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Abstrakt  

Syndrom spánkové apnoe neboli spánkový apnoický syndrom je závažné onemocnění, které 

ohrožuje pacienty vysokým rizikem rozvoje kardiovaskulárních chorob. Jedná se o onemocnění 

charakterizované poruchou dýchání projevující se zástavou dechu a spadá mezi onemocnění, 

které doprovází poruchy spánku. Syndrom obstrukční spánkové apnoe (OSAS) postihuje  

5-15 % populace a 50-80 % pacientů s diabetes mellitus 2. typu (T2DM) či těžkou obezitou. 

OSA kauzálně přispívá k rozvoji poruch v metabolismu glukózy a T2DM. Diabetes mellitus  

2. typu je komplexní metabolická porucha, při níž organismus není schopen zpracovávat 

glukózu jako za běžných fyziologických podmínek v důsledku relativního nedostatku inzulinu 

a současné periferní inzulinové rezistence. Inzulinová rezistence je posléze kompenzována 

zvýšenou sekrecí inzulinu, což vede k rozvoji hyperglykémie po selhání této kompenzace. 

T2DM je velmi často spojen s přítomností obezity, arteriální hypertenze, dyslipidémie  

a hyperurikemie. Cílem práce bylo zjistit, zda přítomnost OSA u nediabetických subjektů  

a pacientů s diabetes mellitus 2. typu vede k poruchám metabolismu mastných kyselin  

v kosterním svalu. Výsledky studie přispějí k pochopení molekulárních mechanismů rozvoje 

diabetes mellitus 2. typu při OSA a mohou být využity k navržení inovativních terapeutických 

přístupů. 

Klíčová slova: spánková apnoe, oxidace, mastné kyseliny, diabetes mellitus, obezita, 

svalová 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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Úvod 

Diabetes mellitus 2. typu (T2DM) je jedním z nejrozšířenějších onemocnění, které 

nepříznivě ovlivňuje přibližně 246 milionů lidí na celém světě, přičemž množství pacientů se 

stále zvyšuje. Charakteristická pro toto onemocnění je inzulínová resistence v kombinaci 

s dysfunkcí pankreatických β-buněk. Obézní jedinci, stejně jako pacienti s T2DM, se často 

vyznačují zvýšenými hladinami plazmatických volných mastných kyselin (FFA). Opakovaně 

bylo prokázáno, že zvýšení plazmatických FFA představuje nezávislý rizikový faktor pro vznik 

inzulinové rezistence a rozvoj T2DM. Bylo zjištěno, že hladiny FFA jsou zvýšeny u pacientů s 

OSA, avšak stále není známo, zda jejich zdroj pochází z tukové tkáně, nebo zda je příčinou 

snížené vychytávání FFA ve svalech a v játrech. Porucha regulace lipolýzy vede ke zvýšenému 

uvolňování FFA do krevního oběhu, přičemž se jedná o hlavní zdroj FFA v plazmě u obézních 

jedinců. Otázkou stále zůstává, zda se na tomto patologickém stavu také podílí změna oxidace 

FFA v kosterním svalu.  

Syndrom obstrukční spánkové apnoe (OSAS) je časté onemocnění u osob středního 

věku a starších dospělých s odhadem prevalence v rozmezí 5-15 % z celkové populace a 

výskytem u pacientů s T2DM s prevalencí 50-80 %. Dále se vyskytuje zejména u obézních 

jedinců. Jedná se o onemocnění způsobující opakované částečné nebo úplné zhroucení horních 

dýchacích cest během spánku a vede k pravidelným poklesům hladin kyslíku v krvi. 

Předpokladem této práce je fakt, že OSA nepříznivě ovlivňuje homeostázu glukózy a vede k 

inzulinové rezistenci, glukózové intoleranci a T2DM.  

Diplomová práce je zaměřena na oxidaci volných mastných kyselin v kosterním svalu 

u pacientů s T2DM a OSA, zejména tedy na tři transportéry FFA a to FATP4, CD36 a CPT1 a 

jejich expresi. Objasnění mechanismu zvýšeného výskytu FFA na základě lipolýzy tukové 

tkáně nebo oxidace FFA v kosterních svalech by mohlo sloužit jako vhodný cíl pro určení léčby 

za použití vhodných inhibitorů či stimulátorů. 
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1 Diabetes mellitus 2. typu  

Diabetes mellitus 2. typu (T2DM) spadá mezi hojně se vyskytující onemocnění, jehož 

četnost každým rokem roste. Diabetes se již stal epidemickým zdravotním problémem. V roce 

2014 bylo celosvětově diagnostikováno 422 milionů dospělých trpících T2DM (World Health 

Organization, 2016) a téměř 95 % dospělých s diabetem má diagnózu diabetu 2. typu (Geiss et 

al. 2014). Hlavním problémem veřejného zdraví zůstává, že přibližně 50% těchto případů 

zůstává nediagnostikovaných. T2DM totiž nevyvolává specifické příznaky po mnoho let, 

přičemž detekce je posléze zpožděna a v pokročilém stádiu jsou často již přítomny vážnější 

komplikace (Gong et al. 2009; Maureen I. Harris, PHD et al. 1992). Velmi podstatná je kontrola 

glykémie. Za normální hodnoty se považuje 7,8 – 10,0 mmol/l (ESPEN, 2011), pokud je 

množství glukózy v krvi vyšší než 10 mmol/l, je tento stav již označován za hyperglykémii.  

Jedná se o komplexní metabolickou poruchu, při níž organismus není schopen 

zpracovávat glukózu jako za běžných fyziologických podmínek, a to v důsledku relativního 

nedostatku inzulinu a současné periferní inzulinové rezistence, kdy není možné transportovat 

inzulín do buňky v důsledku desenzitizace receptorů β-buněk pankreatu na inzulín, přestože je 

ho dostatek. Hyperinzulinémie je vlastně proanabolický stav, který vede ještě k dalšímu 

tloustnutí většinou již obézních pacientů. Dochází také ke snížení schopnosti periferních tkání 

přijímat glukózu (DeFronzo et al. 1989). 

Pacienty s T2DM pojí několik společných rizikových faktorů. Mezi nejčastější faktory 

patří nadváha, nedostatek pohybu, nevhodná dieta, stres nebo genetika. Prvotní příznaky 

onemocnění se projevují zvýšenou glykémií, únavou, arteriální hypertenzí, dyslipidémií, 

hyperurikemií nebo hyperlipoproteinémií (American Diabetes 2014). Tyto problémy posléze 

v dlouhodobějším měřítku vedou k nefropatii, renálnímu selhání, neuropatii či retinopatii  

a v nejpokročilejších stádií může docházet až k úplné slepotě nebo nutnosti amputace dolní 

končetiny (Kahn et al. 2014).  

Přestože T2DM je určena především životním stylem a genetickou predispozicí, ke 

zmírnění či prevenci tohoto onemocnění se dá ve velké míře přispět pravidelnou fyzickou 

aktivitou a dodržováním správných stravovacích doporučení. Bylo totiž zjištěno, že mastné 

kyseliny v kombinaci s metabolismem glukózy podporují správnou funkci buněčné membrány, 

enzymovou aktivitu, inzulínovou signalizaci a genovou expresi (Risérus et al. 2009). Důkazy 

naznačují, že nahrazení nasycených tuků a trans mastných kyselin nenasycenými tuky vede ke 
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zvýšení citlivosti na inzulín a je pravděpodobné, že dojde ke snížení rizika vzniku T2DM. 

Zajímavé je, že polynenasycené mastné kyseliny n-6 zvyšují citlivost na inzulín, což se však 

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

Znalost genetiky T2DM se v posledních letech poměrně rozšířila. Méně známá však 

zůstává genová interakce vedoucí ke ztrátě funkce β-buněk. Je možné, že okolní faktory  

a hyperglykémie přispívají k epigenetickým změnám DNA i histonů a modifikují genovou 

expresi v orgánech (Ling & Groop 2009; Keating et al. 2016). Pomocí metabolomiky  

a lipidomiky bylo prokázáno, že aromatické aminokyseliny jsou spojeny s obezitou a T2DM 

(Newgard et al. 2009; Würtz et al. 2012). Z dlouhodobého hlediska by tyto nové přístupy měly 

přispět k identifikaci dalších genů a metabolických markerů, která propojí všechny zatím 

získané poznatky. 

 

1.1 Inzulínová rezistence 

Inzulín je peptidový hormon, který je produkován β-buňkami slinivky břišní, které jsou 

rozptýleny v pankreatu v malých shlucích známých jako Langerhansovy ostrůvky. Inzulín 

umožňuje vychytávání glukózy z krve a její přeměnu na glykogen, který může být uložen  

v játrech či ve svalech. Inzulín může zabránit využití tuků jako zdroje energie. Nejdůležitějším 

úkolem inzulinu je řízení hladiny cukru v krvi (Roy & Parker 2006).  

Inzulín tedy hraje klíčovou roli v metabolismu glukózy a lipidů, a to pomocí 

fosforylovaného inzulínového receptoru (IR), který působí na signální dráhu fosfatidylinositol-

3-kinázy (PI3K), čímž ovlivňuje další biologické procesy (Saltiel & Kahn 2001). S největší 

pravděpodobností souvisí periferní či lokální rezistence na inzulín s abnormální signalizací 

insuline-like growth faktorů, které posléze inhibují signální dráhy PI3K a Akt, což vede 

k dysregulaci metabolismu a funkce cílové tkáně  (Alessi et al. 1997). Výsledky ukazují, že 

dysregulace IR-regulovaného receptoru pro PI3K, Akt, mitogenem aktivované protein kinázy 

(MAPK) a ERK signální dráhy je silně spojena s inzulínovou rezistencí (Zhang et al. 2016).  

Inzulínovou resistenci klinicky obvykle chápeme jako poruchu IR v metabolizmu 

glukózy, ačkoli rezistence se může týkat i dalších účinků inzulinu, například metabolizmu tuků 

a bílkovin, efektu proliferačního či mitogenního nebo vlivu na sekreci vazoaktivních a 

trofických faktorů (Li & Shao 2014). Kvantitativně nejvýznamnější část osob s poruchou IR 

tvoří osoby s metabolickým syndromem (MS). Definice MS představuje soubor klinických, 
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biochemických a humorálních odchylek, které vznikají v souvislosti s poruchou účinku inzulinu 

v metabolizmu glukózy (viz Obrázek 1) (Iso et al. 2007). Klinický význam MS spočívá ve 

zvýšení rizika rozvoje aterosklerózy a výskytu kardiovaskulárních komplikací, zvýšení celkové 

morbidity, mortality a rizika vzniku některých nádorů, například karcinomů tračníku, prostaty 

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

Inzulínová rezistence je tedy definována jako necitlivost vůči inzulínu, přičemž cílová 

tkáň vyžaduje zvýšené hladiny inzulínu, aby byla schopna vykonat adekvátní reakci (Musso et 

al. 2004). V případě T2DM se jedná o nedostatek relativní. Inzulínová rezistence v diabetickém 

stavu urychluje lipolýzu a uvolňuje volné mastné kyseliny a glycerol do oběhu (Groop et al. 

1989). Dále má vliv na tukovou tkáň a metabolismus lipidů, přičemž pacienti s T2DM mají 

problém s udržením stálé hladiny glukózy, čímž se zvyšuje koncentrace volných mastných 

kyselin v plazmě kvůli zvýšené hydrolýze triacylglycerolů ve srovnání se zdravými jedinci. 

Tyto kyseliny působí na metabolismus sacharidů a jejich množství se ve svalové tkáni sníží. 

Tímto dochází k zvýšení hladiny glukózy v krvi a pankreas produkuje výrazně větší množství 

inzulinu, než za běžných podmínek (Charles et al. 1997; Reaven et al. 1988).  

Klíčovým regulátorem lipidového metabolismu je gen Lipin-1, přičemž pokud dojde 

k jeho mutaci, dochází k rozvoji inzulínové resistence. Upregulace Lipin-1 v myotubulech 

siRNA je během transfekce potlačena účinkem inzulínu. V souladu se snížením Lipin-1 exprese 

byla pozorována i palmitátem vyvolaná inzulínová rezistence v myotubulech, přičemž Lipin-1 

by mohl hrát roli v etiologii inzulínové rezistence v kosterním svalu. Lipin-1 snižuje 

intracelulární množství diagylglycerolů a triacylglycerolů. Snížení inzulínem stimulované 

fosforylace serin/threoninové kinázy (Akt) a vychytávání glukózy způsobené downregulací 

Lipin-1, by mohlo vést ke kumulaci ceramidu, což také přispívá k rozvoji inzulínové rezistence 

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

 

1.2 Glukózová homeostáze 

Glukóza je důležitým substrátem pro výrobu energie ve všech buňkách savců. 

Homeostáze glukózy je primárně dosažena pomocí dvou regulačních hormonů, a to inzulinu a 

glukagonu, které řídí míru využití a produkce glukózy. U zdravého člověka je správná 

koncentrace glukózy udržována pomocí regulace glukózových transportérů (GLUT) vedoucích 

substrát do β-buněk Langerhansových ostrůvků pankreatu. Buňky následně syntetizují glukózu 

z glukoneogenních prekurzorů a uvolní ji do krevního oběhu prostřednictvím GLUT 

transportérů v bazolaterální membráně (Amalan et al. 2016). Tuk a sval patří mezi inzulin-

senzitivní tkáně, proto zde dochází k transportu glukózy přes GLUT4 transportér, který umožní 

transport do buňky až po navázání inzulínu na inzulínový receptor. Oxidace pankreatické 

glukózy stimuluje sekreci inzulínu mechanismem depolarizace membrány a uzavřením 

draslíkových kanálů, což vede k aktivaci napěťově závislých kanálů pro vápník a k exocytóze 

inzulinu (Hehemann et al. 2010).  
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Glukózová homeostáze je udržována rovnováhou mezi dvěma metabolickými procesy 

a to glykolýzou a glukoneogenezí. Glykolýza je metabolický proces odehrávající se v cytosolu,  

kdy dochází k přeměně jedné molekuly glukózy na dvě molekuly pyruvátu za čistého výtěžku 

dvou molekul ATP a dvou molekul NADH. Glukoneogeneze je de novo syntéza glukózy  

z nonkarbohydrátových prekurzorů, jako je pyruvát, laktát, glycerol a glukoneogenní 

aminokyseliny (Gerich 1993). Jedná se o souhru reakcí, při níž dochází k syntéze glukózy  

v játrech a při hladovění také v ledvinách, pokud dojde k vyčerpání zásob glykogenu (Landau 

et al. 1996). Právě ledviny mohou významně přispět k hyperglykemii v diabetického stavu.  

Zajímavé je, že renální kortikální tkáň přednostně využívá energii z β-oxidace mastných 

kyselin (Hohenegger et al. 1973). β-oxidační produkty mastných kyselin, tedy acetyl koenzymu 

A a octan, nejsou sice glukoneogenní prekurzory, ale zvýšený výskyt mitochondriálního acetyl-

CoA může alostericky aktivovat pyruvátkarboxylázu, tedy enzym glukoneogenní dráhy  

v játrech (Krebs et al. 1965; Ballard et al. 1970). Byla prokázána zvýšená exprese 

glukoneogenních enzymů, zvláště fosfoenolpyrohroznanové karboxykinázy a glukózy-6-

fosfatázy a také zrychlené uvolňování glukózy, jak v izolovaných buněk proximálního tubulu, 

tak v ledvinách diabetických zvířecích modelů a pacientů s diabetem. Bylo totiž zjištěno,  

že nevhodnou aktivací renin-angiotensinového systému dochází ke zvýšení renální 

glukoneogeneze v diabetickém prostředí. Některé studie prokázaly, že pokud by se podařilo 

plně ovlivnit metabolismus glukózy na renální úrovni, mohla by být ovlivněna glykémie u obou 

typů diabetu, což by mohlo vést k významným terapeutickým a léčebným postupům (Swe et al. 

2018).  

Metabolismus glukózy dále zahrnuje tzv. Randlův cyklus, což je biochemický 

mechanismus konkurence mezi glukózou a MK pro jejich oxidaci a příjem ve svalové a tukové 

tkáni. Cyklus vychází z interakce mezi tukovou tkání a svalem. Hormony regulující lipolýzu 

tukové tkáně (adrenalin, noradrenalin, glukagon a adrenokortikotropní hormon) ovlivňují 

koncentraci mastných kyselin, které zase řídí příjem substrátu do svalu (viz. Obrázek 2). Cyklus 

je přímo ovlivnitelný složením nutrientů ve stravě (Bevilacqua et al. 1990).  

Několik studií na zvířatech popsalo význam expozice intermitentní hypoxii, jakožto 

faktor poškozující homeostázu glukózy v celém těle, snižující citlivost k inzulín, zvyšující 

vychytávání glukózy ze svalů a současně zvyšující hladinu glukózy v krvi nalačno. V játrech 

posléze dochází ke snížení senzitivity vůči inzulínu z pankreatických β-buněk, což bylo 

potvrzeno i u lidí (Polak et al. 2013; Yokoe et al. 2008; Xu et al. 2009; Yester et al. 2012; Louis 
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& Punjabi 2009). Přestože jsou epidemiologické souvislosti mezi OSA a poškozeným 

metabolismem glukózy již potvrzeny, molekulární mechanismy spojující OSA s narušenou 

homeostázou glukózy nejsou dosud příliš známy (Polotsky et al. 2003). 

 

Obrázek 2: Randlův cyklus – cyklus glukózy a MK v kosterním svalu 

(http://www.sanquis.cz/index2.php?linkID=pls79&kat=2) 

 

2 Syndrom obstrukční spánkové apnoe 

Syndrom obstrukční spánkové apnoe (OSAS) je převážně spánková porucha dýchání  

s prevalencí 5-15% v celkové populaci, která způsobuje opakované částečné nebo úplné 

zhroucení horních dýchacích cest během spánku a vede k pravidelným poklesům hladin kyslíku 

v krvi. Literatura popisuje několik příčin choroby. Hlavním důvodem je snížení expanzních sil 

dilatačních svalů faryngu. Dalšími popsanými příčinami jsou poruchy měkké tkáně, jako je 

makroglosie nebo hypertonie tonsil (Johns 2007). Syndrom je častější u obézních lidí, kde 

akumulace tuku v oblasti krku způsobuje zúžení dýchacích cest v okolí hltanu, čímž  

se zmenšuje průchod pro vzduch (Davies et al. 1992).  

Cykly poklesu hladiny kyslíku se opakují několikrát za hodinu, což velmi výrazně 

narušuje spánek (Rosen 1996). Během spánku dochází ke krátkým a intenzivním nádechům a 
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výdechům, přičemž tento příznak souvisí s vysokým krevním tlakem a zvýšenou srdeční 

frekvencí (Reinke et al. 2011). Mezi denní příznaky patří ospalost, bolesti hlavy, apatie, 

deprese, problémy s koncentrací a ztráta paměti (Shekelle et al. 2015; Patil et al. 2007). V době 

spánku dochází ke kolísání hladiny FFA, glukózy, inzulínu, triglyceridů a kortizolu, v důsledku 

intermitentní hypoxie, přičemž po probuzení se jednotlivé hladiny opět normalizují. Tento fakt 

je velmi znepokojivý, když si uvědomíme, že spánkem strávíme přibližně třetinu svého života 

(Mendelson 1992).  

Předchozí výzkum identifikoval OSA jako nezávislý rizikový faktor pro hypertenzi, 

kardiovaskulární onemocnění a mrtvici (Unruh et al. 2009). Plicní hypertenze je další 

kardiovaskulární komplikací u pacientů s OSA. Pacienti s OSA prokazují cyklické zvýšení 

plicního arteriálního tlaku, který se shoduje s apnoickými cykly, což je do značné míry přičítáno 

akutní hypoxické plicní vazokonstrikci (Sajkov & McEvoy 2009; Schäfer et al. 1998). Nedávné 

studie naznačují, že obstrukční spánková apnoe je také spojena s nesnášenlivostí glukózy, 

inzulínovou resistencí a T2DM (Tasali et al. 2008). Endokrinní a metabolické funkce tukové 

tkáně jsou výrazně modifikovány hladinami kyslíku ve tkáních. Snížení hladiny O2 ve tkáních 

zvyšuje lipolýzu, snižuje adipogenezi a indukuje inzulínovou rezistenci v tukové tkáni 

(Trayhurn & Alomar 2015). Avšak při trvalé hypoxii tukové tkáně u obézních osob s OSA byly 

zjištěny opakované poklesy hladiny kyslíku v artériích, které dále indukují tkáňově specifické 

změny okysličení orgánů (Reinke et al. 2011).  

OSA se vyskytuje také u dětí, a to s četností 1-3 % celkové populace dětí a u přibližně 

50 % dětí s rozštěpem rtu nebo patra (Redline et al. 1999). Nediagnostikovaná nebo neléčená 

obstrukce dýchacích cest bývá spojována s poruchami učení a behaviorálními problémy jako je 

hyperaktivita a agrese. Následky zahrnují také vývojové vady, zpomalený růst a 

kardiovaskulární nemoci (Lehmann et al. 2012). 

Při léčbě OSA, je třeba nejprve klást důraz na behaviorální změny ze strany pacientů, 

včetně přijetí pravidelného režimu spánku a zajištění dobrého prostředí pro přiměřený spánek.  

Za druhé by se mělo zabránit konzumaci alkoholu a kouření. V tomto kontextu kouření zvyšuje 

zánět horních cest dýchacích a znamená větší riziko chrápání (Saavedra Santana et al. 2013). 

Spotřeba alkoholu je totiž spojena s prodloužením trvání apnoe, arteriální desaturací  

a narušením spánku (Ovchinsky et al. 2002).  

Největší úspěch zatím sklidil ventilační režim s názvem continuous positive airway 

pressure (CPAP). V rámci této léčby má pacient na obličeji během spánku masku a je připojený 
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ke stroji, který nepřetržitě přivádí vzduch do dýchacích cest. To zvyšuje tlak vzduchu v hltanu 

a vzdušná síla měkkého patra se pohybuje dopředu proti jazyku a horní dýchací cesty tak 

zůstávají pod tlakem a nedochází k jejich kolapsu. Tato technika sice vyžaduje značné úsilí ze 

strany pacienta, ale bylo prokázáno, že u většiny pacientů se snížil apnoe/hypopnoe index (AHI) 

na méně než 5 cyklů zmíněných obtíží za hodinu, což vedlo ke zvýšení kvality spánku a lepším 

kardiovaskulárním výsledkům.  

Bylo ověřeno, že používání CPAP také snižuje denní plicní arteriální tlak a hypertenzi  

u pacientů s OSA bez významného onemocnění srdce a plic nebo denní hypoxie (García-Río et 

al. 2006; Sajkov & McEvoy 2009). Přestože je CPAP velmi účinný, problém zůstává 

v náročnosti zařízení a poměrně malé procento pacientů je schopno přístroj používat celý život 

(Naughton et al. 2003). V takovém případě je třeba zvážit vážnost onemocnění, a zda by nebyl 

adekvátní chirurgický zákrok (Aurora et al. 2010).  

 

2.1 Oxidace volných mastných kyselin  

V poslední době se zvýšil zájem o pochopení role cirkulujících FFA jako možného 

mediátoru poškození glukózové homeostázy u pacientů s OSA. Bylo dokázáno, že intermitentní 

hypoxie vede ke zvýšení hladiny FFA a plasmatické glukózy (Newhouse et al. 2017) a pokud 

je hypoxie dlouhodobá, dochází v důsledku zvýšené plazmatické hladiny FFA a zhoršené 

funkce pankreatických β-buněk (Yaney et al. 2000) k inzulínové resistenci ve svalové a jaterní 

tkáni (Randle et al. 1963). Dodatečně dochází ke snížení inzulínové sekrece, což kauzálně 

přispívá k rozvoji T2DM (Boden 1969).  

Plazmatické množství FFA je určeno rovnováhou mezi FFA uvolňovaných z tukové 

tkáně (převážně lipolýzou) a vychytávání či oxidací FFA v játrech a ve svalové tkáni (Boden et 

al. 1994). Ačkoli příčina zvýšení FFA u pacientů s OSA zůstává poněkud neznámá, předchozí 

pokusy prokázaly, že hypoxie stimuluje lipolýzu adipocytů in vitro, stejně tak u myších modelů 

(Weiszenstein et al. 2016; Weiszenstein et al. 2016). Dalo by se tedy předpokládat, že snížení 

oxidace FFA v kosterním svalu během hypoxie může přispět ke zvýšené cirkulaci FFA nebo 

přímo měnit intracelulární signalizaci inzulínu v myocytech.  

Podobně jako se na oxidaci FFA v kosterním svalu podílí aktivace regulátorů genové 

exprese PPAR-β/ϭ, i v tomto případě dochází k oxidace díky výskytu specifických transportérů 

mastných kyselin (MK) (Yu et al. 2004). Logicky by tedy nižší akumulace intramyocelulárních 
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lipidů vedla ke snížení exprese transportérů MK v kosterním svalu a v játrech (Dyck et al. 2007; 

Fulgencio et al. 2002). Ke snížené expresi genů u zvířecích modelů pro zkoumané transportéry 

MK, tedy pro SCL27A4/FATP4 a CD36, dochází pouze v podmínkách silně hypoxických, 

nikoli však za mírné hypoxie. Genetická exprese klíčového regulátoru oxidace FFA, tedy CPT1 

nebyla hypoxií nijak ovlivněna (Musutova et al. 2018).  

 

2.2 Svalová hypoxie 

Kyslík je nezbytný pro fungování aerobního metabolismu savců. V případě, že je 

organismus vystaven přítomnosti nižšího procenta kyslíku, než je běžné, označujeme tento stav  

za hypoxický. Mezi příčiny vzniku hypoxie patří hypoxémii (snížení obsahu kyslíku v krvi  

a změna tlaku) nebo snížený přísun či příjem kyslíku (MacIntyre 2014). 

V případě kdy byly hlodavci vystaveni krátké hypoxii, se setkáváme s 

kardiovaskulárními a metabolickými obtížemi, které jsou podobné obtížím pacientů s OSA 

(Kanagy 2009; Brooks et al. 1997). OSA je obecně spojována s výskytem hypertenze, 

onemocnění periferních cév, mrtvicí a infarktem myokardu (Lesske et al. 2012). Bylo zjištěno, 

že i velmi krátká expozice intermitentní hypoxii (IH) třikrát denně po dobu jednoho měsíce 

indukuje u krys hypertenzi a dochází ke zvýšení středního arteriálního tlaku. Jedna ze studií 

prokázala, že arteriální krevní tlak zůstává zvýšený i po ukončení indukce krátkých 

hypoxických expozic. Několik týdnů po IH expozici dochází k rozvoji arterosklerózy, 

vaskulárním remodelacím a dyslipidémii (Lesske et al. 2012).  

Studie u hlodavců vystavených IH naznačují zvětšení karotidového tělíska ve snaze 

reagovat na hypoxický stav, což by mohlo přispět k již získaným poznatkům v souvislosti 

s OSA a vývojem hypertenze (Guillermet et al. 2007). Studie obsahující účinek antioxidantů 

pojednávají o dopadu reactive oxygen species (ROS) na nervovou aktivitu. Tyto funkční změny 

způsobené zvýšeným množstvím ROS mohou přispět k přetrvávající reflexní aktivaci 

sympatických nervů během IH a spánkové apnoe (Rey et al. 2006). Na rozvoji hypertenze 

během IH se podílejí kromě ROS a centrálního či sympatického nervového systému (Row et al. 

2003; Brindeiro 2013) také další faktory, jako například angiotensin II (Fletcher et al. 1999)  

a endotelin 1 (Kanagy et al. 2012). Právě výskyt ROS by mohl být hlavním indikátorem pro 

vznik hypertenze a zhoršení stavu OSA během IH. Toto tvrzení se ukazuje jako velmi 

pravděpodobné vzhledem k tomu, že ROS je zvýšena u hlodavců udržovaných v IH (Peng et 

al. 2006; Row et al. 2003) a v leukocytech u pacientů s OSA (Dyugovskaya et al. 2002).  
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Předmětem zkoumání působení hypoxie na organismus se stal také hypoxií 

indukovatelný faktor (HIF-1). HIF-1 je heterodimerní transkripční faktor, jehož podjednotka 

obsahuje ubikvitin degradační proteazomální doménu (Wang & Semenza 1992; Semenza et al. 

2007). HIF-1 je hlavním regulátorem kyslíkové homeostáze uvnitř buněk a zprostředkovává 

zvýšení glykolýzy a anaerobního metabolismu za hypoxického stavu přes downregulaci 

mitochondriální spotřeby kyslíku (Denko et al. 2006). Během normoxie způsobuje Von  

Hippel-Lindau tumorový supresor rychlou degradaci HIF-1. Při hypoxii je však zabráněno 

degradaci proteinu HIF-1 v důsledku inhibice a jeho hladina se zvyšuje (Huang et al. 1996; 

Kallio et al. 1997), přičemž dochází k vazbě na regulační oblasti genů jako je erytropoetin nebo 

vaskulární endoteliální růstový faktor a k regulaci jejich exprese (Yang et al. 2002). 

 

2.3 Souvislost mezi T2DM a OSA 

Celková prevalence OSA u pacientů s T2DM je velmi vysoká. Celkově studie prokázali,  

že u pacientů s T2DM je výskyt OSA mnohem častější než u pacientů, kteří diabetem netrpí, 

přičemž vždy závisí na studované populaci a závažnosti OSA (Meslier et al. 2003; Reinke et al. 

2011). Zdá se, že dalším kritériem je také pohlaví, protože bylo zjištěno, že T2DM se s vysokou 

prevalencí vyskytuje zejména u žen trpících OSA (Celen et al. 2010). Jiná studie prokázala, že 

pravděpodobnost vzniku T2DM se zvyšuje v případě, že pacienti trpí vážnou formou OSA a 

silnou nespavostí (Heitman et al. 2009). Intermitentní hypoxie je spojována se zvýšeným 

rizikem vzniku T2DM stejně jako obezita, nedostatek pohybu či špatný způsob stravování 

(Muraki et al. 2010). Hypoxické podmínky a fragmentace spánku vedou k metabolickým 

změnám a v důsledku toho právě až k T2DM a glukózové intoleranci (viz Obrázek 3).  

Jako další otázka se nabízí fakt, zda neléčená OSA nepříznivě ovlivňuje glykémii u 

pacientů s T2DM. Bylo ověřeno, že noční glykémie u obézních jedinců s T2DM a OSA je o 

38% vyšší než u pacientů bez OSA. OSA se tedy podílí na vysokých glykemických hodnotách 

u pacientů s diabetes, přičemž tento fakt vzbuzuje v poslední době vysoký zájem o nové 

přístupy léčení OSA na základě regulace hladiny glukózy v krvi (Fendri et al. 2011).  

OSA také souvisí s inzulínovou resistencí a intolerancí glukózy. Celkově jsou poruchy 

glukózové tolerance vyšší u pacientů, kteří trpí T2DM i OSA, než u pacientů pouze s T2DM 

přibližně o 50% (Tamura et al. 2008). Ve studii, kde bylo k dispozici téměř 600 mužských 

subjektů, intolerance glukózy a inzulínová resistence exponenciálně rostly se závažností OSA 
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(Meslier et al. 2003).Velmi podobné výsledky posléze přinesla studie, ve které bylo naopak 

k dispozici 400 ženských subjektů (Young et al. 2002). Citlivost na inzulín byla také testována 

pomocí intravenózního glukózového tolerančního testu a bylo zjištěno, že pacienti s OSA 

vykazovali výraznější snížení citlivosti na inzulín v závislosti na závažnosti OSA oproti 

zdravým jedincům (Punjabi & Beamer 2009).  

Závěrem stojí za zmínku také fakt, že OSA nepostihuje pouze osoby trpící obezitou 

nebo starší jedince. Přítomnost OSA ovlivňuje také metabolismus zdravých, štíhlých a mladých 

osob. Byly porovnávány dvě skupiny mužů bez potíží se zvýšeným krevním tlakem. První 

skupina byli muži trpící OSA a druhá skupina byli muži bez přítomnosti OSA. Skupina mužů 

s OSA vykazovala o 27% nižší citlivost k inzulínu a o 37% vyšší celkovou sekreci inzulínu,  

než skupina bez OSA i přes srovnatelné hladiny glukózy (Pamidi et al. 2012).  

Celkově je tedy již ověřeno, že OSA má souvislost s rozvojem T2DM právě kvůli 

vyvolávání resistence vůči inzulínu a také kvůli neschopnosti trvale udržet normální hladinu 

glukózové homeostáze. OSA může být rizikovým faktorem pro vznik T2DM i u jedinců 

štíhlých, mladých a zdravých, nikoli pouze u osob starším, obézních a špatně se stravujících, 

přičemž faktem stále zůstává, že právě centrální typ obezity, tedy osoby se zvýšeným podílem 

procenta tuku v oblasti břicha jsou skupinou zřejmě nejvíce ohroženou.     

 

Obrázek 3 – Mechanismus OSAS vedoucí ke vzniku T2DM a glukózové intoleranci 
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3 Transportéry mastných kyselin 

Transportní proteiny mastných kyselin jsou rodina proteinů sloužících k absorpci a 

aktivaci mastných kyselin. Nadměrné vychytávání mastných kyselin s dlouhým řetězcem 

(LCFA) vede k jejich akumulaci v buňkách, což přispívá k lipotoxicitě a sekundárně k rozvoji 

metabolických onemocnění, jako je obezita, ateroskleróza nebo diabetes a může posléze vést 

až k rozvoji srdečních onemocnění a ischemické mrtvice (Kuliczkowska-Płaksej et al. 2006). 

Po vstupu do buňky jsou LCFA vychytávány pomocí proteinů vázajících mastné 

kyseliny (FABP), které jsou pak v závislosti na potřebě buňky rozdistribuovány do místa určení, 

ať už za účelem oxidace v mitochondriích a peroxizomech nebo skladování (hlavně 

esterifikovaných) mastných kyselin v endoplazmatické retikulu a cytoplazmě (Harasim et al. 

2008). Mastné kyseliny jsou po rozpoznání pomocí FABP přijímány do buněk, kde dále 

katalyzují tvorbu koenzymu A, dalších mastných kyselin s dlouhým řetězcem nebo žlučových 

kyselin. K příjmu mastných kyselin i enzymatické aktivitě přispívá také fenotyp daného 

transportéru. 

Transportéry MK usnadňují translokaci LCFA v adipocytech, hepatocytech, v srdečních 

a kosterních myocytech, kde jsou LCFA důležitým substrátem pro výrobu energie (Febbraio et 

al. 2001). Delece transportérů CD36 a CPT1 způsobují funkční defekty v tukové či svalové 

tkáni, játrech, kůži nebo ve střevě (Schwenk et al. 2010). Nedávné experimenty jasně stanovily 

FATP4 jako regulační transportér mastných kyselin jak v tukové tkáni, tak ve svalovině a určily 

důležitost jejich role v udržení energetické homeostáze, termogeneze a rezistence na inzulín 

(Lenz et al. 2011).  

 

3.1 CD36 

Translokáza mastných kyselin, destičkový glykoprotein 4 neboli cluster of 

differentiation 36 (CD36) je plazmatický membránový glykoprotein o hmotnosti 78 až 88 kDa 

kotvený k membráně přes dva hydrofobní segmenty umístěné na obou N- a C-koncových 

oblastech (Pioltine et al. 2017; Ramos-Lopez et al. 2016). Protein má dvě transmembránové 

domény s velkou extracelulární oblastí, která obsahuje úsek vázající ligand a dvě krátké 

cytoplazmatické úseky na N-konci a C-konci (Armesilla & Vega 1994; Vega et al. 1991). 

Extracelulární smyčka obsahuje oblasti, které vážou hydrofobní ligandy jako například 

cholesterol a mastné kyseliny (Neculai et al. 2013).  
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Je exprimován v monocytech, na makrofázích, krevních destičkách, mikrovaskulárních 

endoteliálních buňkách, erytroblastech, adipocytech a epitelu mléčných žláz (Choquet et al. 

2011; Heni et al. 2011; Pioltine et al. 2017). CD36 je dále přítomen na povrchu dendritických 

buněk a také buněk srdečního, kosterního a hladkého svalstva. V buňce se nejvíce vyskytuje 

v Golgiho aparátu a v plasmatické membráně. Jedná se o membránový receptor exprimovaný 

na široké škále lidských buněk.  

Polymorfismy CD36 jsou údajně spojovány s vnímáním tuků v ústech, příjmem potravy 

a metabolickými poruchami (Fujii et al. 2019). CD36 obsahuje multifunkční receptor s 

nezávislou schopností vazby tří hlavních tříd ligandů, a to modifikovaných fosfolipidů, LCFA 

a proteinů obsahujících strukturní domény homologů trombospondinu (Li et al. 2010; Febbraio 

et al. 2001; Kuliczkowska-Płaksej et al. 2006). Má schopnost vázat oxidovaný lipoprotein o 

nízké hustotě (oxLDL) po rozpoznání pomocí lipidových složek, zejména negativně nabitých 

fosfolipidů. Nedostatek lipidové složky oxLDL inhibuje jejich vychytávání receptorem CD36 

a v důsledku toho snižuje akumulaci lipoproteinů v makrofázích (Kuliczkowska-Płaksej et al. 

2006). CD36 dále působí 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 buňky (Ren et al. 1995; Savill et al. 1992).  

Mutace v CD36 genu jsou spojovány s poruchami transportu plasmatických mastných 

kyselin a triglyceridů, což jsou rizikové faktory pro metabolické poruchy zahrnující inzulínovou 

rezistenci (Ma et al. 2004).  

Exprese genu CD36 je převážně kontrolována lipogenním transkripčním faktorem 

PPARy, jaterním X receptorem (LXR), nukleárním receptorem pro těhotné X (PXR) a 

testikulárním sirotčím jaderným receptorem 4 (TR4) (Xie et al. 2009; Febbraio et al. 2001). 

PPARy a CD36 mezi sebou mají pozitivní zpětnou vazbou, tudíž zvýšená aktivita PPARy vede 

ke zvýšené expresi CD36 v makrofázích (Han et al. 1999). Studie z posledních let navíc ukazují, 

že PPARy přímo ovlivňuje expresi CD36 a zprostředkovává vychytávání oxLDL v monocytech 

(Han & Sidell 2002). Dalším faktorem regulující expresi receptoru CD36 jsou lipoproteiny s 

vysokou hustotou (HDL). Při vyšších koncentracích HDL dochází ke snížení exprese CD36 

zvýšením fosforylace PPARy. Exprese CD36 je dále zvýšena prozánětlivým účinkem cytokinů, 

což vede k akumulace oxLDL (Huang et al. 1999; Han et al. 1999). Exprese CD36 může být 

naopak snížena pomocí transformace růstového faktoru beta, prostřednictvím fosforylace 

MAPK nebo fosforylací PPARy (Han et al. 2000).  
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U pacientů s chronickým onemocněním ledvin je CD36 exprese stimulována 

hyperlipidemií a hyperglykémií. Jedná se zejména o pacienty s diabetickou nefropatií (Herman-

Edelstein et al. 2013; Wculek & Malanchi 2015). CD36 se zároveň podílí na regulaci hladiny 

energie přes mitochondriální β-oxidaci mastných kyselin, která je hlavním zdrojem renální 

produkce ATP (Pein & Oskarsson 2015). 

CD36 je v posledních letech také výrazněji zkoumána z hlediska vývoje rakoviny. Bylo 

zjištěno, že CD36 způsobuje téměř úplnou inhibici metastáz v imunodeficientních myších 

modelech lidského karcinomu, bez vedlejších účinků. Inhibice CD36 zhoršuje metastázy 

především, co se týče melanomu a karcinomu prsu. Naprosto opačný efekt má CD36 v oblasti 

lymfatických uzlin, kdy se po jeho deleci výrazně zmenšila velikost metastáz ve všech 

nádorových liniích. Zvýšený metastatický potenciál se vyskytoval u myší s vysokým obsahem 

tuků ve výživě, což naznačuje, že exprese CD36 je citlivá na zvýšenou koncentraci mastných 

kyselin (Pascual et al. 2017). 

 

3.2 CPT1 

Karnitin palmitoyltransferáza 1 (CPT1) je transportér mastných kyselin s dlouhým 

řetězcem o hmotnosti 88 kDa, který je klíčový při transportu karnitinu přes vnitřní membránu 

mitochondrií. Acyl-CoA je mastná kyselina s dlouhým řetězcem vyžadující CPT1 pro vstup do 

mitochondrií a následnou β-oxidaci. β-oxidace vyžaduje speciální proteinovou asociaci, 

karnitin palmitoyltransferázový systém, který reverzibilně katalyzuje vznik palmitoylkarnitinu 

a CoA-SH z palmitoyl-CoA a karnitinu. Malonyl-CoA je meziproduktem prvního kroku při 

syntéze FA, který je obvykle odvozený od glukózy a CPT1 je jím pevně regulován jakožto 

svým fyziologickým inhibitorem (Thampyz 1989). CPT1 obsahuje N- a C-terminálních 

doménu, které jsou klíčové pro aktivitu a citlivost malonyl-CoA na cytosolické straně vnější 

mitochondriální membrány (Woldegiorgis et al. 2005). 

Genová rodina CPT zahrnuje více subtypů tohoto genu. Například CPT1A je 

exprimován zejména ve svalech, jaterní tkáni, ledvinách, plicích, slezině, střevech a v mozku, 

přičemž CPT1B je exprimován zejména v srdci, hnědé tukové tkáni a ve svalech (Mcgarry et 

al. 1983). V játrech kontroluje CPT1 tok mastných kyselin prostřednictvím esterifikace (Louet 

et al. 2005).  CPT1 ovlivňuje metabolismus v srdci, játrech a pankreatických β-buňkách, které 

se jeví jako potenciální cíl pro léčbu metabolických poruch jako je právě diabetes mellitus nebo 

koronární srdeční onemocnění (Rufer et al. 2006).  
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Geny CPT výrazně podléhají dietní a hormonální regulaci ve tkáních s vysokým 

využitím mastných kyselin jako je právě srdce, sval a játra. V dospělých játrech je kapacita 

oxidace mastných kyselin v mitochondriích převážně regulována na úrovni exprese genu CPT1 

v odezvě na různé fyziologické nebo patologické podněty jako je půst, vysoké množství tuků 

ve stravě, indukce diabetes nebo léčba peroxizomálními či mitochondriálními proliferujícími 

činidly, přičemž všechny tyto podněty vedou ke zvýšení transkripce CPT1 mRNA (Louet et al. 

2005). Během hladovění klesá hladina malonyl-CoA, nedochází k účinné inhibici CPT1, což 

vede ke zvýšení oxidace LCFA a následně ke ketogenezi. Některé inhibitory CPT1 by mohly 

být použity jako potenciální antidiabetická činidla (Cutrona et al. 2018; Rufer et al. 2006).  

CPT1 má také význam v termogenezi hnědé tukové tkáně (BAT). Bylo zjištěno, že při 

inhibici CPT1 receptoru dochází k zastavení leptinem indukované BAT a testovaná zvířata 

zvyšují svou tělesnou hmotnost. Tyto poznatky by mohly být posléze využity pro léčbu obezity 

(Perpinyà et al. 2018). 

 

3.3 FATP4 

Transportní protein 4 pro mastné kyseliny FATP4 (SLC27A4) o hmotnosti 72 kDa je 

členem rodiny transportních proteinů mastných kyselin (FATP), tedy skupiny evolučně 

konzervovaných proteinů, které se podílí na buněčné absorpci a metabolismu mastných kyselin 

s dlouhým a velmi dlouhým řetězcem (Kuo et al. 2018). FATP4 byl poprvé nalezen na apikální 

straně zralých enterocytů, přičemž bylo prokázáno, že se jedná o důležitý transportér mastných 

kyselin s dlouhým řetězcem napříč plazmatickou membránou (Stahl et al. 1999). Metabolismus 

mastných kyselin zahrnuje několik drah včetně transportu mastných kyselin, syntézy de novo  

a oxidace mastných kyselin (Wu et al. 2013). FABP je skupinou proteinů, které vážou mastné 

kyseliny s dlouhým řetězcem a podílejí se na usnadnění transportu a příjmu lipidů (Liu et al. 

2011).  

FATP4 mRNA je nejvíce exprimována v tenkém střevě, mozku, kosterních svalech, 

ledvinách, játrech, kůži a srdci. Aktivita proteinu FATP4 je lokalizována v organelách jako jsou 

mitochondrie, peroxizomy, endoplazmatické retikulum nebo také v plasmatické membráně. 

FATP4 má potenciální význam zejména v kůži, přičemž jeho defekty zde přispívají k rozvoji 

kožních onemocnění (Lenz et al. 2011; Stahl et al. 1999).  
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Transfekce FATP4 cDNA do buňky vedla k dvojnásobnému zvýšení syntetázy 

palmitoyl-CoA a pětinásobnému zvýšení syntetázy lignoceroyl-CoA, což ukazuje, že gen 

FATP4 kóduje acyl-CoA syntetázu se substrátem specifickým pro biaty mastných kyselin s 

velmi dlouhým řetězcem (Herrmann et al. 2001).  

Byla pozorována relativně vysoká exprese FATP4 v tkáních karcinomu prsu ve srovnání 

s normálními prsními tkáněmi (Zhao et al. 2017; Pascual et al. 2017).  
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4 Cíle diplomové práce 

Cílem práce bylo zjistit, zda přítomnost OSA u nediabetických subjektů a pacientů s diabetes 

mellitus 2. typu vede k poruchám v metabolismu volných mastných kyselin a lipidů v kosterním 

svalu. Experimenty mají dokázat, že pacienti s OSA a T2DM mají zvýšené množství 

intramyocelulárních triglyceridů v kosterních svalech ve srovnání s pacienty trpící pouze OSA 

nebo se zdravými kontrolami. Dalším cílem je prokázat, že genová exprese klíčových 

regulačních enzymů, transportérů MK, řídících příjem a využití volných mastných kyselin bude 

nejnižší u pacientů s OSA a T2DM ve srovnání s pacienty s OSA a se zdravými kontrolami. 

Testovali jsme následující hypotézy:  

1) Přítomnost OSA nevede k rozdílné genové expresi 

2) Přítomnost OSA nevede k rozdílné proteinové kvantitě 

3) Přítomnost OSA nevede k rozdílné oxidaci palmitátu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19  

  

5 Materiál a metody 
 

5.1 Projekt FAMOSA a informace o pacientech 

Subjekty byly přijímány prostřednictvím doporučení od spolupracujících lékařů  

a prostřednictvím místní mediální reklamy. Pacienti byli rekrutováni do čtyř skupin takto: 

pacienti s T2DM a mírnou nebo žádnou obstrukční spánkovou apnoe (T2DM), pacienti s T2DM 

a těžkou obstrukční spánkovou apnoe (T2DM+OSA), pacienti trpící obstrukční spánkovou 

apnoe (OSA) a zdravé kontroly bez OSA nebo T2DM. Kritéria zahrnutí byla stanovena na 18 

až 85 let věku a index tělesné hmotnosti (BMI) na 22 až 40 kg/m2. Závažnost OSA byla 

stanovena limitovanou spánkovou polygrafií, která byla provedena jako domácí spánková 

studie. T2DM byl diagnostikován na základě kritérií Evropské asociace pro studium diabetu 

(EASD). Důležité je, že ze studie byli vyřazeni všichni pacienti s akutním onemocněním, 

dekompenzovaným chronickým onemocněním, srdeční nebo renální insuficiencí či pacienti, 

kteří užívali léky ovlivňující lipolýzu. Zároveň nesměla být u pacientů změna tělesné hmotnosti 

větší než 5 kg za poslední 3 měsíce. Všichni účastníci dali písemný informovaný souhlas před 

účastí ve studii. Studie byla zaregistrována v ClinicalTrials.gov (číslo NCT02683616) a 

schválena Etickou komisí Fakultní nemocnice Královské Vinohrady v Praze. 

Byla provedena studie spánku. Záznamy spánku byly prováděny za použití zařízení typu 

III, které zaznamenalo saturaci hemoglobinu, tepovou frekvenci, elektrokardiogram (EKG), 

nosní proudění vzduchu, hrudní a abdominální dýchací úsilí (Nox T3, Nox Medical, Reykjavík, 

Island) v domácím prostředí. Získaná data byla vyhodnocena lékařem se spánkovým 

certifikátem podle kritérií American Academy of Sleep Medicine (apnoe definovaná jako ≥90% 

snížení průtoku vzduchu po dobu nejméně 10 sekund a hypopnoe definovaná jako snížení 

průtoku vzduchu o ≥30% po dobu nejméně 10 sekund spolu s>4% desaturací). 

Následná mikrodialýza byla proveděna v 8:00 hodin nalačno. Do subkutánní břišní 

tukové tkáně byly po lokální epidermální anestezii (1% Mesocaine, Zentiva a.s., Praha, Česká 

republika) vloženy tři 20 kDa mikrodialyzační katétry (63 Microdialysis katetr 40/30, CMA 

Microdialysis AB, Kista, Švédsko). Pro účely stanovení lipolýzy byla jako marker lipolýzy 

použita koncentrace glycerolu v dialyzátu. Koncentrace glycerolu byla měřena použitím 

komerčně dostupného kolorimetrického testu (volné glycerolové činidlo F6428, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MI, USA). FFA v séru byly měřeny komerčně dostupným kolorimetrickým 

testem (NEFA-HR2, Wako Chemical Inc., Richmond, VA, USA). Vzorky dialyzátu byly 
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posléze uloženy do mrazícího boxu (-80°C). Dále byl výše zmíněným pacientům pod místním 

znecitlivění odebrán kus kosterního femorálního svalu (70-100 mg). Byl proveden malý řez na 

boční straně stehenní oblasti a svalová biopsie byla získána pomocí speciální bioptické jehly 

(Bard Magnum). Vzorky svalové tkáně byly zváženy a separátně uloženy do mrazícího boxu (-

80°C). 

Do dvou týdnů po mikrodialyzačním experimentu navštívili pacienti centrum pro 

metabolická a antropometrická hodnocení. Měření zahrnovala biochemickou analýzu krevního 

obrazu, koagulace, analýzu moči, měření vícefrekvenční bioimpendance (analyzátor Body 

Impedance NUTRIGUARD-M, Data Input GmbH, Frankfurt, Německo), údaje o tělesném 

složení a záznam individuální tělesné hmotnosti, výšky a obvod pasu. Následně byl proveden 

odběr vzorků nitrožilního glukózového tolerančního testu (IVGTT) v časech -15, -10, -5 a -1 

min, následované intravenózním podáním 0,32 g/kg glukózy v čase 0 min. Dvacet minut po 

dávce glukózy bylo intravenózně podáno 0,03 U/kg inzulínu (Humulin R, Lilly France S.A.S, 

Fegersheim, Francie). Vzorky krve byly odebírány v časech 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 glukózy a inzulínu v odebraných vzorcích.  

 

                   Tabulka 1 – Antropometrická data pacientů pro projekt FAMOSA 

 



21  

  

K výzkumu byly použity svalové biopsie celkem ze 44 pacientů. Pacienti byli rozděleni do 4 

skupin podle subjektivní diagnostiky. 

 Pacienti s onemocněním diabetes mellitus 2. typu (T2DM) 

 Pacienti s onemocněním diabetes mellitus 2. typu a se syndromem obstrukční spánkové 

apnoe (T2DM+OSA) 

 Pacienti se syndromem obstrukční spánkové apnoe (OSA) 

 Zdraví, kontrolní pacienti (KONT) 

 

Diagnóza                  Počet pacientů 

T2DM+OSA 11 

T2DM 10 

OSA 9 

KONT 14 

Celkem 44 

 

Tabulka 2 – seznam pacientů pro proteinovou detekci 

 

Diagnóza Počet pacientů 

T2DM+OSA 12 

T2DM 10 

OSA 9 

KONT 13 

Celkem 44 

 

Tabulka 3 – seznam pacientů pro metodu qPCR  
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5.2  Zpracování svalových biopsií 

V den zpracování byly vzorky svalové tkáně vyjmuty z mrazícího boxu a uchovávány  

na suchém ledu. Každý vzorek byl přemístěn do 5ml tuby a homogenizován pomocí 

homogenizátoru (ULTRA – TURRAX, T 25 basic, IKA - WERKE) společně s TPERem  

v poměru na 100mg vzorku 1ml TPERu. TPER obsahoval cOmplete ULTRA Tablets (EDTA-

free, glass vials, REF 05892953001), aby bylo co nejvíce zamezeno případné proteolytické 

aktivitě. Homogenizace byla provedena třikrát po dobu 10 sekund a mezi jednotlivými kroky 

byl vzorek vždy ponechán 1 minutu v klidu na ledu. Homogenizace probíhala na level 3 

(odpovídající 13500 otáčkám za minutu). Posléze byl vzorek dále homogenizován pomocí 

skleněného homogenizátoru s tyčinkou značky PYREX® (3411E25) stejným způsobem jako 

probíhala homogenizace předchozí, akorát v tomto případě byl použit level II./5. V posledním 

kroku byly vzorky sonikovány pomocí sonikátoru Ultrasonic Processor (UP200S, hielscher-

Ultrasound Technology). Sonikace probíhala vždy po dobu 5 vtěřin, třikrát za sebou s tím, že 

mezi jednotlivými kroky byl vzorek vždy 1 minutu na ledu v klidu. Nastavení sonikátoru – sílá: 

stupeň 5, amplituda: 65%. Takto připravené vzorky byly posléze přelity do mikrozkumavek 

eppendorf a umístěny na kývačku BenchRocker 2D značky Benchmark po dobu dvou hodin do 

lednice. Nakonec byly vzorky opět uloženy do mrazícího boxu (-80°C) a použity až v den 

samotného pokusu.  

 

5.3  Izolace svalového lyzátu 

V den pokusu byly vzorky vyjmuty z mrazícího boxu a centrifugovány v Centrifuge 

5804R značky Eppendorf. Centrifugace probíhala po dobu 15 minut s gravitačním zrychlením 

14000g. Ze vzorků byl odebrán supernatant, a ten byl posléze rozdělen po 100µl do 

mikrozkumavek Eppendorf.  

 

5.4 Stanovení množství proteinů 

Ke stanovení množství proteinu byla využita Bradfordova metoda, stanovení dle BCA 

protokolu. Byla použita 96 jamková destička NUNC (Lot. 2442517) a zhotovena kalibrační 

řada za použití hovězího sérového albuminu (BSA, 9048-46-8, Sigma-Aldrich). Koncentrační 
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řada byla připravena pomocí ředící řady albuminu s TPERem o známých koncentracích pro 

každou jamku (20 µg/µl 10 µg/µl 5 µg/µl 2,5 µg/µl 1,25 µg/µl 0,625 µg/µl 0,3125 µg/µl 

0,15625 µg/µl 0,078125 µg/µl 0,039063 µg/µl 0,019531 µg/µl), kdy pipetovaný objem byl 10µl 

na jamku a měření probíhalo vždy v dubletech. Poté bylo do každé jamky přidáno 200µl 

Bradfordova činidla a destička byla inkubována při 37°C po dobu 30 minut. Měření proteinů 

bylo provedeno pomocí VERSA max tunable microplate reader značky Molecular Devices při 

570nm. Změřená koncentrace byla pomocí počítačového programu Excel přepočtena na 

množství proteinu ve vzorku. Vzorky byly neustále udržovány na suchém ledu a v ten stejný 

den použity pro metodu Western Blot.     

 

5.5 SDS-PAGE elektroforéza a Western Blotting 

Pro detekci proteinů byla použita metoda SDS-PAGE elektroforézy a následného 

Western Blottingu. Western blotting neboli imunoblotting je metoda umožnující separaci 

proteinů pomocí polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE) založené na odlišné velikosti 

daných proteinů, přičemž jejichž následný přenos na membránu způsobí jejich selektivní 

detekci za použití vybraných protilátek (Yang & Mahmood 2012). Tato technika se rutinně 

používá ke kvalitativní identifikaci specifického proteinu z komplexního biologického vzorku  

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

Připravené vzorky se zahřejí po dobu 5 až 10 minut mezi 70 a 100°C. Během tohoto 

procesu dochází ke ztrátě sekundární konformace proteinů a obklopení jednotlivých molekul 

SDS, který poskytuje negativní náboj, přičemž všechny proteiny posléze migrují směrem ke 

kladnému pólu během samotné elektroforézy. Přidáním chemického redukčního činidla, jako 

například β-merkaptoethanolu, dojde k rozrušení disulfidických vazeb mezi řetězci, což 

způsobí rozklad komplexní sekundární a terciální proteinové struktury.   

Hustota polyakrylamidového gelu ovlivňuje mobilitu a schopnost migrace proteinů. Pro 

velké proteiny je nutné zvolit gel řidší než pro proteiny malé a naopak. Připravené vzorky 

proteinů jsou naneseny do jamek gelu a po zpuštění aparatury dochází díky elektrickému napětí 

k migraci proteinů (viz Obrázek 4). Zhotovené gely s proteiny se přenesou a imobilizují  

na PVDF nebo nitrocelulózovou membránu. Membrány se promyjí, zablokují a inkubují  

se specifickou primární protilátkou, což způsobí primární značení protilátek (Lee 2007; Fowler 
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1995). Poté se membrány inkubují se sekundární protilátkou proti hostitelskému druhu látky 

primární, čímž získáme značení sekundární (Dubitsky et al. 2002).  

Vzorky o známé koncentraci proteinů byly ředěny SLB a BME (viz tabulka) v poměru 

1:1. Finální koncentrace proteinů pro každou jamku byla určena jako 15 (pro FATP4 a CD36) 

a 30 μg/μl (pro CPT1), přičemž pro každého pacienta bylo celkové ředění různé, dle 

konkrétního množství proteinů. Připravené vzorky byly povařeny po dobu 5 minut a posléze 

ponechány 10 minut na ledu. Pro separaci proteinů byl použit 8% separační gel (viz tabulka) a 

4% zaostřovací gel (viz tabulka). Byla sestavena aparatura pro elektroforézu, gely byly zality 

vnitřním elektrodovým pufrem, vloženy do nádoby pro elektroforézu a vzorky byly naneseny 

na gel. Byl použit marker Color Prestained Protein Standard, Broad Range (11–245 kDa) vždy 

v množství 5 μl. Jako kontrolní vzorek byl použit jeden z pacientů, konkrétně pacient číslo F23. 

Poté byla nádoba zalita vnějším elektrodovým pufrem (viz tabulka). Elektroforéza vždy 

probíhala za konstantního elektrického napětí 100V po dobu 2 hodin.  

 

 

Obrázek 4: Schéma principu elektroforézy  

(http://lab-journal.blogspot.com/2006/05/post-cientfico-cultural-ensayos-de.html). 

Po dokončení elektroforézy byly gely vyjmuty z aparatury. Gely byly podpipetovány 

Transfer bufferem a rovnou přeneseny na filtrační papír, který byl předtím inkubován v 

použitém Transfer bufferu (viz tabulka) po dobu 10 minut společně s blotovacími polštářky, 

dalšími filtračními papíry, kazetami a membránou. Byla použita PVDF membrána, která byla 

před celým procesem ponechána po dobu 1 minuty v methanolu k její aktivaci. Posléze byla 
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kazeta sestavena (viz Obrázek 5) a vložena do aparatury a následně do blotovací nádoby. 

Nádoba byla zalita zcela ledovým transfer bufferem, bylo do ní vložené magnetické míchátko 

a ledový blok. Dále byla aparatura vložena do krabice s ledem a umístěna na magnetickou 

míchačku značky IKA (C-MAG HS 4 DIGITAL, TOPTION-244). Western blotting probíhal 

za konstantního elektrického napětí 100V po dobu 2 hodin.  

 

 

Obrázek 5: Schéma sestavení blotovací kazety (Qin et al. 2016). 

 

5.5.1 Imunodetekce 

Po dokončení Western Blottingu byly membrány inkubovány v promývacím roztoku 

TBST (viz tabulka) po dobu 10 min. Pro kontrolu kvality přenosu proteinů na membránu bylo 

použito barvení Ponceau S značky Abcam (ab146313) ředěné destilovanou vodou. Poté bylo 

Ponceau z membrán odmyto pomocí TBST 3x5 minut a membrány byly opět vloženy do 

methanolu po dobu jedné minuty a poté znovu krátce promyty v TBST. Proteiny na membráně 

byly poté zablokovány zpravidla 5% nízkotučným sušeným mlékem rozpuštěným v TBST po 

dobu 1 hodiny při pokojové teplotě. Poté byly membrány promyty opět v TBST do dobu 10 

minut. 

Následně probíhala inkubace na agitátoru v 2,5% nízkotučném sušeném mléce 

s primární protilátkou po dobu 1 hodiny. Membrány byly vložena do lednice přes noc. Druhý 

den byly membrány s primární protilátkou opět vloženy na kývačku a ponechány inkubaci po 

dobu 1 hodiny. Poté byly membrány 3x15 minut promyty v TBST. Na membrány byla 

aplikována sekundární protilátka Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP) ab97051 (viz příloha 



26  

  

tabulka) v 2,5 % nízkotučném sušeném mléce. Poté byly membrány promyty 3x5 minut 

v TBST. 

5.5.2 Proteinová detekce 

Membrány byly posléze osušeny papírovou utěrkou a byla na ně nanesena směs 

chemiluminiscenční směs luminolu a peroxidu (1:1) značky Thermo Scientific (34080). 

Proteiny byly následně detekovány pomocí přístroje LAS-4000 (FujiFilm Life Science USA)  

a denzitometricky vyhodnoceny programem ImageJ. 

5.5.3 Statistické vyhodnocení  

Naměřené hodnoty byly statisticky vyhodnoceny programem GraphPad Prism 8.  

Ke statistickému zhodnocení byl použit One-way ANOVA multiple comparisons test, hladina 

významnosti p<0,05, n=44. 

5.6 PCR 

Polymerázová řetězová reakce (PCR, anglicky Polymerase Chain Reaction) je metoda 

rychlého zmnožení vybraného úseku DNA ohraničeného primery, které nasedají svou 

komplementaritou k vybraným úsekům DNA řetězce. Syntéza DNA probíhá díky termostabilní 

DNA polymeráze. Reakce využívá cyklických změn teplot způsobující denaturaci 

dvouvláknové DNA, přisednutí primerů a namnožení dalších úseků DNA (viz Obrázek 6). 

Takto během 32 cyklů vzniká 1 miliarda molekul DNA (Lorenz 2012; Williams 2009). 

 

Obrázek 6: Princip zmnožení DNA úseků pomocí cyklických změn teplot metodou PCR. 

(LabGuide.cz, Metody) 
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5.6.1 Izolace RNA 

K metodě byl použit High Pure FFPET RNA Isolation Kit, Roche Life Science. 

K měření byly opět použity svalové biopsie 44 stejných pacientů jako v případě Western 

blottingu. Před začátkem práce byla pracovní plocha zbavena nechtěného okolního RNA 

pomocí RNAsy ZAP (Sigma-Aldrich, R2020). Jednotlivé vzorky svalové tkáňe byly vyjmuty 

z mrazícího boxu (-80ºC) a zhomogenizovány společně s 1000 µl TriPure Isolation Reagent 

(11667157001, Sigma-Aldrich) v 5ml tubě pomocí homogenizátoru (ULTRA – TURRAX, T 

25 basic, IKA-WERKE) na výkonnostní level 4 (odpovídající 17500 otáčkám za minutu). 

Homogenát byl přelit do mikrozkumavky Eppendorf. K homogenátu bylo přidáno 200 µl 

chloroformu, byl řádně protřepán a posléze ponechán 3 minuty v klidu.  

Vzorky byly centrifugovány v Centrifuge 5804R značky Eppendorf. Centrifugace 

probíhala po dobu 18 minut s gravitačním zrychlením 10000g při 4ºC. Následující kroky již 

probíhali v digestoři značky Captair Smart. Po dokončení centrifugace byl opatrně odsán 

supernatant do PCR RNAse free mikrozkumavky Eppendorf. Ke vzorku bylo přidáno stejné 

množství ethanolu jako supernatantu a byl řádně propipetován. K samotné izolaci RNA byl 

vzorek přemístěn do filtru se sběrnou tubou s byl vložen do centrifugy a stočen při 14000 rpm 

po dobu 30 sekund. 

Do každého vzorku byla přímíchána směs z 90µl DNase incubation bufferu a 10µl 

DNázy. Vzorky byly inkubovány 15 minut při pokojové teplotě. Ke vzorkům bylo posléze 

přidáno 500µl Wash bufferu I. a byly stočeny při 10000rpm po dobu 15 sekund. Tento krok byl 

proveden dvakrát. Dále se ke vzorkům přidalo 300µl Wash bufferu II. a byly stočeny  

na 14000rpm do dobu 2 minut. Filtr byl přemístěn do skladovací eppendorfky a bylo přidáno 

100µl Elution bufferu a vzorky byly stočeny na 10000rpm po dobu 1 minuty. Tento krok byl 

proveden dvakrát. Všechny vzorky byly posléze změřeny na přístroji NanoDrop™ 2000 

Spectrophotometer značky ThermoFisher (ND-2000) pro zjištění množství RNA (ng/µl).  

 

5.6.2 Reverzní transkripce RNA do cDNA 

Pro reverzní transkripci bylo použito pro všech 44 vzorků 500 ng RNA a vzorek byl 

doplněn do celkového objemu 10 µl pomocí Nuclease-free H2O. Mix pro reverzní transkripci 

(Thermo Fisher Scientific, 4368814, 00743367, Litva) byl připraven podle tabulky (viz 
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Přílohy). Pro každý vzorek bylo smícháno 10 µl RNA a 10 µl TaqManTM Fast Advanced Master 

Mixu (ThermoFisher Scientific, 4444556, 00739223, Litva) v 0,2 ml PCR-free zkumavce 

značky Eppendorf.  

Zkumavky byly vloženy do PCR cycleru značky Benchmark Scientific (TC 9639) na 

RT (reverse transcription) program po dobu 2 hodin a 15 minut. Vzorky byly nejdříve 

inkubovány v 95°C pro denaturaci DNA templátu, poté při 60°C pro nasednutí primerů a 

nakonec při 70°C pro prodloužení řetězce pomocí DNA polymerázy. Vzorky byly zamrazeny 

a použity v den provedení samotného qPCR. 

 

5.6.3 qPCR 

K metodě PCR byla použita 96-jamková destička. Z mrazáku byla vyjmuta připravená 

cDNA a posléze byla naředěna na koncentraci 2,5 ng/µl (1:9). Každý vzorek byl smíchán s 

TaqMan® Fast Advanced Master Mix (2X), TaqMan® Assay (20X) (próba) a Nuclease-Free 

Water (ThermoFisher Scientific) podle tabulky (viz přílohy). Dříve byla pro měření produktů  

real-time PCR používána interkalátorová barviva.  

Hlavní nevýhodou těchto barviv je, že detekují akumulaci jak specifických, tak 

nespecifických PCR produktů. Proto jsme v našem případě použili próbu TaqMan® Assay 

(20X), přičemž tento systém nese spoustu výhod počínaje zavedením fluorogenně značených 

sond, které využívají 5' nukleázovou aktivitu Taq DNA polymerázy. Dostupnost těchto 

fluorogenních sond umožnila vývoj metody real-time PCR pro detekci pouze specifických 

amplifikačních produktů (viz Obrázek 7) (ThermoFisher Scientific). 
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Obrázek 7: Princip fungování TaqMan® sondy. (LabGuide.cz, Metody) 

 

Pro každý vzorek byly použity dva kontrolní geny TBP (TATA vazebný protein) a 

GUSB (beta-glukuronidáza) a tři geny, které byly určeny k detekci – FATP4, CD36 a CPT1 

vždy v tripletu. Kontrolní geny TBP a GUSB byly zvoleny na základě jejich stabilní exprese 

v podmínkách hypoxie.  

Pro každého pacienta byla zavedena i jedna jamka jako NRT (no reverse transcriptase) 

kontrola, která obsahovala pouze vzorek RNA, všech 5 prób, Nuclease-Free Water a Master 

Mix. Řazení na destičku viz přílohy. Destička byla uzavřena pomocí stripů a vložena do 

přístroje 7500 Real-Time PCR System (4351105, ThermoFisher). Měření probíhalo po dobu 

čtyřiceti minut nejdříve při 95°C a posléze při 60°C. 

 

5.6.4 Vyhodnocení 

Vyhodnocení bylo provedeno pomocí programu 7500 Software v2.3 (viz Obrázek 8). 

Geny byly předem specificky označeny dle jednotlivých jamek a pro vyhodnocení byly použity 

výsledné hodnoty CT. V programu Excel byly hodnoty zpracovány jako průměrné exprese 

jednotlivých genů, přepočteny na hodnoty ∆∆CT a vzájemně porovnány za použití T-testu. 

Hodnoty byly dále vyhodnoceny pomocí programu GraphPad Prism 8. 
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Obrázek 8: Reprezentativní graf zobrazení amplifikace metodou qPCR. 

 

5.7 Oxygraf 

Oxygraf je přístroj umožňující měření množství spotřebovaného kyslíku mitochondiemi 

v čase. Buňky byly homogenizovány v 10% sacharóze při 800 otáčkách za minutu. Příjem 

kyslíku v homogenizovaném stavu ve vzorcích byly měřen za použití Oxygraphu-2K s 

vysokým rozlišením (Oroboros, Innsbruck, Rakousko). Měření byla prováděna při 30°C ve 2 

ml inkubačního média obsahujícího 1 mM EDTA, 75 mM KCl, 5 mM KH2PO4, 3 mM MgCl2  

6 H20 a 8 mM Tris HC1, při pH 7,4.  

Přidávání jednotlivých substrátů do měřicí komory bylo následující: 1 mM malát, 1,5 

mM ADP (adenosintrifosfát), 5 μM karnitin palmitoyl, 0,1 mM etomoxir (inhibice 

mitochondriálního transportu FFA), 1μM oligomycin (inhibující ATP-syntázu) a jako poslední 

4 uM antimycin A (inhibitor přenosu elektronového transportu). V každém kroku byla změřena 

spotřeba kyslíku, dokud nenastala fáze plató. Rychlost absorpce kyslíku byla vyjádřena jako 

pmol/s/mg proteinu, což bylo stanoveno pomocí testu BCA (kat. č. 23225 Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, MA, USA). 
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Výsledky 

 

1) Relativní proteinová exprese FATP4, CD36 a CPT1 u čtyřech skupin pacientů 

stanovená pomocí metody Western Blot 

 

Exprese jednotlivých proteinů byla stanovena pro všechny čtyři skupiny pacientů 

(DM2T+OSA, T2DM, OSA, KONT). Do studie bylo zahrnuto celkem 44 subjektů. Kontrolním 

genem byl beta Tubulin a jednotlivé geny byly následně vztaženy k jeho průměrné hodnotě 

(poměru denzity). 

 

 

Graf 1: Porovnání exprese proteinu FATP4 stanovena ze vzorku kosterního svalu pacientů 

s diabetes mellitus 2. typu a obstrukční spánkovou apnoe (DM2T+OSA), pacientů s diabetes 

mellitus 2. typu (DM2T), pacientů s obstrukční spánkovou apnoe (OSA) a subjektů sloužících 

jako kontrolní skupina bez výše zmíněných obtíží (KONT) dána poměrem ke kontrolnímu genu 

(beta Tubulinu), * p <0,05, chybové úsečky představují ± SEM, n = 44 (viz Tabulka 2). 
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Graf 2: Porovnání exprese proteinu CD36 stanovena ze vzorku kosterního svalu pacientů 

s diabetes mellitus 2. typu a obstrukční spánkovou apnoe (DM2T+OSA), pacientů s diabetes 

mellitus 2. typu (DM2T), pacientů s obstrukční spánkovou apnoe (OSA) a subjektů sloužících 

jako kontrolní skupina bez výše zmíněných obtíží (KONT) dána poměrem ke kontrolnímu genu 

(beta Tubulinu), * p <0,05, chybové úsečky představují ± SEM, n = 44 (viz Tabulka 2). 

 

 

Graf 3: Porovnání exprese proteinu CPT1 stanovena ze vzorku kosterního svalu pacientů 

s diabetes mellitus 2. typu a obstrukční spánkovou apnoe (DM2T+OSA), pacientů s diabetes 

mellitus 2. typu (DM2T), pacientů s obstrukční spánkovou apnoe (OSA) a subjektů sloužících 

jako kontrolní skupina bez výše zmíněných obtíží (KONT) dána poměrem ke kontrolnímu genu 

(beta Tubulinu), * p <0,05, chybové úsečky představují ± SEM, n = 44 (viz Tabulka 2). 
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2) Genová exprese FATP4, CD36 a CPT1 u čtyřech skupin pacientů stanovená 

pomocí metody qPCR 

 

Relativní genová exprese jednotlivých genů byla stanovena pro všechny čtyři skupiny pacientů 

(DM2T+OSA, T2DM, OSA, KONT). Do studie bylo zahrnuto celkem 44 subjektů. 

 

 

 

Graf 4: Porovnání relativní genové exprese CPT1, FATP4 a CD36 mezi pacienty s diabetes 

mellitus 2. typu a pacientů s diabetes mellitus 2. typu a obstrukční spánkovou apnoe, * p <0,05, 

chybové úsečky představují ± SEM, n = 44 (viz Tabulka 3). 

 

 

 

Graf 5: Porovnání relativní genové exprese CPT1, FATP4 a CD36 mezi pacienty s obstrukční 

spánkovou apnoe a pacienty bez obstrukční spánkové apnoe, * p <0,05, chybové úsečky 

představují ± SEM, n = 44 (viz Tabulka 3) 
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3) Oxidace palmitátu ve svalových biopsiích u čtyřech skupin pacientů stanovena 

pomocí Oxygrafu 

 

Oxidace palmitátu byla měřena pro všechny čtyři skupiny pacientů (DM2T+OSA, T2DM, 

OSA, KONT). 

 

 

 

Graf 6: Porovnání rychlosti oxidace palmitátu u pacientů s diabetes mellitus 2. typu  

a obstrukční spánkovou apnoe (DM2T+OSA), pacientů s diabetes mellitus 2. typu (DM2T), 

pacientů s obstrukční spánkovou apnoe (OSA) a subjektů sloužících jako kontrolní skupina bez 

výše zmíněných obtíží (bez DM2T a OSA), * p <0,05, chybové úsečky představují ± SEM. 

(Zdroj: Mgr. Martina Mušutová)  
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Diskuze  

Předpokládáme, že zvýšené hladiny volných mastných kyselin v plasmě hrají důležitou 

roli v patologii metabolických poruch souvisejících s přerušovanou hypoxií, tedy s OSA (Vogt 

et al. 2001). Zároveň oxidace FFA ve svalech je výhradně závislá na dostupnosti kyslíku a je 

tedy pravděpodobné, že FFA oxidace a absorpce by mohly být sníženy v přerušovaném hypoxii, 

tedy i u pacientů s OSA (Laughlin et al. 2012). Zájem o tento proces je řízen tím, že jak lipolýza, 

tak oxidace FFA ve svalech představují vhodný cíl léčby za použití klinicky dostupných 

inhibitorů lipolýzy (acipimox) a stimulátorů využití FFA (metformin) používaných v humánní 

medicíně, jakožto schválená léčiva. Objasnění mechanismu zvýšeného výskytu FFA na základě 

lipolýzy tukové tkáně nebo oxidace FFA v kosterních svalech by mohl sloužit jako vhodný cíl 

pro určení léčby. Avšak to, že hypoxie vede ke zvýšené lipolýze, tedy většímu množství 

uvolňování FFA, inzulínové resistenci a narušení glukózové homeostáze bylo již popsáno 

v několik studiích (Polotsky et al. 2003; Weiszenstein et al. 2016; Polak et al. 2013). 

Kompletním cílem projektu FAMOSA bylo určit, zda přítomnost OSA modifikuje 

uvolňování FFA z tukové tkáně u pacientů s T2DM a bez T2DM. Dále zda přítomnost OSA 

modifikuje ukládání triglyceridů vně a uvnitř myocytů na základě měření exprese proteinů 

klíčových pro transport FFA. A posledním předmětem zkoumání byla exprese klíčových 

enzymů zapojených do vychytávání a oxidace FFA v kosterním svalu a zda L6 myotubuly 

vystaveny přerušované hypoxii modifikují příjem, oxidaci a ukládání FFA.  

Předchozí studie se zabývala porovnáním uvolňování FFA u pacientů se srdečním 

selháním, kteří trpěli těžkou a lehkou formou OSA. Bylo zjištěno, že hladiny FFA během dne 

jsou u obou skupin velmi podobné. Avšak měření FFA z krevního séra během spánku 

vykazovalo výrazně zvýšené hodnoty FFA u pacientů s těžkou OSA oproti pacientům, kteří 

trpěli pouze lehkou formou OSA (Jun et al. 2011). Studie tedy potvrdila, že hypoxie způsobuje 

zvýšené množství FFA v krevním řečišti.  

V rámci této diplomové práce byla měřena exprese třech významných transportérů 

mastných kyselin FATP4, CD36 a CPT1 a jejich genů s předpokladem, že exprese bude výrazně 

nižší u pacientů s OSA v důsledku zvýšené hladiny FFA, kdy nedochází k dostatečné oxidaci 

FFA a ty se postupně hromadí v plasmě, což dále vede k inzulínové resistenci a narušení 

glukózové homeostáze. Výsledky jsou v případě všech třech přenašečů víceméně podobné, a to 

tedy bez výraznějších změn v expresi mezi testovanými skupinami (viz Graf 1,2,3). Vzhledem 

k zanedbatelným rozdílům v expresi proteinů mezi skupinami můžeme prohlásit, že hlavním 
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důvodem hromadění mastných kyselin vně a uvnitř buněk pravděpodobně není snížená oxidace 

MK v kosterním svalu. 

Dále byla měřena genová exprese FATP4, CD36 a CPT1. Zhotovené grafy ukazují 

velmi podobné výsledky jako v případě proteinové exprese, což nás utvrzuje ve správnosti 

našich dat. Opět je třeba zmínit, že v tomto případě intermitentní hypoxie nemění genovou 

expresi detekovaných genů a zůstává víceméně totožná pro všechny čtyři skupiny (viz Graf 4 a 

5). Pro úplné ověření získaných dat bylo provedeno měření oxidace palmitátu ve svalové biopsii 

pomocí Oxygrafu, tedy spotřeba kyslíku v čase. Výsledky jsou opět srovnatelné mezi 

jednotlivými skupinami, přičemž odchylky jsou příliš malé, aby mohly být prohlášeny  

za signifikantní (viz Graf 6).  

Část projektu FAMOSA byla zaměřena na oxidaci FFA v L6 myotubulech a případnou 

léčbu metforminem. Výsledkem této studie bylo, že transportní proteiny pro MK FATP4 a 

CD36 v mírné hypoxii (4% O2) nijak nemění svoji expresi, avšak v podmínkách silně 

hypoxických (1% O2) ke snížení jejich exprese dochází. U CD36 došlo ke snížení proteinové 

exprese o 17 % a genová exprese klesla dokonce až o 61 %. Metformin zvýšil expresi proteinu 

FATP4 za mírné hypoxie o 55 % a genovou expresi o 30 %, kdežto CD36 zvýšilo svoji 

proteinovou expresi po přidání metforminu pouze za podmínek normoxie, a to o 28 % 

(Musutova et al. 2018). Vzhledem k tomu, že v této studii byla měřena oxidace a genová i 

proteinová exprese transportérů pro MK na buněčných liniích in vitro, vznikla zde potřeba 

realizovat podobnou studii také na lidských subjektech. U lidských subjektů trpících OSA 

dochází k mírné hypoxii během spánku, která se cyklicky opakuje. Můžeme tedy přepokládat, 

že intermitentní hypoxie nijak neovlivňuje transport FFA do myocytů. Ke změně exprese 

proteinů pro transport MK dochází až v podmínkách silně hypoxických. Informace získané na 

základě studie buněčných linií L6 myocytů tedy korespondují s našimi výsledky. 

Dále je třeba zmínit, že přítomné odchylky mohou být způsobeny tím, že osoby zapojené 

do studie byly v mnoha ohledech poměrně diverzifikovány. Jednalo se o smíšenou skupinu lidí 

ve věku mezi 50-70 lety, o BMI 26 až téměř 42 kg/m2 a o obsahu tuku v těle mezi 12 % až 

skoro 43 % apod. Stárnutí je spojováno se zvýšením exprese CD36 u lidí i u myší (Sheedfar et 

al. 2014; Koonen et al. 2007). Výrazným zdrojem diverzifikace je u lidských subjektů také 

pohybová aktivita. Přestože jsme se snažili, aby byli pacienti v těchto ohledech co nejméně 

odlišní, není však možné zajistit shodné životní podmínky pro celou sledovanou skupinu.  
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Bylo dokázáno, že exprese CD36 a FATP4 mohou být modifikovány fyzickou aktivitou. 

Předchozí studie uvedla, že netrénované ženy podrobeny intenzivnímu fyzickému tréninku  

po dobu šesti týdnů vykazovaly zvýšení proteinové exprese CD36 o 10 % na úrovni celých 

svalů a o 51 % v rámci mitochondrií (Talanian et al. 2010). Další studie prokázala, že u lidských 

subjektů podrobených vytrvalostnímu tréninku ve formě ergometrického tréninku 60 minut 

denně po dobu 9 dnů se zvýšila oxidace FFA o 24%. Navíc trénink taktéž zvýšil proteinovou 

expresi CD36 a genovou expresi CPT1 v kosterním svalstvu (Tunstall et al. 2015). Fyzická 

aktivita dále zvyšuje oxidaci palmitátu v kosterním svalu (Kim & Lim 2016).  

Všechny tyto parametry bezpochyby nějakým způsobem alespoň mírně ovlivnily dané 

výsledky. Výše zmíněné odchylky však také nenesou významnou signifikanci v určených 

parametrech.  

Získané výsledky tedy naznačují, že hypoxický stav u pacientů s OSA přímo 

neovlivňuje proteinovou ani genovou expresi FATP4, CD36 a CPT1. Mechanismus, který se 

zdá být hlavním důvodem zvýšeného množství FFA v krvi, proto stále zůstává hypoxií 

indukovaná lipolýza.   
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Závěr 

Předmětem studie FAMOSA bylo zjistit, zda intermitentní hypoxie přítomna u pacientů 

s OSA ovlivňuje proteinovou a genovou expresi transportérů volných mastných kyselin FATP4, 

CD36 a CPT1 či zda ovlivňuje oxidaci palmitátu v biopsiích kosterního svalu. Pro studii bylo 

použito 44 pacientů s odlišnou diagnostikou. Jednalo se o smíšenou skupinu pacientů ve 

věkovém rozmezí 50-70 let, s hodnotou BMI 26 až téměř 42 kg/m2 a o obsahu tuku v těle mezi 

12 % až skoro 43 %. Subjekty byly rozděleny do čtyř skupin (T2DM+OSA, T2DM, OSA, 

KONT).  

V případě proteinové exprese nedošlo k signifikantním změnám u žádného z výše 

zmíněných transportérů mezi jednotlivými skupinami. Téměř totožné výsledky můžeme 

pozorovat též u genové exprese. Celkové vědění ještě doplnily výsledky oxidace palmitátu, kde 

také nenacházíme signifikantní rozdíly ve spotřebě kyslíku mezi skupinami pacientů. Na 

základě získaných dat lze tvrdit, že snížená oxidace MK v kosterním svalů není důvodem 

zvýšeného množství FFA v krevním řečišti. Tuková tkáň tedy stále zůstává 

nejpravděpodobnějším zdrojem zvýšeného množství FFA v krvi.  

Vzhledem k tomu, že tato práce popisuje dané přenašeče mastných kyselin z hlediska 

jejich kvantity, vznikají zde další otázky, zda nedochází k regulaci z hlediska efektivity, což by  

se dalo ověřit pomocí radioizotopové metody.  

Získané poznatky výrazně přispívají k dosavadnímu vědění z hlediska komplikací a 

souvislostí onemocnění OSA a T2DM a otevřely mnoho dalších otázek týkající se oxidace a 

transportu MK v rámci myocytů.  
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Přílohy 

 

1) Western Blot 

Tabulka 1 – ředění promývacího roztoku 

 

 

Tabulka 2 – příprava gelů pro elektroforézu 

 

 

Tabulka 3 – příprava vzorků na SDS-PAGE 

 

 

 

 

Roztok Chemikálie Množství

TBS 10x (Tris buffered saline) Tris-HCl 24 g

Tris base 5,6 g

NaCl 88 g

Destilovaná voda 900 ml

TBST (Tris buffered saline with Tween) TBS 10x 100 ml

Destilovaná voda 900 ml

Tween 20 1 ml

Gel Zaostřovací gel Dělící gel

4% 8%

Distilled water 3,2 ml 5,35 ml

40% Acrylamide/Bis 500µl 2 ml

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

1,5 M Tris-HCl pH 8,8 ------------ 2,5 ml

10% SDS 50 µl 100 µl

10% APS 25 µl 50 µl

TEMED 5 µl 5 µl

Total volume 5 ml 10 ml

        Chemikálie pro vzorky na SDS-PAGE (s lyzátem 1:1) Množství

BME (beta-merkaptoethanol) 50 µl

SLB (Sample Laemmli Buffer 4x) 950 µl
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Tabulka 4 – Příprava running s transfer bufferu 

 

 

Tabulka 5 – Ředění primárních a sekundárních protilátek 

 

 

Tabulka 6 – Extrakce proteinů ze svalu 

 

 

Tabulka 7 – Řazení nanášených vzorků na gel 

 

*řazení vždy totožné v případe všech primárních protilátek 

Roztok Chemikálie Komponenty Množství

Running buffer 10x Tris/Glycine/SDS Electrophoresis
25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1%

SDS, pH 8.3
100 ml

Destilovaná voda 900 ml

Transfer buffer 10x Tris/Glycine Electrophoresis 25mM Tris, 192 mM glycine, pH 8.3 100 ml

Methanol 200 ml

Destilovaná voda 700 ml

Primární protilátka Katalogové číslo Molekulová hmotnost Ředění Sekundární protilátka Ředění

Anti-SLC27A4/FATP4 ab200353 72 kDa 1:1000 Goat Anti-Rabbit IgG 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-Rabbit IgG 1:10000

Chemikálie Množství

T-PER 1 ml

Vzorek svalu 100 mg

Gel 1

F1 DMOSA F2 DMOSA F3 DM F6 DM F9 OSA F13 OSA F7 KONT F23 ST

Gel 2

F16 DMOSA F28 DMOSA F8 DM F11 DM F14 OSA F17 OSA F18 KONT F23 ST

Gel 3

F29 DMOSA F35 DMOSA F12 DM F15 DM F23 OSA F24 OSA F20 KONT F23 ST

Gel 4

F36 DMOSA F37 DMOSA F30 DM F31 DM F25 OSA F21 KONT F26 KONT F23 ST

Gel 5

F38 DMOSA F39 DMOSA F32 DM F33 OSA F27 KONT F40 KONT F23 ST

Gel 6

F44 DMOSA F45 DM F34 OSA F42 KONT F43 KONT F23 ST
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2) Real-time PCR 

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

 

 

Tabulka 9 - Směs reagentů pro jednu reakci (pro jeden vzorek) 

 

 

Tabulka 10 – Seznam prób detekovaných genů 

 

 

Tabulka 11 – příklad řazení jednotlivých pacientů na 96-jamkovou destičku  

 

Chemikálie Množství

10X RT Buffer 2,0 µl

20XdNTP Mix (100mM) 0,8 µl

10X RT Random Primers 2,0 µl

Multiscribe RT 1,0 µl

Rnase Inhibitor 1,0 µl

Nuclease-free H2O 3,2 µl

celkem 10,0 µl

Chemikálie Množství

TaqMan® Fast Advanced Master Mix (2X) 10 µl

TaqMan® Assay (20X) 1 µl

Nuclease-Free Water 7 µl

Vzorek 2 µl

Total volume 20 µl

Seznam prób Katalogové číslo Assay ID

SLC27A4 4331182 Hs00192700_m1

CD36 4331182 Hs00169627_m1

CPT1B 4331182 Hs03046298_s1

TBP 4331182 Hs00427620_m1

GUSB 4331182 Hs00939627_m1


