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Shrnuti

Nadmérné hromadéni tukové tkané je v pfi¢inné souvislosti s rozvojem inzulinové rezistence a glukézové
intolerance s naslednym rozvojem diabetes mellitus 2. typu a zvySenou kardiovaskularni mortalitou Ackoli
jsou epidemiologické dikazy relativné ptesvédéivé, mechanismy zprostiedkovavajici nezadouci u¢inky
obezity a pfidruzenych metabolickych poruch prozatim ziistavaji jen ¢astecné objasnény. Mezi faktory, které
mohou hrat kauzalni roli, byly zatazeny zvySena lipolyticka aktivita a s tim souvisejici zvySené uvoliiovani
volnych mastnych kyselin z tukové tkané. Nadmémé hromadéni tukové tkané vcetné vSech souvisejicich
komorbidit je spojovano s rozvojem nékterych spankovych poruch véetné syndromu obstrukéni spankové
apnoe (OSA). OSA je relativné ¢asté onemocnéni, které je mimo jiné charakterizovano ¢aste¢nym uzavienim
hornich cest dychacich v pritbéhu spanku, tzv. intermitentni hypoxii. To ma dle zadvaznosti za nasledek pokles
saturace hemoglobinu spojenou s tkaovou hypoxii. Expozice bunéénych kultur in vitro intermitentni i
soustavné hypoxii byla v ramci dosavadniho vyzkumu limitovana pfitomnosti artefakti a fyzikalnimi zakony
difuze kysliku v tekutinach a tudiz vysledky fady experimentt jsou obtizn¢ interpretovatelné. V ramci prace
na této dizerta¢ni praci byl navrhnut a optimalizovan systém, ktery umoziiuje expozici kultivovanych bunék
definované pericelularni koncentraci a stal se tak dilezitym nastrojem pro budouci metabolicky vyzkum nejen
V nasi laboratofi. Jak bylo potvrzeno v této praci, hypoxie v tukové tkani, i expozice bunéénych kultur snizené
koncentraci pericelularniho kysliku méla za nasledek zvySenou lipolytickou aktivitu a vys§i akumulaci
triglyceridu oproti kontrolnim podminkam. Dale bylo potvrzeno, ze farmakologicka intervence inhibitorem
lipolyzy (acipimoxem) zcela zabranila rozvoji diabetického fenotypu pii expozici IH v mySim modelu OSA.
Tyto vysledky naznacuji, Ze intervence v tukové tkani, napf. inhibice lipolyzy mohou piedstavovat zasadni

krok pfi hledani nové 1é¢by metabolickych komorbidit spojenych praveé s ptitomnosti OSA a obezity.



Summary

Excessive accumulation of adipose tissue is causally related to the development of insulin resistance and
glucose intolerance with subsequent development of type 2. diabetes and increased cardiovascular mortality.
Although there is relatively convincing epidemiological evidence, mechanisms mediating adverse effects of
obesity and associated metabolic disorders still remain only partially elucidated. Among the factors that may
play a causal role were determined increased lipolytic activity and related increased release of free fatty acids
from adipose tissue. Excessive accumulation of adipose tissue, including all related comorbidities is
associated with the development of sleep disorders including obstructive sleep apnea syndrome (OSA). OSA
is a relatively common disease that is characterized by the partial obturation of the upper airway during sleep,
the so-called Intermittent hypoxia. IH according to the severity of the resulting decrease in hemoglobin
saturation is also associated with adipose tissue hypoxia. As confirmed in this study, both mild and severe
hypoxia in adipose tissue, even upon exposure to cell cultures resulted in increased lipolytic activity and
increased accumulation of triglycerides compared to control conditions. Furthermore, it was confirmed that
pharmacological intervention of this diabetic phenotype may completely prevent its development. This may
be a crucial step in the search for some new treatments of metabolic comorbidities which are associated with
the development of OSA and obesity. Exposures of cell culture and tissues to intermittent and continuous
hypoxia was due to present artifacts and limitations very difficult to interpret. In this study, we have managed
to design a system that allowed us to bypass these limitations and it can become an important tool in the

context of future metabolic research, not only in our laboratory.



Uvod

Preventivni medicina reprezentuje $iroky obor, ktery podava znalosti a dovednosti z oblasti podpory a udrzeni
zdravi, zdravého zivotniho stylu, primarni, sekundarni a terciarni prevence onemocnéni, seznamuje s
efektivnim poskytovanim informaci pfi zjisténych rizicich a pti pfimém ohrozeni zdravi. VyuZziva poznatki
z v&dnich obort - Iékatskych, socidlnich, pedagogickych, psychologickych a molekularné-biologickych a je
nedilnou soucasti péce o zdravi. Ze samotné podstaty pronika obor preventivni mediciny mnoha oblastmi,
pocinaje zakladnim vyzkumem (napt. pochopeni mechanismu ucinka $kodlivych faktori zevniho i vnitiniho
prostiedi, zivotnich procesti patogent ¢i identifikace a ovéfeni bunéénych mechanismi primarni i sekundami
prevence), pfes mnohé oblasti epidemiologie, surveillance, sledovani rizikovych faktord az po spolupraci na
normativnich a legislativnich regulacich definujicich doporugené &i zavazné pozadavky v oblastech
pracovniho i vefejného zdravi. Predlozena prace svym zaméfenim a vysledky odpovida experimentalnimu
konci spektra pracovnich ¢innosti v oboru preventivni mediciny a nasleduje tak odkazu vyznamnych ¢eskych
osobnosti tohoto oboru. V tomto ohledu nelze nezminit odkaz prof. MUDr. Karla Rasky, DrSc., ktery
shledaval ve spolupraci epidemiologie s laboratorni/experimentalni praci (konkrétné v podobné
mikrobiologického a virologického vyzkumu) zakladni predpoklad uspésného boje se smrticimi nemocemi
(ZPRAVY CEM, SZU Praha 1999).

Konzumni zptisob zivota spole¢né s vyrazné zrychlenym Zzivotnim stylem, jehoz soucasti je
konzumace jidel bohatych na tuky, nepravidelna télesna a pohybova aktivita, koufeni, nadmérny stres a
psychicka zatéz maji za nasledek vyznamny rozvoj civilizaénich onemocnéni. Srde¢ni infarkty a mozkové
mrtvice jsou hlavni pfi&innou umrti ve viech rozvinutych ¢astech svéta, véetns Ceské republiky (Obr. 1).
Kazdy rok na celém svété umird odhadem 17 miliond lidi na kardiovaskularni onemocnéni (WHO). Vétsing
pred¢asnych imrti z téchto divodi by bylo mozné predejit tim, Ze budou kontrolovany hlavni rizikové
faktory, jako jsou obezita a sni spojeny vysoky krevni tlak, dislipidémie, diabetes mellitus a vznik

se témto chorobam dalo efektivné zabranit.

Obriazek 1: P¥i¢iny amrti u muzt a u zen v CR v roce 2012 — jejich podil v %
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Zdroj: UZIS CR, pievzato ze: Zprava o zdravi obyvatel CR, 2014
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Obezita, ktera je davana do pficinné souvislosti prave s rozvojem kardiovaskularnich onemocnéni,
postihuje pfiblizné 20 % evropské a 35 % americké populace a predstavuje vyznamné zdravotni a socialni
komplikace (Zprava o zdravi obyvatel CR, 2014). Nadmémé hromadéni tukové tkang je spojeno se zvysenou
celkovou a kardiovaskularni mortalitou (Lastra a Sowers 2013; Song et al. 2014), stejné jako s vy$§im
vyskytem rakoviny (Carmichael 2006; Hong et al. 2012a; Han et al. 2013). V ramci prevence téchto
onemocnéni je podstatné pochopeni mechanism, které spojuji obezitu s metabolickymi a kardiovaskularnimi
poruchami, véetné zhorSené regulace lipolyzy a zmény v profilech adipokint, tj. proteini produkovanych v
tukové tkani s parakrinnimi anebo endokrinnimi G¢inky (Northcott et al. 2012). Molekularni a endokrinni
cesty, které¢ zpusobuji dysfunkce adipocytii a ptedstavuji potencialni cile pro efektivni farmakologické
intervence, byly prozatim nedostateéné prozkoumany.

S naristajicim vyskytem epidemie obezity u starnouci populace je spojeno i zvySené riziko
ptidruzenych chorob jako napf. obstrukéni spankova apnoe (OSA). OSA vznika hypertrofii a naslednou
obstrukci hornich cest dychacich a Ize jej oznacit jako vazné, potencialné zivot ohrozujici onemocnéni. OSA
vyznamné pfispiva ke zvySené kardiovaskularni mortalité (Shahar et al. 2001; Redline et al. 2010). OSA
zvysuje riziko srde¢niho selhani o 140 %, riziko cévni mozkové piihody o 60 % a riziko vzniku ischemické
choroby srde¢ni o 30 % (Shahar et al. 2001). Mechanismy vysvétlujici vztah mezi OSA a rozvojem
kardiovaskularnich chorob prozatim nejsou dostate¢né prozkoumany. Mezi diléi mechanismy, které mohou
hrat vyznamnou asocia¢ni tlohu, patii trvala aktivace sympatiku, zmény v nitrohrudnim tlaku (Parker et al.
1999) a oxidacni stres, a v disledku toho i rozvoj zanétlivych procest v kardiovaskularnim systému (Lavie
et al. 2003; Lavie 2003).

Diabetes mellitus 2. typu je velkym problémem vefejného zdravi s vysokou morbiditou, mortalitou
a naklady na zdravotni pé¢i (Tancredi et al. 2015). Né&které studie naznaluji, Zze vétSina pacientl s diabetem
2. typu trpi také OSA (Punjabi et al. 2004b). Neustale pfibyvajici udaje z epidemiologickych a klinickych
studii ukazuji, ze vyskyt OSA je nezavisle spojen se zménami v metabolismu glukézy a vystavuje tak
pacienty zvySenému riziku rozvoje diabetu 2. typu (Foster et al. 2009). Experimentalni studie na lidech a
zvitatech prokazaly, ze intermitentni hypoxie a kratka doba trvani spanku v dusledku spankové fragmentace
maji nezadouci uéinky na celkovy metabolismus glukozy (Weiszenstein et al. 2016; Polak et al. 2012).

Sohledem na vSechny komorbidity spojené s vyskytem OSA by méla byt 1écba tohoto
onemocnéni komplexni. U leh¢ich pfipadii OSA jsou doporucovana rezimova opatieni jako je snizeni BMI u
nemocnych subjektl, nacvik spani na boku a v ptesné vymezenych ptipadech je mozna i chirurgicka terapie.
Prozatim nejucinnéjSim zptisobem 1écby pacientii se stiedné tézkou a tézkou OSA je terapie pomoci tzv.
pretlakového dychéni. Jedna se o terapii ozna¢ovanou jako CPAP (continous positive airway pressure), ktera
existuje v mnoha modifikacich liSicich se typem a rozsahem dechové podpory ve spanku. Tato 1écba je
aplikovana pomoci oblicejové nebo nosni masky a dochazi pti ni ke vzniku pozitivniho tlaku vzduchu v
dychacich cestach pomoci vzduchu vhanéného do masky tak, aby se piedeslo jejich uzavfeni, a tim i

hypoxickym epizodam a fragmetnaci spanku. Je nutné pfipomenout, ze tato 1écba je pouze symptomaticka a
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je omezena na pouzivani oblicejové masky béhem spanku po dobu alespon Etyf hodin. Na zéklad¢ hypotézy,
ze by OSA mohla byt spojena s vyskytem inzulinové rezistence a rozvojem diabetu, se nékteré studie zaméfily
na to, zda by 1écba OSA pomoci CPAP mohla zménit tento Skodlivy u¢inek. Studie zkoumajici vliv CPAP na
glukdzovou toleranci a citlivost k inzulinu u pacienti s OSA pfinesly smiSené vysledky, coz bohuZzel nevede
k jasnému zavéru (Pamidi a Tasali 2012). Z deviti randomizovanych kontrolovanych studii, které zkoumaly
vliv CPAP na metabolismus glukdzy, prokazaly pouze Ctyfi pfiznivy terapeuticky vliv 1éby CPAPem
(Pamidi a Tasali 2012). Ikdyz nekteré studie v ramci CPAP terapie prokéazaly zlepSeni markeri citlivosti na
inzulin, jako je napiiklad snizeni HbAlc nebo HOMA-IR, nelze z dostupnych dikazi vyvodit Zadné pevné
zavery. Jak bylo zminéno vyse, OSA je spojena se zvySenym kardiovaskulamim rizikem. Vliv 1é¢by CPAPem
na kardiovaskularni mortalitu a vysoky krevni tlak byl pfedmétem mnoha studii. Vysledkem bylo, ze 1é¢ba
vyznamné snizuje riziko kardiovaskularniho selhani a dalsich pfidruzenych komorbidit. (Marin et al. 2012;
Marin JM, Carrizo SJ, Vicente E 2005; Anandam et al. 2013). Napt. Anandam et al. (2013) zkoumali vliv
lécby CPAPem na dlouhodobou kardiovaskularni mortalitu u pacientii trpicich OSA, a také u kontrolni
skupiny bez OSA. Celkové bylo do této kohortové studie zahrnuto 570 pacienti s tézkou formou OSA (index
apnoe / hypopnoe (AHI) > 30 / h) a dale kontrolni skupina 269 subjekti (AHI <5 / h). Pacienti byli 1é¢eni
CPAPem a sledovani po dobu primérné 79 mésict (76-88 mésicti). Béhem studie mélo 48 subjekti fatalni
kardiovaskularni pfihodu. Kontrolni skupina vykazovala nejnizsi kardiovaskularni umrtnost (0,28 na 100
osoboroki (95% CI: 0,08 - 0,71)) nasledovana skupinou s OSA, ale 1é¢enou CPAPem (0,56 na 100 osoborokt
(95% CI: 0,20-1,23). Nejvyssi pozorovana kardiovaskularni imrtnost byla u skupiny pacienti s OSA bez
1é¢by (2,1 na 100 osobo-roki ( 95% CI: 1,37-2,92).

CPAP je prozatim nejucinnéjsim feSenim pii lé¢bé OSA, bohuzel je tato 1é¢ba nékterymi pacienty
z riznych divodu odmitana nebo neni tolerovana. Vzhledem k tomu, Ze prozatim neexistuje spolehliva
alternativa lé¢by komorbidit spojenych s OSA, je nutné se v ramci prevence a 1écby tohoto nebezpecného
omezeni zaméfit na ptipadné farmakologické intervence, které by zmirnily nebo zcela zabranily rozvoji
nepfiznivych zmén v cilovych tkanich. Tato idea je zakladni motivaci pfedlozené disertacni prace, ktera se
zabyva moznosti prevence rozvoje diabetu u mysiho modelu OSA, a to peroralnim podanim latky acipimox,
ktera je G¢innym inhibitorem lipolyzy, a je rovnéZz registrovana pro humanni pouziti (Olbetam, Pfizer).
V dalsich studiich, které jsou soucasti této prace, byl podrobnéji zkouman vliv hypoxie na metabolismus a
strukturu tukovych bunék (adipocytit), které jsou hlavnim zdrojem cirkulujicich volnych mastnych kyselin, a
zaroven predstavuji buiiky vyrazné ovlivnéné hypoxii pfi OSA. Zajem o metabolismus tukové tkané byl dale
podpoien faktem, Zze je k dispozici fada farmakologicky ucinnych latek, které moduluji metabolismus
adipocytt, zejména proces lipolyzy (blokatory adrenergnich receptord, acipimox, natriuretické peptidy).
Pokud by se podafilo prokazat, ze tukova tkan a lipolyza (hydrolyza lipidi a uvolnéni mastnych kyselin do
cirkulace) je zasadnim faktorem v rozvoji diabetes mellitus 2. typu pii OSA, oteviela by se tak cesta
k prevenci rozvoje diabetes u OSA skrze inhibici lipolyzy v tukové tkéni, napiiklad u pacienti, ktefi netoleruji
CPAP.



Metody
Fyzikalni limitace expozice adherentnich bunék hypoxii

Standardni kultivace bunéénych kultur in vitro probiha v polystyrenovych kultiva¢nich destickach, s nasledné
chemicky, ¢i jinak upravenym povrchem pro lepsi adherenci a proliferaci bunék. Buiky adheruji a proliferuji
na dn¢ jednotlivych jamek v kultivacni desticce a jsou prevrstveny kultivacnim médiem, které poskytuje
ziviny pro rist a metabolické procesy péstovanych bunék. Tyto kultivacni desticky jsou typicky umistény
v CO; inkubatoru, ktery zajist'uje stalé zivotni podminky: teplotu (37 °C), vlhkost (100%) a koncentraci CO,
uvnitt inkubatoru (5%). Tento zpiisob péstovani bunék je vsak zatizen zakladni fyzikalni limitaci.

Na zakladé nekterych testovani navzajem nezavislymi autory i v nasi laboratofi bylo zjisténo, ze
koncentrace O, v pericelularnim prostoru, tedy ve vodném kultivaénim médiu bezprosttedné obklopujicim
kultivované butiky, se dramaticky lisi od koncentrace O, uvnitf inkubatoru, kde koncentrace O, ¢ini ~20 %.
Kli¢ovymi faktory determinujici rychlost transportu O, z plynné faze skrze kultivaéni médium az do
pericelularniho prostoru jsou: difuzni vzdalenost — (zasadni roli hraje vyska vodniho sloupce v kultiva¢ni
jamce), mechanické vibrace a také teplota média (Metzen et al. 1995; Otto a Baumgardner 2001;
Baumgardner a Otto 2003; Zhdanov et al. 2010). Nékteré matematické modely a empirické méfeni profilti
rozpusténého O, v médiu ukazaly, ze ekvilibrace hladiny O, mezi pericelularnim prostorem a plynnou fazi
nad kultivaénim médiem mize trvat aZ nékolik hodin (Metzen et al. 1995; Allen et al. 2001; Pettersen et al.
2005; Zhdanov et al. 2010), v tomto piipadé se nicméné& nebere v potaz metabolické aktivita bun&énych kultur
a tudiz se jedna pouze o dobu nutnou k prosté fyzikalni difuzi mezi dvéma prostiedimi. V zavislosti na vySce
vodniho sloupce a jinych podminkach. Bylo prokazano, ze pti pouziti standardné rozsifené polystyrenové
kultivacni desky, dokonce i rozsahlé a rychlé zmény v koncentracich okolniho O, (150 az 0 mm Hg) jsou
nedostatecné reflektovany v kultivaénim médiu a pericelularni troven kysliku dosahuje pouze piiblizné
polovi¢nich hladin (80-50 mmHg) (Yuan et al. 2004).

Velmi dilezitym a zasadnim faktorem, ktery ovliviiuje dlouhodobou hladinu pericelularniho
kysliku, je vlastni metabolismus bunéénych kultur, ktery spotiebovava O,. Bylo zjisténo, ze spotieba O,
metabolicky aktivnimi butikami ¢asto presahuje limit fyzikalni difuze O, skrze vrstvu kultivaéniho média. To
ma za nasledek, ze ackoli jsou kultivaéni desticky umistény v atmosféfe inkubatoru se stalou 20% hladinou
0O,, samotné buiiky jsou vystaveny riznym hladinam hypoxie az kompletni anoxii (Metzen et al. 1995; Allen
et al. 2001).

Faktor pericelularni koncentrace O, je v soucasné dobé na zakladé standardnich kultivaénich
protokolti napfi¢ vétSinou laboratofi bohuzel obvykle zcela ignorovan. Byly vSak vyvinuty i systémy, které
nékteré z limitaci uvedenych vyse feSi. Mezi tyto lze pocitat systémy zalozené na konstantni perfuzi
kultivaéniho média skrze kultivaéni jamku (kultivaéni médium je pfedem probublavano a ekvilibrovano na
pozadovanou koncentraci Oz) nebo systémy zalozené na konstantnim pohybu a promichavani kultiva¢niho

média k urychleni diftze plynu. Mezi zasadni nedostatky téchto pfistupt patfi zejména technicka a financni
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narocnost takovych feseni vyzadujici ndkladné vybaveni a zejména pak smykovy stres bunék (shear stress)
indukovany proudem kapaliny pfes bunééné membrany. Mezi dalsi limitace patii omezena moznost
multiplikace a omezené mnozstvi kultivacnich jamek, na kter¢ lze tyto metody aplikovat. Podobné limitace
se tykaji i systému zalozenych na principu mikrofluidity, kdy jsou buiiky kultivovany pouze ve vrstvé média
o sile pouze nékolika mikrometra (Koch 1984; Lam et al. 2009; Polinkovsky et al. 2009; Oppegard et al.
2010; Tsapikouni et al. 2012). Ackoli difuze plynt skrze takto tenkou vrstvu média je urychlena, je tento
piistup zatizen limitovanym mnozstvim média, které je nasledn¢ dostupné napi. pro analyzu buitkami
produkovanych nebo spotiebovanych metaboliti. Nizky objem média nebo osmolarita by mohly negativné
modifikovat rist bunek, reakce na podnéty nebo omezit dobu trvani expozice v ur€itych typech bunéénych
linii.

Souhrnné lze tedy fici, ze fyzikalni zdkony difuze plynu v kapalindch mohou vyznamné
komplikovat modelovani piesné situace in vivo, kdy se zmény v hladinach kysliku dé&ji v rAmci sekund

maximalné minut (béhem apnoickych epizod OSA).

Systém pro expozici adherentnich bunék intermitentni hypoxii

In vitro vyzkum G¢ink? intermitentni hypoxie na bun&né irovni vyZaduje spolehlivou a reprodukovatelnou
expozici kultivovanych buné¢k castym a rychlym zménam pericelularni koncentrace O, tak aby bylo mozno
ptesné napodobit situaci in vivo. Bohuzel, jak bylo popséno vyse, fyzikalni zakony diftize plynu v kultivaénim
médiu zna¢né limituji rychlou zménu pericelularni koncentrace O».

V nasi laboratofi byl navrzen systém, ktery je schopen vySe zminéné limitace obejit a stal se tak
dilezitym experimentalnim modulem v ramci nasich experimenta.

Podstatou na$eho feseni je systém, ktery umoznuje kultivaci adherentnich bunék pti definované
(tedy piesné zndmé) a v Case konstantni koncentraci O, na bunééné urovni a to nezavisle na mnozstvi bunek,
stupni jejich diferenciace nebo metabolické aktivité. Zaroven je podstatou feSeni zafizeni, které umoziuje
rychlou zménu pericelularni koncentrace O, na bunééné Girovni, a to v horizontu 1-2 minut, ¢imz je umoznéna
expozice bunék tzv. ,intermitentni hypoxii*. Zafizeni tak pfedstavuje jedine¢ny in vitro model uziteény
v mnoha biomedicinskych oblastech, napf. pfi vyzkumu mechanismi ischemie-reperfuze, poruch plicnich
funkci nebo syndromu spankové apnoe. Schematické znazornéni feseni je vyobrazeno na Obr. 4. Toto zatizeni
vyuziva difuze plynt skrze fluorokarbonovou membranu, ktera je vysoce propustna pro plyny (pii sile
membrany 25 um je O, permeabilita > 6300 cm®/(m? x d x bar), CO, permeabilita > 7000 cm?/(m? x d x bar).
Tato membrana tvoii dno kultiva¢ni jamky - adherujici buriky tedy rostou pfisedlé na tuto membranu
(kontaktni povrch jamky). Difuze plyni (zejména O, a CO,) tak probihd pouze skrze tuto propustnou
membranu namisto fadoveé pomalejsi difiize skrze vrstvu kultivacniho média. Timto mechanismem je jednak
zarucena konstantni pericelularni koncentrace O, kterd odpovida koncentraci O, v atmosféte obklopujici
spodni stranu kultivaéni membrany (rozdil < 1 % O,). Touto klicovou zménou v paradigmatu kultivace bunek

in vitro je umoznéna druhd unikatni vlastnost - moznost rychlé zmény v pericelularni koncentraci O, v
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prubéhu 1-2 minut (v zavislosti na amplitud¢é pozadované zmény v koncentracich O,: pii zméné z 16 % O, na

1 % O, dojde k pIné zméné za 120 sekund, viz. Obr. 3).

Obrazek 3: Zmény v pericelularni koncentraci kysliku v priibé¢hu expozice intermitentni hypoxii pfi vyuziti
standardni kultivaéni desti¢ky (A) v porovnani s destickou, kde je dno konstruovano z plyno-propustného

A materialu (B). Doba trvani jednoho cyklu = 10 minut

1

Pericelularni O; (%)
{Standardni desticka)

B

| 10min
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Technické feSeni sestava z téchto komponent (Obr. 4)

Pericelularni O (%)
(Membranova desticka)

Ridici jednotka obsahujici programovatelny mikroprocesor fidici ¢asovani a davkovani smési plynt do drzaku
desti¢ek (A), elektromagnetické ventily (B), spojovaci hadicka uréena k predehiati vzduchu - tepelny
vyménik (C), drzak s kultivaéni destickou (D), tlakové lahve (E). Variabilni zapojeni jednotlivych
elektromagnetickych ventilil (napt. paraleln€) pod kontrolou mikroprocesoru umoziuje provadét variabilni

profily expozice, véetné intermitentni hypoxie, diky smésim plynt ulozenych v tlakovych lahvich.

Obrazek 4: Jednotlivé komponenty IH systému

B
Elektromagneticky
} ventil -
Ridicijednotka

Inkubator 37 °C

Tepelny | D
~ | vyménik %&f

Tlakové lahev 16% O,
Tlakova lahev 1% O,

Programovatelnost a konstrukce tohoto systému umoziuje v uzivatelem definovanych casovych tsecich

vyménu smési plynti uvniti drzaku a exponovat tak buiiky intermitentni hypoxii v libovolnych amplitudach
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Obrazek 5: Schéma znazoriujici vyménu plyntl v jamce kultivaéni desticky. Difuze plynt probiha skrze

dno (fluorokarbonovou membranu) piimo k adherujicim buiikam.

Plynna faze
Rychlé zmény O,

Kultivaéni desticka

Difuze
Pomalé zmény v
koncentraci O,

Kultivaéni médium

Pericelulirni O,

Plynna faze

Rychlé zmény O, Membrana propustna pro plyny

Vyména O,
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Cile prace

V ramci tohoto PhD projektu jsme testovali hypotézy, zda poruchy v regulaci lipolyzy, a dalsich funkénich
a strukturalnich charakteristikach adipocytt (napf. adipogeneze) hraji klicovou roli pro rozvoj diabetes DM2T
u syndromu obstrukéni spankové apnoe.

Specifické cile jednotlivych praci jsou:

Publikace ¢. 1: Cilem studie bylo definovat metodologicky pfistup, ktery by umoznil expozici 3T3-L1 bunék

intermitentni hypoxii s vyuzitim technologie vyuzivajici kultivaci bun¢k na fluorokarbonové membrane.

Publikace ¢. 2: Cilem studie bylo zkoumat piimy G¢inek riznych urovni pericelularni koncentrace O (1%,

4% a 20%) na proteomicky profil a akumulaci triglyceridi v 3T3-L1 diferencovanych preadipocytech.

Publikace ¢. 3: Cilem této studie bylo zkoumat G¢inky mirné (4% O,) a tézké (1% O,) hypoxie na klicove

adipocytarni funkce, zejména na diferenciaci adipocytti, akumulaci triglycerida a lipolyzu.

Publikace €. 4: Cilem této studie bylo definovat ulohu lipolyzy v tukové tkani pfi expozici mysi intermitentni

hypoxii a zda-li Ize vznikly diabeticky fenotyp ovlivnit farmakologickou inhibici lipolyzy.
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Publikace ¢. 1: Vliv materialu kultiva¢nich desti¢ek na proteomicky profil 3T3-L1 diferencovanych

preadipocyti

Uvod a cile studie:

Ackoli in vitro experimenty vyuzivajici bunétné linie pfedstavuji rutinni piistup v biomedicinskych
disciplinach, existuje malo informaci o tom, jaky vliv maji chemické a fyzikalni vlastnosti konstrukéniho
materialu kultivacnich desti¢ek na funkeni a strukturalni charakteristiky péstovanych bunék. V této studii
jsme vyuzili proteomické analyzy k oziejméni rozdili v proteinové expresi mezi 3T3-L1 preadipocyty
péstovanymi na standardnich kultivaénich desti¢kach vyrobenych z polystyrenu v porovnani s buiikami
péstovanymi na destickach, u nichz je dno (kontaktni povrch pro péstované buiiky) vyrobeno
z fluorokarbonové membrany (produkt optimalizovany pro pokrocilé aplikace mikroskopického

zobrazovani).

Vysledky

2-D elektroforéza a MALDI spektrometrie

Vysledky  profila  exprese proteini s izoelektrickymi body v ramci rozmezi pH
4,0 az 7,0 a s molekulovou hmotnosti mezi 20 a 150 kDa byly vysoce reprodukovatelné jak pro adipocyty
kultivované na polystyrenovych desti¢kach, tak i na destickach s povrchem z fluorokarbonu. V ramci
experimentalnich seti byla pozoruhodna rozdilnost proteinovych profild adipocyti z polystyrénovych
desti¢ek a adipocyti z fluorokarbonovych desticek pii jejich vzajemném srovnani. Primérny pocet spoti
detekovan na 2-DE gelech ze vzorkl adipocyti péstovanych na polystyrenovém povrchu byl kolem 500, ale
jen asi 400 ze vzorkd adipocyti péstovanych na fluorokarbonovém povrchu. Rozdily v intenzité
odpovidajicich mist byly analyzovany pro kazdou dvojici geli (polystyren vs. fluorokarbon), spoty s 2-krat
vy$§i nebo 2-krat nizsi intenzitou byly povazovany za reprezentativni proteiny se zménénou expresi. Bylo
zjisténo, ze celkem 43 + 3 % vsech vizualizovanych bunéénych proteini je rozdilné exprimovanych mezi
burnikami péstovanymi na polystyrenovém versus fluorokarbonovém povrchu. Nasledné, bylo vybrano 30
spotll z rozdilné exprimovanych proteinii pro hmotnostni spektrometrii, naslednou identifikaci a urceni
ptislusnosti k jednotlivym signalizaénim kaskadam. Vé&tSina identifikovanych proteint jsou strukturalniho

charakteru nebo jsou zapojeny do metabolismu gluk6zy nebo mitochondrialnich metabolickych drah.

Analyza signalnich drah, hydrofobnost materialit a bazalni lipolyza

Pro dalsi pochopeni funkénich disledkti vlivu povrchu na funkéni charakteristiky byl datovy soubor
identifikovanych proteinti podroben softwarové analyze piislusnosti k jednotlivym signalizaénim kaskadam.
U bunék kultivovanych na fluorokarbonovém povrchu byly down-regulovany proteiny vice kanonickych
drah, jednalo se zejména o rodinu proteint 14-3-3, které jsou vyznamné asociovany s oxida¢nim stresem a
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metabolickymi drdhami. Nésledn¢ byla zkoumana role detekovanych proteint v signalizaci a v metabolickych
sitich se zvlastnim zdjmem v proteinech, které se objevuji na strategickych mistech, a ptedstavuji tak sit’
"uzld", které mohou mit vyznamny vliv nebo interaguji s mnoha dalSimi proteiny v buiice. Tato analyza
naznauje, ze mitofilin (M60 _mouse), klicovy ¢len mitochondridlniho vnitinho membranového
organizacniho systému (MINOS), je centralné umistény uzel ovliviujici ne¢kolik drah (Obr. 6), véetné

metabolismu substratu a mitochondrialniho pfenosu elektront.

Obrazek 6: Graficka  interpretace  sitové  analyzy  ukazuje  interakce  mitofilinu

s ostatnimi proteiny vnitrobunééné signalizace veetné strukturalnich proteint.

Fluorokarbonové desticky vykazovaly vyssi materidlovou hydrofobnost nez standardni
polystyrénové desky (kontaktni uhel vody 66,9 + 1,2° oproti 48,1 + 1,0° C). Preadipocyty diferencované na
polystyrenovych desti¢kach vykazovaly 3,6krat vy$si bazalni (nestimulovanou) lipolyzu ve srovnani s
bunkami péstovanymi na fluorokarbonové membrané (0,33 + 0,05 vs. 1,50 = 0,06 pmol glycerol / mg lipidu
/ 180 min, p <0,05; Obr. 7). Tvar bunék a mikroskopicka morfologie lipidovych inkluzi jsou znazornény na
Obr. 8.
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Obrazek 7: Bazalni lipolyza bun¢k péstovanych na fluorokarbonovém a polystyrénovém povrchu

2.0q

0.5

Glycerol (umol/mg lipidu/180 min)
-
o
T

00— RKulivatnT doska Polystyrenavi kaultivadm
s membrinou deska

Lipolyza je vyjadiena jako glycerol uvolnény do kultivaéniho média za 180 minut. Hodnoty jsou
normalizovany na obsah triglyceridd na jamku a vyjadieny jako primér = SEM. N = 3 pro kazdou

kultivaéni podminku, * p <0,05.

Obrizek 8: Vizualizace adipocytii péstovanych na fluorokarbonové desti¢ce (A) a polystyrenové desticce

B)

Lipidové droplety barveny BODIPY 493/503 (zelena) a jadra barvena Hoechst 33342 (modra). Buinky
péstované na fluorokarbonovém povrchu (A) obsahuji ¢etné mensi lipidové inkluze, zatimco buiky péstované

na polystyrénu obsahuji vétsi lipidové inkluze.

16



Publikace €. 2: Vliv ruznych pericelularnich koncentraci Kysliku na proteomicky profil a funkéni

charakteristiky v 3T3-L1 diferencovanych preadipocytech

Uvod a cile studie

Pericelularni koncentrace kysliku je dilezitym faktorem v regulaci bunéénych funkei, véetné diferenciace
bungk, jejich ristu a metabolismu mitochondrialni energie. Hypoxie v tukové tkani je spojena se zménénym
sekre¢nim profilem adipokini a mize hrat vyznamnou roli pfi vyvoji diabetu 2. typu. Experimenty in vitro
jsou nepostradatelnym nastrojem metabolického vyzkumu, nicméné fyzikalni zakony diftize plyni prozatim
komplikovaly dlouhodobou expozici adherentnich bunék pti pozadovanych pericelularnich koncentracich O».
Cilem této studie bylo zkoumat pfimy G¢inek riznych urovni O (1%, 4% a 20%) na proteomicky profil a

akumulaci triglyceridti v 3T3-L1 diferencovanych preadipocytech.

Vysledky

Syntéza lipidu
Bylo zjisténo, ze adipocyty péstované a diferencované v ramci 4% hladiny O, akumulovaly 4,2 + 0,8 resp.
2,2 + 0,2 krat vice lipidd neZ byl obsah lipidi v buiikach vystavenych 20% O,, nebo 1% O,, (Obr. 9A).
V ramci pasobeni 1% hladiny O byl sice tento efekt snizen, ale zistal statisticky vyznamny, kdyz byl obsah
lipidovych inkluzi normalizovan na obsah proteint (1,0 £ 0,1, 1,2 + 0,1 a 0,5 £ 0,1 mg lipidi / mg proteinu
pii 20%, 4% a 1% O, v uvedeném potadi, v§e p < 0,05), (Obr. 9B).

Ve srovnani s buiikami kultivovanymi v 20% a 1% O, byla v ramci 4% hladiny O, zvySena
bunécéna viabilita (vyjadieno jako pocet bunek v jamkach na konci obdobi diferenciace) o 220 + 20 % a 230

+ 40 %, v tomto poradi, (p <0,05).
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Obrazek 9: Akumulace triglycerid@ v rdmci pusobeni 1%, 4% a 20% O,
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3T3-L1 buinky byly kultivovany v ramci pozadované pericelularni koncentrace O, po dobu 14 dni.
Akumulace lipidit byla hodnocena pomoci barveni Oil Red O. A) Udaje jsou vyjadieny jako zména vzhledem
ke kontrolni skupiné (20% O,),

B) Udaje jsou normalizovany na celkovy obsah proteinti. * P <0,05 pro srovnani s 20% O,

2-D elektroforéza a MALDI spektrometrie
Celkové bylo detekovano cca 400 stabilnich spoti s isoelektrickym bodem (pl) 4-7 a 300 stabilnich spott s
pl 6-11 a s molekulovou hmotnosti 20-150 kDa na kazdém 2-DE gelu Gely byly porovnany s pouzitim Image
Master software a nasledné ruéné kontrolovany kvuli vyssi presnosti. Rizné intenzity odpovidajicich spoti
byly analyzovany z vhodnych pari gelti (20% O, oproti 1% O, a 20% O, oproti 4% O,). Spoty s 2-nasobné
vyssi nebo 2-nasobné niz§i intenzitou, byly identifikovany jako rozdilné exprimované proteiny. Analyzované
profily exprese proteinti s izoelektrickym bodem v rozmezi pH 4.0-7.0 a molekulové hmotnosti adipocytt
kultivovanych pfi riiznych arovnich pericelularni koncentrace O, vykazovaly vysokou reprodukovatelnost.
Byly pozorovany vyznamné rozdily v exprimovanych profilech mezi adipocyty vystavenych hypoxickym
podminkam (1% O, nebo 4% O,) nebo kontrolnim podminkam (20% O,).

Celkove jsme zjistili, ze 26 spoti bylo ovlivnéno v trovnich 4% a 1% O, (17 proteint up-
regulovano a 9 proteini down-regulovano). Analyza signaliza¢nich kaskad odhalila, Zze mezi ovlivnéné
procesy patii energetické drahy mitochondrialniho metabolismu a syntéza triglyceridii. Tyto procesy byly

vyznamng up-regulovany hypoxii.
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Publikace ¢. 3: Diferencialni u¢inky mirné a téZké hypoxie na adipogenezi, syntézu lipidii a lipolyzu v

3T3-L1 diferencovanych adipocytech
Uvod a cile studie

Nadmérna akumulace tukové tkané pii¢inné souvisi s rozvojem inzulinové rezistence, DM2T a se zvySenou
kardiovaskularni mortalitou (Carmichael 2006; Hong et al. 2012b; Lastra a Sowers 2013; Song et al. 2014).
Ackoli jsou epidemiologické diikazy piesvéd¢ivé, mechanismy zprostredkovavajici nezadouci metabolické
ucinky obezity zlistavaji prozatim objasnény pouze ¢aste¢né. Hypoxie tukové tkané predstavuje vyznamny
faktor ovliviiujici funkci adipocytii a miZe tak pfispét k rozvoji metabolickych vad (Ye et al. 2007). In vitro
studie prokazaly, ze hypoxie muze zpusobit zmény v genové expresi, v sekreci adipokintl, vyvolava
inzulinovou rezistenci v adipocytech (He et al. 2011; Trayhurn 2013; Wang et al. 2007), reguluje rast bunék,
jejich viabilitu a ovlivituje jejich diferenciaci a celkovy metabolismus (Balin a Pratt 2002; Horikoshi et al.
1986, 1991).

Cilem této studie bylo zkoumat G¢inky mirné (4% O;) a tézké (1% O,) hypoxie na klicové
adipocytarni funkce, zejména na diferenciaci adipocytii, akumulaci triglyceridu a lipolyzu. Mame rovnéz za
cil feSit mozné mechanismy zprostfedkovavajici hypoxii indukované zmény vramci nékterych

metabolickych drah.

Vysledky

Lipogeneze a distribuce velikosti lipidovych dropletii

Vystaveni mirné hypoxii vyrazné stimulovalo lipogenezi a to o 375 %, zatimco tézka hypoxie mé¢la opacny
ucinek, inhibice 0 43 % (0,07 = 0,004 vs 0,19 + 0,01 vs 0,04 + 0,002 mg lipidi / pg DNA pro kontrolu, mirnou
a zavazné hypoxie, v daném potadi, vSe p <0,05, ANOVA). Pomoci podrobnéjsi analyzy bylo zjisténo, ze
mirna hypoxie byla spojena se zvySenym poctem nejvétsich lipidovych dropletii v adipocytech (> pramér 30
pum) o 540 % vétsi ve srovnani s kontrolnimi podminkami (25,6 + 1,12 vs. 4,0 + 0,4 droplety / 100 bungk, p
zatimco velké droplety nebyly pfitomny. To vedlo ke snizeni celkového obsahu triglyceridii v porovnani s

mirnou hypoxii. Udaje jsou uvedeny na obrazku 10. Dalsi vysledky jsou sou&ésti vlastni publikace
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Obrazek 10: V1iv mirné a tézké hypoxie na klicové adipocytarni parametry

A. Lipogeneze B. Distribuce velikosti lipidovych dropleti
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Vystaveni bunék mirné a zavazné hypoxii vykazovalo rozdilny vliv na akumulaci triglyceridd - lipogenezi
(A), a schopnosti vytvaret velké lipidové inkluze (B). * P <0,05 pro srovnani s expozici 20% O, #p <0,05
pro srovnani s expozici 4% O, (ANOVA). N =6 pro A, N =9 pro B.

Markery diferenciace adipocytii

Genové exprese klicovych markertl diferenciace adipocytli v ramci expozice normoxii, mirné a zavazné
hypoxii expozice jsou shrnuty na obrizku 11. Udaje naznaduji, Ze mirna hypoxie (4% O,) podporovala
diferenciaci / adipogenezi. S tim souvisi zvySena genova exprese FABP4, DGAT, HSL a perilipinu (2,3 +
0,1, 12,1 £3,3,3,8+0,3 a 5,3 +0,2) (vSechny p <0,05). Naproti tomu expozice t&zké hypoxii (1% O,) vedla
k vyrazné niz8i indukei genové exprese u DGAT, HSL a perilipinu (8,5 £2,3, 1,9 + 0,4 a 2.4 + 0,3, vSe p
<0,05), Zadna zména nebyla zjisténa v expresi FABP4 (0,9 + 0,1 zména, p> 0,05).

Bazalni lipolyza
Expozice mirné hypoxii (4% O) zvysila spontanni lipolyza o 488 % (glycerol v médiu: 0,26 + 0,01 proti 1,53
+0,07 pmol / mg lipida / 180 min, p <0,05), zatimco tézka hypoxie (1% O,) vykazovala nizsi G¢inek stimulace

spontanni lipolyzy a to 135 % (0,26 + 0,01 proti 0,61 + 0,30 pmol / mg lipidd / 180min, p <0,05).
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Obrazek 11: V1iv mirné a tézké hypoxie na klicové adipocytarni parametry

A, Genové exprese markeru adipogeneze B, Bazilni lipolyticky rate
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Vystaveni bunék mirné a zdvazné hypoxii vykazovalo rozdilny vliv na diferenciaci pre-adipocyttil ve zralé
adipocyty- posuzovano podle genové exprese specifickych pro zrani adipocytii (A). Stimulace bazalni
lipolyzy pii expozici mirné hypoxii (B). * P <0,05 pro srovnani s expozici 20% O,, #p <0,05 pro srovnani s
expozici 4% O, (ANOVA). N =6 pro A, B.
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Publikace ¢. 4: Inhibice lipolyzy zlepSuje diabeticky fenotyp v myS$im modelu syndromu obstrukéni

spankové apnoe
Uvod a cile studie:

Syndrom obstrukéni spankové apnoe reprezentuje s prevalenci 5-15 % vyznamny zdravotni problém v lidské
populaci. Opakujici se ¢astecné nebo Uplné uzavieni hornich cest dychacich béhem spanku vede k
pravidelnym poklesim hladiny kysliku v krvi (hypoxemie) a vyznamné pfispiva ke spankové fragmentaci.
Predchozi vyzkumy identifikovaly OSA jako nezavisly rizikovy faktor pro hypertenzi, kardiovaskularni
choroby, mozkové mrtvice, a celkovou mortalitu (Sanchez-de-la-Torre et al. 2013; Punjabi et al. 2004a).
Neékteré studie v posledni dobé naznacuji, ze obstrukéni spankova apnoe je nezavisle na ostatnich rizikovych
faktorech spojena s intoleranci glukozy, inzulinovou rezistenci a DM2T (Briangon-Marjollet et al. 2015;
Tasali et al. 2008). Ackoliv epidemiologické souvislosti mezi OSA a poruchou metabolismu glukozy byly
opakované potvrzeny, mechanismy spojujici OSA s poruchou glukézové homeostazy prozatim nebyly
spolehlive vysvétleny. Cilem této studie bylo ovéfit hypotézu, ze zvysena lipolyza tukové tkané hraje tstiedni
roli v patogenezi metabolismu glukozy spojené s expozici IH. Na my$im modelu OSA bylo testovano: a)
objasnéni vlivu IH na bazalni a stimulovanou lipolyzu v adipocytech a b) stanoveni, zda farmakologické
potlaceni lipolyzy zabrani rozvoji hyperglykémie, glukdzové intolerance, inzulinové rezistence a dysfunkci

B-bunék pankreatu.

Vysledky

Parametry adipocytii

Celkova télesna hmotnost se u I[H-exponovanych mysi snizila 0 7,9 + 0,5 % (24,8 £ 0,5 g vs. 22,6 £ 0,4 g, p
<0,05), zatimco mysi 1écené acipimoxem ztratily pouze 2,2 + 1,0 % (23,8 + 0,3 g vs. 23,3 £ 0,3 g, p <0,05).
V souladu s tim, doslo u mysi vystavenych IH ke snizeni hmotnosti epididymalni tukové tkané o 15 % (583,3
+28,9 vs. 494,7 + 20,6 mg, p <0,05). Celkove tedy doslo ke snizeni poméru epididymalniho tuku na celkové
télesné hmotnosti ve srovnani s hmotnosti mysi vystavenych kontrolnim podminkam (2,5 = 0,1 vs. 2,2 + 0,1
%, p <0,05) (Obr. 12). Primérna velikost adipocytt se snizila o 8 % (78,7 = 1,8 vs. 72,4 + 1,4 um, p <0,05).
Distribuce velikosti adipocytl byla u IH-exponovanych mysi posunuta doleva (Obr. 13). Podavani acipimoxu
v pribéhu expozice IH zabranilo IH-indukovanym zménam, doslo tedy ke zvySeni hmotnosti epididymalni
tukové tkané (520,3 = 30,4 vs. 623,2 + 38,9 mg, p <0,05), zachovani velikosti adipocytt (74,6 + 3,4 vs. 80,2
+ 1,7 um, p> 0,05) a posunuti distribuce velikosti adipocyti k normalnim hodnotam (Obr. 12, 13). V
samostatné skupiné mysi, které nebyly vystaveny IH ani kontrolnim podminkam, neovlivnilo podavani

acipimoxu télesnou hmotnost.
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Obrazek 12: Mnozstvi epididymalni tukové tkan¢
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A. Epididymalni tukova hmota (mg) u mysi vystavenych kontrolnim podminkdm nebo intermitentni hypoxii
(IH) po dobu 14 dni pti 1é¢bé acipimoxem nebo bez 1éEby, B. Podil epididymalni tukové hmoty na celkové
télesné hmotnosti (%) u mysi vystavenych kontrolnim podminkdm nebo IH po dobu 14 dni pfi 1éCeni

acipimoxem nebo bez 1é¢by. * p <0,05

Obrazek 13: Distribuce velikosti adipocyti
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A. Histogram distribuce velikosti adipocyti u mysi bez lécby. B. Histogram distribuce velikosti adipocytii u
mysi léCenych acipimoxem. Preru§ovana ¢ara predstavuje primérnou velikost adipocyt z kontrolni skupiny

bez 1é¢by.

Vliv na acipimoxu na poruchy metabolismu glukozy vyvolanych expozici IH

U mysi vystavenych IH byly la¢né hladiny glukézy zvyseny o 76 % (86,6 + 6 oproti 152,2 + 5,4 mg / dl, p
<0,05) a glukézova tolerance se zhorsila 0 33 % (AUCgiycose = 18,2 £ 0,7 vs. 24,2 £ 0,5 x 103 mg / dl / 120
min x 10%) (Obr. 14). Pod4véni acipimoxu zabranilo IH-indukovanym zménam lagnych hladin glukézy (137,0

+ 148,9 oproti 6 £4,9 mg / dl, p <0,05) a glukézové tolerance (26,9 = 0,9 vs. 24,8 £ 0,7 x 103 mg / dl / 120
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min x 103, p> 0,05. La¢né hladiny inzulinu, stejné jako inzulinova senzitivita byly hodnoceny pomoci indexu
HOMA-IR. Negativni efekt byl pozorovan hlavné v jatrech, kde byla po expozici IH snizena inzulinova
senzitivita 0 46 % a 36 %. Lécba acipimoxem tomuto efektu nezabranila (pokles o 38 % a 37 %, p <0,05).

Inzulinova senzitivita v postprandialnim stavu, se u mysi exponovanych IH zhorsila o 34 % (5,2
+0,5 vs. 6,9 0,3 x 10° mg / dl / 120 min, p <0,05), ale tento G¢inek byl zmirnén podavanim acipimoxu
béhem expozice IH (10,0 + 0,9 vs. 8,2+ 0,7 x 10° mg / dl / 120 min, p> 0,05).

Expozice IH narusila funkci B-bunék pankreatu (HOMA-beta), ktera se s podavanim acipimoxu
zlepsila jen ¢aste¢né. Podavani acipimoxu za fyziologickych podminek nemélo zadny zjistitelny ucinek na
glukézovou toleranci nebo inzulinovou senzitivitu, jak bylo prokazano v oddélené skupiné mysi, které nebyly
vystaveny zadnym experimentalnim ukontim (Obr. 14E, F) Fosforylace Akt (Thr 308) v kosternim svalu byla
béhem expozice IH snizena o 30 % (fold change: 1,00 + 0,10 vs. 0,70 £ 0,08, p = 0,06), avSak negativni vliv
pozorovany pfi expozici IH nebyl pfitomen ve skupiné 1é¢ené acipimoxem (fold change: 0,67 + 0,11 vs. 0,66
+ 0,04, p> 0,05). Opacné vysledky byly pozorovany v tukové tkani, kde se pAKT pii expozici I[H zvysila o
96 %, (fold change: 1,0 + 0,12 vs. 1,96 + 0,09 pro kontrolni a IH-exponované skupiny, p <0,05), stejné jako
ve skupinach lé¢enych acipimoxem (fold change: 1,42 + 0,14 vs 2,45 + 0,18, p <0,05). Podavani acipimoxu
snizilo pAKT ve svalech (fold change: 1,00 + 0,10 vs 0,67 = 0,11 u kontrolnich skupin bez 1é€by acipimoxem
a kontrolnich skupin lé¢enych acipimoxem, p = 0,07), ale nemélo zadny vliv na pAKT v tukové tkani (fold
change: 1,0 £ 0,12 vs. 1,42 £ 0,14 u kontrolnich skupin bez 1é¢by acipimoxem a kontrolnich skupin lé¢enych

acipimoxem, p> 0,05)
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Obrazek 14: Intraperitonealni glukézové a inzulinové tolerancni testy
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Jednotlivé hodnoty hladiny glukézy v plazmé po intraperitonealnim podani 1 g / kg glukézy u mysi

vystavenych kontrolnim podminkam a intermitentni hypoxii (IH) po dobu 14 dni bez 1é¢by (A) nebo s 1é¢bou

acipimoxem (B). Jednotlivé hodnoty hladiny glukézy v plazmé po intraperitonealnim podani 0,5 IU / kg

inzulinu u mysi vystavenych kontrolnim podminkam a IH po dobu 14 dni bez 1é¢by (C) nebo s 1écbou

acipimoxem (D). Jednotlivé hodnoty hladiny glukézy v plazmé po intraperitonealnim podani 1 g/ kg glukozy
25



u neexponovanych mysi (E). Jednotlivé hodnoty hladiny glukézy v plazmé po intraperitonealnim podani 0,5

IU / kg inzulinu u neexponovanych mysi (F).

Vliv acipimoxu na lipolyzu a hladiny FFA v plazmé

V izolovanych adipocytech od mysi vystavenych IH se lipolyza zvysila o 184 % (19,0 £ 4,7 vs. 53,8 = 7,7
nmol / 120 min / 10,000 bunék, p <0,05). Léc¢ba acipimoxem zabranila IH-indukované stimulaci lipolyzy
(36,1 +£4,8 vs. 39,8 + 6,8 nmol / 120 min / 10,000 bunék pro kontrolni skupinu a TH-exponovanou skupinu,
v tomto pofadi, p> 0,05. Obr. 15) Paralelné, se s IH expozici zvysily hladiny FFA v plazmé o 54 % (274,1 +
22,3 vs. 420,9 + 25,9 pmol / 1, p <0,05). Tento u¢inek byl zmirnén podavanim acipimoxu (324,3 + 41,1 vs.
306,5 £ 28,1 umol / L pro kontrolni a IH-exponované skupiny, v tomto potadi, p> 0,05).

Podani isoprenalinu stimulovalo lipolyzu v zavislosti na koncentraci za vSech experimentalnich
podminek (Obr. 15). Citlivost lipolytické drahy na podani isoprenalinu byla hodnocena jako polovina
maximalni efektivni koncentrace (EC50 [ISO]) a byla ovlivnéna jak expozici IH tak i lé¢bou acipimoxem
(EC 50 [ISO] = 1,1 £ 04, 0,6 £ 0,4, 1,3+ 0,5 a 1,5 + 0,5 nmol/L pro kontrolni skupinu, [H-exponovanou
skupinu, acipimoxem lé¢enou kontrolni skupinu a acipimoxem lé¢enou IH-exponovanou skupinu, v tomto
potadi, ANOVA, p> 0,05). Odpovéd’ na isoprenalin, projevujici se jako maximalni lipolyza dosazena pfi
podani nejvyssi koncentrace isoprenalinu byla potlaéena jak u IH-exponovanych skupin bez acipimoxu tak i
u IH-exponovanych skupin léenych acipimoxem (144,3 + 38,3 vs. 31,2 + 8,7 a 70,5 £ 12,0 vs. 44,3 £ 9,0
nmol / 120 / min 10,000 bungk, v daném potadi, ANOVA, p <0,05).

Obrazek 15: Bazalni a stimulovana lipolyza
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A. Bazalni lipolyza v adipocytech izolovanych z mysi vystavenych kontrolnim podminkam nebo intermitentni
hypoxii po dobu 14 dni, lé¢enych acipimoxem nebo bez 1é€by, B. Isoprenalinem stimulovana lipolyza u mysi
vystavenych kontrolnim podminkam a intermitentni hypoxii po dobu 14 dni, bez 1é¢by (B) nebo s acipimoxem
(C). * P <0,05 pro vliv intermitentni hypoxie. N = 5 pro vSechny skupiny s vyjimkou stimulované lipolyzy
ve skuping lé¢ené acipimoxem, kde n =4
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Zavér a diskuze

V uvodu této dizertaéni prace jsem se snazil shrmout aktualni poznatky o kratkém trvani spanku a jinych
poruchach spanku, jejich vlivu na metabolismus a dale na molekularnich a endokrinnich mechanizmech
zprostiedkovavajicich pfi¢innou souvislost mezi OSA a vznikem glukézové intolerance, inzulinové
rezistence, zhorSené sekrece inzulinu a nakonec vzniku DM2T. Na zdklad¢ literarnich zdroji, 1ze dojit k
zaveéru, ze zvyseni lipolyzy s modifikovanym uvoliiovanim adipokinti v tukové tkani, aktivace intermitentni
hypoxii-indukovaného sympatického nervového systému, generovani reaktivnich kyslikovych radikala a
vzniku prozanétlivych stavi celého téla jsou s nejvétsi pravdépodobnosti nejvyznamnéjsi mediatory
zpusobujici tuto souvislost. Nekteré z téchto mechanismii pfedstavuji potencidlni lé¢ebné cile, nicméné jedingé
s intenzivnim budoucim vyzkumem bude zji§téno, jak se zaméfit na vyse uvedené molekularni mechanismy,
tak aby poskytovaly vhodny podklad pfi prevenci a 1é¢bé tohoto onemocnéni.

Zékladnim cilem pfedkladané disertacni prace je tedy piispét k pochopeni mechanismi, kterymi
je zprostfedkovana vazba mezi nadmérnou akumulaci tukové tkang€, rozvojem spankovych poruch jako je
syndrom obstrukéni spankové apnoe a s tim souvisejicich zavaznych metabolickych komplikaci jako vznik
glukézové intolerance, inzulinové rezistence s rozvojem DM2T. Do této prace jsou celkové zahrnuty 3 in
vitro a 1 invivo studie. V prvni in vitro studii jsme se zabyvali metodologickym pfistupem kultivace adipocytt
na povrchu umoziujicim volitelné ur€ovat dostupnost pericelularniho kysliku. Ve zbylych dvou in vitro
studiich jsme tyto znalosti vyuzili pro ovéfeni naSich hypotéz stran dikazu, Ze pericelularni koncentrace
kysliku ma zasadni vliv na nékteré zdkladni charakteristiky adipocytt tj. hlavné lipolytickou aktivitu a
akumulaci triglyceridd. V in vivo studii jsme se zabyvali moznou prevenci vzniku diabetického fenotypu pfi
OSA skrze potencialni farmakologickou intervenci v podob¢ inhibice lipolyzy v tukové tkani latkou
acipimox.

Vyzkum vlivu hypoxie na tukovou tkan je limitovan dosavadnimi laboratornimi metodami a
znalostmi. Pokusili jsme se proto definovat novy experimentalni pfistup v adipocytarnim vyzkumu, ktery
umoziiuje expozici adherentnich bungk in vitro v prosttedi s definovanou pericelularni koncentraci kysliku
bez dosavadnich limitaci a artefakti, kterymi byl dosavadni vyzkum zatizen a jeho vysledky byly velmi tézko
interpretovatelné. V ramci tohoto projektu jsme vyvinuli systém, ktery umoziuje aktualni limitace obejit a
stal se nedilnou souc¢asti naSich experimentt

V metodologické studii (¢. 1) jsme prokazali, ze kultivacni povrch miize mit zasadni vliv na
nékteré funkéni a strukturalni charakteristiky péstovanych bunék. Proteomicka analyza nam odhalila, Ze mezi
nejvice ovlivnénymi byly proteiny, které se podili na mitochondrialni morfologii a cytoskeletalni organizaci.
Tohoto metodologického piistupu bylo poté vyuzito k realizaci dalsich studii.

Ve studii oznacené cislem 2 jsme se zabyvali proteomickym profilem adipocyti pfi snizené
dostupnosti pericelularniho kysliku. V této studii jsme pomoci proteomické analyzy zjistili, ze variabilni
dostupnost pericelularniho kysliku je velmi dulezitym faktorem v regulaci bunéénych funkei tim, ze byly

vyznamné postizeny drahy podilejici se na energetickém metabolismu a syntéze triglyceridi v tukovych
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bunkach. Zaroven jsme prokazali, ze snizend dostupnost kysliku (hypoxie) stimuluje akumulaci lipida
Vv kultivovanych bunikach.

Ve studii ¢. 3 jsme zkoumali vliv mirné a tézké hypoxie na zakladni adipocytarni funkce tj.
akumulaci triglyceridl, spontanni lipolyzu, diferenciaci a tvorbu a velikost intracelularnich lipidovych
inkluzi. Tato studie prokdzala, ze adipocyty reaguji na chronicky snizenou dostupnost O; riizné a to v
zavislosti na zavaznosti hypoxie. Mirna hypoxie (4% O) stimulovala adipogenezi, lipogenezi a zvysila
bazalni lipolyzu. Toto zjisténi podporuje mozny negativni vliv hypoxie v tukové tkani v rozvoji obezity a
zvySeného uvoliovani FFA, ¢imz ptispiva k rozvoji inzulinové rezistence, glukozové intolerance a dysfunkce
diferenciaci adipocytll a snizenou stimulaci lipolyzy pravdépodobné diky limitaci metabolickych procest
v dusledku zavazné hypoxie DM2T.

Ve studii ¢. 4 jsme se zaméfili na ulohu lipolyzy v tukové tkani pfi expozici mySi intermitentni
hypoxii, pfedstavujici validovany model syndromu OSA. Zjistili jsme, ze expozice IH vede k rozvoji
diabetického fenotypu (inzulinové rezistenci a glukdzové intoleranci), stimuluje lipolyzu v tukové tkani a
zvySuje hladiny FFA v plazmé. Predpokladali jsme, ze zvySena lipolyza v tukové tkani pravdépodobné
predstavuje kauzalni mechanismus spojujici expozici IH s hyperglykémii, glukézovou intoleranci,
inzulinovou rezistenci, a dysfunkci B-bunék pankreatu. Jelikoz inhibice lipolyzy peroralné podanym
acipimoxem zabranila rozvoji diabetu, IH-indukovanému zvySeni lipolyzy i zvySeni plazmatickych hladin
FFA u mysi exponovanych IH. Tato studie demonstrovala moznost pouziti inhibitoru lipolyzy (napt.
acipimox, ktery je v Evrop€ i USA registrovan jako humanni 1é¢ivo) u pacientit s OSA Vv prevenci nebo 1é¢bé

V souhmu na zaklad€ naSich studii mizeme konstatovat, ze adipocyty vyznamné reaguji na
variabilni dostupnost pericelularniho kysliku. Predchozi studie prokazaly, ze u OSA dochazi k zavazné
tkanové hypoxii (Reinke et al. 2011) a proto se domnivame, Ze nase studie vyznamné pfispély k pochopeni
kauzalni tlohy adipocytii v rozvoji DM2T u OSA. Na zakladé ptedloZenych in vitro studii lze pfedpokladat,
ze hypoxie v tukové tkani pfispiva k akumulaci lipidd a tudiz k rozvoji obezity. Centralni tlohy hypoxie
Vv tukové tkani Ize i¢inné vyuZit pro farmakologické intervence zaméfené na ovlivnéni lipolyzy v adipocytech
i sekrece adipokini (uvolnovani FFA do cirkulace), jako primami a sekundarni prevenci rozvoje DM2T u
OSA nebo k terapii metabolickych komplikaci spojenych s OSA.

Ackoli je OSA standardné lé¢ena pomoci pozitivniho pretlaku v dychacich cestach s pomoci
obli¢ejové masky (CPAP), tato 1é¢ba vyZzaduje denni pouzivani masky alesponi po dobu 4 hodin v prib&hu
spanku, aby bylo dosazeno prokazanych zdravotnich benefitii (snizeni kardiovaskularni morbidity a mortality
a zlepSeni metabolickych funkci). Limitaci 1écby pomoci pietlaku je compliance pacientl vedouci k tomu, ze
je tato lé¢ba mnoha pacienty z riznych dtivodi odmitana, $patné tolerovana nebo nedostatecné aplikovana.
Navic existuji pochybnosti zda-li terapie CPAP béhem spanku napf. zlepSuje robustni parametry kompenzace
diabetu napt. HbAlc (Zhao et al. 2015). Je tedy nutné hledani vyuziti nékterych inovativnich pfistupt

(pravdépodobné farmakoterapie) k prevenci ¢i minimalizaci zdravotnich rizik spojenych s vyskytem OSA.
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Pro piipadnou farmakologickou intervenci je zasadni pochopeni mechanismd, které jsou zodpovédné za
rozvoj diabetu pii OSA, charakterizované jak spankovou fragmentaci, tak intermitentnimu hypoxickému
prostfedi. V nasich studiich jsme se zaméfili na tukovou tkar, zejména adipocyty, jako kli¢ové hrace v rozvoji
metabolickych poruch pfi expozici soustavné a intermitentni hypoxii. Prokazali jsme, ze adipocyty
metabolicky reaguji na snizenou dostupnost pericelularniho kysliku zptisobem, ktery by mohl pfispivat
k rozvoji inzulinové rezistence a nasledné DM2T. Tyto nalezy nas vedly k pilotnimu ovéfeni moZnosti
cileného ovlivnéni metabolismu adipocytu skrze inhibici lipolyzy v prevenci rozvoje DM2T. K tomuto ucelu
jsme vyuzili mysiho modelu spankové apnoe a prokazali, ze farmakologicka inhibice lipolyzy peroralné
podavanym léc¢ivem registrovanym pro humanni uziti (acipimox), zcela zabranila rozvoji diabetického
fenotypu pii expozici intermitentni hypoxii. Terapie acipimoxem pfedstavuje potencialni moznost ve
farmakologické 1é€¢bé metabolickych komorbidit spojenych s OSA, véetné DM2T.

V tomto kontextu je vhodné zminit, ze mySlenka vyuziti acipimoxu v 1é¢bé DM2T byla jiz
v minulosti zkoumana s nejednoznaénymi vysledky, s nad&jnou kratkodobou uéinnosti (Santomauro et al.
1999), a s ambivalentni dlouhodobou téinnosti (Dean et al. 1992). Na zakladé¢ nasi pilotni studie potvrzujici
ucinnost acipimoxu v prevenci rozvoje DM2T lze spekulovat, Ze vhodnou indikaci k 16¢bé acipimoxem miize
byt pravé piitomnost OSA, kdy dochazi diky hypoxii a stresu pii apnoickych epizodach k aktivaci sympatiku
a tim k opakované stimulaci lipolytické aktivity v tukové tkani. Tato hypotéza v8ak musi byt v budoucnu

ovéfena v ramci dvojité-slepé randomizované klinické studie.
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