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Shrnuti

Nadmérné hromadéni tukové tkané je v pricinné souvislosti s rozvojem inzulinové rezistence
a glukézové intolerance s naslednym rozvojem diabetes mellitus 2. typu a zvySenou
kardiovaskularni mortalitou Ackoli jsou epidemiologické dikazy relativné presveédCivé,
mechanismy zprostfedkovavajici nezadouci ucinky obezity a piidruzenych metabolickych
poruch prozatim ziistavaji jen CasteCné objasnény. Mezi faktory, které mohou hrat kauzalni
roli byly zafazeny zvySena lipolyticka aktivita a s tim souvisejici zvySené uvoliiovani volnych
mastnych kyselin ztukové tkan¢. Nadmérné hromadéni tukové tkané vcetné vSech
souvisejicich komorbidit je spojovano s rozvojem nékterych spankovych poruch vcetné
syndromu obstruk¢ni spankové apnoe (OSA). OSA je relativné Casté onemocnéni, které je
mimo jiné charakterizovano ¢asteCnym uzavienim hornich cest dychacich v prabéhu spanku,
tzv. intermitentni hypoxii. To ma dle zédvaznosti za nasledek pokles saturace hemoglobinu
spojenou s tkanovou hypoxii. Expozice bunéénych kultur in vitro intermitentni i soustavné
hypoxii byla v rdmci dosavadniho vyzkumu limitovana piitomnosti artefaktti a fyzikalnimi
zékony diftze kysliku v tekutinach a tudiz vysledky fady experimenti jsou obtizné
interpretovatelné. V rdmci prace na této dizertaéni praci byl navrhnut a optimalizovan
systém, ktery umoznuje expozici kultivovanych bun¢k definované pericelularni koncentraci a
stal se tak dulezitym 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 vyssi
akumulaci triglyceridd oproti kontrolnim podminkam. Dale bylo potvrzeno, Zze
farmakologicka intervence inhibitorem lipolyzy (acipimoxem) zcela zabranila rozvoji
diabetického fenotypu pfi expozici IH v mySim modelu OSA. Tyto vysledky naznacuji, Ze
intervence v tukové tkani, napf. inhibice lipolyzy mohou piedstavovat zasadni krok pfi

hledani nové 1écby metabolickych komorbidit spojenych pravé s pritomnosti 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.



Lo VO uuiunriunrcencinneensesnesesmssenssscnsesesssssssssssssessssessssessssesssssssssssssessssessssessssessassssssssssssssssssess 8
2. Prehled HEEratury ......cceeicieeicnssnicssnnisssanssssasessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 13
3e MELOAY cuueericcssnerecsssnrncsssssnossssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
4. CHlE PIaACEe ceceeeruercssunesssanesssanessersssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssasssssassssssssssssssssssssssssssssnssssss 35

5. Publikace ¢. 1: Vliv materialu kultivaénich desti¢ek na proteomicky profil 3T3-L1

diferencovanych preadipOCytil .....cccciereessercssresssrosnsssascssnssssssssssssasosssssssssssasssasosssssssssssasssases 36

6. Publikace ¢. 2: Vliv ruznych pericelularnich koncentraci kysliku na proteomicky

profil a funkéni charakteristiky v 3T3-L1 diferencovanych preadipocytech.........c......... 44

7. Publikace ¢. 3: Diferencidlni ucinky mirné a tézké hypoxie na adipogenezi, syntézu

lipidi a lipolyzu v 3T3-L1 diferencovanych adipocytech .........cocceviecnessercsancssencsancsesoanes 49

8. Publikace ¢. 4: Inhibice lipolyzy zlepSuje diabeticky fenotyp v mySim modelu

syndromu obstrukeéni SPANKOVE APNOC.....coueiecrreicssseressercssanisssansossasssssssesssasssssssssssasssssasssses 55
9. ZAVEL & AISKUZE ..ccuueenriiriicniiniinninticcninnticssicsssssstessisssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssses 63
10. SeZNAM ZKIALEK ..ueercueriiiiriiiiriiiiicsiniiissnnicssnnicsssnscsssnessssnesssssessssessssssssssesssssssssssssssses 67
11. LIteratura aeecceeccnsiiiisiecssnnicssnncnssnicssnncssssncsssnesssssessssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssses 68
| D778 1 ) 1 O 103



1. Uvod

Preventivni medicina reprezentuje Siroky obor, ktery podava znalosti a dovednosti z oblasti
podpory a udrzeni zdravi, zdravého Zivotniho stylu, primarni, sekundérni a terciarni prevence
onemocnéni, seznamuje s efektivnim poskytovanim informaci pfi zjisténych rizicich a pfi
piimém ohrozeni zdravi. Vyuziva poznatkii z védnich obort - Iékaiskych, socidlnich,
pedagogickych, psychologickych a molekularné-biologickych a je nedilnou soucasti péce o
zdravi. Ze samotné podstaty pronikd obor preventivni mediciny mnoha oblastmi, poc¢inaje
zakladnim vyzkumem (napf. pochopeni mechanismu ucink Skodlivych faktorti zevniho i1
vnitintho prostfedi, Zivotnich procesii patogeni ¢i identifikace a ovéfeni bunécnych
mechanismu primarni 1 sekundarni prevence), pfes mnohé oblasti epidemiologie, surveillance,
sledovani rizikovych faktorii az po spolupraci na normativnich a legislativnich regulacich
definujicich doporucené ¢i zavazné pozadavky v oblastech pracovniho i vefejného zdravi.
Predlozena prace svym zaméfenim a vysledky odpovida experimentadlnimu konci spektra
pracovnich c¢innosti v oboru preventivni mediciny a nasleduje tak odkazu vyznamnych
ceskych osobnosti tohoto oboru. V tomto ohledu nelze nezminit odkaz prof. MUDr. Karla
Rasky, DrSc., ktery shledaval ve spolupraci epidemiologie s laboratorni/experimentalni praci
(konkrétn¢ v podobné mikrobiologického a virologického vyzkumu) zdkladni ptedpoklad
Gsp&sného boje se smrticimi nemocemi (ZPRAVY CEM, SZU Praha 1999).

Konzumni zplsob zivota spole¢né s vyrazné zrychlenym Zivotnim stylem, jehoz
soucasti je konzumace jidel bohatych na tuky, nepravidelnd télesna a pohybova aktivita,
koufeni, nadmérny stres a psychicka zatéz maji za néasledek vyznamny rozvoj civiliza¢nich
onemocnéni. Srdecni infarkty a mozkové mrtvice jsou hlavni pfi¢innou umrti ve vSech
rozvinutych &astech svéta, véetnd Ceské republiky (Obr. 1). Kazdy rok na celém svétd umira
odhadem 17 milioni lidi na kardiovaskuldrni onemocnéni (WHO). Vétsiné predcasnych umrti
z téchto diivodi by bylo mozné predejit tim, ze budou kontrolovany hlavni rizikové faktory,
jako jsou obezita a s ni spojeny vysoky krevni tlak, dislipidémie, diabetes mellitus a vznik
metabolického syndromu. S prevenci téchto onemocnéni je tedy nutné zacit jiz v primarnim

stadiu tak, aby se témto chorobam dalo efektivné zabranit.



Obrazek 1: Pii¢iny amrti u muii 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

Obezita, kterd je davana do pfi¢inné souvislosti pravé s rozvojem kardiovaskularnich
onemocnéni, postihuje priblizné 20 % evropské a 35 % americké populace a predstavuje
vyznamné zdravotni a socialni komplikace (Zprava o zdravi obyvatel CR, 2014). Nadmérné
hromadéni tukové tkané je spojeno se zvysenou celkovou a kardiovaskuldrni mortalitou
(Lastra a Sowers 2013; Song et al. 2014), stejn¢ jako s vysSim vyskytem rakoviny
(Carmichael 2006; Hong et al. 2012a; Han et al. 2013). V ramci prevence téchto onemocnéni
je podstatné pochopeni mechanismt, které spojuji obezitu s metabolickymi a
kardiovaskularnimi poruchami, vcéetné¢ zhorSené regulace lipolyzy a zmény v profilech
adipokind, tj. proteini produkovanych v tukové tkani s parakrinnimi anebo endokrinnimi
ucinky (Northcott et al. 2012). Molekularni a endokrinni cesty, které zptsobuji dysfunkce
adipocytl a predstavuji potencidlni cile pro efektivni farmakologické intervence, byly
prozatim nedostateéné prozkoumany.

S nartstajicim vyskytem epidemie obezity u starnouci populace je spojeno i zvysSené
riziko pridruzenych chorob jako napt. obstrukéni spankova apnoe (OSA). OSA vznika
hypertrofii a naslednou obstrukci hornich cest dychacich a lze jej oznacit jako vazné,
potencidlné Zivot ohrozujici onemocnéni. OSA vyznamné piispivd ke zvySené
kardiovaskularni mortalit¢ (Shahar et al. 2001; Redline et al. 2010). OSA zvySuje riziko
srdecniho selhani o 140 %, riziko cévni mozkové piihody o 60 % a riziko vzniku ischemické
choroby srdecni o 30 % (Shahar et al. 2001). Mechanismy vysvétlujici vztah mezi OSA a
rozvojem kardiovaskularnich chorob prozatim nejsou dostatecné prozkoumany. Mezi dilci
mechanismy, které mohou hrat vyznamnou asocia¢ni tlohu, patii trvald aktivace sympatiku,
zmény v nitrohrudnim tlaku (Parker et al. 1999) a oxidacni stres, a v disledku toho i rozvoj

zanétlivych procest v kardiovaskuldrnim systému (Lavie et al. 2003; Lavie 2003).



Diabetes mellitus 2. typu je velkym problémem vefejného zdravi s vysokou
morbiditou, mortalitou a ndklady na zdravotni péc¢i (Tancredi et al. 2015). Nékteré studie
naznacuji, ze vétSina pacientli s diabetem 2. typu trpi také OSA (Punjabi et al. 2004b).
Neustale ptibyvajici tdaje z epidemiologickych a klinickych studii ukazuji, ze vyskyt OSA je
nezavisle spojen se zménami v metabolismu glukozy a vystavuje tak pacienty zvySenému
riziku rozvoje diabetu 2. typu (Foster et al. 2009). Experimentalni studie na lidech a zvitatech
prokdzaly, Zze intermitentni hypoxie a kratka doba trvani spanku v disledku spankové
fragmentace maji nezadouci u¢inky na celkovy metabolismus glukozy (Weiszenstein et al.
2016; Polak et al. 2012).

S ohledem na vSechny komorbidity spojené s vyskytem OSA by méla byt 1écba tohoto
onemocnéni komplexni. U leh¢ich piipadit OSA jsou doporucovana rezimova opatieni jako je
snizeni BMI u nemocnych subjektl, nacvik spani na boku a v pfesné vymezenych piipadech
je mozna i chirurgicka terapie. Prozatim nejucinnéjSim zptisobem 1écby pacientl se stiedné
tézkou a tézkou OSA je terapie pomoci tzv. ptetlakového dychani. Jednd se o terapii
oznacovanou jako CPAP (continous positive airway pressure), ktera existuje v mnoha
modifikacich liSicich se typem a rozsahem dechové podpory ve spanku. Tato lécba je
aplikovana pomoci oblicejové nebo nosni masky a dochazi pfi ni ke vzniku pozitivniho tlaku
vzduchu v dychacich cestach pomoci vzduchu vhanéného do masky tak, aby se ptredeslo
jejich uzavieni, a tim 1 hypoxickym epizoddm a fragmetnaci spanku. Je nutné pfipomenout, ze
tato 1éCba je pouze symptomatickd a je omezena na pouzivani obli¢ejové masky béhem
spanku po dobu alespon Ctyf hodin. Na zaklad¢é 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 Gc¢inek. Studie zkoumajici vliv CPAP
na gluko6zovou toleranci a citlivost k inzulinu u pacientd s OSA pfinesly smisené vysledky,
coz bohuzel nevede k jasnému zavéru (Pamidi a Tasali 2012). Z deviti randomizovanych
kontrolovanych studii, které zkoumaly vliv CPAP na metabolismus glukoézy, prokazaly pouze
Ctyti ptiznivy terapeuticky vliv 1éby CPAPem (Pamidi a Tasali 2012). IkdyZ nékteré studie v
ramci CPAP terapie prokéazaly zlepSeni markert citlivosti na inzulin, jako je naptiklad sniZeni
HbAlc nebo HOMA-IR, nelze z dostupnych ditkazi vyvodit zddné pevné zavéry. Jak bylo
zminéno vyse, OSA je spojena se zvySenym kardiovaskularnim rizikem. Vliv 1é€by CPAPem
na kardiovaskularni mortalitu a vysoky krevni tlak byl pfedmétem mnoha studii. Vysledkem
bylo, Ze 1é€ba vyznamné sniZuje riziko kardiovaskuldrniho selhdni 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 1é€by CPAPem na dlouhodobou kardiovaskularni
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mortalitu u pacientd trpicich OSA, a také u kontrolni skupiny bez OSA. Celkové bylo do této
kohortové studie zahrnuto 570 pacientt s té¢zkou formou OSA (index apnoe / hypopnoe (AHI)
> 30/ h) a dale kontrolni skupina 269 subjektii (AHI <5 / h). Pacienti byli 1éceni CPAPem a
sledovani po dobu primérné 79 meésicti (76-88 meésicti). Béhem studie mélo 48 subjekta
fatadlni kardiovaskularni ptihodu. Kontrolni skupina vykazovala nejnizsi kardiovaskuldrni
umrtnost (0,28 na 100 osoborokl (95% CI: 0,08 - 0,71)) nasledovana skupinou s OSA, ale
lécenou CPAPem (0,56 na 100 osoboroki (95% CI: 0,20-1,23). NejvyS$i pozorovana
kardiovaskularni imrtnost byla u skupiny pacienti s OSA bez 1écby (2,1 na 100 osobo-rokii (
95% CI: 1,37-2,92).

CPAP je prozatim nejucinnéjSim feSenim pii 1écbé OSA, bohuzel je tato 1écba
neékterymi pacienty z riznych divodi odmitana nebo neni tolerovana. Vzhledem k tomu, Ze
prozatim neexistuje spolehliva alternativa 1é¢by komorbidit spojenych s OSA, je nutné se
v ramci prevence a 1écby tohoto nebezpecného omezeni zaméfit na piipadné farmakologické
intervence, které by zmirnily nebo zcela zabranily rozvoji nepiiznivych zmén v cilovych
tkanich. Tato idea je zdkladni motivaci predlozené disertacni prace, kterd se zabyva moznosti
prevence rozvoje diabetu u mysiho modelu OSA, a to peroradlnim podanim latky acipimox,
ktera je ucinnym inhibitorem lipolyzy, a je rovnéz registrovana pro humdnni pouziti
(Olbetam, Pfizer). V dal$ich studiich, které jsou soucasti této prace, byl podrobnéji zkouman
vliv hypoxie na metabolismus a strukturu tukovych bunék (adipocytlr), které jsou hlavnim
zdrojem cirkulujicich volnych mastnych kyselin, a zaroven ptedstavuji builky vyrazné
ovlivnéné hypoxii pii OSA. Zajem o metabolismus tukové tkané byl dale podpoten faktem, ze
je k dispozici fada farmakologicky tc¢innych latek, které moduluji metabolismus adipocyti,
zejména proces lipolyzy (blokéatory adrenergnich receptort, 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 pfi
OSA, oteviela by se tak cesta k prevenci rozvoje diabetes u OSA skrze inhibici lipolyzy

v tukové tkani, naptiklad u pacientti, ktefi netoleruji CPAP.
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2. Prehled literatury
Fyziologie spanku

Spének je aktivné regulovany proces, ktery je charakterizovan snizenym védomim, svalovou
relaxaci a zménénou schopnosti reagovat na podnéty a vyskytuje se u savci, ptaki, plazi,
obojzivelnikt, ryb a dokonce i u nékterych bezobratlych. Lidsky spanek lze rozdélit do
nckolika fazi: 1) NREM (Non Rapid Eye Movement) spanek, ktery je dale rozdélen do etap
podle hloubky spanku (faze 1, stupent 2 a stupenn 3 - jsou také oznacCovany jako spanek
pomalych vin (SWS), 2) REM (Rapid Eye Movement) - faze vyskytujici se kazdych 60-90

minut, zpocatku ve formée kratkych epizod.

Usinani a periodicita spanku jsou pfesné fizené procesy urcené tfemi hlavnimi faktory:

a) Cirkadianimi rytmy (v literatufe uvadény jako C-System) — jedna se o endogenni
rytmy, které jsou pohanény vnitinimi hodinami, tzv. centrdlnim oscilatorem. Tento
oscilator nema presnou 24h periodu, ale udrzuje ji jen zhruba (circa-dianni). Tyto
rytmy mohou pfetrvavat ive zcela neperiodickych prostfedich, bez jakéhokoliv
signdlu o vnéjsim casu a prostiedi, napt. v Uplné tme. S 24h dnem je cirkadianni
oscilator synchronizovan stfidanim svétla a tmy, kde urcujici roli hraje hlavné svétla
cast dne.

b) Homeostatickymi vstupy (v literatufe uvadény jako S-System) — Systém fidici se
hlavné GABAergnimi mechanismy. Ospalost je tim vyraznéjsi, ¢im delsi dobu je
¢lovék vzharu. S pokradujicim dnem je tedy stale silngjsi. Unava je vysledkem
obsazeni pfislu§nych receptorti adenosinem. Céste¢nou ospalost lze redukovat
v€asnym obsazenim receptoru jinym jeho agonistou, a to napft. kofeinem. Spanek ptes
den zeslabuje ucinnost homeostatického mechanismu a posunuje jeho nastup do
pozd¢jsich hodin. Dalsi utlumové procesy jsou pak regulovany GABA, melatoninem a
galaninem a propojuji se s cirkadidnnim systémem

c) Externimi faktory - Pfimy ¢i nepiimy vliv na cyklus spanek-bdéni mohou mit také

nekteré externi faktory, napf. jidlo, 1€ky, teplota okoli, stres, cviceni apod.

Jak bylo fec¢eno vyse, cirkadianni rytmus je zajiStén hlavnim ,,spoustééem* a nachazi se v
hypothalamu v tzv. suprachiasmatickém jadie (SCN) s pfesahem do riiznych oblasti v mozku,
které se ucastni regulace spanku a dale pak regulace behavioralnich a endokrinnich procest,

pfijmu potravy, fyzické aktivity a metabolismu. Vnitini rytmus téchto bunck je nezavisly na
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exogennich podnétech a je zprostfedkovan bunéénymi, autonomnimi periodickymi zménami
v genové expresi, tzv. hodinovych geni: CLOCK/BMALI. Zékladem oscilace centralnich
hodin na molekularni drovni jsou transkripné-translatni  mechanismy  gent
CLOCK/BMALI. V bunééném jadru dochézi k aktivaci transkripce pomoci proteinového
komplexu CLOCK/BMAL 1 (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput Protein/Brain and
Muscle ARNT-like Protein 1). Tento proteinovy komplex se vaZze na specifické misto (E-
box) mnoha genti, v€etné proteinti PER a CRY (Period a Cryptochrom). Tyto proteiny jsou
poté translokovany do cytoplazmy a dochazi k vytvofeni komplexu PER/CRY. Komplex
PER/CRY je poté fosforylovan pomoci CK 1 (Casein Kinase 1) a GSK 3B (Glycogen
Synthase Kinase 3p). Fosforylace umoziuje vstup komplexu PER/ CRY do jadra, kde
dochazi k zablokovani, a tim i1 dalSi aktivaci jeho transkripce, stimulovanou komplexem
CLOCK/ BMAL 1. Ve tm¢ pak dochazi k degradaci komplexu Per/CRY, tim se znovu
aktivuje transkripce a cely cyklus se opakuje. (Obr. 2).

Obrazek 2: Zjednodusené schéma transkripcné-translacnich cykli genit CLOCK/BMALLI
7 3
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Zdroj: Physiology of Circadian Entrainment (2010)
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Vlastni fyziologicka potieba spanku se miize znacné lisit mezi jednotlivci a je zavisla
na ruznych faktorech, jako naptiklad veék. Epidemiologické studie u dospélych obvykle berou
v tvahu 7-8 hodin spanku, jako "normalni" dobu spanku. Naopak definice "kratkého spanku"

je v riznych studiich pomérné heterogenni a je omezena na spanek trvajici 5, 6 nebo 7 hodin
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Vliv spanku na metabolismus

Moderni spolecnost se vyznacuje rozsifenym pouzivanim elektfiny, poptavkou po vysokém
vykonu pii praci, praci na smény, prodlouzenou dobou dojizdéni do zaméstnani a velké
mnozstvi volnocasovych aktivit se vyznamné podepsaly na primérné dobé lidského spanku.
Primérné hlaSena doba spanku se snizila u 20-30 % obyvatel stfedniho véku z vice nez 8
hodin v roce 1960 k 6 hodindm v roce 2012. V USA je hldSena primérna doba spanku nizsi
nez 6 hodin. Podobny vyvoj byl zjistén 1 v jinych populacich (Agil et al. 2012) a byl potvrzen
ve studiich pouzivajicich aktigrafii jako objektivni kvantifikaci trvani spanku (Ahren 2000;
Al-Disi et al. 2010). Behem poslednich deseti let se nahromadily podstatné diikazy o tom, ze
poruchy spanku, jako napi. syndrom obstrukéni spankové apnoe (OSA), spankova deprivace,
insomnie, ovliviiuji nejen kognitivni funkce a vykon (Stickgold a Walker 2007; Walker
2009), ale jsou negativné spojeny s rozvojem obezity a metabolického syndromu a maji tim
zéasadni vliv na kardiovaskularni morbiditu a mortalitu (Cappuccio et al. 2010b; Chien et al.
2010; Ikehara et al. 2009; Punjabi et al. 2009). V posledni dobé bylo zjisténo, ze spanek je v
pri¢inné souvislosti s regulaci homeostazy glukdzy a kontrolou chuti k jidlu, a tudiZ mohou
poruchy spanku a kratka doba spanku pfispivat k rostoucimu vyskytu obezity a diabetes
mellitus 2. typu (DM2T) po celém svéte.

Skodlivy vliv spankové deprivace na lidské zdravi byl prokdzan v mnoha
prufezovych, epidemiologickych a experimentdlnich studiich vyuZivajicich akutni model

kratkého trvani spanku u lidskych dobrovolnikd.

Vliv kratké doby spanku na rozvoj diabetes mellitus 2. typu

Rozséhlé epidemiologické studie provedené v rtiznych populacich u lidi rizného véku, u
pacientll s hypertenzi nebo u t€hotnych Zen presvédCivé a opakované prokazaly, ze kratké
trvani spanku je spojeno s pfiblizné dvojnadsobnym rizikem rozvoje DM2T nebo zhorSenou
glukézovou toleranci, a to zejména u Zen (Buxton et al. 2012; Chaput et al. 2007,
Darukhanavala et al. 2011; Fiorentini et al. 2007; Gottlieb et al. 2005; Knutson et al. 2011;
Najafian et al. 2013; Ohkuma et al. 2013; Tuomilehto et al. 2008). Dulezité je, ze zvySené
riziko rozvoje DM2T je u subjekt se spankovou deprivaci nezavislé na jinych tradi¢nich
rizikovych faktorech pro diabetes mellitus 2. typu, jako jsou obezita a metabolicky syndrom
Subjektivné vnimany nedostateny, Spatny nebo kratky spanek je spojen s nékolika pre-
diabetickymi souvislostmi, jako je laéna hyperglykémie, zvySend postprandialni hladina
glukozy a inzulinu se zndmkami inzulinové rezistence (Chaput et al. 2007; Flint et al. 2007;

Hall et al. 2008; Hung et al. 2013; Jennings et al. 2007; Knutson et al. 2011; Matthews et al.
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2012; Nakajima et al. 2008). Nedostatecny spanek byl prokazan jako Skodlivy u pacientd,
kteti jiz trpéli rozvinutym diabetem. Kompenzace diabetu se vyznamné zhor$ila praveé u lidi
trpicich diabetem a zaroven kratkou dobou spanku (Knutson et al. 2006; Ohkuma et al. 2013).
Interpretace prurezovych studii je bohuzel omezena. Nckteré studie naznacuji, ze
hyperglykémie, hyperinsulinémie a endokrinni zmény spojené¢ s DM2T mohou vyznamné
ovlivnit kvalitu spanku a jeho délku (Nakanishi-Minami et al. 2012; Pallayova et al. 2010a;
Song et al. 2013). Pro lepsi pochopeni mozného dopadu délky spanku na metabolickou
homeostazu bylo velmi pou¢né pozorovani na zakladé nekterych prospektivnich studii. V
téchto studiich byli pacienti s variabilnimi spankovymi navyky, ale bez diabetu, sledovani po
delsi dobu, zatimco byly postupné zaznamenany nové diagnostikované piipady DMZ2T.
Vysledky téchto studii zahrnovaly od 661 do 70026 dospé€lych po dobu 4-32 let (Ayas et al.
2003; Beihl et al. 2009; Bjorkelund et al. 2005; Gangwisch et al. 2007; Hayashino et al. 2007;
Kawakami et al. 2004; Kita et al. 2012; Mallon et al. 2005; Meisinger et al. 2005; Nilsson et
al. 2004; Ohkuma et al. 2013; von et al. 2012). Plus meta-analyzu (Cappuccio et al. 2010a).
Po upravach znamych rizikovych faktort, pacienti s kratkym trvanim spanku meéli vyssi
relativni riziko (RR = 1,28 [1,03-1,60]) k rozvoji DM2T v porovnani se subjekty s normalni
dobou spanku.

Dalsi podpora pro epidemiologické dikazy byla poskytnuta v ramci nékterych
experimentalnich studii, které prokazuji, ze u zdravych dobrovolniki, ktefi byli vystaveni
pomérné tézkému spankovému deficitu v délce od jednoho do péti dnl, dosSlo k rozvoji
inzulinové rezistence (Cappuccio et al. 2010a; Gonzalez-Ortiz et al. 2000; VanHelder et al.
1993), a také k rozvoji B-pankreatické dysfunkce (Benedict et al. 2011; Broussard et al.
2012).

Jako dusledek inzulinové rezistence v kombinaci s defekty sekrece inzulinu, byly
z divodu kratkého trvani spanku zvySené hladiny lacné i1 postprandidlni hladiny glukézy
(Benedict et al. 2011; Kuhn et al. 1969; Reynolds et al. 2012; Vondra et al. 1981; Wehrens et
al. 2010). Piestoze podobné studie zaloZzené na experimentdlni kratké dobé spanku piinesly
diilezité informace ohledné role spanku v metabolickych procesech, studie pomoci mirnéjSiho
spankového omezeni, redukujiciho spanek na 4-5 hodin za noc po dobu n¢kolika po sobé
jdoucich noci, 1épe napodobuji chronickou spankovou deprivaci, ptitomnou v ramci dnesniho
zivotniho stylu. I pfes riznorodost studii, vykazovaly ¢astecné spankové omezené subjekty
také postizeni v mnoha parametrech glukézové tolerance a inzulinové sensitivity (Buxton a
Marcelli 2010; Buxton et al. 2010; Nedeltcheva et al. 2009a; Robertson et al. 2013; Schmid et
al. 2011; Spiegel et al. 2004a; van Leeuwen et al. 2010). Zajimavé je, Ze metabolicky profil
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pozorovany po spankovém omezeni sdili n€kolik podobnosti s DM2T, vcetné snizené¢ho
vychytavani glukézy kosternim svalstvem, zvySené¢ho vydeje jaterni glukozy a dysfunkce

pankreatickych B-bunck (Buxton et al. 2012, 2010; Donga et al. 2010).

Endokrinni mechanismy vlivu kratké doby spanku na metabolismus

Ptes epidemiologickou souvislost mezi kratkou dobou spanku a metabolickymi
abnormalitami, nejsou prozatim endokrinni a molekuldrni mechanismy zcela uspokojivé
vysvétleny. Mezi navrhovanymi mechanismy hraji kauzélni roli osa hypotalamus-hypofyza-
nadledviny a aktivace sympatiku. Tyto mechanismy jsou také podporovany vétSinou odborné
literatury. V ramci nékterych experimenti byl kladen diraz na hladiny cirkulujiciho kortizolu.
Ten byl hodnocen bud vramci 24h profilu nebo métenim jeho hladiny ve vecernich
hodinach. Hladiny kortizolu byly vyznamné zvysené po Uplném nebo ¢astecném spankovém
omezeni (Buxton et al. 2010; Kumari et al. 2009; Leproult et al. 1997; Omisade et al. 2010;
Reynolds et al. 2012; Spiegel et al. 2004a) a tento jev mize byt povazovan za marker aktivace
sympatiku (Nedeltcheva et al. 2009a).

Nekteré studie ale uvadéji, ze postizeni glukdézové homeostazy u subjektti s kratkou
dobou spanku mtize rezultovat v nezménéné hladiny kortizolu a katecholamint (Schmid et al.
2011; Donga et al. 2010). Patrné jsou dale nckteré endokrinni zmény, které rezultuji ve
zvySené hladiny pro-zanétlivych cytokinl, nizsi cirkulujici testosteron, snizené hladiny
hormon-stimulujici Stitnou zldzu, narusSeni pulzatility rGstového hormonu (Leproult a Van
2011; Spiegel et al. 2000, 2004a) nebo zmény v adipokinech secernovanych z tukové tkan¢
(Al-Disi et al. 2010; Broussard et al. 2012; Hayes et al. 2011).

Rozvoj obezity u spankovych poruch

Prospektivni a prufezové studie zjistily, ze kratké trvani spanku (mén€ nez 8 hodin) miize byt
nezavisly rizikovy faktor pro zvyseni télesné hmotnosti s hromadénim tuku v bfi$ni oblasti
(Knutson 2010; Morselli et al. 2012). Experimentalni dikazy tuto asociaci také podporuji,
protoze spankem omezené subjekty preferuji potraviny bohaté na tuky a sacharidy (Weiss et
al. 2010; St-Onge et al. 2012; Santana et al. 2012), ¢imz zvySuji svlj denni kaloricky piijem
az 0 20 % (St-Onge et al. 2011; Nedeltcheva et al. 2009b; Chapman et al. 2012; Calvin et al.
2013; Bosy-Westphal et al. 2008). Lze tedy fici, Ze nedostateCny spanek muze pfispivat k
rozvoji obezity a metabolického syndromu. Kratké trvani spanku také snizilo u subjekti
s nadvahou ubytek tuku, ztraceného v ramci kalorického omezeni (Nedeltcheva et al. 2009b).

V ramci komplexni sité faktorti regulujicich pfijem potravy (Suzuki et al. 2012), zvySenou
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chut’ k jidlu u osob vystavenych nedostatku spanku (St-Onge et al. 2012; Spiegel et al. 2004b,
2004a; Schmid et al. 2008; Nedeltcheva et al. 2010; Guilleminault et al. 2003) nebo u
pacientll s kratkou dobou trvani spanku (Chaput et al. 2007), byly zjiStény snizené hladiny
leptinu (omezuje piijem potravy, je vyluCovan z tukové tkan€) a zvySené hladiny ghrelinu
(zvysuje ptijem potravy, je vylucovan prevazné z zaludku). Naproti tomu byly zvetfejnény i
rozdilné vysledky (van Leeuwen et al. 2010; Simpson et al. 2010; Schmid et al. 2009;
Reynolds et al. 2012; Omisade et al. 2010; Nedeltcheva et al. 2009b, 2010; Bosy-Westphal et
al. 2008), upozornujici na roli dalSich faktori, jako je napf. snizend hladina anorexigeniho
peptidu YY (PYY) (Magee et al. 2009).

V souhrnu lze konstatovat, ze vyvoj obezity v dusledku neuroendokrinnich zmén
vyvolanych nedostatecnym spankem ptedstavuje dalsi nezavisly rizikovy faktor pro rozvoj

metabolickych poruch.

Cirkadianni vychyleni

Netradi¢ni rozlozeni pracovni doby (v€etné prace na smény a prace v nocnich hodinach),
spolu s Castym cestovanim napiti¢ Casovymi pasmy piedstavuji typické ptiklady naruSeni
cirkadiannich rytmii. Na zaklad¢ téchto okolnosti jsou vychyleny behavioralni zvyky jako
fyzicka aktivita, pfijem potravy, spanek a probouzeni s autonomnim ¢asovanim centralniho
pacemakeru, ktery se nachdzi v hypothalamu v suprachiasmatickém jadie (SCN).

Metabolicky aktivni tkané ziskavaji podnéty (napf. pfijem potravy, télesna aktivita) v
nevhodnou dobu jejich vlastniho pacemaker cyklu. Sladéni centrdlnich a perifernich
pacemakert je dulezité pro preziti a globalni potfeby organismu (Buijs et al. 2013), zatimco
vysledky desynchronizace mohou skoncit vaznymi nasledky, véetné zvysené kardiovaskularni
morbidity a mortality (Ha et al. 2011; Karlsson et al. 2005b; Kawachi et al. 1995b; Knutsson
et al. 1986; Tiichsen et al. 2006; Vyas et al. 2012; Wang et al. 2011) pfip. vySSim rizikem
rakoviny - ptehled v Evans a Davidson (2013); Haus a Smolensky (2013).

Bunky perifernich organii zapojenych do metabolické kontroly, vCetné jater, tukové
tkané a svalu predstavuji funkéni sit’ pacemakerovych gent a vykazuji cirkadianni cykly. V
diisledku toho, exprese stovek tkanovée specifickych gent také podstupuje cirkadianni cykly v
perifernich tkanich (Dallmann et al. 2012; Eckel-Mahan et al. 2012; Ptitsyn et al. 2006;
Zvonic et al. 2006). Vzhledem k tomu, Ze pacemakery v perifernich tkédnich nedostavaji zddné
piimé informace o cyklovani den / noc, vyvinuly se dal$i mechanismy na zaji$téni
harmonické synchronizace metabolickych funkci v perifernich tkdnich s SCN (ziskavani

informaci o intenzité svétla prostfednictvim piimych retindlnich projekci). Na uwrovni
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transkripce jsou metabolické funkce v perifernich tkanich zprostfedkovany hlavné
glukokortikoidy. Plazmatické hladiny kortizolu (nebo kortikosteronu u mysi) vykazuji
piisnou cirkadianni variabilitu, pfetrvavajici 1 za podminek experimentdlni nucené
desynchronizace (Scheer et al. 2009). Syntéza glukokortikoidl a jejich uvolfovani je fizena
pomoci periferniho oscilatoru (Son et al. 2008) a je ovlivnéna SCN prostiednictvim piimé
sympatické inervace nadledvin (Ishida et al. 2005; Otsuka et al. 2012; Wotus et al. 2013).
Vysledné cirkadianni oscilace v plazmatickych hladinach glukokortikoida vyvolavaji oscilace
genove exprese v cilovych tkanich (napft. jatra) skrze vazby na oblast promotoru Per genu, coz
predstavuje klicovou soucast sité¢ perifernich pacemakert v jatrech, tukové tkani a v
kosternim svalstvu (Gomez-Abellan et al. 2012; Oishi et al. 2005; Pezuk et al. 2012; So et al.
2009; Zambon et al. 2003; Almon et al. 2008). Zvlastnosti perifernich oscilatorii je, ze mohou
byt vyrazné ovlivnény pomoci vnéjSich podnéti. Piikladem je pfijem potravy, ktery byl
identifikovan jako silny ,,zeitgeber* pro periferni pacemakery, i kdyz byly geny odstranény
nebo doslo k poskozeni SCN (Sheward et al. 2007; Storch a Weitz 2009; Zhang et al. 2009).
Zeitgeber mizZeme oznaCit jako podnét pro synchronizaci cirkadianniho rytmu v SCN.
Primérnim zeitgeberem je svétlo. Podobné také fyzicka aktivita a cviceni ovliviiuji periferni
oscilatory, a to zejména v kosternim svalstvu (Zambon et al. 2003)

Spolu s regulaci transkripce genli, které se ucastni aktivity v perifernich
pacemakerech, lze metabolismus v perifernich tkanich synchronizovat s SCN v ramci
nekterych endokrinnich mechanismt. Napiiklad, metabolické reakce na kolisani
plazmatickych hladin melatoninu (hormonu, ktery je produkovan epifyzou pod piimou
kontrolou SCN) byly pozorovany v tukové tkéni (onso-Vale et al. 2008), svalech (Contreras-
Alcantara et al. 2010; Ha et al. 2006; Sartori et al. 2009), jatrech (Shieh et al. 2009; Faria et
al. 2013) a ve slinivce bfisSni (Bahr et al. 2012). Studie ukézala, Ze melatonin je schopen
zlepsit glukézovou homeostdzu prostfednictvim riznych mechanismi, které zahrnuji vétsi
vychytavani glukézy, zvySenou sekreci inzulinu, zlepSeni inzulinové senzitivity nebo
snizenou jaterni glukoneogenezi v riznych zvirecich modelech (Agil et al. 2012; Bertuglia a
Reiter 2009; Contreras-Alcantara et al. 2010; Cuesta et al. 2013; de Oliveira et al. 2012; Faria
et al. 2013; Kitagawa et al. 2012; Korkmaz et al. 2012; Nishida et al. 2002; Nogueira et al.
2011; Park et al. 2013; Sartori et al. 2009; Shieh et al. 2009; Zanuto et al. 2013). Melatonin
také zvysil hladinu glykogenu v hepatocytech (Shieh et al. 2009), omezil hromadéni tuku v
tukovych bunkach (Wang et al. 2013b), a zaznamenén byl dokonce pokles hromadéni tuku u
lidi (Borba et al. 2011) a potkant (She et al. 2009). Ristovy hormon (Surya et al. 2006) a

thyreotropni hormon (Patel et al. 1972) spolu s pfimou sympatickou inervaci perifernich tkani
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(Cailotto et al. 2009) také vykazuji silny cirkadianni rytmus a mohly by pfispét k ovlivnéni

perifernich pacemakerti a metabolickych potieb celého organismu.

Mechanismy cirkadianniho vychyleni

Studie provedené¢ na mysSich modelech se selektivni mutaci v pacemaker genech prokazaly
zédsadni tlohu centralniho a periferniho pacemakeru v regulaci hladiny glukézy, glukézové
tolerance, inzulinové senzitivity, sekrece inzulinu a pfijmu potravy (Doi et al. 2010;
Kennaway et al. 2013; Lee et al. 2013; Marcheva et al. 2010; Rudic et al. 2004; Sadacca et al.
2011; Turek et al. 2005). Napiiklad, specificka ztrata BMAL genu v jatrech indukuje
hypoglykémii a zménéné exprese genli podilejicich se na metabolismu glukozy (Sadacca et al.
2011), pricemz delece BMAL genu specifického pro [B-buniky pankreatu rezultuje v
hyperglykémii a snizeni hodnoty gluk6zy vyvolané sekreci inzulinu (Marcheva et al. 2010).
Tyto procesy jsou ovlivnény nadmérnou produkci reaktivnich forem kysliku (Lee et al.
2013). Dalsi studie naznacuji ze, mysi krmené v podminkach vychyleni centrdlniho a
periferniho pacemakeru ziskaly vétsi ptiristek hmotnosti s rozvinutou inzulinovou rezistenci
(Sherman et al. 2012). Identické regulace byly pozorovany u subjektii pracujicich na smény,
kde reakce glukozy v plazmé a inzulinu na testovaci potravu byly vyznamné vyssi, pokud
bylo jidlo podavéno v pribéhu noci (Lund et al. 2001). Soubézné byla pozorovana inzulinova
rezistence a hyperinzulinémie (Lund et al. 2001). Prodlouzeni ptirozeného 24 hodinového
denniho cyklu na 28 hodin (nebo vice) po nékolik po sobé jdoucich dni poskytuje dobry
experimentalni nastroj pro zjiSténi metabolického dopadu cirkadidnniho vychyleni nezéavisle
na mozném vlivu dennich oscilaci v metabolickych a endokrinnich drahdch. Nucena
desynchronizace u lidskych dobrovolnikii méla za nasledek zvySené hladiny glukozy a
inzulinu spolu s poruchou glukézové tolerance a dysfunkce B-bunck pankreatu (Buxton et al.
2012; Scheer et al. 2009). Cirkadianni vychyleni navic zrychlilo vyvoj diabetu u krys v
disledku apoptozy inzulin-secernujicich beta-bunék (Gale et al. 2011). Nedavné studie
identifikovaly zvySené hladiny mastnych kyselin, snizené hladiny leptinu a naruSeny
metabolismus kortizolu jako jedny z moznych endokrinnich mechanismu, které ptispivaji k
rozvoji inzulinové rezistence a dysfunkce PB-bunék u subjektl vystavenych cirkadidnnimu
vychyleni. Zvysena sekrece pro-zanétlivych cytokinil byla zjisténa po cirkadiannim vychyleni
u mySich modelti (Castanon-Cervantes et al. 2010; Lee et al. 2013), coz naznacuje
predpokladany mechanismus pro celkovou pro-zanétlivou aktivaci, ktera je typickd pro

DM2T (Calle a Fernandez 2012).
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Cirkadianni vychyleni a jeho vliv na metabolismus

Kompletni pfenastaveni centralniho pacemakeru noénim sménam je u lidi extrémné vzéacné,
zejména pokud se jednotlivé smény stiidaji (Folkard 2008; Dumont et al. 2012; Grundy et al.
2009; Roden et al. 1993; Smith a Eastman 2012). Netplné adaptace na nepravidelny rytmus
spanku vede k vyznamnému nesouladu mezi biologickymi pacemakery a Zivotnim
prostiedim. Prace na smény a s tim souvisejici cirkadianni vychyleni mize hluboce ovlivnit
metabolické funkce a glukdézovou homeostazu. Prifezové a prospektivni studie naznacuji
hlavné vyssi vyskyt DM2T (Guo et al. 2013; Mikuni et al. 1983a; Monk a Buysse 2013),
glukézovou intoleranci (Mikuni et al. 1983b), inzulinovou rezistenci (Karlsson 2001) a vyskyt
metabolického syndromu (Esquirol et al. 2009). Pracovnici na smény také trpi nadvahou
(Niedhammer et al. 1996). Kauzalni efekt u pracujicich na smény s vyvojem metabolickych
poruch, byl potvrzen v prospektivnich studiich provadénych pravé u téchto dobrovolnikii.
Tyto studie prokézaly vyssi riziko vzniku metabolického syndromu (De Bacquer et al. 2009;
Kawada a Otsuka 2014; Suwazono et al. 2010) a DM2T (Eriksson et al. 2013; Karlsson et al.
2005a; Kawachi et al. 1995a; Morikawa et al. 2005; Polak et al. 2006), 1 kdyz n¢ktera z téchto
zjisténi ztratila vyznam po Upravach na zmény v télesné hmotnosti. Zjistény byly zvySené
hladiny HbA1c u diabetikl pracujicich ve sménném provozu, kompenzace diabetu se zhorsSila
s pretrvavajici praci na smény ptip., pokud se zvysil pocet odpracovanych hodin za sménu
(Kawachi et al. 1995a; Kawada a Otsuka 2014; Monk a Buysse 2013; Morikawa et al. 2005;

Suwazono et al. 2010).

ZvySené hladiny FFA a jejich vliv na metabolismus

Zvysené hladiny volnych mastnych kyselin mohou vyznamné narusit homeostazu glukozy.
FFA pfedstavuji vyznamny zdroj energie pro svaly, ale je také zndmo, Ze zprostfedkovavaji
dilezité regulacni a endokrinni funkce. ZvySené hladiny FFA jsou povazovany za kauzalni
faktor vyvolavajici metabolické poruchy u obéznich jedinci a v kone¢ném disledku
vyznamné prispivaji k rozvoji diabetu 2. typu. Opakované bylo prokdzano, ze zvySeni
plazmatickych hladin FFA pfedstavuje nezavisly rizikovy faktor progrese inzulinové
rezistence a rozvoje DM2T (Reaven et al. 1988; Baldeweg et al. 2000; Jiao et al. 2008;
[I’yasova et al. 2010). Obézni jedinci, stejné jako pacienti trpici DM2T, se ¢asto vyznacuji
zvySenymi hladinami FFA v plazmé (Reaven et al. 1988; Baldeweg et al. 2000). ZhorSena
regulace lipolyzy tukové tkdné se zvySenym spontdnnim uvoliovanim FFA do ob¢hu je
hlavnim zdrojem plazmatickych hladin FFA u obéznich jedincii (Lafontan 2008; Langin
2006). Nekteré¢ studie identifikovaly molekularni drahy regulované FFA, v pfic¢inné
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souvislosti s patogenezi inzulinové rezistence a DM2T (Lewis et al. 2002; Charles et al. 1997;
Hoeks et al. 2012). Nadmérné vyuziti FFA (napfiklad pfi zvySenych plazmatickych hladinach
FFA), vede k hromadéni meziproduktli metaboliti - acetyl-CoA a NADH ve svalovych
bunikach. Tyto metabolity allostericky inhibuji aktivitu riznych enzymu, které se ucastni
glykolyzy a Krebsova cyklu. V disledku toho se zvySuji intracelularni hladiny citratu, ktery
inhibuje glukokinazu, kli¢ovy enzym regulujici absorpci glukézy ve svalech. Tato kaskada
déji ma za nasledek snizeny piijem glukézy. Kromé toho, inzulinem stimulované
vychytavani glukoézy ve svalech se snizuje a odrazi tak rozvoj inzulinové rezistence na
bunécné trovni (RANDLE 1998; Kelley a Mandarino 2000). Kromé substratové urovné byly
identifikovany vyznamné zmény v signalizaci receptord inzulinu ve svalech pravé v disledku
zvysenych hladin FFA. Nadmérna expozice tkani k FFA vede k akumulaci nékterych molekul
(Long chain fatty acid CoA ligase) je mezi nimi zvlasté dilezita, protoze tato molekula piimo
reguluje aktivitu enzymi podilejicich se na glykolyze a syntéze glykogenu (Wititsuwannakul
a Kim 1977). LCFA-CoA muze byt snadno esterifikovana na dilezity intracelularni
sekundarni posel - diacylglycerol (DAG). ZvysSené intracelularni hladiny DAG byly
pozorovany u lidi s inzulinovou rezistenci, stejné¢ jako ve zvifecich modelech obezity a
inzulinové rezistence (Chibalin et al. 2008; Itani et al. 2002). Negativni vliv DAG na
inzulinovou senzitivitu je zprostfedkovan aktivaci C isoforem specifické protein-kindzy
(izoformy beta, 0 a 0), které fosforyluji klicovy prvek v inzulinovych receptorech, jez
sprostiedkovavaji signalni transdukce IRS-1 proteinu (Samuel et al. 2010; Danielsen et al.
1995). Fosforylace IRS-1 v poloze Ser-307 znaén¢ snizuje jeho schopnost zprostiedkovat
signalizaci od aktivovaného receptoru inzulinu do buriky, a tim pfispiva k rozvoji inzulinové
rezistence (Samuel et al. 2010; Boura-Halfon a Zick 2009).

Experimentalni zvySeni plazmatickych hladin FFA u zdravych dobrovolnikd, stejné
jako u pacienti s DM2T m¢élo za nasledek zvysenou glukoneogenezi a v dusledku toho Cisty
jaterni vydej glukozy (Chen et al. 1999; Boden 2001). Glukoneogeneze je pevné regulovana
endokrinnimi u¢inky inzulinu. Podobné jako u vySe popsanych drah je aktivace IRS-1 a IRS-
2 proteiniicasnym krokem v inzulinové signalizaci (Previs et al. 2000; Dong et al. 2008;
Kubota et al. 2008). I kdyZ nejsou mechanismy, které vedou k jaterni inzulinové rezistenci ve
srovnani s kosternim svalstvem prozatim tak dikladné prozkoumany, ukazalo se, Ze aktivace
PKC s naslednou fosforylaci a inaktivaci IRS proteint je jednim z kritickych funkci vzniku
FFA-indukované inzulinové rezistence v jatrech (Samuel et al. 2010). Akumulace

metabolickych meziprodukti oxidace FFA, jako jsou acetyl-CoA a NADH, stimuluje
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glukoneogenezi a s tim souvisi i vyssi produkce glukézy v jatrech a rozvoj hypergklykémie
(Diaz-Guerra et al. 1991). Delsi vystaveni beta-bun€k pankreatu zvySenym hladindm FFA
poskozuje jejich schopnost vyluCovat inzulin (Tuo et al. 2011; Giacca et al. 2011) a vyvolava
jejich  apoptozu  (Nemcova-Furstova et al. 2011). Molekularni mechanismy
zprostiedkovavajici uc¢inek volnych mastnych kyselin na sekreci inzulinu zahrnuji modifikaci
aktivity GLUT-2 receptoru, indukci oxida¢niho stresu a zvySenou intracelularni produkci
ceramidu (Lewis et al. 2002) Kromé toho, in vitro pozorovani prokazujici Skodlivé u¢inky
volnych mastnych kyselin na sekreci inzulinu bylo potvrzeno i in vivo, kde zvySené hladiny
FFA zpusobily dysfuknci B-bun¢k pankreatu a dosSlo k zhorSeni glukdézové homeostazy
(Paolisso et al. 1995).

Syndrom OSA

Spankova apnoe je definovana jako vyskyt zastav dechu ve spanku (apnoickych,
hypopnoickych epizod), které trvaji minimaln¢ 10 sekund s opakovanim vys$im nez 5 epizod
za hodinu spanku. Apnoe znamena preruseni proudéni vzduchu nosem nebo usty. Hypopnoe
je ptechodné omezeni objemu dechu minimalné o 50 %, s poklesem saturace hemoglobinu
minimalné o 3 %.

Z hlediska etiologie mizeme apnoické zastavy rozdé€lit na obstrukéni, centralni a
smiSené. Pi obstrukéni spankové apnoi pretrvava dychaci usili a jsou tedy pritomny dychaci
pohyby hrudniku a bficha. Pfi centralni spankové apnoi neni dychaci tusili pfitomno.
Spankova apnoe se nazyva smiSenou, jestlize za¢ina jako centrdlni (bez dychaciho usili), ale
dychaci usili se beéhem jejiho trvani obnovi a kon¢i tedy jako obstrukéni. Centralni spankova
apnoe se vyskytuje asi v 10 % spankovych apnoi a byva soucasti zejména srdecnich,
chronickych plicnich, nervosvalovych a skeletdrnich onemocnénich. Centralni spankova
apnoe se také vyskytuje pfi periodickém dychani ve velké nadmoiské vySce. Nejcasté)si
poruchou dychéani ve spanku z hlediska nemocnosti a tmrtnosti je syndrom obstrukéni
spankové apnoe (OSA).

Syndrom obstrukéni spankové apnoe (OSA) je relativné casto se vyskytujici
onemocnéni, postihujici piiblizné 5-15 % dospélé populace (Punjabi 2008). Je
charakterizovan opakovanym wuzavienim hornich dychacich cest v pribé¢hu spanku
s naslednym poklesem saturace hemoglobinu v cirkulujici krvi 1 tkdnich (intermitentni
hypoxie) a fragmentaci spanku diky castecnému nebo kompletnimu probuzeni ukoncujici

kazdou apnoickou epizodu.
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OSA je Siroce uznavana jako nezavisly rizikovy faktor pro rtiznd kardiovaskularni
onemocnéni (Baguet et al. 2012; Caples et al. 2007; Lopez-Jimenez et al. 2008).

Stale vice dukazti naznacuje, Ze OSA je také spojovana s fadou metabolickych zmén,
jako jsou dyslipidémie, inzulinova rezistence, glukdzova intolerance a DM2T. Tyto spojitosti
byly zna¢né ptfezkoumany v poslednich nékolika letech (Punjabi 2009; Pamidi a Tasali 2012;
Levy et al. 2009; Drager et al. 2010). N&které pruiezové studie ukézaly, Ze obstrukéni
spankova apnoe zpusobuje sniZzenou gluk6ézovou toleranci nebo snizenou inzulinovou
senzitivitu, a to 1 po upravé BMI u zkoumanych subjektii (Ip et al. 2002; Punjabi et al. 2004a).
Celkove lze ftici, ze vyskyt prediabetu spojené¢ho s inzulinovou rezistenci a intoleranci
glukézy, byl vyssi u pacienti s OSA nez u kontrolnich subjektd (Pamidi a Tasali 2012).
Dilezitym zjisténim také je, ze zavaznost no¢ni hypoxie u neobéznich OSA pacientl je
spojena s rezistenci na inzulin (Borel et al. 2013), coz naznacuje, ze stfidani hypoxie a
reoxygenace souvisejici s OSA hraje vyznamnou roli v této metabolické dysfunkci.

Ve velkych longitudindlnich studiich, naptiklad Wisconsin Cohort Study nebo
Busselton Health Study, byli autoii schopni prokazat, ze OSA je spojena s vyssi prevalenci
DM2T (Reichmuth et al. 2005).

Udinky intermitentni hypoxie na metabolismus

Cetné studie zkoumaly vztah mezi intermitentni hypoxii (IH) jako sou¢asti OSA a
inzulinovou rezistenci. VétSina z nich prokazala, ze IH méni homeostazu glukézy s vice ¢i
méng silnymi ucinky. Glukézovy toleranéni test (GTT) ukazal poruchu glukdzové tolerance v
n¢kolika modelech mysi spankové apnoe po dlouhodobé expozici intermitentni hypoxii
(Polotsky et al. 2003a; Drager et al. 2013a; Arnaud et al. 2011). Dalsi studie ukazaly, Ze u
potkant vystavenych IH po dobu 1, 3 nebo 7 tydni postupné doslo ke snizovani glukézou-
stimulovaného uvolinovani inzulinu se zhorSenou “clearance glukézy (Fenik et al. 2012), a
akutni expozice IH u zdravych lidskych dobrovolnikii méla za nésledek snizeni inzulinové
senzitivity (Louis a Punjabi 2009).

Zatimco chronicka intermitentni hypoxie se zda byt celkové odpovédna za poruchy
regulace sacharidli, mechanismy ucastnici se t€chto procesit zlstavaji nejasné. Intermitentni
hypoxie mliZze ovlivnit ucinnost inzulinu ovlivnénim své cilové tkané, a to v jatrech,
kosternim svalstvu, slinivce a v tukové tkani. V nésledujicich odstavcich budou diskutovany
disledky IH v téchto cilovych tkanich, se zvlastnim dirazem na molekularni mechanismy,

zejména, zanétliveé procesy, oxidativni stres a aktivaci sympatického nervového systému.
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Vliv intermitentni hypoxie na metabolické procesy v jatrech

[H-indukované poskozeni jater a metabolické poruchy pftitahuji velkou pozornost vzhledem
k tomu, Ze jatra hraji Gstfedni roli v regulaci metabolismu gluk6zy. Nealkoholicka steato-
hepatitida, souhrnné¢ oznaCované onemocnéni jater, pii kterém dochédzi k nadmérnému
hromadéni tukovych lozisek souvisi s inzulinovou rezistenci a je zahrnuto v klinickych
podminkach metabolického syndromu, je také v posledni dobé spojovano s vyskytem OSA
(Sookoian a Pirola 2013). Studie naznacuji, Ze indukovana intermitentni hypoxie, ktera je
pravodnim jevem pii OSA, je spojena s jaterni fibrozou a zanétlivymi pochody u obéznich a
neobéznich pacientl (Polotsky et al. 2009). Minville et al. (2014) dale poukazuje, Ze zadvazna
nocni hypoxie je nezavisle spojena s jaterni steatézou, a Ze jiz existujici obezita zhorSuje tento
ucinek. Tyto vysledky byly potvrzeny i u détskych pacientl trpicich OSA (Sundaram et al.
2014).

Strukturalni poSkozeni jater

Studie prokdzaly, ze chronickd IH miiZze zpusobit poSkozeni jater a zvysit hladinu a aktivitu
klic¢ovych jaternich enzymt AST, ALT a ALP v séru (Savransky et al. 2007¢, 2007a; Rosa et
al. 2011; Drager et al. 2011). Nékolik tydnti expozice IH mélo za nésledek vznik jaterni
steatdzy, nekrézu hepatocytli a zanét s akumulaci neutrofilti (Savransky et al. 2007¢; Rosa et
al. 2011; Chen et al. 2013). Delsi (6 mésici) expozice mély za nasledek lobularni zanéty a
usazeniny kolagenu v dasledku up-regulace kolagen-dependentni genové exprese (Savransky
et al. 2007c). Po expozici chronické IH se zvysil obsah triglyceridii u obéznich i neobéznich
mysi (Savransky et al. 2007¢c; Drager et al. 2011). Expozice IH vedla ke zvySeni klicovych
enzymu biosyntézy lipidu v jatrech (SREBP-1, SCD-1, HDL) (Savransky et al. 2007b; Li et
al. 2005). Tyto efekty byly ¢astecné eliminovany u mysi s deficienci transkripcniho faktoru
Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1), coz naznacuje, Ze HIF-1 mize byt zodpovédny za up-
regulaci SREBP-1 a SCD-1, a proto ho miizeme povazovat za dualezity faktor ucastnici se
vazby mezi [H a metabolickymi zménami (Li et al. 2006). Jatra u mysi vystavenych IH m¢la
vysSi obsah glykogenu, nez byl obsah u kontrolnich zvitat, coz svéd¢i o stimulaci produkce
glukozy (Savransky et al. 2007¢, 2007a). Tento fakt je dale podporovan tim, Ze IH expozice
zvySila genové exprese a proteinové hladiny klicovych enzyml Ucastnicich se

glukoneogeneze (Polak et al. 2013).
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Oxidacni stres a zanét

Bylo prokazéno, ze po expozici chronické IH doslo ke zvySeni hladin metaboliti oxidu
dusného spolu s poskozenim DNA a apoptézou hepatocytli (da Rosa et al. 2012; Rosa et al.
2011). Aktivita endogennich antioxidacnich jaternich enzymi, jako jsou SOD, GPX a CAT,
byla snizena po 5 tydnech expozice IH u mysi. Celkova hladina jaterniho glutathionu,
svédcici o snizeni antioxidacni kapacity, byla po expozici IH také sniZzend (Rosa et al. 2011).
IH déle vedla ke zvySeni peroxidace lipidii a doSlo k up-regulaci p47phox (cytosolicka
podjednotka NADPH oxidazy). Neptiznivy efekt peroxidace lipidi byl ¢aste¢né eliminovan
po podéni apocyninu (inhibitor NADPH oxidazy) (Jun et al. 2008). Pro-zanétlivé cytokiny,
TNFa a exprese makrofigového zanétlivého proteinu 2 (MIP2) nebyla ovlivnéna u
neobéznich mysi vystavenych IH, naproti tomu byla zvySena u obéznich mysi, které¢ byly
vystaveny IH po dobu 4 tydnii (Drager et al. 2011). Delsi expozice IH zvysuji hladiny pro-
zangtlivych cytokintt v jatrech (IL-1, IL-6, MIP2), spolu s aktivaci prozanétlivého
transkripéniho faktoru NF-kB (Savransky et al. 2007a). V jiné studii bylo prokazano, ze
transkripcni faktory HIF-1a a NF-kB byly po 5 tydnech expozice IH v jatrech vyrazné up-
regulovany (da Rosa et al. 2012).

Celkove lze fici, ze experimentalni dikazy naznacuji, ze expozice IH zpusobuje
poskozeni jater a zvySuje produkci glukozy v hepatocytech skrze nékolik mechanismu. Je
tteba poznamenat, ze strukturni a funkcni 1éze pozorované v jatrech IH-exponovanych jedincl
se vyznamn¢ podobaji t€ém u nealkoholické steato-hepatitidy (Nedeltcheva et al. 2010;
Minville et al. 2014).

Dopad intermitentni hypoxie na metabolismus kosterniho svalu

Expozice intermitentni hypoxii je doprovazena vykyvy hladiny O; a parcialniho tlaku pfimo v
kosternim svalu (Holm et al. 1973; Reinke et al. 2011). Jako hlavni organ citlivy na inzulin je
kosterni sval zodpovédny za 80 az 90 % inzulinem indukované vychytdvani glukdzy.
Nicméné, pravdépodobné z diivodu nedostatku shody o ¢asovém prabéhu vyvoje inzulinové
rezistence, bylo jen velmi malo studii zaméfeno na metabolismus kosterniho svalu v reakci
na expozici [H.

O ucincich trvalé hypoxie, vyvolané fyzickym tréninkem ve vysoké nadmoiské vysce,
stfidajicich se s normoxickymi obdobimi vSak pfece jen existuji experimentalni dikazy V
roce 1973 testoval Holm et al. (1973) vliv riznych hladin hypoxie, jednalo se o expozici 3

hodiny denn¢ po dobu 1 az 4 tydnt. Vysledky experimentii naznacCuji, Ze metabolismus
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glukozy byl nepfiznivé ovlivnén v zavislosti na délce expozice. V dalSich letech bylo
navrzeno, ze IH-indukované zmény metabolismu kosterniho svalu jsou charakterizovany
poklesem hladin kreatin fosfatu, citratu, alfa-ketoglutaratu, glutamétu a zménami v anaerobni
glykolyze (Pastoris et al. 1985). Liyori et al. (2007) pozorovali v ramci mysiho modelu
chronické IH snizeni metabolismu glukézy v soleu. Velmi malo je zndmo také o Uc¢inku
chronické TH na signélni drdhy inzulinu. Carreras et al. (2012) pozorovali cytosolicko-
membranové translokace GLUT-4 receptort, které by mohly poskytnout vysvétleni pro

rozvoj inzulinové rezistence u mysi vystavenych chronické IH.

Vliv intermitentni hypoxie na endokrinni funkei slinivky b¥fiSni

Pti pohledu na velmi dtlezitou ulohu slinivky bfisni v metabolismu celého téla, existuje velky
zajem o vyhodnoceni piipadného tc¢inku IH na metabolismus glukozy. Ackoli bylo navrzeno
mnoho hypotéz, jen malo z nich bylo skute¢né potvrzeno (Pallayova et al. 2010a). U lidi
trpicich nadmérnou obezitou, je OSA spojena se zvySenim bazalni funkce B-bunck pankreatu,
ikdyz metabolismus glukézy zlstal nezménén (Pallayova et al. 2010b). Na druhé strané,
pankreatickd sekrece inzulinu nebyla ovlivnéna u zdravych dobrovolnikii exponovanych IH,
nicmén¢ v téchto experimentech doslo ke sniZzeni inzulinové senzitivity a u¢innost glukozy
byla také snizena (Louis a Punjabi 2009). V experimentech v ramci mySich modelt chronické
IH dochézelo k apoptéze B-bunék pankreatu, stejné jako byla pozorovana i jejich nadmérna
proliferace (Yokoe et al. 2008; Xu et al. 2009). To je v souladu se studii Yokoe et al. (2008),
kde pii sledovani dochazelo ke zvySené replikaci beta-bun¢k pankreatu pii vystaveni IH. 1
kdyz Wang et al. (2013a), nepozoroval zmény v morfologii beta-bun¢k, obsah inzulinu
v langerhansovych ostriveich byl vyznamné snizeny u mysi, které byly vystaveny chronické
[H. Tento efekt byl zplisoben v disledku down-regulace enzymu prohormon konvertazy 1,
ktery ptevadi proinzulin na inzulin. In vitro buné¢né studie rovnéz prokazuji, ze expozice IH
snizila gluk6zou-indukovanou sekreci inzulinu a to diky down-regulaci CD38 v genové
transkripci, ktera se podili na mobilizaci Ca*" a tim na sekreci inzulinu (Ota et al. 2012).

Je dobfe znamo, ze IH pfispiva ke zvySené produkci reaktivnich forem kysliku (ROS)
a pankreatické buiky jsou velmi citlivé na poskozeni formou oxidativniho stresu. In vitro,
expozice IH vede k produkci ROS v pankreatickych ostriveich. V ramci experimenti kde
byly mysi izolované pankreatické ostrivky vystaveny IH a oSetfeny anti-oxidantem mito-
TEMPOL bylo prokdzano, Ze je tato zména praveé zavisla na ROS (Wang et al. 2013a). Stejné
tak, pokud byly my$i nadmérné exprimujici antioxidacni protein (superoxiddismutdzy)

specificky v pankreatickych beta-bunikach byly vystaveny IH, byla pozorovana sniZena

27



apoptoza B-bunck pankreatu. To opét naznacuje, ze se oxidativni stres vyznamné podili na

[H-indukovaném poskozeni slinivky btisni (Xu et al. 2009).

Vliv intermitentni hypoxie na metabolické procesy tukové tkané

Tukova tkan je do zna¢né miry uzndvana jako dtlezity faktor v rozvoji inzulinové rezistence.
Volné¢ mastné kyseliny (FFA) a zvySena lipolyza tukové tkdné jsou schopny vyvolat
inzulinovou rezistenci prostfednictvim jejich ucinkd na svalovinu, jatra a tukovou tkan
(Delarue a Magnan 2007). Intermitentni hypoxie dale down-reguluje adiponektin u 3T3-L1
adipocytl, ktery je silny insulin-senzibilizacni hormon (Magalang et al. 2009), a zvySuje
tvorbu rezistinu v tukové tkani, kterd maze ptispét k rozvoji inzulinové rezistence pies pro-
zangtlivé procesy zahrnujici produkci TNFa a IL-6 (Borst et al. 2005).

Kromé¢ Skodlivé role tukové tkdn€ v rozvoji inzulinové rezistence, naznacuji nekteré
studie na zvifecich modelech, ze TH mlZze zpisobit rozvoj dyslipidémie prostfednictvim
nékolika mechanismu:

1) Up-regulace biosyntézy lipidii v jatrech — viz kapitola vliv IH na jatra;

2) Zvysena lipolyza - Uvoliovani FFA doprovazené zvySenymi hladinami celkového
cholesterolu, LDL cholesterolu a triglycerida (Jun et al. 2010). Studie u pacientii se srdecnim
selhanim ukézaly, Ze pacienti s tézkou OSA méli vice zvySené hladiny FFA nez pacienti bez
OSA (Jun et al. 2011), coz podporuje hypotézu, ze hypoxie by mohla byt ptimo zodpovédna
za uvolnovani FFA do béhu. Kromé toho, Poulain et al. (2014), ukazal, ze IH vyvolava
morfologickou a funkéni remodelaci epididymalniho tuku u mys$i. AvSak molekularni
mechanismy, z nichz mize hrat nadmérna lipolyza vyznamnou roli musi byt jest¢ dale
prozkoumany.

3) Snizeni vychytavani (clearence) lipoproteinii v disledku inhibice lipoproteinové
lipazy (LPL) (Yao et al. 2013; Poulain et al. 2014; Drager et al. 2013b). Experimentalni
dikazy u mysi s céastecné deficitnimi faktory HIF-1 a Angiopoietin-like 4 (Angptl4)
naznacuji, ze snizeni exprese LPL je zprostfedkovano pomoci HIF-1 a Angptl4 (Drager et al.
2013a; Poulain et al. 2014).

Nekteti autofi se snaZzili zjistit amplitudy parcialniho tlaku kysliku v riznych tkanich u
[H-exponovanych mysi. Tyto experimenty ukézaly, ze jatra vykazuji vyznamné vykyvy
v parcialnim tlaku kysliku, zatimco v tukové tkani byly tyto Grovné téméf konstantni
(Reinke et al. 2011). To naznacuje, Zze adipocyty by mély byt v experimentalnich modelech
vystaveny spiSe trvalejSimu hypoxickému stavu spiSe neZ intermitentni hypoxii, tak aby se

1épe napodoboval dopad IH in vivo na tukovou tkan. V ramci dalsich studii bylo potvrzeno, ze
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trvald hypoxie vyznamné méni metabolismus gluko6zy a lipidit snizenym vychytavani volnych
mastnych kyselin a vychytavanim inzulinem-indukované glukézy a zvySenim lipolyzy v 3T3-
L1 pre-adipocytech (Yin et al. 2009; Regazzetti et al. 2009). Hypoxie také zvySuje uvolnovani
prozanétlivych cytokind, leptinu (Hosogai et al. 2007), TNFa a IL-6 (Wang et al. 2007a) a
snizuje sekreci adiponektinu (Hosogai et al. 2007; Fiori et al. 2013; Chen et al. 2006). To v
souladu s experimentalnimi daty naznacuje, ze IH indukuje vznik pro-zanétlivych profila v

tukové tkani (Poulain et al. 2014).

Vliv intermitentni hypoxie na aktivaci sympatického nervového systému

Aktivita sympatického nervového systému (SNS) je u zdravych dospélych nizsi beéhem
spanku nez v pribéhu dne. Pacienti trpici OSA vykazuji vysokou miru aktivity sympatického
nervového systému jak béhem dne, tak i béhem spanku, a tento stav je dale doprovazen
vysokou hladinou cirkulujicich katecholamini (Somers et al. 1993; Carlson et al. 1993).
Tento fenotyp byl potvrzen jak na lidskych, tak i zvifecich modelech IH. Bylo prokazano, ze
expozice IH zvySuje aktivitu sympatického nervového systému u zdravych lidi (Prabhakar a
Kumar 2010; Tamisier et al. 2009) a u hlodavci (Xing et al. 2014). Oxidacni stres, zvySena
exprese HIF-1a, snizena exprese HIF-2 a endotelin-1 byly navrzeny jako kli¢ové mechanismy
hrajici roli v IH-indukované aktivaci SNS (Prabhakar et al. 2012).

Zvyseny sympaticky tonus ma velky vliv na metabolismus lipidi a glukézy, a to
prostfednictvim cirkulujici faktor, jakoZ i inervace jater, slinivky, kosterniho svalstva a bilé
tukové tkané (Youngstrom a Bartness 1995; Shimazu 1996; Ahren 2000). Nadledviny, které
uvolnuji adrenalin pii aktivaci sympatiku, spousti produkci glukézy a snizuji sekreci inzulinu,
coz ma za nasledek vznik inzulinové rezistence (Deibert a DeFronzo 1980). Adrenalin, a v
mensi mife noradrenalin, plisobici pies n€kolik B-adrenergnich subtypl (Bartness et al. 2010;
Lafontan a Berlan 1995) byli uznany jako rozhodujici mediatory lipolyzy tukové tkané
(Prigge a Grande 1971; Goodridge a Ball 1965). Z téchto divodl je mozné se domnivat, Ze
IH indukovand lipolyza a inzulinovd rezistence mohou byt zprostiedkovany aktivaci
sympatického nervového systému. Sympatickd inervace mize byt dale zahrnuta do procesu
jaterniho uvoliovani gluk6zy a vzniku inzulinové rezistence (Yi et al. 2010). Vzhledem
k prozatim omezenym znalostem tohoto problému jsou nutné dal§i studie potfebné k

objasnéni aktivace SNS v regulaci [H-indukovanych metabolickych poruchéch.
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Experimentalni modely intermitentni hypoxie

Intermitentni hypoxie je charakteristickym znakem OSA a je spojena s metabolickou
dysfunkci a inzulinovou rezistenci (Polak et al. 2012; Polotsky et al. 2003b). Dopady
intermitentni hypoxie na cilové tkdn¢ (jatra, slinivka bfisni, svaly, tuk) byly do zna¢né¢ miry
studovany jak in vitro, tak in vivo. Pro studium uc¢inki intermitentni hypoxie in vitro je nutny
specialni systém. Tento systém umoziuje rychlé cykly kysliku ve vzduchu, nicméné bylo
prokdzéno, ze ekvilibrace tlaku kysliku v kultivacnim médiu je pfili§ dlouha pouhou
jednoduchou diftzi, a jsou proto nezbytné¢ nékteré technické Upravy, umoznujici rychlou
zménu rozpusténého kysliku v kultivaénim médiu. Tyto Upravy musi byt doprovéazené
pfesnym fizenim teploty a tlaku v hypoxické komofte.

Ve vétsin€ studii in vivo, se expozice intermitentni hypoxii (IH) déje pomoci specialné
navrzenych zafizeni umoznujicich automatické a rychlé cyklovani hladiny kysliku ve
vzduchu. Ruzné modely expozice IH byly navrzeny pro hypoxickou hladinu cyklujici v
rozmezi od 5 do 10 % O> s frekvenci od 9 do 60 epizod za hodinu. Byla provedena i expozice
IH na lidskych dobrovolnicich k napodobeni desatura¢nich-reoxygenacnich cyklia kysliku
bézné se nachazejicich u pacientt trpicich OSA (Louis a Punjabi 2009). V ramci téchto studii
je dulezité vzit v tivahu, ze doba trvani expozice se vyrazné lisi u jednotlivych modelt.
Expozice lidskych dobrovolnikl se pohybovala v rozmezi od n€kolika hodin az po dobu 14
noci, studie na zviratech v rozmezi od 1 noci (akutni hypoxie) az po nékolik tydnii (chronicka
hypoxie). Tyto varianty by proto mély byt vzaty v tivahu pfi interpretaci vysledki z riznych

studii.

3. Metody

Fyzikalni limitace expozice adherentnich bunék hypoxii

Standardni kultivace bunéénych kultur in vitro probiha v polystyrenovych kultivacnich
destickach, s nasledné¢ chemicky, ¢i jinak upravenym povrchem pro lepsi adherenci a
proliferaci bun€k. Bunky adheruji a proliferuji na dné jednotlivych jamek v kultivacni
desticce a jsou prevrstveny kultivaénim médiem, které poskytuje Ziviny pro rlst a
metabolické procesy péstovanych bunck. Tyto kultivacni destiCky jsou typicky umistény
v CO; inkubatoru, ktery zajistuje stal¢ zivotni podminky: teplotu (37 °C), vlhkost (100%) a
koncentraci CO:> uvniti inkubatoru (5%). Tento zplsob péstovani bunck je vSak zatiZzen

zékladni fyzikalni limitaci.
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Na zéklad€ nekterych testovani navzdjem nezavislymi autory i v nasi laboratofi bylo
zjisténo, ze koncentrace Oz v periceluldrnim prostoru, tedy ve vodném kultivaénim médiu
bezprostfedné obklopujicim kultivované bunky, se dramaticky li§i od koncentrace O uvnitt
inkubdtoru, kde koncentrace Oz ¢ini ~20 %. Kli€ovymi faktory determinujici rychlost
transportu Oz z plynné faze skrze kultivaéni médium az do pericelularniho prostoru jsou:
difuzni vzdalenost — (zasadni roli hraje vySka vodniho sloupce v kultivacni jamce),
mechanické vibrace a také teplota média (Metzen et al. 1995; Otto a Baumgardner 2001;
Baumgardner a Otto 2003; Zhdanov et al. 2010). Nekteré matematické modely a empirické
meéteni profill rozpuSténého O v médiu ukézaly, Ze ekvilibrace hladiny O> mezi
pericelularnim prostorem a plynnou fazi nad kultivaénim médiem miiZe trvat az né€kolik 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 metabolicka aktivita bunécnych kultur a tudiz se jedna
pouze o dobu nutnou k prosté fyzikalni difizi mezi dvéma prosttedimi. V zavislosti na vysce
vodniho sloupce a jinych podminkach. Bylo prokézano, ze pfi pouziti standardné rozsifené
polystyrenové kultivacni desky, dokonce 1 rozsahlé a rychlé zmény v koncentracich okolniho
02 (150 az 0 mm Hg) jsou nedostatecné reflektovany v kultivaénim médiu a pericelularni
uroven kysliku dosahuje pouze ptiblizné polovi¢nich hladin (80-50 mmHg) (Yuan et al.
2004).

Velmi dualezitym a zasadnim faktorem, ktery ovlivituje dlouhodobou hladinu
periceluldrniho kysliku, je vlastni metabolismus bunéénych kultur, ktery spotifebovava Oo.
Bylo zjisténo, ze spotieba O> metabolicky aktivnimi bunikami Casto presahuje limit fyzikalni
difuze O skrze vrstvu kultivaéniho média. To mé za nésledek, Ze ackoli jsou kultivacni
desticky umistény v atmosféfe inkubatoru se stalou 20% hladinou O, samotné bunky jsou
vystaveny rtiznym hladinam hypoxie az kompletni anoxii (Metzen et al. 1995; Allen et al.
2001).

Faktor pericelularni koncentrace O» je v soucasné dob¢é na zidklad€ standardnich
kultivacnich protokolii napfic¢ vétSinou laboratoii 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 kultivacniho média skrze kultivac¢ni jamku (kultiva¢ni
médium je predem probublavano a ekvilibrovano na pozadovanou koncentraci Oz) nebo
systémy zalozené na konstantnim pohybu a promichavani kultivatniho média k urychleni
difize plynu. Mezi zasadni nedostatky téchto ptistupli patii zejména technickd a financni
naroc¢nost takovych feSeni vyZzadujici ndkladné vybaveni a zejména pak smykovy stres bun¢k

(shear stress) indukovany proudem kapaliny pfes bunééné membrany. Mezi dalsi limitace
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patfi omezend moznost multiplikace a omezené mnozstvi kultivac¢nich jamek, na které 1ze 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 mikrometri (Koch
1984; Lam et al. 2009; Polinkovsky et al. 2009; Oppegard et al. 2010; Tsapikouni et al. 2012).
Ackoli difuze plyni skrze takto tenkou vrstvu média je urychlena, je tento pfistup zatizen
limitovanym mnoZzstvim média, které je nasledné dostupné napf. pro analyzu buikami
produkovanych nebo spottebovanych metabolitli. Nizky objem média nebo osmolarita by
mohly negativné modifikovat rast bunck, reakce na podnéty nebo omezit dobu trvani
expozice v ur¢itych typech bunéénych linii.

Souhrnné lze tedy fici, Ze fyzikalni zdkony diftize plynu v kapalinich mohou
vyznamn¢é komplikovat modelovani pfesné situace in vivo, kdy se zmény v hladinach kysliku

déji v ramci sekund maximalné minut (béhem apnoickych epizod OSA).

Systém pro expozici adherentnich bunék intermitentni hypoxii

In vitro vyzkum G¢inkt intermitentni hypoxie na buné¢né trovni vyzaduje spolehlivou a
reprodukovatelnou expozici kultivovanych bunc¢k Castym a rychlym zménam pericelularni
koncentrace O», tak aby bylo mozno ptfesné¢ napodobit situaci in vivo. Bohuzel, jak bylo
popsano vyse, fyzikalni zdkony difize plynu v kultivaénim médiu znacné limituji rychlou
zménu pericelularni koncentrace O».

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

Podstatou naseho feseni je systém, ktery umoznuje kultivaci adherentnich bunék pfi
definované (tedy piesné znamé) a v Case konstantni koncentraci O> na bunécné Grovni a to
nezavisle na mnozstvi buné€k, stupni jejich diferenciace nebo metabolické aktivité. Zarovei je
podstatou feSeni zafizeni, které umoznuje rychlou zménu pericelularni koncentrace O> na
bunécné urovni, a to v horizontu 1-2 minut, ¢imz je umoznéna expozice bunck tzv.
nintermitentni hypoxii“. Zafizeni tak ptedstavuje jedine¢ny in vitro model uzite¢ny v mnoha
biomedicinskych oblastech, napf. pifi vyzkumu mechanisml 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,
kterd je vysoce propustnd pro plyny (pfi sile membrany 25 um je Oz 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 buiiky tedy rostou pfisedlé na tuto membranu (kontaktni povrch
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jamky). Difuze plynil (zejména Oz a CO») tak probiha pouze skrze tuto propustnou membranu
namisto fddové pomalejsi diftize skrze vrstvu kultivaéniho média. Timto mechanismem je
jednak zarucena konstantni pericelularni koncentrace O, ktera odpovida koncentraci O> v
atmosféfe obklopujici spodni stranu kultivaéni membrany (rozdil < 1 % O2). Touto klic¢ovou
zménou v paradigmatu kultivace bun¢k in vitro je umoznéna druha unikatni vlastnost -
moznost rychlé zmény v pericelularni koncentraci O v pribéhu 1-2 minut (v zavislosti na
amplitudé poZadované zmény v koncentracich Oz: pii zméné z 16 % Ozxna 1 % Oz dojde k

plné zméné za 120 sekund, viz. Obr. 3).

>3 A Obrazek 3: Zmeény v pericelularni koncentraci
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Technické feseni sestava z téchto komponent (Obr. 4)

Ridici jednotka obsahujici programovatelny mikroprocesor Fidici ¢asovani a davkovani smési
plyni do drzdku desticek (A), elektromagnetické ventily (B), spojovaci hadicka urcena
k predehiati vzduchu - tepelny vymeénik (C), drzék s kultivacni destickou (D), tlakové lahve
(E). Variabilni zapojeni jednotlivych elektromagnetickych ventild (napf. paralelné) pod
kontrolou mikroprocesoru umoznuje provadét variabilni profily expozice, vcetné

intermitentni hypoxie, diky smé&sim plynt uloZenych v tlakovych lahvich.
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Obrazek 4: Jednotlivé komponenty IH systému
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Programovatelnost a konstrukce tohoto systému umoziiuje v uzivatelem definovanych ¢asovych usecich vyménu smési plynt

uvnitf drzaku a exponovat tak buniky intermitentni hypoxii v libovolnych amplitudach.

Obrazek 5: Schéma znazoriiujici vyménu plynti v jamce kultivacni desti¢ky. Diftize plynt

probiha skrze dno (fluorokarbonovou membranu) piimo k adherujicim bunikam.
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4. Cile prace

V ramci tohoto PhD projektu jsme testovali hypotézy, zda poruchy v regulaci lipolyzy, a
dalSich funkénich a strukturdlnich charakteristikdch adipocytd (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 bun¢k intermitentni hypoxii s vyuzitim technologie vyuzivajici kultivaci

bunék na fluorokarbonové membrané.

Publikace ¢. 2: Cilem studie bylo zkoumat pfimy ucinek rtznych trovni periceluldrni
koncentrace Oz (1%, 4% a 20%) na proteomicky profil a akumulaci triglyceridi v 3T3-L1

diferencovanych preadipocytech.

Publikace ¢. 3: Cilem této studie bylo zkoumat u¢inky mirné (4% Oz) a té¢zké (1% O»)
hypoxie na klicové adipocytarni funkce, zejména na diferenciaci adipocytl, akumulaci

triglyceridi a lipolyzu.
Publikace €. 4: Cilem této studie bylo definovat tlohu lipolyzy v tukové tkani pfi expozici

mysi intermitentni hypoxii a zda-li lze vznikly diabeticky fenotyp ovlivnit farmakologickou

inhibici lipolyzy.

35



5. Publikace ¢. 1: Vliv materidlu kultiva¢nich desticek na proteomicky

profil 3T3-L1 diferencovanych preadipocytu

Uvod a cile studie:

Ackoli in vitro experimenty vyuzivajici bunéfné linie predstavuji rutinni piistup
v biomedicinskych disciplinach, existuje méalo informaci o tom, jaky vliv maji chemické a
fyzikalni vlastnosti konstrukéniho materialu kultiva¢nich desticek na funkéni a strukturdlni
charakteristiky péstovanych bunc¢k. V této studii jsme vyuzili proteomické analyzy
k ozfejméni rozdil v proteinové expresi mezi 3T3-L1 preadipocyty péstovanymi na
standardnich kultivacnich destickach vyrobenych z polystyrenu v porovnani s bunkami
péstovanymi na destickach, u nichz je dno (kontaktni povrch pro péstované buiiky) vyrobeno
z fluorokarbonové  membrany (produkt optimalizovany pro pokrocilé aplikace

mikroskopického zobrazovani).

Material a metody

3T3-L1 preadipocyty (Zen-Bio Inc., NC, USA), byly péstovany ve standardnich
polystyrenovych destickdch (Corning Life Sciences) a ve specidlnich destickach
s polopropustnou fluorokarbonovou membranou (Sarstedt AG&Co). Bunky byly kultivovany
dle protokolu dodavatele a po dobu proliferace a diferenciace umistény ve standardnim CO»
inkubatoru pii 37°C a 5% CO.. Bunky byly nejprve expandovany v bunééné pasazi ¢. 11 po
dobu 4-5 dnt v T75 kultiva¢nich lahvich. Po expanzi byly buiiky piesazeny do vlastnich
kultivagnich desti¢ek v denzité 5000 Zivych bunék/cm?. Po dosaZeni konfluence byly kultury
dale diferencovany po dobu 14 dnd. Po 14ti dnech diferenciace byly v intracelularnim
prostoru jasn¢ viditelné¢ adipocytarni inkluze. V této fazi byly vytvotfeny bunécné lyzaty.
Nekteré nezavislé sety bunék byly fixovany po dobu 30 minut ve 2% formaldehydu a
postupné barveny pomoci BODIPY 493/501 (Thermo scientific) a Hoechst 33342 (Sigma-
Aldrich) po dobu 30 minut. Tyto sety byly déale vizualizovany pomoci konfokalniho objektivu
(Leica TCS SP5, Leica Microsystems GmbH).
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Bazalni lipolyza

Pied vlastnim lipolytickym experimentem byly diferencované buiiky po dobu 24h hladovény
v bezsérovém bazalnim médiu (Zen-Bio Inc.). Déle byly buiniky inkubovany v Krebs Ringer
Bikarbonatovém pufru (KRBHA) obsahujicim 10 mmol/l HEPES, 2 % FFA free bovinniho
sérového albuminu a 6 mmol/l glukézy po dobu 4 hodin pro stanoveni spontdnni (bazalni)
lipolytické aktivity. Glycerol, ktery byl uvolnén do pufru byl stanoven kolorimetricky
pomoci glycerol reagentu (Sigma-Aldrich). Obsah glycerolu byl dale normalizovan na
celkovy obsah lipidi zjistény pomoci kvantitativniho metody Oil Red O (Sigma-Aldrich)
(Ramirez-Zacarias et al. 1992; Nunnari et al. 1989).

Stanoveni kontaktniho vhlu vody

Kontaktni thel vody polystyrenové a fluorokarbonové membrany byl stanoven pomoci
goniometrické techniky. Kapky Milli-Q vody byly pipetovany na povrch jednotlivych
kultivacnich desticek. Kapky byly poté vizualizovany za pomoci kamery, ktera byla

v horizontalni roviné s povrchem desticky. Kontaktni thel byl poté softwarove stanoven.

Bunécné lyzaty
Buiiky byly lyzovany pomoci 2-D extrakéniho pufru (GE Healtcare, Uppsala, Sweden) po
dobu 20ti minut na ledu. Lyzaty byly ulozeny do teuté¢ho dusiku pro dalsi analyzy.

Priprava vzorkii pro 2-D elektroforézu

Vsechny vzorky byly purifikovany pomoci 2-D Cleanup Kitu (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) podle protokolu vyrobce. Vzhledem k velkému mnozstvi lipidi v kazdém vzorku
byly vzorky purifikovany dvakrat. Koncentrace proteinii byly stanoveny pomoci 2-D Quant

Kit (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).

2-D elektroforéza: isoelektricka fokusace

Pro izoelektrickou fokusaci vzorkl byla pouzita jednotka IPGphor (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden). Vzorky byly loadovany na 7cm Stripy (Immobiline Dry Strips). Stripy byly poté
rehydratovany po dobu 24 hodin se 125 ul zfedéného vzorku, ktery obsahoval 125 g
proteinu, 2,5 ul 0.1% bromofenolové modii, 2,5 pl IPG pufru (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) a 2.5 pl 1M dithiothreitolu (DTT) v extrakénim pufru (GE Healtcare, Uppsala,

Sweden). Po rehydrataci byly vzorky fokusovany pii 20° C pfi rizném napéti.
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2-D elektroforéza: ekvilibrace

Po izoelektrické fokusaci byly stripy ekvilibrovany po dobu 20 minut v pufru obsahujicim 6M
ureu, 30% glycerol, 4% SDS, 50mM Tris a 2% DTT. Nasledovala dalsi fokusace s podobnym
pufrem, kde byl namisto DTT pouzit iodoacetamide. Stripy byly poté polozeny na 0,5%

agardzovy gel, ktery obsahoval bromofenolovou modr.

2-D elektroforéza: SDS-PAGE

Ob¢ faze vertikalni gelové elektroforézy probeéhly za pomoci Mini-PROTEAN Tetra cell
systému (Bio-Rad). Separace probihala po dobu 3 hodin pii konstantnim napéti S0V. Gely
byly poté promyvany po dobu 3x5 minut v destilované vodé a pfes noc barveny v 50ml

coomassie modfi.

Analyza gelu

Po nabarveni byly gely skenovany pomoci kalibrovaného skeneru UMAX PowerLook 1120.
Gely byly poté softwarové analyzovany pomoci Image Master 2D Platinum 6.0 (GE
Healthcare, Uppsala, Sweden). Poté byly analyzovany rozdily v odpovidajicich spotech
v kazdém setu geli. U spota s evidentni diferencialni expresi byla provedena analyza pomoci

hmotnostni spektrometrie.

Enzymaticka digesce

Spoty nabarvené pomoci coomassie modii byly vystfizeny z gelu a odbarveny pomoci 5S0mM
4-ethylmorpholine acetate v 50% acetonitrilu. Kousky gelu byly poté promyty ve vodé a
dehydrovany pomoci MeCN a poté rekonstituovany ve vode. Po odstranéni supernatantu
byly kousky gelu ¢aste¢né vysuSeny pomoci SpeedVac koncentratoru a poté inkubovany
v pufru s obsahem 25mM 4-ethylmorpholine acetate, 5% MeCN a 100 ng trypsinu. Peptidy
byly poté extrahovany za pomoci 40% MeCN/0.1% TFA.

MALDI hmostnostni spektrometrie a identifikace proteinii

Vodny roztok 50% MeCN / 0,1% TFA byl pouzit jako MALDI matrix. 1 pl peptidové smési
byl nanesen na MALDI desku a nechal se suSit na vzduchu pii pokojové teploté prekryty 0,4
pl MALDI matrix. Poté byla meéfena hmotnostni spektra
za pouziti Ultraflex III MALDI-TOF (Bruker Daltonics) s hmotnostnim rozsahem
700-4000 Da. Piistroj byl kalibrovan za pouziti monoizotopickych ionti [M + H]" trypsin
auto-proteolytickych fragmentti (842.5 a 2211.1 DA). Seznam peakt, vytvofeny pomoci flex
Analysis software 3.3, byl vyhledavan pomoci MASCOT in-house vyhledavace s databazi
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podmnoziny mySich proteinii SwissProt 2014 11. Proteiny s MOWSE skore vétSim nez 56
(vypocteno pro pouzité nastaveni) byly povazovany za identifikované. V ptipadé, ze vysledek
byl nizsi, nebo jen o malo vyssi, nez je prahova hodnota, totoznost proteinu byla potvrzena

pomoci MS / MS analyzy.

Statisticka analyza
Statisticka signifikance zménéné exprese individudlnich spotl byla stanovena pomoci
Studentova t-testu. Pathway analyza identifikovanych proteinti byla provedena pomoci

softwaru Ingenuity Pathway Analysis. Statisticka signifikance byla stanovena pro p-0.05.

Vysledky

2-D elektroforéza a MALDI spektrometrie

Vysledky profili exprese proteinit s izoelektrickymi body v rdmci 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 destickach, tak i na destickdch s povrchem
z fluorokarbonu. V ramci experimentalnich setd byla pozoruhodnéd rozdilnost proteinovych
profili adipocytii z polystyrénovych desticek a adipocytti z fluorokarbonovych desticek pii
jejich vzajemném srovnani. Primérny pocet spoti detekovan na 2-DE gelech ze vzorki
adipocytl péstovanych na polystyrenovém povrchu byl kolem 500, ale jen asi 400 ze vzork
adipocytli péstovanych na fluorokarbonovém povrchu. Rozdily v intenzité odpovidajicich
mist byly analyzovany pro kazdou dvojici gelll (polystyren vs. fluorokarbon), spoty s 2-krat
expresi. Bylo zjisténo, ze celkem 43 + 3 % vsech vizualizovanych bunéénych proteini je
rozdiln¢ exprimovanych mezi builkami péstovanymi na polystyrenovém  versus
fluorokarbonovém povrchu. Nasledn€, bylo vybrano 30 spoti z rozdilné exprimovanych
proteinii pro hmotnostni spektrometrii, naslednou identifikaci a wurCeni piislusnosti
k jednotlivym signaliza¢nim kaskddam. VétSina identifikovanych proteind jsou
strukturdlniho charakteru nebo jsou zapojeny do metabolismu glukézy nebo

mitochondrialnich metabolickych drah.

Analyza signalnich drah, hydrofobnost materialu a bazalni lipolyza

Pro dal$i pochopeni funkénich disledkid vlivu povrchu na funkéni charakteristiky byl datovy
soubor identifikovanych proteinii podroben softwarové analyze piisluSnosti k jednotlivym
signalizacnim kaskddam. U bunék kultivovanych na fluorokarbonovém povrchu byly down-

regulovany proteiny vice kanonickych drah, jednalo se zejména o rodinu proteini 14-3-3,
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které jsou vyznamné asociovany s oxidacnim stresem a metabolickymi drdhami. Nasledné
byla zkouméana role detekovanych proteinti v signalizaci a v metabolickych sitich se zvlastnim
z4jmem v proteinech, které se objevuji na strategickych mistech, a pfedstavuji tak sit’ "uzld",
které mohou mit vyznamny vliv nebo interaguji s mnoha dalSimi proteiny v bunce. Tato
analyza naznacuje, ze mitofilin (M60 mouse), klicovy ¢len mitochondridlniho vnitiniho
membranového organizacniho systému (MINOS), je centrdlné umistény uzel ovliviiujici

nekolik drah (Obr. 6), véetné metabolismu substratu a mitochondrialniho pfenosu elektrond.

Obrazek 6: Grafickd interpretace sitové analyzy wukazuje interakce mitofilinu

s ostatnimi proteiny vnitrobunécné signalizace vcetné strukturalnich proteind.
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Fluorokarbonové desticky vykazovaly vy$$i materidlovou hydrofobnost nez
standardni polystyrénové desky (kontaktni tthel vody 66,9 + 1,2° oproti 48,1 + 1,0° C).
Preadipocyty diferencované na polystyrenovych destic¢kach vykazovaly 3,6krat vyssi bazalni

(nestimulovanou) lipolyzu ve srovnani s builkami péstovanymi na fluorokarbonové
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membrané (0,33 £+ 0,05 vs. 1,50 = 0,06 pmol glycerol / mg lipidu / 180 min, p <0,05; Obr. 7).

Tvar bunék a mikroskopickd morfologie lipidovych inkluzi jsou zndzornény na Obr. 8.

Obrazek 7: Bazalni lipolyza bunck péstovanych na fluorokarbonovém a polystyrénovém

povrchu
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Kultivacni deska Polystyrenova kultivacni
s membranou deska

Lipolyza je vyjadiena jako glycerol uvolnény do kultivaéniho média za 180 minut. Hodnoty jsou normalizovany na obsah

triglyceridl na jamku a vyjadfeny jako prumér = SEM. N = 3 pro kazdou kultivacni podminku, * p <0,05.
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Obrazek 8: Vizualizace adipocyti péstovanych na fluorokarbonové destice (A) a

polystyrenové desticce (B)

Lipidové droplety barveny BODIPY 493/503 (zelend) a jadra barvena Hoechst 33342 (modrd). Buiiky péstované na
fluorokarbonovém povrchu (A) obsahuji ¢etné mensi lipidové inkluze, zatimco buriky péstované na polystyrénu obsahuji

veétsi lipidové inkluze
Diskuze

Tato studie odhalila vyznamné ucinky materidlu kultivacnich desticek na proteomicky
profil 3T3-L1 diferencovanych preadipocyti. Celkové bylo vlivem povrchu kultiva¢nich
desticek rozdiln¢ exprimovano 43 % vizualizovanych intracelularnich proteinti. Analyza
ukdzala, ze mezi nejvice ovlivnéné drahy, patiily proteiny, které se podili na mitochondrialni
morfologii a cytoskeletarni organizaci, coz muze vyvolat mnoho otazek a dusledkd pro
navrhovani a interpretaci in vitro experimentt. In vitro technika v péstovani buné¢nych kultur
byla vyvinuta na pocatku 20. stoleti, a pozdéji bylo potvrzeno, ze riazné povrchy mohou hrat
dualezitou roli v bunécné proliferaci, tvaru bunky a organizaci cytoskeletu (Webb et al. 1998).
Naptiklad, hydrofilni povrchy maji lepsi adhezi bun€k ve srovnani s hydrofobnimi povrchy
(Ruardy et al. 1995; Seo et al. 2004), a zvysené mnozstvi hydroxylovych skupin na povrchu
polystyrenového povrchu mize rezultovat ve zvySeny rast bunék a lepsi adherenci (Amstein a
Hartman 1975; Curtis et al. 1983).

In vitro experimenty jsou Siroce pouzivané ke zkoumani strukturalnich, funkénich a

metabolickych odpovédi kultivovanych bunck, ale dopad kultivaéniho povrchu na tyto
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proménné, je prozatim nejasny. Nase studie prokazala velké rozdily v expresi proteinti
v disledku vlivu materidlu. Tyto rozdily jsou vyznamné spojeny s bunécnou strukturou,

stavem redoxniho potencialu a metabolismem.
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6. Publikace ¢. 2: Vliv riznych pericelularnich koncentraci Kkysliku na
proteomicky profil a funkéni charakteristiky v 3T3-L1 diferencovanych

preadipocytech

Uvod a cile studie

Pericelularni koncentrace kysliku je dulezitym faktorem v regulaci bunécnych funkei, véetné
diferenciace bunék, jejich ristu a metabolismu mitochondridlni energie. Hypoxie v tukové
tkani je spojena se zménénym sekre¢nim profilem adipokinti a mize hrat vyznamnou roli pfi
vyvoji diabetu 2. typu. Experimenty in vitro jsou nepostradatelnym nastrojem metabolického
vyzkumu, nicméné fyzikdlni zdkony diftize plynid prozatim komplikovaly dlouhodobou
expozici adherentnich bun¢k pti pozadovanych pericelularnich koncentracich Oz. Cilem této
studie bylo zkoumat pfimy G¢inek rtiznych arovni Oz (1%, 4% a 20%) na proteomicky profil a

akumulaci triglycerid v 3T3-L1 diferencovanych preadipocytech.

Material a metody

Mysi 3T3-L1 fibroblasty (Zen-Bio Inc., NC, USA) byly kultivovany na deskach
s fluorokarbonovym kontaktnim povrchem (Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Némecko).
Buiiky byly nejprve expandovany v bunécné pasazi ¢. 11 po dobu 4-5 dnti v T75 kultivacnich
lahvich (Nunc). Po expanzi byly bunky ptfesazeny do vlastnich kultiva¢nich desticek v denzité
5000 zivych bunék/cm?. Na pocatku diferencia¢ni fize byly builky umistény do hermeticky
uzavienych plastovych komor - moduldrnich inkubatort (Billups-Rothenberg, CA, USA) a
pro dosazeni pozadovaného hypoxického prostiedi uvnitt komory byly déle diferencovany pii
hladinach 4% Oz + 5% COz nebo 1% Oz + 5% CO, (Linde Gas a.s., Praha, Ceské republika).
Hladiny kysliku uvnitf moduldrnich inkubatord byly nepfetrzit€¢ monitorovany pomoci
ruéniho oxymetru (GOX 100, Greisinger GHM Messtechnik GmbH, Regenstauf, Némecko).
Hypoxické komory byly umistény v inkubatoru pro udrzovani stalé teploty 37 ° C. Zvlastni
soubor bunék (kontrolni expozice) byl umistén do standardniho CO; inkubatoru (5% CO> +
20% O2). Buiky byly pouzity pro analyzu 14 dnl po indukci diferenciace. Po 14ti dnech

diferenciace byly v intracelularnim prostoru jasné viditelné lipidové inkluze.

Kvantifikace akumulace lipidovych inkluzi
Nezavislé sady bunék byly fixovany po dobu 30 minut v 2% formaldehydu a nasledné
barveny po dobu 2 hodin s Oil Red O (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), jak bylo
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popsano diive (Ramirez-Zacarias et al. 1992; Nunnari et al. 1989). Nasledn¢ byly bunky
dvakrat promyty fyziologickym roztokem s PBS, nahromadény Oil Red O se poté extrahoval
s 500 upl isopropanolu (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a byl kvantifikovan
spektrofotometricky pii 510 nm. Mnozstvi bunék bylo stanoveno za pouziti total DNA kitu
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Bunécne lyzaty
Buiiky byly lyzovany pomoci 2-D extrakéniho pufru (GE Healtcare, Uppsala, Sweden) po
dobu 20ti minut na ledu. Lyzaty byly ulozeny do teutého dusiku pro dalsi analyzy.

Priprava vzorkii pro 2-D elektroforézu

Vsechny vzorky byly purifikovany pomoci 2-D Cleanup Kitu (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) podle protokolu vyrobce. Vzhledem k velkému mnozstvi lipidi v kazdém vzorku
byly vzorky purifikovany dvakrat. Koncentrace proteini byly stanoveny pomoci 2-D Quant

Kit (GE Healthcare).

2-D elektroforéza: isoelektricka fokusace

Pro izoelektrickou fokusaci vzorka byla pouzita jednotka IPGphor (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden). Vzorky byly loadovany na 7cm Stripy (Immobiline Dry Strips). Stripy byly poté
rehydratovany po dobu 24 hodin se 125 pl ziedéného vzorku, ktery obsahoval 125 pg
proteinu, 2,5 ul 0.1% bromofenolové modii, 2,5 pl IPG pufru (GE Healthcare) a 2.5 ul 1M
dithiothreitolu (DTT) v extrak¢nim pufru (GE Healtcare). Po rehydrataci byly vzorky

fokusovany pii 20° C pfi riizném napéti.

2-D elektroforéza: ekvilibrace

Po izoelektrické fokusaci byly stripy ekvilibrovany po dobu 20 minut v pufru obsahujicim 6M
ureu, 30% glycerol, 4% SDS, 50mM Tris a 2% DTT. Nasledovala dalsi fokusace s podobnym
pufrem, kde byl namisto DTT pouZit iodoacetamide. Stripy byly poté poloZeny na 0,5%

agarozovy gel, ktery obsahoval bromofenolovou modi.

2-D elektroforéza: SDS-PAGE

Ob¢ faze vertikalni gelové elektroforézy probehly za pomoci Mini-PROTEAN Tetra cell
systému (Bio-Rad). Separace probihala po dobu 3 hodin pfi konstantnim napéti 50V. Gely
byly poté promyvany po dobu 3x5 minut v destilované vod¢ a pies noc barveny v 50ml

coomassie modii.
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Analyza gelu

Po nabarveni byly gely skenovany pomoci kalibrovan¢ho skeneru UMAX PowerLook 1120.
Gely byly poté softwarové analyzovany pomoci Image Master 2D Platinum 6.0 (GE
Healthcare). Poté byly analyzovany rozdily v odpovidajicich spotech v kazdém setu gelt. U
spot s evidentni diferencidlni expresi byla provedena analyza pomoci hmotnostni

spektrometrie.

Enzymaticka digesce

Spoty nabarvené pomoci coomassie modii byly vystfizeny z gelu a odbarveny pomoci S0mM
4-ethylmorpholine acetate v 50% acetonitrilu. Kousky gelu byly poté promyty ve vodé a
dehydrovany pomoci MeCN a poté rekonstituovany ve vodé. Po odstranéni supernatantu
byly kousky gelu castecné vysuSeny pomoci SpeedVac koncentratoru a poté inkubovany
v pufru s obsahem 25mM 4-ethylmorpholine acetate, 5% MeCN a 100ng trypsinu. Peptidy
byly poté extrahovany za pomoci 40% MeCN/0.1% TFA.

MALDI hmostnostni spektrometrie a identifikace proteinii

Vodny roztok 50% MeCN / 0,1% TFA byl pouzit jako MALDI matrix. 1 pl peptidové smési
byl nanesen na MALDI desku a nechal se susit na vzduchu pii pokojové teploté prekryty 0,4
ul MALDI matrix. Poté byly méfeny hmotnostni spektra za pouziti Ultraflex Il MALDI-TOF
(Bruker Daltonics) s hmotnostnim rozsahem 700-4000 Da. Pristroj byl kalibrovan za pouziti
monoizotopickych iontd [M + H]" trypsin auto-proteolytickych fragmentd (842.5 a 2211.1
DA). Seznam peakil, vytvoreny pomoci flex Analysis software 3.3, byl vyhledavan pomoci
MASCOT in-house vyhledavace s databazi podmnoziny mysich proteinti SwissProt 2014 11.
Proteiny s MOWSE skore vétsim nez 56 (vypocteno pro pouzité nastaveni) byly povazovany
za identifikované. V piipadé, ze vysledek byl nizsi, nebo jen o malo vyssi, nez je prahova

hodnota, totoZnost proteinu byla potvrzena pomoci MS / MS analyzy.

Statisticka analyza
Statistickd signifikance zmeénéné exprese individualnich spoti byla stanovena pomoci
Studentova t-testu. Pathway analyza identifikovanych proteini byla provedena pomoci

softwaru Ingenuity Pathway Analysis. Statistickd signifikance byla stanovena pro p-0.05.
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Vysledky

Syntéza lipidii
Bylo zjisténo, Ze adipocyty péstované a diferencované v ramci 4% hladiny O akumulovaly
4,2 + 0,8 resp. 2,2 + 0,2 krat vice lipidl nez byl obsah lipida v buiikach vystavenych 20% Oo,
nebo 1% Oa, (Obr. 9A). V ramci plsobeni 1% hladiny O> byl sice tento efekt snizen, ale
zustal 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 lipidit / mg proteinu pii 20%, 4% a 1% O, v
uvedeném poftadi, vse p < 0,05), (Obr. 9B).

Ve srovnani s buitkami kultivovanymi v 20% a 1% Oz, byla v rdmci 4% hladiny O
zvySena bunécna viabilita (vyjadieno jako pocet bunék v jamkach na konci obdobi

diferenciace) 0 220 + 20 % a 230 + 40 %, v tomto potadi, (p <0,05).

Obrazek 9: Akumulace triglyceridi v ramci pasobeni 1%, 4% a 20% O,
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3T3-L1 bunky byly kultivovany v ramci pozadované pericelularni koncentrace O2 po dobu 14 dnti. Akumulace lipidi byla
hodnocena pomoci barveni Oil Red O. A) Udaje jsou vyjadieny jako zména vzhledem ke kontrolni skuping (20% O),

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

2-D elektroforéza a MALDI spektrometrie

Celkové bylo detekovano cca 400 stabilnich spotil s isoelektrickym bodem (pl) 4-7 a 300
stabilnich spoti 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 ru¢né kontrolovany kvili vyssi
pfesnosti. Riizné intenzity odpovidajicich spotl byly analyzovany z vhodnych part gelt (20%
O oproti 1% O2 a 20% Oz oproti 4% Oz). Spoty s 2-nasobné vyssi nebo 2-nasobné niZsi
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intenzitou, byly identifikovany jako rozdiln€ exprimované proteiny. Analyzované profily
exprese proteind s izoelektrickym bodem v rozmezi pH 4.0-7.0 a molekulové hmotnosti
adipocytil kultivovanych pii riznych urovnich periceluldrni koncentrace O» vykazovaly
vysokou reprodukovatelnost. Byly pozorovany vyznamné rozdily v exprimovanych profilech
mezi adipocyty vystavenych hypoxickym podminkam (1% O2, nebo 4% Oz) nebo kontrolnim
podminkam (20% Oy).

Celkové jsme zjistili, Ze 26 spotl bylo ovlivnéno v urovnich 4% a 1% O2 (17 proteint
up-regulovano a 9 proteini down-regulovano). Analyza signaliza¢nich kaskad odhalila, Ze
mezi ovlivnéné procesy patii energetické drahy mitochondridlniho metabolismu a syntéza

triglyceridi. Tyto procesy byly vyznamné up-regulovany hypoxii.

Diskuze

Pouziti kultiva¢ni desticky se dnem potazenym plyno-prostupnou membranou umoznilo
dlouhodobou a reproducibilni expozici bunék pti pozadovanych trovnich periceluldrniho O,.
Tato studie prokazala piimé ucinky variabilni dostupnosti kysliku na proteomicky profil v
3T3-L1 diferencovanych preadipocytech. Pomoci analyzy signalnich drah, jsme zjistili, ze
jsou vyznamné postizeny drahy podilejici se na regulaci energetického metabolismu, véetné
mnoha enzymi TCA cyklu, glykolyzy, a syntézy triglyceridd. Na funkéni urovni, jsme
potvrdili pozorované ovlivnéni signalnich drah tim, ze piimo poukazuji na hypoxii-
stimulovanou akumulaci triglyceridi.

Pti piimém meéteni hladiny kysliku tukové tkané u obéznich mysi a u lidskych
dobrovolnikti byly zaznamenany minimalni urovné hladin O» v rozmezi 2-7 % (Reinke et al.
2011). To vyznamné podporuje potiebu experimentalnich néstroji, které umoziuji
modelovani takového prostiedi. Jedinecné vlastnosti kultiva¢nich desticek s kontaktnim
povrchem pro péstovani bunék vyrobenych z polopropustné membrany umoznilo vystaveni

adherentnich bunék pii pozadované tirovni pericelularnich koncentraci Oz po dobu 14 dnt.
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7. Publikace ¢. 3: Diferencialni ucinky mirné a tézké hypoxie na
adipogenezi, syntézu lipidi a lipolyzu v 3T3-L1 diferencovanych

adipocytech

Uvod a cile studie

Nadmeérna akumulace tukové tkané piic¢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 dukazy piesveédcive,
mechanismy zprostiedkovavajici nezddouci metabolické GCinky obezity zlstdvaji prozatim
objasnény pouze Caste¢né. Hypoxie tukové tkané predstavuje vyznamny faktor ovliviiujici
funkci adipocytli a muze tak pfispét k rozvoji metabolickych vad (Ye et al. 2007). In vitro
studie prokazaly, ze hypoxie muze zpiisobit zmény v genové expresi, v sekreci adipokind,
vyvolava inzulinovou rezistenci v adipocytech (He et al. 2011; Trayhurn 2013; Wang et al.
2007b), reguluje rist bunck, jejich viabilitu a ovliviiuje jejich diferenciaci a celkovy
metabolismus (Balin a Pratt 2002; Horikoshi et al. 1986, 1991).

Cilem této studie bylo zkoumat U¢inky mirné (4% O2) a t€zké (1% O2) hypoxie na
klicové adipocytarni funkce, zejména na diferenciaci adipocytii, akumulaci triglyceridii a
lipolyzu. Mame rovnéz za cil feSit mozné mechanismy zprostfedkovavajici hypoxii

indukované zmény v ramci nekterych metabolickych drah.

Material a metody

Mysi 3T3-L1 fibroblasty byly ziskany ze Zen-Bio (Zen-Bio Inc., NC, USA). Buiiky byly
kultivovany na deskach vyrobenych z fluorokarbonové membrany (Sarstedt AG & Co.,
Niimbrecht, Némecko). Bunky byly kultivovany v souladu s pokyny vyrobce se a udrzovany
v CO; inkubatoru pfi teploté 37° C a 5% CO,. Buiiky byly nejprve expandovany v bunééné
pasazi ¢. 11 po dobu 4-5 dnii v T75 kultivacnich lahvich. (Nunc, Roskilde, Dénsko.) Po
expanzi byly buiky piesazeny do vlastnich kultiva¢nich desticek v denzit¢ 5000 Zzivych
bunék/cm®. Po dosaZeni konfluence byly kultury dale diferencoviny po dobu 14 dnfi. Na
pocatku diferenciacni faze byly bunky umistény do hermeticky uzavienych plastovych komor
- modularnich inkubétort (Billups-Rothenberg, CA, USA) a pro dosazeni pozadovaného
hypoxického prostredi byly dale diferencovany pii hladinach 4% O> + 5% CO2 nebo 1% O2 +
5% CO; (Linde Gas as, Praha, Ceska republika) Kontrolni expozice byly provedeny ve
standardnim inkubatoru CO2 s ~ 20% Oz + 5% COs. Hladiny kysliku uvnitf moduldrnich
inkubatorti byly monitorovany za pouziti ruéniho oxymetr (GOX 100, Greisinger GHM
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Messtechnik GmbH, Regenstauf, Némecko). Ctrnact dnti po zahajeni diferenciace byly buiiky

plné diferencované a byly provedeny experimenty.

Bazalni lipolyza

Pted vlastnim lipolytickym experimentem byly diferencované buiiky po dobu 24h hladovény
v bezsérovém bazalnim médiu ((Zen-Bio Inc., NC, USA).). Dale byly buniky inkubovany
v Krebs Ringer Bikarbonatovém pufru (KRBHA) obsahujicim 10 mmol/l HEPES, 2% FFA
free bovinniho sérového albuminu a 6 mmol/l glukézy po dobu 4 hodin pro stanoveni
spontanni (bazalni) lipolytické aktivity. Glycerol uvolnény do pufru byl stanoven
kolorimetricky pomoci free glycerol reagentu (Sigma-Aldrich). Obsah glycerolu byl déle
normalizovan na celkovy obsah lipidi zjistény pomoci kvantitativni metody Oil Red O

(Ramirez-Zacarias et al. 1992).

Test aktivity HIF a aktivatory / inhibitory lipogeneze

Stabilni bunécné linie se zabudovanym HIF Luciferase Reporterem (Signosis Inc., Santa
Clara, CA, USA) byla pouzita k vyhodnoceni zmén v indukci (HIF) po podéavani
dimethyloxaloylglycinu (DMOG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) Buiky byly
péstovany podle instrukci dodavatele. Po expozici byly bunky lyzovany a vzorky skladovany
ptfi -80° C az do doby analyzy. Aktivita luciferazy byla zmétena dle protokolu vyrobece s
pomoci Luciferase Assay System (Promega, Madison, WI, USA) a prostfednictvim
spektrofotometru (Infinity M200, Tecan Trading AG, Svycarsko). Transkripéni aktivita HIF
byla normalizovdna na mnozstvi proteinu. K posouzeni vlivu vybranych drah regulujicich
lipogenezi, byly buiiky inkubovany s nasledujicimi chemickymi latkami, které byly soucasti
ptislusného kultivaéniho média po celou dobu diferenciace (14 dni): a) aktivator pyruvat
dehydrogendzy - 5 mM dichloracetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), b) ATP-citrat
lyase inhibitor: SB204990 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) a ¢), 1 mM a 2 mM
dimethyloxalylglycine (DMOG, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Akumulace triglyceridu a distribuce velikosti lipidovych dropleti

Buiky byly fixovany v 10% formaldehydu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) po dobu 1
hodiny, dvakrat promyty fyziologickym roztokem (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) a
obarveny roztokem Oil Red o (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) po dobu 1,5 hodiny.
Nasledné byly buiiky dvakrat promyty 1,5 ml PBS, vysuSeny na vzduchu a akumulovany Oil
Red O, byl extrahovan pomoci 0,5 ml isopropanolu. Celkovy obsah lipidi byl stanoven

kvantitativng, dle dfive popsané metodiky (Ramirez-Zacarias et al. 1992). Samostatné sady
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bunck byly pouzity pro stanoveni distribuce velikosti dropleti pomoci digitalnich fotografii
ziskanych fluorescencnim mikroskopem (Leica DMLB 100T, Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany). Pro kazdou experimentalni podminku, byly pouzity tii nezavislé sady bunék. V
kazdé sad¢ byly pofizeny tifi mikroskopické snimky v ndhodné vybranych polich (dno
desti¢ky bylo rozdéleno do 100 ¢islovanych ¢tverct. 3 ¢isla byla vybrana pomoci generatoru

nahodnych cisel).

Analyza fotografii

Lipidové droplety z digitalnich fotografii byly pocitany za pouziti Matlab 7.12.0 (MathWorks
Inc., Natick, MA, USA) algoritmus byl zaloZeny na matematicko-morfologické operaci
"otvory ve stupnich Sedi". Po zdkladnim piedzpracovani obrazu (vybér barevnych kanald,
nastaveni kontrastu, konverze ve stupnich Sedi), byl Gvodni obrdzek otevien ve Ctyiech
cyklech s riznym primérem strukturdlnich elementt (> 50, 50, 40, 30, 20, 10 a 6 um). V
kazdém kroku byl zjistén pocet lipidovych dropletd v ramci jednotlivych velikostnich

kategorii.

Izolace RNA

Celkova RNA byla izolovana za pouziti Tripure reagentu (TriPure Isolation Reagent, Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko) a nasledné vyc¢isténa a pomoci DNase High Pure isolation
RNA kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko). Genové exprese DGAT (diacylglycerol
O-acyltransferazy 2), FABP4, FASN, HSL, PLIN1, ACLY) a TBP byly hodnoceny pomoci
reverzni transkripce kvantitativni PCR (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) s pouzitim Taq
Manson (ID produktu: Mm00499536 ml, Mm00445878 ml ,Mm00662319 ml,
MmO01197698 ml, MmO00495359 ml, Mm00558672 ml, Mm01302282 ml,
Mm00446971 ml). TBP byla pouzita jako vnitini kontrola a vysledky byly vyjadfeny jako
AACt.

Statisticka analyza

Vliv mirné a t€zké hypoxie expozice na vyslednych proménnych byl analyzovan s pouZzitim
ANOVA testu s Tukey's post-hoc analyzou a za pouziti softwaru GraphPad Prizm (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Vliv farmakologickych latek na vysledné proménné v
riznych trovnich Oz byl analyzovan s pouzitim 2-cestné ANOVY a byla stanovena interakce
mezi farmakologickou 1é€bou a expozici O2. Data jsou uvedena jako primér + SEM. Hodnota

p <0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou.
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Vysledky

Lipogeneze a distribuce velikosti lipidovych dropletii

Vystaveni mirné hypoxii vyrazné stimulovalo lipogenezi a to o 375 %, zatimco té¢Zké hypoxie
méla opacny ucinek, inhibice o 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 dropletd v adipocytech (> pramér 30 pum) o 540 % vétsi ve
srovnani s kontrolnimi podminkami (25,6 £ 1,12 vs. 4,0 = 0,4 droplety / 100 bun¢k, p <0,05).
Dulezité je, ze vystaveni t€z8i hypoxii stimulovalo tvorbu pfevazné mensich lipidovych
dropletti, zatimco velké droplety nebyly pfitomny. To vedlo ke snizeni celkového obsahu
triglyceridi v porovnani s mirnou hypoxii. Udaje jsou uvedeny na obrazku 10. Dalsi vysledky

jsou soucasti vlastni publikace

Obrazek 10: Vliv mirné a tézké hypoxie na kli¢ové adipocytarni parametry

A. Lipogeneze B. Distribuce velikosti lipidovych dropleti
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Vystaveni bun¢k mirné a zavazné hypoxii vykazovalo rozdilny vliv na akumulaci triglyceridt - lipogenezi (A), a schopnosti
vytvaiet velké lipidové inkluze (B). * P <0,05 pro srovnani s expozici 20% Oq, #p <0,05 pro srovnani s expozici 4% O2

(ANOVA). N =6 pro A, N=9 pro B.

Markery diferenciace adipocytii

Genové exprese kliCovych markeri diferenciace adipocytli v ramcei expozice normoxii, mirné
a zavazné hypoxii expozice jsou shrnuty na obrazku 11. Udaje naznacuji, Ze mirna hypoxie
(4% 0O7) 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% O2) vedla k vyrazné nizsi indukci 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 krat zména, p> 0,05).
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Bazalni lipolyza
Expozice mirné hypoxii (4% Oz) zvysila spontanni lipolyza o 488 % (glycerol v médiu: 0,26
+ 0,01 proti 1,53 £ 0,07 umol / mg lipidi / 180 min, p <0,05), zatimco te¢Zkéa hypoxie (1% O2)

vykazovala niz§i G€inek stimulace spontanni lipolyzy a to 135 % (0,26 + 0,01 proti 0,61 +
0,30 pmol / mg lipidt / 180min, p <0,05).

Obrazek 11: Vliv mirné a t€zké hypoxie na klicové adipocytarni parametry

A. Genové exprese markeru adipogeneze B. Bazalni lipolyticky rate
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Vystaveni bun¢k mirné a zavazné hypoxii vykazovalo rozdilny vliv na diferenciaci pre-adipocytl ve zralé adipocyty-
posuzovano podle genové exprese specifickych pro zrani adipocytti (A). Stimulace bazalni lipolyzy pfi expozici mirné

hypoxii (B). * P <0,05 pro srovnani s expozici 20% Oa, #p <0,05 pro srovnani s expozici 4% O2 (ANOVA). N = 6 pro A, B.

Diskuze

Tato studie prokazala, Ze adipocyty reaguji na chronicky snizenou dostupnost O> rlizné a to v
zéavislosti na zavaznosti hypoxie. Mirnd hypoxie, s pericelularni koncentraci O» ekvivalentni
spodni hranici urovni O, které byly naméfeny v tukové tkani v ramci in vVivo experimentti u
vétSiny obéznich mysi a lidi stimulovala adipogenezi, lipogenezi a zvysila spontanni lipolyzu.
Toto zjisténi podporuje negativni roli hypoxie v rozvoji adipocytarnich poruch, stejné jako
poruch v ramci celkového metabolismu. Zavazné¢jsi hypoxicka expozice je charakterizovana
niz§i stimulaci diferenciace adipocyti a snizuje stimulaci lipolyzy. K identifikaci
potencidlnich farmakologickych cilii pro 1écbu hypoxii indukovanou expanzi adipocyti a
zvySenou lipolyzu, jsme se snazili identifikovat mechanismy, které hraji hlavni roli pfi
zvySené syntéze triglyceridii vramci expozice mirné hypoxie. Zaméfili jsme se na
intracelularni zdroj acetyl-CoA ptedstavujici klicovy zdroj de novo syntézy mastnych kyselin
s naslednou syntézou triglycerid (Postic a Girard 2008). Za pouziti selektivniho inhibitoru,
jsme zjistili, Ze aktivita ATP-dependentni citrat lydzy je nezbytna pro hypoxii-indukovanou
lipogenezi. To naznacuje, Ze hlavnim zdrojem acetyl-CoA v hypoxickych adipocytech je

cyklus trikarboxylové kyseliny, jak bylo jiZ potvrzeno u jinych bunécnych linii, vcetné
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nadorovych bunék (Filipp et al. 2012; Wise et al. 2011). Nicméné€ i v podminkach plné
inhibované¢ ACLY, byla lipogeneze jest€¢ vySsi v obou hypoxickych podminkach nez v
kontrolni expozici a ukézala tak ziejmé na dal$i wvnitrobunécné zdroje acetyl-CoA.
Z dostupnych dat se 1ze domnivat ze glykolyticky zdroj acetyl-CoA hraje podiadnou roli jako
farmakologickd aktivace pyruvat-dehydrogendzy pouze v kontrolnich podminkach, ale

inhibuje lipogenezi v rdmce expozice té¢zké hypoxii.
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8. Publikace ¢. 4: Inhibice lipolyzy zlepSuje diabeticky fenotyp v mySim

modelu syndromu obstruk¢ni 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 Gplné uzavieni hornich cest dychacich
behem spanku vede k pravidelnym poklesim hladiny kysliku v krvi (hypoxemie) a vyznamné
pfispiva ke spankové fragmentaci. Pfedchozi 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). Nékteré studie v posledni
dob¢ naznacuji, ze obstrukéni spankova apnoe je nezavisle na ostatnich rizikovych faktorech
spojena s intoleranci glukdzy, 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 glukozové
homeostazy prozatim nebyly spolehliveé vysvétleny. Cilem této studie bylo ovéfit hypotézu, ze
zvysena lipolyza tukové tkan¢ hraje ustfedni roli v patogenezi metabolismu glukozy spojené s
expozici IH. Na mySim modelu OSA bylo testovano: a) objasnéni vlivu IH na bazélni a
stimulovanou lipolyzu v adipocytech a b) stanoveni, zda farmakologické potlaceni lipolyzy
zabrani rozvoji hyperglykémie, gluk6zové intolerance, inzulinové rezistence a dysfunkci 3-

buné¢k pankreatu.

Material a metody

Expozice mysi intermitentni hypoxii

Mysi samci (C57BL6 / J, n = 10 ve skupin€) byli vystaveni po dobu 14 dni intermitentni
hypoxii nebo kontrolnim podminkdm. Hladiny kysliku uvniti klece byly zménény vhanénim
N> tak, Ze obsah kysliku se snizil z21 % na 6 - 6,5 % v prubéhu 30 sekund a nasledné se
vratil na 21 % za 30 s. Kontrolni pokusy byly provedeny podénim stla¢eného vzduchu.

Acipimox (0,5 mg / ml, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) byl podavén v pitné vode¢.

Intra-peritonedlni glukozovy test a inzulinovy tolerancni test

Hladina glukozy v krvi byla stanovena za pouZiti glukometru (Accu-Check Aviva, Roche,
Indianapolis, IN) v ¢asech 0, 10, 20, 30, 60, 90 a 120 minut po intraperitonedlni injekeci 1 g /
kg glukézy (IGTT, n = 10 ve skupin€) nebo v ¢asech 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 a 120 minut

po intraperitonealni injekci 0,5 IU / kg inzulinu (ITT, n = 10 ve skuping).
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Stanoveni lipolyzy v izolovanych adipocytech

Epididymalni tukové polStdfe byly vyoperovany a S§tépeny s pouzitim 1,25 mg / ml
kolagenazy (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) v Krebs-Ringerové roztoku (KRBHA)
pufru, obsahujicitho 10 mmol / I HEPES, 2 bovinniho sérového albuminu, 500 nM adenosinu,
a 6 mmol / 1 glukézy pti pH 7,4. Katecholamin-stimulovana lipolyza byla hodnocena po
pfidani isoprenalinu (1075, 10, 107, 10" nebo 10" mol / 1) do KRBHA pufru doplnéném 1 U
/ ml adenosin deaminazy a 100 nM N6- (2-fenyl-isopropyl)-adenosin a po inkubaci po dobu
120 minut (20). Glycerol uvolnény do pufru byl pouzity jako marker lipolyzy. Déle byl
stanoven celkovy obsahu lipidl v kazdé jamce a bylo vypocteno mnozstvi adipocytl v kazdé
jamce. Lipolyticky rate byl vyjadien jako glycerol uvolnény béhem 120 minut na 10000

bunék.

Biochemicka analyza

Hladiny inzulinu a leptinu v plazmé byly stanoveny za pouziti ELISA kit (EIA Kit, Alpco,
Salem, NH, USA a Leptin Mouse ELISA Kit, Abcam, Cambridge, UK). Dile byly
kvantifikovany hladiny glukézy v plazmé (gluk6zooxidaza Assay Kit, Abcam, Cambridge,
UK) a hladiny FFA (NEFA-HR2, Wako Chemicals Inc., Richmond, VA, USA).

Western blotting a genové exprese

Bioptické vzorky stehenniho svalu a tukové tkané nadvarlete byly homogenizovany a
proteiny separovany pomoci SDS elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. Membrany byly
blokovany pomoci 5% albuminu a inkubovany pfes noc s protilatkami proti celkové a
fosforylované Akt ( Danvers, MA, USA). Genova exprese adenosinu, leptinu a leptinovych
receptord byly vyhodnoceny z tukové tkané nadvarlete pomoci qPCR. Celkovd RNA byla
extrahovana za pouziti Tripure reagentu a celkovd RNA byla reverzné transkribovana s
pouzitim systému SuperScript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Byly pouzity TagMan
sondy Mm00545720, Mm00434759 a Mm00440181. Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza

byla pouzita jako referen¢ni gen.

Statisticka analyza

Interakce mezi lécbou acipimoxem a expozici IH byla hodnocena s pouZitim 2-cestné
ANOVY. Vsechny analyzy byly provedeny s pouzitim softwaru GraphPad Prizm (GraphPad,
La Jolla, CA, USA). Hodnoty p <0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Data jsou

uvedena jako primér = SEM.

56



Vysledky

Parametry adipocytii

Celkova télesna hmotnost se u IH-exponovanych mysi snizila o 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).
Celkové 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 adipocytd se snizila o 8 % (78,7 £ 1,8 vs. 72,4 = 1,4 um,
p <0,05). Distribuce velikosti adipocytt 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 adipocyti (74,6 £ 3,4 vs. 80,2 = 1,7 um, p> 0,05) a posunuti
distribuce velikosti adipocytli k normalnim hodnotam (Obr. 12, 13). V samostatné skupiné
mysi, které nebyly vystaveny IH ani kontrolnim podminkdm, neovlivnilo poddvani acipimoxu

t€lesnou hmotnost.

Obrazek 12: Mnozstvi epididymalni tukové tkané
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A. Epididymalni tukova hmota (mg) u mysi vystavenych kontrolnim podminkam nebo intermitentni hypoxii (IH) po dobu 14
dnti pii 1écbé acipimoxem nebo bez lécby, B. Podil epididymalni tukové hmoty na celkové télesné hmotnosti (%) u mysi

vystavenych kontrolnim podminkam nebo IH po dobu 14 dni pfi lé¢eni acipimoxem nebo bez 1é€by. * p <0,05
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Obrazek 13: Distribuce velikosti adipocytt

A. Bez acipimoxu B. S acipimoxem
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A. Histogram distribuce velikosti adipocytti u mysi bez 1é¢by. B. Histogram distribuce velikosti adipocytii u mysi lé¢enych

acipimoxem. PferuSovana ¢ara predstavuje praimérnou velikost adipocyti 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 % (AUCgucose = 18,2 = 0,7 vs.
24,2 + 0,5 x 10> mg / dl / 120 min x 10%) (Obr. 14). Podavani acipimoxu zabranilo IH-
indukovanym zménam la¢nych hladin glukozy (137,0 £ 148,9 oproti 6 = 4,9 mg / dl, p <0,05)
a gluk6zové tolerance (26,9 £ 0,9 vs. 24,8 £0,7 x 103 mg / dl / 120 min x 103, p> 0,05. Lacné
hladiny inzulinu, stejné jako inzulinové senzitivita byly hodnoceny pomoci indexu HOMA-
IR. Negativni efekt byl pozorovan hlavné v jatrech, kde byla po expozici IH snizena
inzulinova senzitivita o0 46 % a 36 %. Lécba acipimoxem tomuto efektu nezabranila (pokles
038 % 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 u¢inek byl zmirnén
podévanim acipimoxu b&hem 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), kterd se s podavanim
acipimoxu zlepSila jen ¢astecné. Podavani acipimoxu za fyziologickych podminek nemélo
zadny zjistitelny 0€inek na glukdzovou toleranci nebo inzulinovou senzitivitu, jak bylo
prokdzano v oddélené skupiné mysi, které nebyly vystaveny zadnym experimentilnim
ukonlim (Obr. 14E, F) Fosforylace Akt (Thr 308) v kosternim svalu byla béhem expozice [H
snizena o 30 % (fold change: 1,00 + 0,10 vs. 0,70 = 0,08, p = 0,06), avSak negativni vliv
pozorovany pii 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
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pAKT pfi expozici IH zvysila o 96 %, (fold change: 1,0 + 0,12 vs. 1,96 + 0,09 pro kontrolni a
[H-exponované skupiny, p <0,05), stejn¢ 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 lécenych 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 Ié¢enych acipimoxem, p> 0,05)

59



Obrazek 14: Intraperitonealni gluk6zové a inzulinové toleran¢ni testy

Bez acipimoxu S acipimoxem
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Jednotlivé hodnoty hladiny glukézy v plazmé po intraperitonedlnim podani 1 g / kg glukdzy 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 gluko6zy v plazmé po intraperitonealnim podani 0,5 IU / kg inzulinu u my$i vystavenych kontrolnim podminkam a IH
po dobu 14 dni bez 1écby (C) nebo s lécbou acipimoxem (D). Jednotlivé hodnoty hladiny glukézy v plazmé po
intraperitonealnim podani 1 g / kg glukézy u neexponovanych mysi (E). Jednotlivé hodnoty hladiny glukézy v plazmé po

intraperitonealnim podani 0,5 IU / kg inzulinu u neexponovanych mysi (F).
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Vliv acipimoxu na lipolyzu a hladiny FFAV 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 bun¢k, p <0,05). Lécba acipimoxem zabranila TH-
indukované stimulaci lipolyzy (36,1 + 4,8 vs. 39,8 £ 6,8 nmol / 120 min / 10,000 bunék pro
kontrolni skupinu a IH-exponovanou skupinu, v tomto potfadi, 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 uc¢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).

Podéni 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 [H tak i 1écbou acipimoxem (EC 50 [ISO]=1,1+0,4,0,6 £0,4,1,3+0,5a1,5+0,5
nmol/L pro kontrolni skupinu, IH-exponovanou skupinu, acipimoxem Ilé¢enou kontrolni
skupinu a acipimoxem lécenou IH-exponovanou skupinu, v tomto poradi, ANOVA, p> 0,05).
Odpovéd’ na isoprenalin, projevujici se jako maximalni lipolyza dosazend pii podani nejvyssi
koncentrace isoprenalinu byla potlacena jak u IH-exponovanych skupin bez acipimoxu tak i u
[H-exponovanych skupin 1é¢enych 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 bunék, v daném potradi, ANOVA, p <0,05).

Obrazek 15: Bazalni a stimulovana lipolyza

A B. Bez acipimoxu C. S acipimoxem
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A. Bazalni lipolyza v adipocytech izolovanych z mysi vystavenych kontrolnim podminkdm nebo intermitentni hypoxii po
dobu 14 dni, 1é€enych acipimoxem nebo bez 1écby, 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 skupiné 1é¢ené acipimoxem, kde n = 4.
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Diskuze

Tato studie zkoumala, zda zvysena lipolyza v tukové tkani predstavuje mechanismus spojujici
expozici IH s hyperglykémii, glukdzovou intoleranci, inzulinovou rezistenci, a dysfunkci -
bun¢k pankreatu. V rdmci této studie jsme prokazali, Ze expozice IH vyznamné zvysila
spontanni lipolyzu adipocytii, hladiny FFA v plazmé a doslo k poruse gluk6zové homeostazy.
Farmakologickd inhibice lipolyzy pomoci acipimoxu zabranila IH-indukovanému zvyseni
lipolyzy, zvyseni plazmatickych hladin FFA, a celkové zmirnila Skodlivé ucinky expozice IH
na metabolismus glukozy. Stimulace lipolyzy v ramci expozice IH snizila mnozstvi
epididymalni tukové hmoty a velikost adipocytli. To vyustilo v celkovou redukci télesné
hmotnosti, tento fakt byl také hlaSen v jiz dfive publikovanych studiich (liyori et al. 2007).
Podani acipimoxu zabranilo celkovému IH-indukovanému hubnuti a zachovalo mnozstvi
tukové hmoty, stejné jako velikost adipocyti.

V nékterych studiich je uvedeno, Ze samotné podani acipimoxu miize zvysit télesnou
hmotnost a celkové neptiznivé ovliviilovat metabolicky profil jedince. Z tohoto divodu byly
odd€lené skupiny mysi (které nebyly predmétem zadné expozice), léCeny acipimoxem.
Vysledky tohoto pokusu ukazaly, ze samotné podavéani acipimoxu samo o sobé nema zadny
vliv na télesnou hmotnost, laéné hladiny gluko6zy, glukdézovou toleranci nebo inzulinovou
senzitivitu. To podporuje zavér, ze acipimoxem zprostiedkované potlaceni lipolyzy, u mysi
vystavenych IH, je skute¢ny mechanismus zprostiedkovavajici zlepSeni metabolismu
glukdzy. Tato studie ukézala, Ze IH-indukované poskozeni inzulinové senzitivity, glukézoveé
tolerance a funkce B-bun€k pankreatu mulze byt zabranéno, pokud IH vyvoland zvySena
bazélni lipolyza a hladiny FFA v plazmé jsou farmakologicky inhibovany pomoci acipimoxu.
Kromé objasnéni nového pohledu do mechanisml spojujicich IH s poruchou metabolismu
glukdzy by tato studie rada oteviela dalSi moZznosti zkouméni ucinnosti inhibitora lipolyzy v

1é¢bé metabolickych poruch u OSA pacientil, zejména téch, kteti Spatné toleruji CPAP terapii
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9. Zavér a diskuze

V uvodu této dizertani prace jsem se snazil shrnout aktualni poznatky o kratkém trvani
spanku a jinych poruchach spanku, jejich vlivu na metabolismus a dale na molekulérnich a
endokrinnich mechanizmech zprostfedkovavajicich pfic¢innou souvislost mezi OSA a
vznikem glukdézové intolerance, inzulinové rezistence, zhorSené sekrece inzulinu a nakonec
vzniku DM2T. Na zdklad¢ literarnich zdroji, lze dojit k zavéru, ze zvySeni lipolyzy s
modifikovanym uvoliiovanim adipokinti v tukové tkdni, aktivace intermitentni hypoxii-
indukovaného sympatického nervového systému, generovani reaktivnich kyslikovych
radikali a vzniku prozénétlivych stavii celého téla jsou s nejvétsi pravdépodobnosti
nejvyznamnéj$i medidtory zpisobujici tuto souvislost. Nekteré z téchto mechanismu
piedstavuji potencialni IéCebné cile, nicméné jediné s intenzivnim budoucim vyzkumem bude
zjisténo, jak se zaméfit na vySe uvedené molekuldrni mechanismy, tak aby poskytovaly
vhodny podklad pii prevenci a 1é¢be tohoto onemocnéni.

Zéakladnim cilem predkladané disertacni prace je tedy pfispét k pochopeni
mechanismu, kterymi je zprostiedkovana vazba mezi nadmérnou akumulaci tukové tkane,
rozvojem spankovych poruch jako je syndrom obstrukéni spankové apnoe a s tim
souvisejicich zavaznych metabolickych komplikaci jako wvznik glukézové intolerance,
inzulinové rezistence s rozvojem DM2T. Do této prace jsou celkové zahrnuty 3 invitroa 1 in
vivo studie. V prvni in vitro studii jsme se zabyvali metodologickym pfistupem kultivace
adipocytli na povrchu umoznujicim volitelné¢ uréovat dostupnost periceluldrniho 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 zakladni
charakteristiky adipocytu tj. hlavné lipolytickou aktivitu a akumulaci triglycerid. V in vivo
studii jsme se zabyvali moznou prevenci vzniku diabetického fenotypu pii OSA skrze
potencialni farmakologickou intervenci v podobé inhibice lipolyzy v tukové tkani latkou
acipimox.

Vyzkum vlivu hypoxie na tukovou tkan je limitovdn dosavadnimi laboratornimi
metodami a znalostmi. Pokusili jsme se proto definovat novy experimentalni pfistup
v adipocytarnim vyzkumu, ktery umoznuje expozici adherentnich bunék in vitro v prostiedi
s definovanou periceluldrni koncentraci kysliku bez dosavadnich limitaci a artefakti, kterymi
byl dosavadni vyzkum zatiZzen a jeho vysledky byly velmi téZko interpretovatelné. V ramci
tohoto projektu jsme vyvinuli systém, ktery umoZiuje aktudlni limitace obejit a stal se

nedilnou soucasti nasSich experimenti
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V metodologické studii (€. 1) jsme prokézali, ze kultiva¢ni povrch miZe mit zasadni
vliv na nékteré funkcni a strukturdlni charakteristiky péstovanych bunék. Proteomicka
analyza nam odhalila, Ze mezi nejvice ovlivnénymi byly proteiny, které se podili na
mitochondridlni morfologii a cytoskeletalni organizaci. Tohoto metodologického piistupu
bylo poté vyuzito k realizaci dal$ich studii.

Ve studii oznacené Cislem 2 jsme se zabyvali proteomickym profilem adipocytl pii
snizené dostupnosti pericelularniho kysliku. V této studii jsme pomoci proteomické analyzy
zjistili, Ze variabilni dostupnost pericelularniho kysliku je velmi dilezitym faktorem v
regulaci bunéCnych funkci tim, Zze byly vyznamné postizeny drahy podilejici se na
energetickém metabolismu a syntéze triglyceridii v tukovych builkdch. Zaroven jsme
prokdzali, ze snizena dostupnost kysliku (hypoxie) stimuluje akumulaci lipida
v kultivovanych buiikach.

Ve studii ¢. 3 jsme zkoumali vliv mirné a tézké hypoxie na zdkladni adipocytarni
funkce tj. akumulaci triglyceridli, spontanni lipolyzu, diferenciaci a tvorbu a velikost
intracelularnich lipidovych inkluzi. Tato studie prokazala, ze adipocyty reaguji na chronicky
snizenou dostupnost O> rizn¢ a to v zavislosti na zavaznosti hypoxie. Mirna hypoxie (4% O3)
stimulovala adipogenezi, lipogenezi a zvysila bazalni lipolyzu. Toto zjisténi podporuje mozny
negativni vliv hypoxie v tukové tkani v rozvoji obezity a zvySeného uvoliiovani FFA, ¢imz
ptispivd k rozvoji inzulinové rezistence, glukozové intolerance a dysfunkce B-bunck u
nizsi diferenciaci adipocyti a snizenou stimulaci lipolyzy pravdépodobné diky limitaci
metabolickych procesii v diisledku 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 krozvoji diabetického fenotypu (inzulinové rezistenci a glukozové
intoleranci), stimuluje lipolyzu v tukové tkani a zvySuje hladiny FFA v plazmé. Predpokladali
jsme, ze zvysSena lipolyza v tukové tkani pravdépodobné piedstavuje kauzalni mechanismus
spojujici expozici IH s hyperglykémii, glukdézovou intoleranci, inzulinovou rezistenci, a
dysfunkci B-bun¢k pankreatu. Jelikoz inhibice lipolyzy perordlné podanym acipimoxem
zabranila rozvoji diabetu, [H-indukovanému zvySeni lipolyzy 1 zvySeni plazmatickych hladin
FFA u mysi exponovanych IH. Tato studie demonstrovala moznost pouZiti inhibitoru lipolyzy
(napft. acipimox, ktery je v Evropé i USA registrovan jako humanni 1é¢ivo) u pacientid s OSA

v prevenci nebo 1é€bé
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V souhrnu na zéklad¢ naSich studii miZeme konstatovat, ze adipocyty vyznamné
reaguji na variabilni dostupnost pericelularniho kysliku. Ptredchozi studie prokazaly, Zze u
OSA dochazi k zavazné tkanové hypoxii (Reinke et al. 2011) a proto se domnivame, Ze naSe
studie vyznamné piispely k pochopeni kauzélni ulohy adipocyt v rozvoji DM2T u OSA. Na
zaklad¢ predlozenych in vitro studii Ize predpokladat, ze hypoxie v tukové tkani pfispiva
k akumulaci lipidl a tudiz k rozvoji obezity. Centralni Glohy hypoxie v tukové tkani lze
uc¢inné vyuzit pro farmakologické intervence zamétrené na ovlivnéni lipolyzy v adipocytech i
sekrece adipokinti (uvolnovani FFA do cirkulace), jako primarni a sekundarni prevenci
rozvoje DM2T u OSA nebo k terapii metabolickych komplikaci spojenych s OSA.

Ackoli je OSA standardné lécena pomoci pozitivniho pietlaku v dychacich cestach s
pomoci oblicejové masky (CPAP), tato 1éc¢ba vyzaduje denni pouzivani masky alespon po
dobu 4 hodin v priabéhu spanku, aby bylo dosazeno prokazanych zdravotnich benefiti
(snizeni kardiovaskuldrni morbidity a mortality a zlepSeni metabolickych funkci). Limitaci
1écby pomoci pretlaku je compliance pacienti vedouci k tomu, ze je tato 1écba mnoha
pacienty z riznych divodi odmiténa, Spatné tolerovana nebo nedostatecné aplikovana. Navic
existuji pochybnosti zda-li terapie CPAP béhem spanku napi. zlepSuje robustni parametry
kompenzace diabetu napt. HbAlc (Zhao et al. 2015). Je tedy nutné hledani vyuziti nékterych
inovativnich pfistupi  (pravdépodobné farmakoterapie) k prevenci ¢i minimalizaci
zdravotnich rizik spojenych s vyskytem OSA. Pro pfipadnou farmakologickou intervenci je
zasadni pochopeni mechanismi, které jsou zodpovédné za rozvoj diabetu pii OSA,
charakterizované jak spankovou fragmentaci, tak intermitentnimu hypoxickému prostiedi.
V nasich studiich jsme se zaméftili na tukovou tkan, zejména adipocyty, jako kli¢ové hrace
v rozvoji metabolickych poruch pifi expozici soustavné a intermitentni hypoxii. Prokézali
jsme, Ze adipocyty metabolicky reaguji na sniZzenou dostupnost periceluldrniho kysliku
zpusobem, ktery by mohl pfispivat k rozvoji inzulinové rezistence a nasledné DM2T. Tyto
nalezy nas vedly k pilotnimu ovéfeni moznosti cileného ovlivnéni metabolismu adipocytii
skrze inhibici lipolyzy v prevenci rozvoje DM2T. K tomuto ucelu jsme vyuzili mysiho
modelu spankové apnoe a prokéazali, ze farmakologickd inhibice lipolyzy peroralné
podavanym léCivem registrovanym pro humanni uziti (acipimox), zcela zabranila rozvoji
diabetického fenotypu pii expozici intermitentni hypoxii. Terapie acipimoxem piedstavuje
potencidlni moznost ve farmakologické 1é€bé metabolickych komorbidit spojenych s OSA,
vcetné DM2T.

V tomto kontextu je vhodné zminit, ze mySlenka vyuziti acipimoxu v lécb¢ DM2T

byla jiz v minulosti zkoumdana s nejednoznaénymi vysledky, s nadémnou kratkodobou
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ucinnosti (Santomauro et al. 1999), a s ambivalentni dlouhodobou ucinnosti (Dean et al.
1992). Na zakladé nasi pilotni studie potvrzujici G¢innost acipimoxu Vv prevenci rozvoje
DM2T lze spekulovat, Ze vhodnou indikaci k 1écbé 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 vSak musi byt

v budoucnu ovéiena v rdmci randomizované dvojité-slepé randomizované klinické studie.
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10.Seznam zkratek

e Angptl4 - Angiopoietin-like 4

e BPAP - Bilevel positive airway pressure

e CAT - Chloramphenicol acetyltransferase

e (D38 — Cluster of differentiation 38

e CPAP — Continous positive airway pressure

e FFA — Fatty free acid

e (GPX - Glutathione peroxidase

e HDL — High density lipoprotein

e HIF-la — Hypoxia inducible factor la

e IL-1 - Interleukin 1

e [L-6 — Interleukin 6

e LPL — Lipoprotein lipase

e MIP2 - Macrophage inflammatory protein 2

e NADPH - Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
e NF-xB - Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
e ROS — Reactive oxygen species

e SCD-1 - Stearoyl-CoA desaturase

e SOD - Superoxide dismutase

e SREBP-I - Sterol regulatory element-binding protein 1
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