhodnoceny pomoci programu GraphPad Prism 8.
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Obrazek 8: Reprezentativni graf zobrazeni amplifikace metodou qgPCR.

5.7 Oxygraf

Oxygraf je pfistroj umoznujici méfeni mnozstvi spotiebovaného kysliku mitochondiemi
v ¢ase. Builkky byly homogenizovany v 10% sachardze pti 800 otackach za minutu. Piijem
kysliku v homogenizovaném stavu ve vzorcich byly méfen za pouziti Oxygraphu-2K s
vysokym rozliSenim (Oroboros, Innsbruck, Rakousko). Méteni byla provadeéna pii 30°C ve 2
ml inkuba¢niho média obsahujiciho 1 mM EDTA, 75 mM KCIl, 5 mM KH>PO4, 3 mM MgCl,
6 H>0 a 8 mM Tris HC1, pti pH 7,4.

Ptidavani jednotlivych substratii do méfici komory bylo nasledujici: 1 mM malat, 1,5
mM ADP (adenosintrifosfat), 5 pM karnitin palmitoyl, 0,1 mM etomoxir (inhibice
mitochondrialniho transportu FFA), 1uM oligomycin (inhibujici ATP-syntazu) a jako posledni
4 uM antimycin A (inhibitor pfenosu elektronového transportu). V kazdém kroku byla zméfena
spotieba kysliku, dokud nenastala faze platd. Rychlost absorpce kysliku byla vyjadiena jako
pmol/s/mg proteinu, coz bylo stanoveno pomoci testu BCA (kat. ¢. 23225 Thermo Fischer

Scientific, Waltham, MA, USA).
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Vysledky

1) Relativni proteinova exprese FATP4, CD36 a CPT1 u ¢tyiech skupin pacienti
stanovena pomoci metody Western Blot

Exprese jednotlivych proteinti byla stanovena pro vSechny c¢tyii skupiny pacientl
(DM2T+0SA, T2DM, OSA, KONT). Do studie bylo zahrnuto celkem 44 subjekti. Kontrolnim

genem byl beta Tubulin a jednotlivé geny byly néasledné vztazeny k jeho primérné hodnoté

(poméru denzity).
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Graf 1. Porovnani exprese proteinu FATP4 stanovena ze vzorku kosterniho svalu pacientii
s diabetes mellitus 2. typu a obstrukcni spankovou apnoe (DM2T+0OSA), pacientii s diabetes
mellitus 2. typu (DM2T), pacientu s obstrukcni spankovou apnoe (OSA) a subjektii slouzicich
Jjako kontrolni skupina bez vyse zminéenych obtizi (KONT) dana pomerem ke kontrolnimu genu
(beta Tubulinu), * p <0,05, chybové usecky predstavuji = SEM, n = 44 (viz Tabulka 2).
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Graf 2: Porovnani exprese proteinu CD36 stanovena ze vzorku kosterniho svalu pacientii
s diabetes mellitus 2. typu a obstrukcni spankovou apnoe (DM2T+0OSA), pacientii s diabetes
mellitus 2. typu (DM2T), pacientii s obstrukcni spankovou apnoe (OSA) a subjektii slouzicich
Jjako kontrolni skupina bez vyse zminénych obtizi (KONT) dana pomérem ke kontrolnimu genu
(beta Tubulinu), * p <0,05, chybové usecky predstavuji =+ SEM, n = 44 (viz Tabulka 2).
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Graf 3: Porovnani exprese proteinu CPTI stanovena ze vzorku kosterniho svalu pacientu
s diabetes mellitus 2. typu a obstrukcni spankovou apnoe (DM2T+0OSA), pacientii s diabetes
mellitus 2. typu (DM2T), pacientu s obstrukcni spankovou apnoe (OSA) a subjektii slouzicich
Jjako kontrolni skupina bez vyse zminenych obtizi (KONT) dana poméerem ke kontrolnimu genu
(beta Tubulinu), * p <0,05, chybové usecky predstavuji + SEM, n = 44 (viz Tabulka 2).
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2) Genova exprese FATP4, CD36 a CPT1 u ¢tyirech skupin pacientt stanovena
pomoci metody qPCR

Relativni genova exprese jednotlivych gent byla stanovena pro vSechny Ctyfi skupiny pacient

(DM2T+0OSA, T2DM, OSA, KONT). Do studie bylo zahrnuto celkem 44 subjektti.
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Graf 4: Porovnani relativni genové exprese CPT1, FATP4 a CD36 mezi pacienty s diabetes
mellitus 2. typu a pacientu s diabetes mellitus 2. typu a obstrukcni spankovou apnoe, * p <0,05,
chybové usecky predstavuji + SEM, n = 44 (viz Tabulka 3).
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Graf'5: Porovnani relativni genové exprese CPT1, FATP4 a CD36 mezi pacienty s obstrukcni

spankovou apnoe a pacienty bez obstrukcni spankové apnoe, * p <0,05, chybové usecky
predstavuji + SEM, n = 44 (viz Tabulka 3)
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3) Oxidace palmitatu ve svalovych biopsiich u ¢tyiech skupin pacientu stanovena
pomoci Oxygrafu

Oxidace palmitatu byla méfena pro vSechny Ctyfi skupiny pacientd (DM2T+OSA, T2DM,
OSA, KONT).

Oxidace palmitatu ve svalové biopsii
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Graf 6: Porovnani rychlosti oxidace palmitatu u pacientii s diabetes mellitus 2. typu
a obstrukcni spankovou apnoe (DM2T+OSA), pacientii s diabetes mellitus 2. typu (DM2T),
pacientii s obstrukcni spankovou apnoe (OSA) a subjektii slouzicich jako kontrolni skupina bez
vySe zminénych obtizi (bez DM2T a OSA), * p <0,05, chybové usecky predstavuji + SEM.

(Zdroj: Mgr. Martina Musutova)
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Diskuze

Ptedpokladame, ze zvysSené hladiny volnych mastnych kyselin v plasmé hraji dalezitou
roli v patologii metabolickych poruch souvisejicich s pierusovanou hypoxii, tedy s OSA (Vogt
et al. 2001). Zaroven oxidace FFA ve svalech je vyhradné zavisla na dostupnosti kysliku a je
tedy pravdépodobné, Zze FFA oxidace a absorpce by mohly byt snizeny v pferuSovaném hypoxii,
tedy 1 u pacientii s OSA (Laughlin et al. 2012). Zajem o tento proces je fizen tim, Ze jak lipolyza,
tak oxidace FFA ve svalech predstavuji vhodny cil 1é€by za pouziti klinicky dostupnych
inhibitord lipolyzy (acipimox) a stimulatorti vyuziti FFA (metformin) pouzivanych v humanni
medicing, jakozto schvalena 1é¢iva. Objasnéni mechanismu zvyseného vyskytu FFA na zaklad¢
lipolyzy tukové tkané€ nebo oxidace FFA v kosternich svalech by mohl slouzit jako vhodny cil
pro urceni 1écby. AvSak to, Ze hypoxie vede ke zvySené lipolyze, tedy vétSimu mnozZstvi
uvoliovani FFA, inzulinové resistenci a naruseni glukézové homeostdze bylo jiz popsano

v n¢kolik studiich (Polotsky et al. 2003; Weiszenstein et al. 2016; Polak et al. 2013).

Kompletnim cilem projektu FAMOSA bylo urcit, zda pfitomnost OSA modifikuje
uvoliovani FFA z tukové tkan¢ u pacienti s T2DM a bez T2DM. Déle zda ptitomnost OSA
modifikuje ukladani triglyceridii vné a uvniti myocytli na zédkladé méfeni exprese proteint
klicovych pro transport FFA. A poslednim pfedmétem zkouméni byla exprese kli€ovych
enzymu zapojenych do vychytdvani a oxidace FFA v kosternim svalu a zda L6 myotubuly

vystaveny preruSované hypoxii modifikuji pfijem, oxidaci a ukladani FFA.

Piedchozi studie se zabyvala porovnanim uvolfiovani FFA u pacientll se srdecnim
selhdnim, ktefi trpéli t€Zkou a lehkou formou OSA. Bylo zjisténo, ze hladiny FFA bé¢hem dne
jsou u obou skupin velmi podobné. AvSak méfeni FFA z krevniho séra béhem spanku
vykazovalo vyrazné zvysené hodnoty FFA u pacient s tézkou OSA oproti pacientim, kteti
trpéli pouze lehkou formou OSA (Jun et al. 2011). Studie tedy potvrdila, ze hypoxie zptusobuje

zvySené mnozstvi FFA v krevnim fecisti.

V ramci této diplomové prace byla méfena exprese tfech vyznamnych transportéri
mastnych kyselin FATP4, CD36 a CPT1 ajejich genti s pfedpokladem, Ze exprese bude vyrazné
nizsi u pacientli s OSA v disledku zvySené hladiny FFA, kdy nedochézi k dostate¢né oxidaci
FFA a ty se postupné hromadi v plasmé&, coz dale vede k inzulinové resistenci a naruSeni
gluk6zové homeostaze. Vysledky jsou v ptipadé vSech tiech prenaseci viceméné podobné, a to
tedy bez vyraznéjsich zmén v expresi mezi testovanymi skupinami (viz Graf 1,2,3). Vzhledem

k zanedbatelnym rozdiliim v expresi proteinti mezi skupinami mizeme prohlasit, Ze hlavnim
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divodem hromadéni mastnych kyselin vn¢ a uvnitf bunék pravdépodobné neni snizené oxidace

MK v kosternim svalu.

Déle byla méfena genova exprese FATP4, CD36 a CPT1. Zhotovené grafy ukazuji
velmi podobné vysledky jako v pfipadé proteinové exprese, coz nas utvrzuje ve spravnosti
naSich dat. Opét je tfeba zminit, Ze v tomto pfipad¢ intermitentni hypoxie neméni genovou
expresi detekovanych gentl a zlistava vicemén¢ totozna pro vsechny Ctyfi skupiny (viz Graf 4 a
5). Pro UpIné ovéteni ziskanych dat bylo provedeno méfeni oxidace palmitatu ve svalové biopsii
pomoci Oxygrafu, tedy spotieba kysliku v Case. Vysledky jsou opét srovnatelné mezi
jednotlivymi skupinami, pficemz odchylky jsou pfili§ malé, aby mohly byt prohlaseny

za signifikantni (viz Graf 6).

Cast projektu FAMOSA byla zaméfena na oxidaci FFA v L6 myotubulech a piipadnou
lécbu metforminem. Vysledkem této studie bylo, Ze transportni proteiny pro MK FATP4 a
CD36 vmirné hypoxii (4% O2) nijak neméni svoji expresi, avSak v podminkéach silng
hypoxickych (1% O2) ke snizeni jejich exprese dochazi. U CD36 doslo ke snizeni proteinové
exprese o 17 % a genova exprese klesla dokonce az o 61 %. Metformin zvysil expresi proteinu
FATP4 za mirné hypoxie o 55 % a genovou expresi o 30 %, kdezto CD36 zvysilo svoji
proteinovou expresi po piidani metforminu pouze za podminek normoxie, a to o 28 %
(Musutova et al. 2018). Vzhledem k tomu, ze v této studii byla méfena oxidace a genova i
proteinova exprese transportéri pro MK na bunéénych liniich in vitro, vznikla zde potieba
realizovat podobnou studii také na lidskych subjektech. U lidskych subjektl trpicich OSA
dochazi k mirné hypoxii béhem spanku, ktera se cyklicky opakuje. Mtizeme tedy pfepokladat,
ze intermitentni hypoxie nijak neovliviiuje transport FFA do myocytid. Ke zméné exprese
proteint pro transport MK dochézi aZ v podminkach siln€ hypoxickych. Informace ziskané na

zékladé€ studie bunécénych linii L6 myocytl tedy koresponduji s naSimi vysledky.

Déle je tfeba zminit, ze ptitomné odchylky mohou byt zplisobeny tim, Ze osoby zapojené
do studie byly v mnoha ohledech pomérné diverzifikovany. Jednalo se o smiSenou skupinu lidi
ve véku mezi 50-70 lety, o BMI 26 aZ téméf 42 kg/m? a o obsahu tuku v téle mezi 12 % az
skoro 43 % apod. Starnuti je spojovano se zvysenim exprese CD36 u lidi 1 u mysi (Sheedfar et
al. 2014; Koonen et al. 2007). Vyraznym zdrojem diverzifikace je u lidskych subjektt také
pohybova aktivita. PfestoZe jsme se snazili, aby byli pacienti v téchto ohledech co nejméné

odli$ni, neni vS§ak moZné¢ zajistit shodné zivotni podminky pro celou sledovanou skupinu.
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Bylo dokézéano, Ze exprese CD36 a FATP4 mohou byt modifikovany fyzickou aktivitou.
Ptedchozi studie uvedla, ze netrénované Zeny podrobeny intenzivnimu fyzickému tréninku
po dobu Sesti tydnd vykazovaly zvySeni proteinové exprese CD36 o 10 % na urovni celych
svaliia o 51 % v rdmci mitochondrii (Talanian et al. 2010). Dalsi studie prokézala, ze u lidskych
subjektii podrobenych vytrvalostnimu tréninku ve form¢ ergometrického tréninku 60 minut
denné po dobu 9 dnti se zvysila oxidace FFA o 24%. Navic trénink taktéz zvysil proteinovou
expresi CD36 a genovou expresi CPT1 v kosternim svalstvu (Tunstall et al. 2015). Fyzicka

aktivita dale zvysSuje oxidaci palmitatu v kosternim svalu (Kim & Lim 2016).

Vsechny tyto parametry bezpochyby néjakym zptsobem alespont mirn¢ ovlivnily dané
vysledky. VySe zminéné odchylky vSak také nenesou vyznamnou signifikanci v urcenych

parametrech.

Ziskané vysledky tedy naznacuji, ze hypoxicky stav u pacienti s OSA piimo
neovliviiuje proteinovou ani genovou expresi FATP4, CD36 a CPT1. Mechanismus, ktery se
zda byt hlavnim divodem zvySeného mnozstvi FFA v krvi, proto stile ziistdva hypoxii

indukovana lipolyza.
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Zavér

Predmétem studie FAMOSA bylo zjistit, zda intermitentni hypoxie pfitomna u pacientti
s OSA ovliviiuje proteinovou a genovou expresi transportéri volnych mastnych kyselin FATP4,
CD36 a CPT1 ¢i zda ovliviiuje oxidaci palmitatu v biopsiich kosterniho svalu. Pro studii bylo
pouzito 44 pacientl s odliSnou diagnostikou. Jednalo se o smiSenou skupinu pacientii ve
vékovém rozmezi 50-70 let, s hodnotou BMI 26 aZ téméf 42 kg/m? a o obsahu tuku v téle mezi
12 % az skoro 43 %. Subjekty byly rozdéleny do ctyi skupin (T2DM+OSA, T2DM, OSA,
KONT).

V pfipad€ proteinové exprese nedoslo k signifikantnim zméndm u zaddného z vyse
zminénych transportéri mezi jednotlivymi skupinami. Téméf totozné vysledky milzeme
pozorovat téz u genové exprese. Celkové védeéni jesté doplnily vysledky oxidace palmitatu, kde
také nenachdzime signifikantni rozdily ve spotiebé kysliku mezi skupinami pacientd. Na
zéklad¢ ziskanych dat lze tvrdit, ze snizend oxidace MK v kosternim svalll neni divodem
zvySeného mnozstvi FFA v krevnim feciSti. Tukovd tkan tedy stale zUstava

nejpravdépodobnéj$im zdrojem zvyseného mnozstvi FFA v krvi.

Vzhledem k tomu, Ze tato prace popisuje dané prenasee mastnych kyselin z hlediska
jejich kvantity, vznikaji zde dalsi otazky, zda nedochazi k regulaci z hlediska efektivity, coZ by

se dalo ovétit pomoci radioizotopové metody.

Ziskané poznatky vyrazné pfispivaji k dosavadnimu védéni z hlediska komplikaci a
souvislosti onemocnéni OSA a T2DM a oteviely mnoho dalSich otazek tykajici se oxidace a

transportu MK v ramci myocytu.
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Prilohy

1) Western Blot

Tabulka 1 — redeni promyvaciho roztoku

Roztok Chemikalie Mnoistvi
TBS 10x (Tris buffered saline) Tris-HClI 24g
Tris base 56g
NaCl 88g
Destilovanavoda 900 ml
TBST (Tris buffered saline with Tween)  TBS 10x 100 ml
Destilovandvoda 900 ml
Tween 20 1ml

Tabulka 2 — priprava gelii pro elektroforézu

Gel Zaostrovaci gel Délici gel
4% 8%

Distilled water 3,2 ml 5,35 ml

40% Acrylamide/Bis 500ul 2ml

0,5 M Tris-HCl pH 6,8 1,26 ml e

1,5MTris-HCl pH 8,8  ------------ 2,5ml

10% SDS 50 pl 100 pl

10% APS 25 pl 50 pl

TEMED 5 ul 5 ul

Total volume 5ml 10 ml

Tabulka 3 — priprava vzorkii na SDS-PAGE

Chemikalie pro vzorky na SDS-PAGE (s lyzatem 1:1) Mnoizstvi
BME (beta-merkaptoethanol) 50 ul

SLB (Sample Laemmli Buffer 4x) 950 ul
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Tabulka 4 — Priprava running s transfer bufferu

Roztok Chemikalie Komponenty

25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1%

Mnozstvi

Running buffer 10x Tris/Glycine/SDS Electrophoresis 100 ml
SDS, pH 8.3

Destilovana voda 900 mi

Transfer buffer 10x Tris/Glycine Electrophoresis 25mM Tris, 192 mM glycine, pH8.3 100 ml

Methanol 200 ml

Destilovana voda 700 ml

Tabulka 5 — Redéni primdrnich a sekunddrnich protilatek

7 vs

Primarni protilatka  Katalogové &islo Molekulova hmotnost Redéni

Sekundarni protilatka Redéni

Anti-SLC27A4/FATP4 ab200353 72 kDa 1:1000 Goat Anti-RabbitIgG  1:10000
Anti-CD36 ab133625 78-88 kDa 1:1000  Goat Anti-Rabbit IgG ~ 1:10000
Anti-CPT1A ab234111 88 kDa 1:500 Goat Anti-Rabbit IgG ~ 1:10000
Anti-beta Tubulin ab6046 50 kDa 1:3000 Goat Anti-RabbitlgG  1:10000

Tabulka 6 — Extrakce proteinii ze svalu

Chemikalie Mnozstvi

T-PER 1ml
Vzorek svalu 100 mg

Tabulka 7 — Razeni nandsenych vzorkii na gel

Gel 1

F2DMOSA | F3pm | repm | Foosa | F13o0sa | F7koNT | F23sT |

Gel 2

F28DMOSA | F8pm | F11pm | F1a0sa | F170sA | FiskonT | F23sT |

Gel 3

F35DMOSA | F12pm | F1spm | F230sA | F2a0sA | F20koNT | F23sT |

Gel 4

F37DMOSA | F30pm | F31pm | F250sA | F21kONT | F26kONT | F23sT |

Gel 5

F39DMOSA | F32pm | F330sA | F27konT | FaokonT | F23sT |

Gel 6

F44 DMOSA FasDM | F340SA | FA2KONT | Fa3koNT | F23sT |

*fazeni vZdy totoZné v ptipade vSech primdrnich protilatek
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2) Real-time PCR

Tabulka 8 - Mix pro reverzni transkripci (pro jeden vzorek)

Chemikalie Mnoistvi

10X RT Buffer 2,0l
20XdNTP Mix (100mM) 0,8 pl
10X RT Random Primers 2,0 ul
Multiscribe RT ,0ul
Rnase Inhibitor 1,0l
Nuclease-free H20 3,2ul
celkem 10,0 pl

Tabulka 9 - Smés reagentii pro jednu reakci (pro jeden vzorek)

Chemikalie Mnozstvi

TagMan® Fast Advanced Master Mix (2X) 0ul
TagMan® Assay (20X) 1pl
Nuclease-Free Water 7 ul
Vzorek 2 ul
Total volume 20l

Tabulka 10 — Seznam prob detekovanych genu

Seznam préb Katalogové ¢islo Assay ID

SLC27A4 4331182 Hs00192700_m1
CD36 4331182 Hs00169627_m1
CPT1B 4331182 Hs03046298_s1

TBP 4331182 Hs00427620_m1
GUSB 4331182 Hs00939627_m1

Tabulka 11 — priklad razeni jednotlivych pacientii na 96-jamkovou desticku

1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12
A TBP (FATP4Fl| TBP |FATP4F2| TBP |FATP4F5| TBP |FATP4Fl§ TBP |FATP4F28 TBP |FATP4F29
B TBP CD36F1 TBP (D36F2 TBP CD36F5 TBP | (CD36F16| TBP |(CD36F28| TBP |(D36F29
C TBP CD36F1 TBP (D36F2 TBP CD36F5 TBP | (CD36F16| TBP |(CD36F28| TBP |(D36F29
D GUSB | CD36F1 | GUSB | (D36F2 | GUSB | CD36F5 | GUSB |(D36Fl6| GUSB | CD36F28| GUSB |(CD36F29
E GUSB | CPT1Fl | GUSB | CPT1F2| GUSB | CPT1F5 | GUSB |CPT1Fl6| GUSB |CPT1F28| GUSB |[CPT1E29
F GUSB | CPT1Fl | GUSB | CPT1F2| GUSB | CPT1F5 | GUSB |CPT1Fl6| GUSB |CPT1F28| GUSB |[CPT1E29
G FATP4F1| CPT1F1 |FATP4F2| CPT1F2 |FATPAF5| CPT1F5 (FATP4F16 CPT1F16 FATP4F28 CPT1F28 |[FATP4F29 CPT1F2
H FATPAF1|NRT contrd FATP4F2 |NRT contiqg FATPAF5 |NRT contrdFATP4 F16NRT contrq FATPAF28NRT contrdFATP4 F29NRT contro

53



