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1. Uvod- souéasny stav problematiky:

1.1. Aterosklerdza

Aterosklerdza je onemocnéni vznikajici na podkladé postupné se rozvijejicich patologickych déji v
cévni sténé. Incidence aterosklerozy kontinualné vzrista v zdsadé od zacatku minulého stoleti.
Hlavni klinickou komplikaci aterosklerdzy je infarkt myokardu, cévni mozkova pfihoda a ischemicka
choroba koncetin, souhrnné oznacované jako kardiovaskularni onemocnéni (KVO). V soucasnosti
jsou znamé hlavni faktory, které prispivaji k rozvoji a progresi KVO - jsou to zejména dyslipidémie,
hypertenze, obezita a koureni. Nicméné i pres uspokojivy pokrok v 1é¢bé (zejména Gcinnd
hypolipidemika a antihypertenziva) stdle asi 50% Uumrti pfipadd na komplikace aterosklerdzy. Je tedy
zfejmé, Ze pro pochopeni aterosklerdzy je nutné vnimat i vliv patologii dalSich systému. Velka vétsina
KVO a zejména aterosklerdza jsou spojeny s prozanétlivymi procesy. Je klinicky znamym faktem, Ze
riziko rozvoje KVO stoupa u autoimunnich onemocnéni, napfiklad lupus erythematodes,
mikroangiitida s granulomatdzou (dfive Wegenerova granulomatdza) ¢i revmatoidni artritida.
Spojeni infekénich onemocnéni s aterogenezi bylo a je cilem mnoha studii, z mnoha patogent byl
zvazovan zejména vliv Chlamydia pneumonie, ale i herpetickych vir(i, Helicobacter pylori,
Mycoplasma pneumonie, Porphyromonas gingivalis a dalSich [1], nicméné zjisténi, Ze podani
antibiotik nevedlo k sniZzeni kardiovaskularnich pfihod, pfimy vliv spiSe vylu€uje [2]. Na druhou
stranu v pribéhu infekce influenzou u mysi dochdzi k vyznamnym proinflamacnim zméndm a
infiltraci aterosklerotickych platad makrofagy a T lymfocyty [3], dale vysokym hladindm
proinflamacnich a protrombotickych cytokinli spojenych s endotelialni dysfunkci. Zda je ale vztah
mezi infekci a KVO a jejich komplikacemi kauzalni, nelze na zakladé publikovanych dat jednoznaéné
stanovit.

Funkce endotelidlnich bunék dalece presahuje plvodni vnimani endotelu jako mechanické bariéry.
Za fyziologického stavu je endotel vysoce sekrecné aktivni, tvofené plsobky na lokalni Urovni udrzuji
antitrombotické vlastnosti endotelu, reguluji cévni tonus a adhezi leukocytl a trombocytl. K
endotelu je ukotvena glykokalyx, negativné nabita hydrofilni gelovita sit (muko)polysacharidd, ktera
prispiva k udrzovani cévni permeability, nesmacivosti a koagulace. Dysfunkce endotelu je pokladana
za prvni, presymptomatické, jesté plné reverzibilni stadium aterosklerdzy [4], nicméné pochopitelné
trva po celou dobu vyvoje aterosklerotického platu. Naruseni endotelidlnich funkci vede ke ztraté
regulace a je spojen se zvySenou propustnosti jak pro aterogenni lipidy, tak pro imunocyty. Pfiiny
této patologie zahrnuji vlivy mechanické (turbulentni proudéni, zvyseni krevni tlak), imunologické
(napt. prozanétlivé cytokiny), ischemie/reperfuze a dalsi. Narlst koncentraci aterogennich lipidQ
vede nejprve k vzniku izolovanych pénovych bunék (plivodem z makrofagl ¢i myocytll), pfes tvorbu
tukovych prouzk( az k vyvoji ateromu, plaku uvnitr cévni stény.

Progrese aterosklerdzy je pak dana postupnym narlstanim plaku, toto vede k postupnému omezeni
komplikace aterosklerézy jsou pak dané erozi, pfipadné rupturou, plaku a obnazenim
subendotelialnich kolagennich vlaken a k aktivaci koagulaéni kaskady. Existuji oblasti cév
predisponované k vyskytu plakd, coZ potvrzuje podil fyzikalnich faktor(i, napf. naruseni laminarniho
proudéni, v danych oblastech. Endotel cév je lokalné aktivovan, vznikaji strukturalni i funkéni zmény
a pfi soubéhu dalsich faktor(, zejména dyslipidémie s vysokou hladinou lipoproteint o nizké



denzitné (low density lipoproteins (LDL)), dochdzi k rozvoji aterosklerotické l1éze. Aktivovany
dysfunkéni endotel je pro tyto ¢astice zvysené propustny, LDL jsou v cévni sténé chemicky
modifikovany (napf. oxidaci ¢i glykaci) a dochazi k naruseni fyziologickych procest transportt
cholesterolu [5].

1.2. Tukova tkan

Hlavni funkci tukové tkané je podpora metabolickych potieb organismu, tepelnd izolace,
termogeneze (zejména u hnédé tukové tkané) a mechanickd ochrana. UmoZnuje uchovdvat velké
mnozstvi energie ve formeé intraceluldrnich tukovych kapének a tim preklenout obdobi lacnéni. Po
vétsSinu evoluce lidského rodu byla kapacita tohoto ukladani energie velmi dllezitd pro preziti
jedincl. V podminkach tzv. moderniho svéta, kdy nedostatek potravy je spiSe vyjimecny a
prevazujicim problémem je naopak prebytek pfijimané energie, je epidemie obezity zasadnim
zdravotnickym problémem. V Ceské republice je a7 45% jedincil s nadvahou, tj. BMI 25-30kg.m,
pFiemz az 15% jedincl je obéznich, tj. s BMI nad 30 kg.m™ Lépe na tom nejsou ani ostatni zemé se
srovnatelnym Zivotnim stylem, pfi¢em? v rdmci Evropy je nejnizsi incidence ve Svycarsku [6].

Ve srovnani s ostatnimi hominidy je procento télesného tuku u lidi vy3si, a to i u fyzicky aktivnich
jedincll, napfriklad v tradi¢nich lovecko-sbéracéskych spolecnostech. Lidé také maji vyssi metabolicky
obrat zejména diky rozvoji mozku [7], coZ spolecné s dietnimi zménami ve prospéch vysoce
energetické stravy a zvySeni dostupnosti Zivin Upravou stravy vedlo k evolu¢né pozitivni adaptivni
zméné — tj. zvySeni kapacity akumulovat tuk. Tato evolu¢ni zména ma vsak i svou obracenou stranku
- riziko rozvoje chorob spojenych s obezitou. Centralni obezita, tj. zvySeni zejména visceralni a bfisni
podkozni tukové tkané, je pokladana za rizikovéjsi oproti nahromadéni tukové tkané

v gluteofemoralni oblasti.

Ackoliv vztah mezi nardstem tukové tkané a kardiovaskuldrnim onemocnénim byl popsan pred vice
nez 70 lety [8], mechanismy vlivu obezity na kardiovaskularni onemocnéni nebyly dosud zcela
objasnény. Patologicky narUst tukové tkané je totiz spojen s narusenim mnoha télnich funkci —
obézni jedinci jsou ve vysSim riziku nejen kardiovaskularnich, endokrinnich, ale i nddorovych,
kloubnich, plicnich a dalSich patologii [9]. Tyto s obezitou spojené patologie se pak spolupodileji na
vysledném stavu, tj. vys$si morbidité a mortalité [10]. Tato prace se zaméruje na propojeni
subklinického zanétu v tukové tkani s kardiovaskularnimi prediktory a patologickymi zménami

v cévni sténé.

1.2.1. Rozdéleni tukové tkané
Klasickym kritériem déleni tukové tkané je jeji lokalizace, rozdélujici tukové tkané podkozni

(subcutaneous adipose tissue, SCAT), visceralni (visceral adipose tissue, VAT) a perivaskularni
(perivascular adipose tissue, PVAT), pticemz vSechny tyto skupiny lze dale ¢lenit [11]. SCAT byva
¢lenéna jednak na abdominalni (povrchovou a hlubokou), jinak dale na glutealni, femoralni, etc.
Visceralni tukova tkan zahrnuje zejména omentalni, epikardialni, retroperitonealni a perirenalni
tukové tkané. Néktefi autofi véleniuji PVAT jako samostatnou podskupinu do VAT. V ramci PVAT
byvaji rozliseny tzv. perikoronarni, periaortalni, perirendlni a dalsi perivaskularni tukové tkané. Byly
popsany vyznamné funkcni rozdily nejen mezi SCAT, VAT a PVAT, ale i mezi jednotlivymi typy SCAT



[12] VAT [13] ¢i PVAT [14]. Je zajimavé, Ze jednotlivé tukové tkané pochdzeji zifejmé z riznych
prekurzord [15]. Prevazujici data v literature potvrzuji vyznamnéjsi roli VAT jako rizika metabolickych
komplikaci obezity [16]. Na druhou stranu PVAT pfimo pfiléha k cévni sténé a mUze ji tedy lokalné
ovlivnit. Tento vliv je pfedmétem intenzivniho vyzkumu a muze byt zprostfedkovan parakrinné,
pronikanim aktivnich Iatek difuzi, ¢i pfes vasa vasorum (recentné shrnuto[17]). Velké mnoZstvi tuk(
je i za fyziologickych podminek i v dalSich lokalitach, napft. v kostni dfeni, z hlediska funkéniho vSak o
tukovou tkan nejde.

Za patologickych podminek dochazi k deponovani tukl i v tkanich, které primarné tuto funkci
nemaji. K tomuto dochazi naptiklad v jaterni, svalové ¢i pankreatické tkani, pro takto patologicky
uloZeny tuk se uziva nazev ektopickd tukova tkan. UloZené triacylglyceroly v téchto primarné
netukovych tkanich plsobi lipotoxicky a narusuji nejen jejich fyziologické metabolické funkce, ale i
zvySuji kardiovaskuldrni riziko [18].

Tukové tkané Ize ¢lenit i podle funkce, kdy vyhranéné odlisné tkané jsou nazyvané bilou resp.
hnédou tukovou tkani, pficemz pfechodné typy jsou oznacované jako , beige” nebo ,brown-like“
tukova tkan. Hlavnim kritériem pro rozdéleni jsou preferenéni metabolicka aktivita, pocet a
morfologie tukovych kapének v cytoplazmé, pocet mitochondrii a exprese tzv. uncoupling protein 1
(UCP-1), pficemz tyto parametry zasadné ovliviuji funkci a velikost adipocyta. Bila tukova tkan
typicky slouzi zejména k uchovavani lipidi ve formé cytoplazmatickych kapének, zatimco klicovou
funkci hnédé tukové tkané je tzv. netfesova termogeneze. Recentné bylo prokazano, Zze pod vlivem
adrenergni stimulace ¢i expozice chladu mohou i bilé adipocyty exprimovat UCP-1 a pfispivat

k termogenezi [19, 20]. MnoZstvi hnédé tukové tkané je nicméné u dospélych lidi velmi limitované
(na rozdil od drobnych savci) a jeji prispéni k celkovému metabolismu je velmi kontroverzni a
diskutované téma (recentné shrnuto[21]). Ostrivky hnédé tukové tkané, pripadné jednotlivé hnédé
adipocyty, byvaji nicméné soucasti VAT, a to zejména PVAT [22].

1.2.2. Funkce bilé tukové tkané
V tukové tkani probihaji dva zasadni metabolické déje — lipogeneze a lipolyza. Lipolyzou triglyceridQ

dochazi k uvolnéni volnych mastnych kyselin, které mohou byt vyuZity v ostatnich tkanich. Nicméné
od 90.let dvacatého stoleti je zftejmé, Ze vyznam tukové tkané zdsadné presahuje koncept tukové
tkané jako ulozisté energie. Tukova tkan je nyni vnimana nejen jako tepelna izolace a pasivni
zasobarna energie, ale je také zdrojem biologicky aktivnich molekul, které plsobi nejen parakrinné,
ale i systémové ovliviiuji funkci mnoha organt a systému [23]. Nékteré z téchto latek jsou
oznacované jako hormony (tzv. adipokiny) a vyznamné ovliviiuji metabolismus. Jejich ziejmé
nejvyznamnéjsim zastupcem je leptin, prvni identifikovany hormon tvoreny vyhradné adipocyty.
Leptin je peptid ktery vyznamné reguluje pfijem potravy a vydej energie ovlivnénim centralni
nervové soustavy, nicméné lze predpokladat jeho Sirsi vyznam [24]. Vysoké plazmatické koncentrace
leptinu a s nimi spojena leptinova rezistence se spolupodili na rozvoji zmén spojenych s obezitou
[25]. Dalsim vyznamnym adipokinem tvofenym vyhradné adipocyty je adiponektin zvysujici
senzitivitu k inzulinu a jeho hladiny s obezitou klesaji [26]. Ackoliv leptin a adiponektin primarné
ovliviuji metabolismus, nepfimo vyznamné zasahuji i do imunitnich reakci. Tukova tkan je
vyznamnym zdrojem také adipokinG primarné zasahujicich do imunitnich déji. Jednim z nich je
rezistin, ktery je u lidi tvofen makrofagy tukové tkané. Rezistin primarné plsobi prozdnétlivé a jim



zprostfedkované ovlivnéni metabolismu je nepfimé pres zvySeni exprese prozanétlivych cytokin(,
zejména IL-6 a tumor necrosis factor a (TNFa). Byly popsany i dalsi primdrné prozanétlivé (retinol-
binding protein 4) i protizanétlivé (omentin-1) adipokiny a vzhledem k propojeni metabolickych a
imunitnich déji maji tyto adipokiny odpovidajici vztah k patogenezi KVO [27, 28]. Tukova tkan ale
produkuje i velké mnoZstvi cytokind a chemokin(, které nejsou tkanové specifické a jsou nedilnou
soucdsti imunitnich reakci (TNFa, IL-6, IL-18, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) a dalsi).
Jejich tvorbou tukova tkan systémové zasahuje do imunitniho systému jedince jak za fyziologickych,
tak patologickych stav(.

Aktivace imunitni odpovédi je energeticky velmi narocny proces a pro jeho fungovani je nezbytny
presun energetickych zdrojli z méné prioritnich systému. Typické jsou napf. sepsi vyvolané zmény
funkce mitochondrii, ¢i rozvoj inzulinové rezistence [29]. Obezita, chronicky patologicky stav dany
akumulaci tukové tkané, je spojena s prozanétlivym stavem a to zejména primo v tukové tkani [30].
V poslednich dvou dekadach byl presvédcivé prokazan vztah mezi dysfunkci imunitnich déja v tukové
tkani a rozvojem metabolického syndromu, insulinové rezistence, diabetu druhého typu a
kardiovaskularni nemoci [31]. Jak bylo uvedeno, prevazujici shrnutd data demonstrovala vyznam
prozanétlivych zmén ve VAT a PVAT pro patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni [14, 32].

1.2.3. Tukova tkan jako imunitni organ

Tukova tkan obsahuje kromé adipocyti a jejich prekurzor( velmi pestrou smés rtznych bunék.
Pojem stroma vaskularni frakce (SVF), tj. neadipocytarni bunécna ¢ast tukové tkané, zahrnuje tedy
mnoho rlznych bunéénych typ(. Kromé endotelidlnich bunék, fibroblastli, kmenovych bunék,
preadipocytl a nervovych bunék obsahuje i velké mnozstvi imunitnich bunék vrozené i ziskané
imunity. Do prvni skupiny lze zahrnout zejména nejpocetnéjsi makrofagy, ale i rlizné typy
granulocyt(, dale natural killers cells (NK), Zirné a dendritické buriky. Druhou skupinu reprezentu;ji
zejména rlizné typy T lymfocyt(. Zasadni regulacni roli pro udrzeni fyziologické homeostazy tukové
tkdané maji zfejmé T regulaéni lymfocyty, uvoliujici protizanétlivé plsobici cytokiny (IL-10 a TGF-B).
SVF obsahuje i B lymfocyty, jejichz role je zatim nejista. Zfrejmé velmi vyznamnou regulacni roli
budou mit i bufiky nachazejici se na rozhrani tradi¢niho ¢lenéni, tj. natural killer cells (pFirozeni
zabijeci, NK bunky), a zejména tzv. innate lymfoid cells (ILC).
Za fyziologického stavu prevlada role imunocyttd aktivné potlacujicich rozvoj zanétu. Vyznamnou roli
pro udrZzovani homeostazy maji tzv. innate lymfoid cells type 2 (ILC2), které sekretuji cytokiny,
zejména IL-5 a IL-13 podporujici akumulaci eosinofilnich granulocytl [33]. IL-4 tvofeny témito
tukové tkané nejen neprimo stimulaci eozinofild, ale i pfimo pUsobi na makrofagy [33]. Zda se, Ze
podobné vyznamnou roli pro udrZzovani homeostazy md i IL-33 [35]. Na udrZeni homeostdazy se
zfejmé podili tzv. invariantni NK T-lymfocyty [36], nicméné mechanismy jejich pisobeni nejsou zatim
objasnény. T regulac¢ni lymfocyty jsou pocetné v neobézni tukové tkani, jejich pocet vyznamné klesa
s obezitou [37].
Neni zcela jasné, co je prvotnim stimulem pro rozvoj zanétu v tukové tkani. Vzhledem k vysoké
endokrinni aktivité adipocytl je pravdépodobné, Ze hypertrofie adipocytl je spojena s pfesmykem
sekrece cytokinl a adipokinU prozdnétlivym smérem. Pfipadné hypertrofie mlze vést aZ k nekrdze
adipocytd, uvolnéni nitrobunécéného obsahu a spusténi zanétlivych zmén okolnimi burikami, zejména
7



makrofagy. Existuji ale i dalSi mechanismy, které prispivaji k prozanétlivym zménam v tukové tkani a
Ize je rozdélit na bakterialni a metabolické. U obéznich jedincl je stfevni sténa propustnéjsi pro
lipopolysacharid (LPS) gramnegativnich bakterii a Ize i detekovat nasledné zvyseni jeho plazmatické
koncentrace [38, 39]. Tento stav se také nazyva endotoxémie. LPS se vaze na komplex receptoru a
signalizacnich molekul, jehoZ soucasti je Toll like receptor 4 (TLR4). TLR 4 je exprimovan na
makrofazich i adipocytech [40] a jeho stimulace vede k aktivaci inflamacni kaskady s aktivaci nuclear
factor kB [41] . Proinflamacni vliv saturovanych mastnych kyseliny je nicméné pleiotropni (shrnuto
v [42].. Dieta s vysokym obsahem saturovanych mastnych kyselin ovliviiuje stfevni mikrofléru,
dochazi jednak k zvySenému uvolfiovani LPS ze stfevnich baterii a k endotoxémii. Dieta s vysokym
obsahem saturovanych tukd vede také k zvySeni LDL cholesterolu a jeho nasledné modifikaci. Takto
modifikované lipoproteiny pak pusobi v tkanich prozanétlivé, jsou imunitnim systémem vnimany
jako tzv. danger associated molecular patterns, DAMP, napft. stimulaci TLR a CD36. Oxidované
modifikované LDL (oxLDL) ovliviiuji také polarizaci makrofagu (viz nize [43]). ZvySeny intracelularni
obsah volnych mastnych kyselin (napt. kys. palmitova) vede také k tzv. zméndm endoplazmatického
retikula, oznaCovanym jako endoplazmatic reticulum stres (ERS) a nasledné aktivaci vyznamnych
proinflamacnich drah (spojenych s aktivaci c-Jun-N terminal kinase a NF- kB [44]. Je zfejmé, Ze
mastné kyseliny uvolnéné z hypertrofovanych adipocytl také slouzi jako ligandy pro TLR4 a pfispivaji
k zhorSeni stavu [45]. Bylo také prokazano, Ze hypertrofované adipocyty zvysuji expresi enzymu
konvertujicich arachidonovou kyselinu na prozanétlivé mediatory [46]. Tyto a dalsi procesy se
spolupodili na rozvoji proinflamacéniho stavu tukové tkané spojeném s jeji dysfunkci.

Obdobné jako pfi infekénim stimulu, prvnimi bufikami transientné infiltrujicimi hypertrofovanou
tukovou tkan jsou neutrofilni granulocyty [47], nasledné pak vstupuji do tukové tkané monocyty a
dochazi k jejich transformaci na makrofagy. Makrofagy jsou na rozdil od neutrofilnich granulocyt(
dlouhovéké buriky. V obézni tukové tkani jsou dobfe pozorovatelné v tzv. crown-like structures, tj.
obkrouzeni nekrotickych adipocytli M1 makrofagy exprimujicich TNFa a IL-6 [48]. Zda se také, Ze i

v tukové tkani se makrofagy spolupodili na remodelaci extracelularni matrix, angiogenezi a
diferenciaci preadipocytl. V hypertrofované tukové tkani dochazi k prozanétlivym zménam
makrofagl oznacovanych jako polarizace a jsou podrobné popsany v nasledujicich kapitolach. Tyto
zmény jsou spojeny s rozvojem insulinové resistence - neni ale jasné, zda metabolické zmény
spojované s proinflamaénimi zménami v tukové tkani jsou pficinou ¢i nasledkem insulinové
rezistence [49]. Je ale pravdépodobné, Ze pravé chronicky zanét hraje zasadni roli v rozvoji
insulinové resistence spojené s obezitou [50]. Pravé propojeni zanétlivych a metabolickych déja vedl
k pouzivani souhrnného terminu imunometabolismus — tento pojem byl v souvislosti s tukovou tkani
prvné pouZit v roce 2011 [51], nicméné pocet publikaci vénovanych tomuto tématu strmé narUsta.
Byly navrZeny rizné mechanismy tohoto propojeni. Zadsadni vyznam pro tento efekt maji makrofagy.
TNFa tvoreny prozanétlivé polarizovanymi makrofagy pfimo blokuje ucinek insulinu na adipocyty
[52]. Makrofagy nejsou tedy jen soucasti zanétlivych procest v tukové tkani, ale pfimo ovliviuji
intracelularni metabolismus mastnych kyselin.



1.3. Monocyty a makrofagy

Moderni nomenklatura z roku 1972 [53] pouziva pro tyto imunitni buriky pojem mononuklearni
fagocytujici systém. Do tohoto systému patfi kromé monocytl a makrofagu i jejich prekurzory

v kostni dfeni a dendritické buriky. Monocyty i makrofagy jsou vyznamnou soucasti tzv. vrozené,
nespecifické imunity. Makrofagy byly prvné popsany 1882 Eli Mecnikovem a byla mu (spolecné

s Erlichem) za tento objev udélena Nobelova cena v roce 1908. Od té doby bylo popsano mnoho
funkci monocytl a makrofagl a je pravdépodobné, Ze jejich vycet se bude dale rozsifovat. Monocyty
jsou myeloidniho plivodu, tvori 5-10% bunék periferni krve, po stimulaci se pfesouvaji do tkani, kde
dochazi k jejich diferenciaci na tkarilovou formu, makrofagy. Tato diferenciace je provdzena
morfologickymi, fenotypovymi i funkénimi zménami. Lokalni zanét je spojen s infiltraci krevnich
monocytl do tkani a s jejich transformaci na makrofagy. Plvodni predpoklad, Ze krevni monocyty
klasického typu jsou vyhradnim zdrojem tkanovych makrofagt, byl nicméné vyvracen. Naopak se
zd3, Ze vétsina tkanovych makrofagl je usazena v tkdnich jiz pfed narozenim a udrzovana
sebeobnovovanim (shrnuto v [53]) a proto jsou monocyty a makrofagy dnes studovany jako odlisné
entity. Hlavni funkci makrofagl je recepce patogenu, prezentace antigenu T lymfocytim, pohlcovani
apoptotickych bunék a bunécného debrisu, produkce mnoha cytokinl a dalsi regulacni funkce. Jsou
klicové v udrzovani homeostazy a rekonstituce fyziologického stavu. Pravé Siroké spektrum procesuq,
v nichZ jsou makrofagy zapojeny, vedou k jejich mimoradné plasticité, schopnosti adaptace a reakce
na Siroké spektrum prostredi a stimul(. Makrofagy reaguji stimulaci zanétu v ptipadé infekce,
protizanétlivé pri hojeni a zda se, Ze tyto déje je mohou simultanné prolinat in vivo v procesu
rekonstituce fyziologického stavu v dané tkani. Toto je zaroven dlvod, proc je v zasadé nemoziné
komplexné zkoumat tuto skupinu bunék.

Akumulace a patologické zmény makrofag(i v cévni sténé je zasadni nedilnou soucdsti aterosklerdzy.
V aterosklerotickych lézich makrofagy reaguji na rizné stimuly z okoli, od modifikovanych lipidd,
cytokin( ¢i latek uvolnénych rozpadem erytrocytq, jak je rozebrano ddle. Maiji Siroké spektrum
mechanismu, kterymi mohou ovlivnit vyvoj aterosklerotického platu, od fagocytézy modifikovanych
lipoproteinG a apoptotickych bunék, pres syntézu plejady cytokinl a chemokinli. Makrofagy se vsak
Ucastni i dalSich aterogennich déju, které s imunitnim systémem souvisi nepfimo, jsou klicové napf.
pro zajisténi tzv. reverzniho transportu cholesterolu.

1.3.1. Polarizace monocytt a makrofagt

Zmény monocytl a makrofagl provazeji jejich prizplsobeni aktualné potrebné funkci, pricemz tyto
funkce se mohou zasadné lisit. V rdmci snahy o definovani tohoto spektra s riznou mirou polarizace
makrofagl byva pouzivana kategorizace, jejiz hrani¢ni stavy jsou nazyvané prozanétlivé, M1,
smérem M1 makrofaglim inkubaci s LPS nebo interferonem y, tyto makrofagy maji vysokou produkci
prozanétlivych cytokin(, zejména TNFa, IL-1B, IL-6, a exprese NO syntazy. Na druhou stranu
inkubace naivnich monocytl jednak s rostoucimi koncentracemi tzv. Th2 cytokind (IL-4, IL-10) Ci
glukokortikoidd [54], ale i s oxidovanymi lipidy [55] vedou k indukci tzv. M2 polarizace a tvorbé

.....

rdznych vzajemné se ¢astecné prolinajicich podskupin. Patfi sem M2a makrofagy (aktivované IL-4 a



IL-13), M2b makrofagy (aktivované imunokomplexy a LPS), M2c makrofagy (aktivované
glukokortikoidy a/¢i IL-10) a M2d makrofagy (aktivované adenosinem ¢i IL-6). U téchto, vétsinou in
vitro generovanych subpopulaci, se predpoklada Siroké spektrum funkci od obrany proti urcitym
patogendm, hojeni ran ¢i regulace imunitni reakce [56]. Je vSak sporné, nakolik experimenty in vitro
provadéné za presné definovanych podminek obrazi komplexni in vivo situaci v tkanich vedouci

k tkanoveé specifickym typlm polarizace. Naopak se zd3, Ze plasticita makrofagl presahuje
dichotomicky model M1 a M2 makrofagu a existuje Siroké spektrum aktivacnich stavli mezi témito
stavy.

Polarizace makrofagl je spojena i s metabolickymi zménami [57], kdy prozdnétlivé makrofagy
ziskavaji energii zejména glykolyzou, ktera umoZzniuje rychlou produkci energie nutné k usmrceni
patogenu. Prozanétlivé makrofagy maji i vysokou kapacitu tvofrit reaktivni radikaly a oxidy dusiku. Na
druhou stranu protizanétlivé IL-4 indukované makrofagy ziskdvaji energie primarné mitochondrialni
oxidaci; tento proces je naro¢néjsi na aktivaci, nicméné umoznuje zisk vyrazné vétsiho mnozstvi

energie.
1.3.2. Tkanoveé specifické monocyty a makrofagy
1.3.2.1. Krevni monocyty

Cirkulujici monocyty tvofi dynamickou populaci bunék zahrnujici rlizné subpopulace lisici se
fenotypem, velikosti, morfologii a transkripénimi profily [58]. Monocyty cirkulujici v krvi byvaji
tradi¢né déleny do tfi zakladnich subtypt na zakladé koexprese CD14 (koreceptor pro vazbu LPS) a
CD16 (FcyRlll, nizkoafinitni receptor pro Fcy). Tento pfistup déli krevni monocyty na — tzv. klasické
monocyty (CD14**CD16°), pfechodné (CD14**CD16*) a neklasické (CD14*CD16**). Za bazalnich
podminek vétsina krevnich monocytu silné exprimuje CD14 a malo, nebo vibec CD16, tj. pfevazuji
klasické a prechodné monocyty. Pfechodné i neklasické monocyty vyznamné exprimuji TNFa [59].
Systémovy zanét vede k presmyku a zvySeni exprese CD16 (tj. vzniku neklasickych monocytl), coz
bylo demonstrovano v kinetické studii s aplikaci endotoxinu [60].

Zvyseni poctu monocytd v krvi je pro systémovy zanét typické a byly publikovany i prace ukazujici
toto zvysSeni jako rizikovy faktor KVO [61]. Zaroven jsou k dispozici i data o pfimém vlivu vysokych
plazmatickych hladin LDL cholesterolu na pocet monocytu v cirkulaci [62]. UZivani statinG simultanné
se snizenim nonHDL-cholesterolu snizuje i pocet cirkulujicich monocytl [63].

Velkd pozornost byla vénovana i moznosti, Ze pravé zastoupeni jednotlivych subpopulaci monocytl
v krvi obrazi kardiovaskularni riziko. Bohuzel publikovana data nejsou konzistentni a jak zvySeni [64]
tak sniZeni poc¢tu [65] klasickych monocytl v krvi byly popsany jako rizikové pro klinické manifestace
KVO. Byl popsan i vliv vyssich hodnot neklasickych monocytt pro riziko endotelové dysfunkce [66] Ci
restenozy [67].

1.3.2.2. Makrofdgy v cévni sténé

Monocyty po prliniku endotelem cév jsou v cévni sténé transformovany pod vlivem specifickych
faktorQ, napf. macrophage colony—-stimulating factor (M-CSF) na makrofagy. Celkovy obsah
makrofagl v cévni sténé je souhrnem této migrace, proliferace in situ, retence, vycestovani a jejich
nekrozy ¢i apoptdzy (shrnuto v [68]). Tyto makrofagy maji zasadni vyznam pro aterogenezi, na
zakladé signdll z prostiedi dochazi k jejich polarizaci a této polarizaci odpovidajici sekreci velkého
mnoZstvi biologicky aktivnich latek (a to jak proaterogennich, napt. TNF-a, IL-6, IL-12, CCL2, tak i
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protiaterogennich, napt. TGFB a IL-10)[69]. Na zakladé in vitro studii byly navrZzeny i specifické
subpopulace polarizovanych makrofagl v aterosklerotickych platech (napf. Mhem subpopulace
indukovana prostfedim s hemoglobinem) [70].
Prinik LDL ¢dstic do subendotelidlniho prostoru je fyziologicky déj, nicméné pti vyssich
plazmatickych hladinach je zvysené mnoiZstvi ¢astic, které do cévni stény proniknou. Makrofagy (ale i
myocyty cévni stény) tyto LDL castice, pohlcuji. Pro tento transport cholesterolu jsou zdsadni tzv.
scavengerové receptory, napt. SR-A a CD36 [71, 72]. Tato internalizace LDL probiha i fyziologicky a
jde o zakladni proces odstrafiovani nadbyteéného cholesterolu z intercelularniho prostoru cévni
stény, nicméné modifikované LDL jsou pohlcovany vyrazné efektivnéji. V lysozomech jsou LDL
Castice rozloZeny kyselou lipazou a dochazi k uvolnéni volného cholesterolu a mastnych kyselin.
Nasledna esterifikace v endoplazmatickém retikulu (EPR) eliminuje toxicitu volného cholesterolu a
umoziuje skladovani ve formé intracelularnich kapének. Akumulace cholesterolu vede k down-
regulaci LDL receptoru a snizeni endogenni syntézy cholesterolu. Cast intracelularniho cholesterolu
opousti buriky pasivni difuzi nebo pomoci tzv. reverzniho transportu cholesterolu. Jde o aktivni
ateroprotektivni déj, kdy pomoci tzv. ATP binding casette (ABC) transporters dochazi k zpétnému
efluxu cholesterolu z bunék a jeho navazani na prekurzory HDL ¢astic a transportu do jater. Pro
tento proces jsou klicové ABC transportéry (ABCA1, ABCG1 a ABCG4) [73]. Pokud kapacita tohoto
efluxu cholesterolu nestaci k udrzeni intracelularni homeostazy, dochazi k akumulaci lipid a tvorbé
tzv. pénovych bunék. Velké klinické studie potvrdily, Ze kapacita efluxu cholesterolu cestou RCT je
inverzni prediktor CVD a tim potvrdily i vyznam tohoto ateroprotektivniho déje [74, 75]. P¥i
dysregulaci metabolismu cholesterolu v burikdch dochazi k naruseni jeho odstrafiovani z lysozomu
do EPR [76] a k hromadéni toxického volného cholesterolu. Dochazi k indukci stresové odpovédi EPR
spojené s narusenim esterifikace cholesterolu acyl-CoA cholesterol acyltrasferazy a tim dalsi
akumulaci volného cholesterolu v makrofazich. Dochazi k apoptdze, pokud nedojde k efektivnimu
odstranéni bunécnych zbytkl eferocytézou zprostiedkovanou okolnimi makrofagy
vznikaji nekrotické ¢asti aterosklerotického platu. Efektivni eferocytdza je tedy zasadni pro regresi
platu, nicméné v pokrocilych stadiich vyvoje platu je tato schopnost omezena, zifejmé diky akumulaci
cholesterolu v pohlcujicich makrofazich. Na narusené eferocytéze se podili i up-regulace CD47, tedy
tzv. don’t eat me signalizace, na apoptotickych makrofazich [77]. Bylo prokazano, Ze ani nasledna
bunécénd smrt neni pasivni proces a jde o naprogramované procesy [78]. Kromé apoptdzy byly
v aterosklerotickém platu popsany rGzné dalsi typy imunologicky kontrolované bunécné smrti, tj.
pyroptdza, déj zavisly na kaspaze a spojeny s aktivaci inflamazomu, a nekroptdza, na kaspaze
nezavisla forma programovaného zaniku bunék s uvolnénim tzv. danger associated molecular
patterns [78]. Ackoliv je prokazano, Ze v iniciadlnich fazi aterosklerézy mohou makrofagy i vycestovat
z cévni stény [79], neni zcela jasné, ¢im je tento proces stimulovdn. Nicméné na mysim modelu byl
prokazan napfriklad vyznam netrinu-1 pro vycestovani makrofagl a regresi aterosklerdzy [80].
BohuzZel nejsou k dispozici jednoznacna data, ktera by umoznila fenotypové zaclenéni makrofagt
lidskych aterosklerotickych platd podle povrchovych CD znak(. Dosud publikovana data (ziskana
imunohistochemickymi metodami) shodné hodnoti CD86 jako znak M1 makrofag(, zatimco CD163 a
CD206 jako znak M2 makrofagu. Jsou zaloZzeny na pfenosu dat ziskanych z in vitro studii na analyzu
aterosklerotickych platQ a vysledky neprokazaly jednoznacny vztah takto uréenych M1 ¢i M2
makrofagu k strukture platu [69, 81]. Vyjimkou je CD163, marker akumulace Zeleza v makrofazich,
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¢emuz odpovida i jeho vyssi exprese v hemorhagickych [70] platech. Jeho exprese roste i se
stabilitou aterosklerotického platu [82]. Pouze v jedné studii byl sledovan CD36 v aterosklerotickych
platech ziskanych z karotickych arterii v ramci endarterektomii, jeho exprese byla vyssi v platech
zpUsobujicich symptomatickou stenozu a. carotis, vyssi exprese byla také v morfologicky
ulcerovanych platech [83]. Z dalSich znak( exprimovanych na aterosklerotickych platech byly jesté
sledovany napt. inducibilni nitric oxide synthase, (iNOS) a dectin-1 [84].

1.3.2.3. Makrofagy v tukové tkani

Makrofagy jsou nejpocetnéjsimi imunitnimi burikami v SVF a hraji vyznamnou roli za fyziologickych i

patologickych stav(i tukové tkané. Jejich pocet narlsta s obezitou, v experimentalnich modelech
tvori az 40% bunék SVF [85]. Migrace monocytl do tukové tkané je zprostfedkovana chemokiny,
zejména MCP-1, pfi¢emz tato infiltrace a zvysSeni exprese prozanétlivych gena v tukové tkani
predchazi nasledné metabolické disledky [86]. MCP-1 je tvofen jednak adipocyty, nicméné k jeho
produkci ptispivaji i aktivované makrofagy (napf. po zminéné interakci saturovanych mastnych
kyselin s TLR 4). Tato zpétna vazba ddle stimuluje infiltraci makrofag( a dalSi akceleraci zanétu v
tukové tkani [87]. Vysledny pocet makrofagli ovliviiuje nejen jejich vstup do tukové tkané, lokalni
proliferace a apoptdza, ale zfejmé i vycestovani makrofagl z tkani [88, 89]. Pod vlivem tzv. Th2
bunécéné odpovédi (charakterizované tvorbou typickych cytokinl jako IL-4, IL-5, a IL-13) makrofagy
polarizuji smérem k M2 fenotypu. Tyto M2 makrofagy fyziologické tukové tkané exprimuji arginazu,
inhibuji iINOS aktivitu a tvofi protizanétlivé cytokiny, napf. IL-10, ktery udrZuje senzitivitu adipocyt(
k inzulinu inhibici TNFa [90] a tak vyznamné ovliviuji lokalni mikroprostredi a funkci adipocytt.
Prozanétlivé prostiedi v obézni tukové tkdni vede k pfesmyku k M1 makrofaglm [91] sekretujicich
zejména IL-1B, TNFa a IL-6. Tyto cytokiny narusuji funkéni stav adipocytl [92, 93] a citlivost

k inzulinu klesa jiz u klinicky zdravych osob s nadvahou [94]. Vztah mezi adipocyty a makrofagy je
zfejmé oboustranny, nebot bylo prokazano parakrinni vzajemné ovliviiovani adipocytli a makrofagd,
v némz ziejmé zasadni roli hraji volné mastné kyseliny a TNFa [95]. Dlsledkem je zpétnd vazba a
dalsi infiltrace monocyty z krevniho obéhu. V in vitro modelu bylo také recentné potvrzeno, Ze
vzajemné plsobeni makrofagl a adipocytl vede k zvySeni produkce kyslikovych radikal

v makrofazich, pticemz obsah triglycerid( v adipocytech se vtomto modelu se zvysil o vice nez 70%
[96], coz opét potvrzuje moznost vyznamného vzajemného parakrinniho ovliviiovani téchto bunék in
situ v tukové tani.

Stejné jako populace v ostatnich tkanich, jsou i makrofagy v tukové tkani vysoce rozmanité. Ackoliv
makrofagu, je jejich fenotypové urceni velmi nejisté. To prispiva i k vyznamnym kontradikcim

v publikovanych datech, kdy prozanétlivé stavy tukové tkané, jako jen napt. obezita, jsou spojeny

.....

.....

tkani maze byt jejich produkce katecholamin( a indukce zmén oznacovanych jako browning, tj.
exprese UCP-1. Ackoliv vyznam M2 makrofagl pro tento proces byl opakované popsan [100, 101],
jini autofi jej zpochybnili [102]. Je ale zfejmé, Ze specifické mikroprostiedi bohaté na palmitat, volné
mastné kyseliny a inzulin determinuje tkanové specifickou polarizaci makrofagl v lidské tukové
tkani. Nase prace prokdazaly zasadni vyznam miry exprese znaku CD36 pro tuto polarizaci [103] a jeji
vztah k rizikovym faktorim kardiovaskuldarniho onemocnéni [104-106]. Recentni data [107] potvrdila
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v in vitro experimentech vyznam tohoto markeru pro polarizaci makrofagu v tukové tkani, pficemz
tento typ polarizace oznacuji autofi jako metabolickou polarizaci a takto aktivované makrofagy jako
metabolicky aktivované.

1.3.3. CD36: jeho vyznam pro aterogenezi

CD36 je glykoprotein ktery se ucastni mnoha dulezitych patologickych procesu. Je netypicky, ma dvé
transmembranové domény dvé velmi kratké intracytoplazmatické domény a dlouhou
glykosylovanou extracelularni ¢ast. Vyskytuje se na povrchu rlznych typt bunék — exprese CD36 byla
popsana u trombocytl, adipocytl, myocyt(, ¢asti endotelidlnich a epitelidlnich bunék [108].
Pleiotropnimu vyskytu odpovidd i ¢etnost funkci tohoto receptoru. Tento receptor umoznuje vazbu
raznych ligandd obsahuijicich tzv. trombospondin type-1 structural homology oblast. Na kapilarnich
burikach je vazba spojena s vyznamnym anti-angiogennim, proapoptotickym efektem [109, 110].
CD36 receptor patfi mezi scavengerové receptory a kromé ostatnich funkci [111] byl popsan i jejich
vyznam pro vychytavani oxidovanych LDL ¢astic makrofagy [112], spolecné s dalSimi
proateroaterogennimi vlivy (dysfunkce endotelu a bunék hladkého svalstva cév). Exprese CD36 je
zfejmé regulovana na urovni transkripce, posttranskripcnich modifikaci (miRNA) a dalSich (recentné
shrnuto [113]).

Jiz v roce 1997 bylo prokazano, Ze prostiedi s LDL ¢asticemi, a to zejména oxLDL, vede k zvySeni
exprese CD36 na makrofazich [114]. Vazba oxidovanych LDL aktivuje intraceluldrné peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARy) a indukuje prozanétlivé zmény. LDL ¢dstice jsou makrofagy
vychytavany, jejich hromadéni v platech a preména na pénové buriky je charakteristickym znakem
aterogeneze. Oxidované LDL stimuluji mechanismem zavislym na CD36 produkci reaktivnich
kyslikovych radikal(i a indukci prozanétlivych zmén v makrofazich, v dlsledku tedy pfispivaji

k polarizaci téchto makrofagt k M1 fenotypu a oxidativni fosforylaci [115]. OxLDL ovliviiuje i migraci
makrofagl a i na tomto déji se zfejmé podili CD36 receptor [116]. Recentné bylo také prokazano, ze
s oxLDL spojena aktivace CD36 vede k produkci vimentinu a prozanétlivych cytokind v makrofazich
[117]. Pénové buriky mohou kromé makrofagl vznikat i z myocytl cévni stény. OxLDL jsou témito
burikami vychytavany také pres CD36 receptor, pricemz tento déj byl v in vitro modelu blokovan
alfa-tokoferolem [118]. Da se tedy shrnout, Ze oxLDL pUsobi na makrofagy a myocyty cévni stény
proaterogenné. Statiny sniZuji expresi CD36, jak v kultivovanych myocytech cévni stény [119] tak i
na makrofazich [120], shodné sniZeni exprese na makrofazich tukové tkané pfi uzivani statind
demonstrovala i nase data [105]. Je také zajimavé, Ze |ze dohledat fadu studii ukazujicimi vliv
dalSich bioaktivnich latek, zejména rostlinnych lé¢ivych produktl, na expresi CD36 a vychytavani
lipidQ (shrnuto v [113]).
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1.4. Shrnuti literarniho prehledu

Subklinicky zanét v tukové tkani a jeho vztah k patologickym procestim byl v poslednich letech
intenzivné studovan, nicméné zlstavd mnoho nezodpovézenych otdzek. Ackoliv klinicka data
jednoznacné prokdazala vztah hypertrofie tukové tkané k prozanétlivym zménam s vyznamnymi
metabolickymi dlsledky, aplikace dat z in vitro studii na analyzu lidskych tkani vedly k rozporuplnym
vysledklm. Kli¢ovy déj, polarizace makrofag(, je v mikroprostfedi tukové tkané ovlivnéna lokalné
specifickymi metabolickymi vlivy. Data zafazena do této publikace byla ziskana analyzou lidskych
tkani a jednoznacéné prokazala vyznam makrofagu s vysokou expresi markeru CD36. Vysledky jsou
v souladu se studii, ktera paralelné sledovala polarizaci makrofagl v tukové tkani in vitro [107].

2. Prehled vysledkt zahrnutych do habilitaéni prace

2.1. Spoluprace s klinickymi pracovisti

Veskera data prezentovana v této praci byla ziskana ve spolupraci jednak s chirurgickymi klinikami
Institutu klinické a experimentani mediciny — tj. Klinikou transplantacni chirurgie a Klinikou
kardiochirurgie, ddle pak ve spoluprdci s Pracovistém laboratornich metod. V ramci rozsahlého
transplantacniho programu bylo umoznéno fesSeni nasich vyzkumnych projektt zamérenych na
vyznam tukové tkané v patogenezi aterosklerdzy. V nasi prvni studii jsme analyzovali vzorky
odebrané na oddéleni patologie z explantovanych srdci - vzorky proximalni a distalni ¢asti levé
predni sestupné (left anterior descending artery, LAD) korondrni arterie a perivaskularni tukové
tkané obklopujici oba vzorky. Veskeré dalsi vysledky prezentované v této praci byly uskuteénény ve
spolupraci s Klinikou transplantacni chirurgie, na které probiha program transplantaci ledvin od
Zijicich darcl. Ackoliv jsou Zivi darci ledvin dikladné vysetreni, kritéria pro darovani ledviny umoznuji
i UcCast darcl s rizné zastoupenymi rizikovymi parametry kardiovaskularnich onemocnéni - tj.
obezita, dyslipidémie, mirna hypertenze. Tim je tato skupina vhodnym modelem nejen pro studium
zdravé tukové tkané, ale i pro studium inicialnich fazi aterosklerdzy. Zcela unikatni je pak moznosti
ziskat vzorky tfi rznych tukovych tkani, tj. SCAT, VAT a PVAT od jednoho darce. Dalsi vyhodou
téchto darcl je vysoka mira ochoty spolupracovat a tim i relevance dat ziskanych dotaznikovou
formou. Transplantace od Zivych darcll jsou také planovany v predstihu, coZz umoznilo zahajeni
zpracovani vzorku béhem 15 minut po explantaci a tim vyuZziti pritokové cytometrie.

2.1.1. Vyznam mnoistvi a zanétlivych zmén v perivaskularni tukové tkané pro aterogenezi

Pfiloha €. 1: Kralova Lesna, Z. Tonar, |. Malek, J. Maluskova, L. Nedorost, J. Pirk, J. Pitha, V. Lanska, R. Poledne.
Is the amount of coronary perivascular fat related to atherosclerosis?, Physiological research / Academia
Scientiarum Bohemoslovaca 64 Suppl 3 (2015) S435-43.

IF 1,64
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Cilem naseho prvniho projektu zaméreného na vyznam tukové tkané bylo zjistit, zda mnozstvi PVAT
ma vliv na aterosklerotické zmény v arteriich, které obklopuje. V literature je popisovan pozitivni vztah
mezi mnoZstvim perivaskularni (vétSinou epikardialni) tukové tkané [121, 122] a aterogenezi. Vétsina
téchto dat byla vSak ziskdna pomoci zobrazovacich metod [122], ¢4st post-mortem obdobné jako

v nasi studii [123]. Obecné lze fici, Ze data tykajici se vlivu mnoZstvi tukové tkané na aterogenezi jsou
inkonzistentni. V nasem projektu jsme srovnali morfologické a imunologické parametry korondrnich
arterii a pfilehlych perivaskularnich tukovych tkanich. Vyuzili jsme srdci explantovanych z dvou
odlisnych diagndz. Modelem aterosklerdzy byly tkané ziskané ze srdci explantovanych pro pokrocilou
aterosklerdzu korondrnich arterii (coronary heart disease, CHD, n=58). Tkané srdci explantovanych

z dvodu pokrocilé kardiomyopatie, bez vyznamné koronarni aterosklerdzy, byly pouZity jako
kontrolni (dilated cardiomyopathy, DCMP, n=38). Byly analyzovany plochy prarezu koronarnich arterii
a prilehlych perikoronarnich tukovych tkani, v dalsim kroku byla s vyuzitim imunohistochemie uréena
mira infiltrace téchto tkdni makrofagy. Tyto parametry byly urc¢eny ve dvou oblastech —t;j.

v proximalni ¢asti (pfi odstupu arterie) a v distalni ¢asti.

V rdmci naseho souboru byli pacienti s CHD signifikantné starsi (55.948.6 let) oproti pacientim

s DCMP (48.6+12.3 let). Mezi skupinami nebyly zjistény rozdily v celkovém a HDL cholesterolu, tento
vysledek byl ovlivnén rozdilnou frekvenci uzZivani hypolipidemické Ié¢by mezi obéma skupinami (96% u
pacientl s CHD vs. 29% u pacientd s DCMP). Pacienti s CHD méli vyssi hodnoty triglyceridd nez
pacienti s DCMP (11.5340.7 v.s. 1.13+0.51 mmol.I"!). Obé skupiny se neliSily v primérném BMI. Plocha
prafezu v obou vzorcich (proximalni a distalni) korondrni arterie byl vyssi u pacientd s CHD oproti
pacientim s DCMP, zatimco plocha pfilehlé PVAT se mezi skupinami nelisila. V koronarnich arteriich
byl vy3si podil makrofagl u pacient s CHD oproti pacientim s DCMP (p<0.001), nicméné v PVAT
nebyl mezi skupinami nalezen rozdil. Analyza distalni ¢asti koronarni arterie dosla ke shodnym
vysledkim.

Podstatnou ¢asti projektu je analyza vztahu mezi po¢tem makrofagd v cévni sténé a v PVAT. Ackoliv
byl nalezen velmi vyznamny vztah mezi témito parametry u pacient s CHD (r=0.45, p<0.002 a r=0.43
p<0.005 v proximalni, resp. distalni ¢asti), tento vztah zcela chybél pti analyze tkani pacienti s DMCP.

Lze tedy shrnout, Ze pfi morfologické analyze nebyl potvrzen vztah mezi mnozstvim PVAT a
aterosklerotickymi zménami v karotickych arteriich jak ukazovaly studie zaloZzené na zobrazovacich
metodach. Je také zfejmé, Ze procesy urcujici infiltraci makrofagl do cévni stény a perivaskularni
tukové tkané jsou u pokrocilé, nikoliv incipientni, aterosklerdzy spojeny, nicméné neni jasné, zda je
tento vztah pfimy ¢i neptimy.

Zasadni limitaci této prace byl fakt, Ze byly pouze identifikovdny makrofagy, nicméné jejich charakter
(tj. pro- Ci protizanétlivé) nebyl v ramci pouzité metodiky (imunohistochemie) mozny. Dalsi projekt
byl tedy zaméren na identifikaci subtypl makrofagd v tukové tkani.
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2.3. Vyuiiti pritokové cytometrie pro analyzu stromavaskularni frakce a volba sledovanych
markerd.

Pro detailnéjsi analyzu fenotypu bunék je optimalni vyuziti pritokové cytometrie, jeji nevyhodou je
vSak nutnost zpracovat vzorek bezprostifedné po odbéru. Vétsina transplantaci srdce probiha
neplanované a v nocnich hodinach, proto pro dalsi pokra¢ovani bylo nezbytné zménit model a dalsi
vysledky byly ziskany analyzou vzork( od Zivych darcu ledvin.

Pro objasnéni typu polarizace v lidské tukové tkani bylo prvotné identifikovat povrchové markery
odliSujici jednotlivé subpopulace makrofagl. DalSim ukolem bylo analyzovat rozdily mezi
jednotlivymi tukovymi tkanémi. Navazujicim logickym krokem bylo zjisténi vztahu takto fenotypové
definovanych subpopulaci makrofagli ke kardiovaskularnim rizikovym faktordm. Do tohoto
prvotniho projektu bylo zarazeno 52 Zivych darc( ledvin.

Markery pouzité pro rozliseni jednotlivych subpopulaci byly nejprve uréeny na zdkladé literarnich
dat, gatovaci strategie byla definovana na zékladé primarnich vysledk(. Primarnim markerem pro
odliSeni bunék monocyto-makrofagové rady byl CD14. | kdyZ byl vyskyt tohoto markeru popsan i na
dendritickych bunkach, fakt, Ze takto identifikované buriky v 95% exprimovaly alespon jeden dalsi
scavengerovy receptor, svédci pro vhodnost tohoto pristupu. Na zakladé publikovanych dat jsme do
panelu sledovanych znak zvolili znak CD16, tj. nizkoafinni receptor pro imunoglobuliny. Krevni
monocyty vysoce exprimujici CD16 byly opakované popsany jako prozanétlivé s vyssi kapacitou
prezentace antigenu a produkce prozanétlivych cytokint [124-126], tomu odpovidalo i popsané
snizeni této subpopulace v krvi pfi imunosupresivni |é¢bé [127, 128] &i sniZeni jeho exprese na
makrofazich v in vitro studii [129]. Exprese CD16 byla popsana také u tkanové specifickych
diferencovanych prozanétlivych makrofagti [130]. Vyskyt tohoto znaku na makrofazich v tukové
tkani sledoval Bourlier [99], kdy popsal vyssi zastoupeni makrofagli CD206+CD16- v lidské subkutanni
tukové tkani u obéznich Zzen. Podobny fenotyp makrofagl byl sledovan i v dalsi studii, ve které vsak
intervence dietou vedla k poklesu subpopulaci makrofagl bez ohledu na expresi tohoto znaku [131].
Ackoliv vyznam CD36 (dle nového oznaceni také scavenger receptor B2, SR-B2) pro aterogenezi byl
podrobné popsan (viz vyse), nebylo v dobé zahajeni naseho projektu mnoho znamo o expresi znaku
CD36 na specificky na makrofazich tukové tkané. Jak bylo uvedeno vyse, exprese CD36 neni
limitovana na monocyty ¢i makrofagy. K volbé tohoto markeru nas kromé vztahu k aterogenezi vedla
nejen jeho Ucast v lipidovém metabolismu, kterého se Ucastni nejen jako translokdza mastnych
kyselin, ale i uc¢ast v reverznim transportu cholesterolu. V priibéhu projektu byla spravnost této
volby potvrzena, nebot Kratz [107] popsal specifickou polarizaci makrofagl v prostredi bohatém na
glukdzu, palmitat a inzulin. Kultivace makrofagl v tomto prostredi, blizicim se mikroprostredi

v tukové tkani, vedla k narlistu exprese CD36. Autori na zakladé vysledkd popsali novy fenotyp
makrofagl s vysokou expresi CD36, ktery nazvali metabolicky aktivované makrofagy. Poslednim
analyzovanym markerem byl CD163. Jde o hemoglobino-scavengerovy receptor, u néjz majorita
publikovanych dat prokazala protizanétlivé vlastnosti a ktery byva uzivan k ur¢eni M2 makrofaga,
nicméné i jeho role v tukové tkani je zrejmé ambivalentni [131, 132].
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2.4. Charakterizace a srovnani makrofagt izolovanych z lidské podkozni, visceralni
a perivaskularni tukové tkané

Pfiloha €. 2:

I. Kralova Lesna, A. Kralova, S. Cejkova, J. Fronek, M. Petras, A. Sekerkova, F. Thieme, L. Janousek, R. Poledne.
Characterisation and comparison of adipose tissue macrophages from human subcutaneous, visceral and
perivascular adipose tissue, Journal of translational medicine 14(1) (2016) 208. IF 3,79

Vzorky tukovych tkdni byly odebrany darcim pfi dodrZzeni viech zdkonnych norem, zejména
podepsani informovaného souhlasu. V rdmci standardniho operacniho vykonu ocisténi a vyjmuti
ledviny byla odebrana visceralni (vné Gerotovy fascie) a perivaskularni (obklopujici a. renalis) tukova
tkan, pouze SCAT a vzorky krve byly odebirdany nad rdmec bézného postupu. Do studie bylo zafazeno
52 klinicky zdravych darcU. Klinicka data byla ziskana z dokumentace zarazenych subjektd a

z vyplnéni standardizovaného dotazniku zaméreného na kardiovaskularni rizikové faktory, dotaznik
byl vyplnén béhem vysetfeni studijni sestrou po zafazeni subjektu do studie.

Krevni vzorky byly odebrany po 12 hodinovém la¢néni, bezprostfedné pred podanim anestézie pred
operaci. Celkovy cholesterol, triglyceridy a HDL cholesterol byly stanoveny enzymatickou metodou,
v pripadé HDL frakce po precipitaci apolipoprotein B obsahujicich ¢asti. hsCRP byl stanoven
immunotubidimetrickou metodou.

Detailni postup izolace SVF a analyza makrofagl pomoci pratokové cytometrie byl publikovan [103].
Velmi kratce, tukova tkan byla bezprostfedné po odbéru donesena do laboratofe, viditelné krevnich
cévy a fibrdzni tkan byly odstranény. Vzorky tukové tkané byly nastfihdny na velmi malé dily (cca
1mm?3), poté znovu procistény. Dilky tukové tkdné byly natraveny kolagendzou pf¥i teploté 37°C a
doslo k oddéleni SVF od adipocytl. SVF byla poté opakované ocisténa (centrifugaci) a filtrovana
(50um filtr). Po inkubaci s monoklondalnimi protildtkami (antiCD14, antiCD16, anti CD36, antiCD163)
byly vzorky analyzovény na pritokovém cytometru.

Prvotnim zjisténim bylo definovani subpopulaci makrofagl v SVF pomoci zvolenych znak(. Shodné
ve vsech tukovych tkanich bylo mozné rozdélit CD14 pozitivni makrofagy na zdkladé koexprese CD16
znaku na zhruba stejné velké subpopulace (obr. 1). Obé tyto subpopulace (tj. CD14+CD16+ a
CD14+CD16-) vykazovaly odli$nou distribuci CD36 markeru. Cast CD14+CD16+ makrofag(
exprimovala CD36 ve velmi vysoké intenzité (CD36"8"), ostatni makrofagy exprimovaly CD36 jen
slabé&. Oproti tomu CD14+CD16- subpopulace uniformé slabé& exprimovala CD36 (CD36'°%). Detailni
analyza zahrnujici i pfipadnou koexpresi CD163 markeru prokazala, Ze velka ¢ast makrofagli tento
znak exprimovala, makrofagy bez exprese CD163 byly nalezeny pouze v ramci CD14+CD16CD36Meh
frakce.
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Obrazek 1. Gatovaci strategie analyzy stromavaskularni frakce
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Obr. 1. Analyza stromavaskularni frakce izolované z tukové tkané. A: hranice pozitivity CD16 markeru

byla nejprve nastavena na krevnim vzorku. C: byly identifikovany CD14+ buriky v SVF a B: podle
nastavené hranice pro CD16 byly v SVF identifikovany dvé subpopulace. D(vlevo): CD16 pozitivni
(CD16+) makrofagy byly rozdéleny podle miry exprese CD36 a nasledné D (uprostied a vpravo): i
podle koexprese CD163. Podobné E (vlevo): CD16 negativni makrofdgy (CD16-) byly rozdéleny na
zakladé CD36 markeru a nasledné (E uprostied a vpravo) koexprese CD163 (prevzato z [103])
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Vysledky:

. Byly identifikovany subpopulace makrofagl v lidské SCAT, VAT a PVAT. Prozanétlivy fenotyp
CD14+CD16+ makrofagu byl potvrzen unikatnim vyskytem subpopulace s vysokou expresi CD36
markeru a zarover pouze v této CD14+CD16+CD36"e" subpopulace byly identifikovany makrofagy
s vysokou expresi CD36 se v rdmci subpopulace CD14+CD16- nevyskytovaly. V souladu

s predpokladanym protizanétlivym fenotypem byl CD163 exprimovan uniformé na vSech
makrofazich této subpopulace.

. Zatimco VAT a PVAT maji velmi podobné zastoupeni sledovanych subpopulaci makrofaga,
vyznamné rozdily byly identifikovany oproti SCAT, kterd vykazovala vyznamné mensi proporce
makrofagll s prozanétlivym fenotypem (CD14+CD16+CD36"e") (39.4 a 38.7% ve VAT, resp. PVAT,
oproti 32.7% v SCAT)

° Dalsim zjisténim bylo, Ze ackoliv v celém souboru nebyly zjistény rozdily mezi muzi a Zenami,
proporce makrofagl byly odliSné u pre- a postmenopauzélnich Zen. Menopauza vyznamné zvysila
rozdily mezi jednotlivymi tkdnémi, pficemz u postmenopauzalnich Zen bylo pozorovano i relativné
vyssi zastoupeni prozanétlivych fenotypd v PVAT oproti premenopauzalnim (45.2 v.s. 34.8%).

Zaveéry:

1.  PoutZitd gatovaci strategie umozZnila rozdéleni makrofagl ve sledovanych tukovych tkanich.
Zcela noveé byla popsan vyznam CD36 v ramci analyzy makrofagl tukové tkané.

2.  Makrofagy izolované z SCAT vykazuji méné prozanétlivych marker( oproti tukové tkani
visceralni Ci perivaskularni.

3. Menopauza je spojena s presmykem ¢asti makrofagd VAT a PVAT smérem k prozanétlivému
fenotypu.

2.5. Vztah proporce metabolicky aktivovanych makrofagt k prediktoriim
kardiovaskularniho rizika

Priloha ¢. 3:
I. Kralova Lesna, R. Poledne, J. Fronek, A. Kralova, A. Sekerkova, F. Thieme, J. Pitha. Macrophage subsets in

the adipose tissue could be modified by sex and the reproductive age of women. Atherosclerosis 241(1)
(2015) 255-8. IF 3.94

Priloha ¢. 4:
R. Poledne, I. Kralova Lesna, A. Kralova, J. Fronek, S. Cejkova, The relationship between

non-HDL cholesterol and macrophage phenotypes in human adipose tissue.
J Lipid Res 57(10) (2016) 1899-1905. IF 4.71

Ptiloha €. 5:

I.K. Lesna, S. Cejkova, A. Kralova, J. Fronek, M. Petras, A. Sekerkova, F. Thieme, L. Janousek,
R.Poledne. Human adipose tissue accumulation is associated with pro-inflammatory changes
in subcutaneous rather than visceral adipose tissue, Nutr Diabetes 7(4) (2017) e264. IF 2.74
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Priloha ¢. 6:
Kralova Lesna, M. Petras, S. Cejkova, A. Kralova, J. Fronek, L. Janousek, F. Thieme, T. Tyll, R. Poledne.

Cardiovascular disease predictors and adipose tissue macrophage polarization: Is there a link?. Eur J Prev
Cardiol 25(3) (2018) 328-334. IF 5,74

Priloha ¢. 7:
Kauerova S, Bartuskova H, Muffova B, Janousek L, Fronek J, Petras M, Poledne R, Kralova Lesna I.

Statins directly influence the polarization of adipose tissue macrophages: A role in chronic inflammation.
Biomedicines (2021) Feb 19;9(2):211 IF 4,7

V této kapitole jsou shrnuty vysledky péti publikaci zahrnutych do této prace. V dobé zahajeni analyz
byla jiz k dispozici prace popisujici specifickou polarizaci makrofagl spojenou s vysokou expresi CD36
v prostfedi simulujicim mikroprostiedi tukové tkané [107] a takto polarizované makrofagy autofi
nazvali metabolicky aktivované. V souladu s tim jsou takto v dal$im textu nazyvany makrofagy

s fenotypem CD14+CD16+CD36"8". SCAT a VAT ziskané od darct ledvin (n=52) byly zpracovany a

v izolované SVF byly pomoci pritokové cytometrie ur¢eny subpopulace makrofagt. Analyza vysledkt
potvrdila vztah metabolicky aktivovaného prozanétlivého fenotypu makrofagl v tukové tkani

k rizikovym faktorlim KVO, tj. menopauze [133], nonHDL cholesterolu [134] a body mass indexu (BMI)
[135]. Vzhledem k vyrazné provazanosti téchto rizikovych faktor( byla data nasledné rozsifena o
vysledky ziskané analyzou SCAT a VAT pacientu s pokrocilou aterosklerézou dolnich koncetin feSenou
rekonstrukci arteridlniho recisté (n=27) a nasledné reanalyzovdna Bayesovou analyzou [105]. Po
adjustaci dat bylo potvrzeno vyznamnéjsi spojeni prozanétlivé polarizace makrofag( s rizikovymi
faktory KVO ve VAT oproti tkani SCAT (obr. 2). Vysledky ukazaly, Ze muzské pohlavi, a
hypercholesterolémie vyznamné zvy3ovaly proporci metabolicky aktivovanych (CD14+CD16+CD36Meh)
ve SVF izolované z VAT, naopak |écba statiny tuto subpopulaci jednoznacéné snizovala. Naopak pouze
vysoky BMI (nad 30 kg.m™) zvy$oval proporci této subpopulace ve SCAT, vliv ostatnich prediktord
zjistén nebyl. Je zajimavé, Ze zahrnuti absence znaku CD163 do analyzy a tim zpresnéni
prozanétlivého charakteru takto uréené subpopulace (tj. C14+CD16+CD36M&"CD163-) vysledky
zasadné neovlivnilo.
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Obrazek 2. Vliv sledovanych prediktor( kardiovaskuldrniho onemocnéni na narUst ¢i pokles
subpopulaci makrofagl

SCAT Male Age > 51 years BMI > 30 kg.m-2  Hypercholesterolaemia  Statin Treatment
CDI4+CDl6+ H—1 - —-— — - —a——
CD14+CD16+CD36high oy — i —a— - R
CD14+CDIGHCD36NE D163 —a— ——— - P = i
CD14+CD16-CD163+ (- —a— ] — s
0 0 0 0 0
decrease increase decrease increase decrease increase  decrease increase  decrease increase
VAT Male Age > 51 years BMI >30 kg.m-2  Hypercholesterolacmia  Statin Treatment
CDI14+CD16+ 1 { —e— e H—— e
CD14+CD16+CD36hieh e - —— f—e— —e
CDI4+CDI6+CD36MMCD163- ] i e e <e—]
CD14+CD16-CD163+ e o ——H e e
0 0 0 0 0
decrease increase decrease increase decrease increase  decrease increase  decrease increase
Obr. 2.

Vliv sledovanych prediktor( kardiovaskularniho onemocnéni na narist ¢i pokles proporci subpopulaci
makrofagud. Stromkovy graf zachycuje rozdily, véetné 99% divéryhodného intervalu

u subjektd, které splnily zkoumany prediktor. V pfipadé Ze Usecka neprotinala osu v bodé nula, pak byl
prokazan efekt takového prediktoru na zvyseni Ci snizeni dané subpopulace makrofagd [105].

Vztah hypercholesterolémie k polarizaci jednotlivych subpopulaci makrofagd v tukové tkani byl dale
podrobné analyzovan [134]. A¢koliv hladina nonHDL cholesterolu nijak neovlivnila celkové mnoZstvi
makrofagl izolovanych z tukové tkané, byla prokazana mirnda korelace s poctem subpopulace
koexprimujici i CD16, tj. subpopulace v rdmci které byl prokazan vyskyt metabolicky aktivovanych
makrofagul. Sila vztahu mezi nonHDL cholesterolem a prozanétlivymi makrofagy byla mimoradné
vyznamna pro CD14+CD16+ i CD14+CD16+CD36"8" makrofagy a bylo mozné detekovat i vliv zpfesnéni
fenotypu (CD 36 znak) na silu vztahu (r=0.46, p<0.0005, respektive r=0.54,p<0.0001). Tento vztah byl
velmi silny i pokud jsme do analyzy zaradili pouze subjekty s fyziologickou hladinou nonHDL
cholesterolu, tj. méné nez 4.00 mmol/I. Je tedy zfejmé, Ze i v tomto rozmezi je hladina cholesterolu
svazdana se zanétlivymi zménami v tukové tkani.

Zjistény vliv statin(i na polarizaci makrofagl tukové tkané stimuloval dalsi navazné analyzy. Nejprve

byl tento vztah potvrzen na vétSim souboru pacientd (n=118) a nasledné byl potvrzen i v in vitroiin
vivo experimentu na hlodavcich [136].
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Zaveéry:

V tomto projektu byl prokazan vztah mezi metabolicky aktivovanymi makrofagy s vysokou expresi
CD36 a sledovanymi rizikovymi prediktory KVO. Za velmi vyznamny vysledek Ize povaZzovat i vliv [éCby
statiny, nebot pravé protizanétlivym uGcinkem statin( byva vysvétlovan jejich protektivni terapeuticky
ucinek, ktery presahuje jejich hypolipidemicky vyznam.

2.6. Ovlivnéni adheze monocyti k endotelu biologicky aktivnimi produkty

tukové tkané
Pfiloha ¢. 8:
S. Cejkova, H. Kubatova, F. Thieme, L. Janousek, J. Fronek, R. Poledne, |. Kralova Lesna. The effect of cytokines
produced by human adipose tissue on monocyte adhesion to the endothelium, Cell Adh Migr 13(1) (2019) 293-
302. IF 3.69

Vzhledem k vysoké sekrecni aktivité tukové tkané jsme vznesli hypotézu, Ze latky uvolfiované z tukové
tkané mohou pfimo ovlivnit inicidlni krok aterogeneze, tj. adhezi monocytl k endotelu. Zaméfili jsme
se na identifikaci latek produkovanych tukovou tkani s potencidalem ovlivnit adhezivitu endotelu pro
monocyty a nasledné byl efekt téchto latek testovan in vitro. V pribéhu ziskavani vzorkd tukovych
tkdni pro predchozi projekt byly z ¢asti z odebrané VAT vyuZity k vytvoreni tzv. kondiciovanych médii.
Ve sterilnich podminkach v lamindrnim boxu byla tukova tkan ocisténa, zbavena zbytk( cév a
fibréznich tkani a separovana na velmi malé ¢asti. Takto ziskané vzorky tkani rozdéleny na dvé casti.
Prvni ¢ast byla v kultivacnim médiu ponechdna po dobu 24 hodin (tzv. adipose tissue-contidioned
media, ATCM). Z druhé ¢asti byla nejprve izolovdna SVF, tato frakce byla pak také ponechdna 24 hodin
v kultivaénim médiu (tzv. stromavascular fraction-conditioned media, SVFCM) pro analyzu uvolnénych
produktll vytvorenych pred odbérem tkané do média. V téchto médiich byla stanovena hladiny IL1j,
TNFa, MCP-1, IL-10, RANTES/CCL5, IL-4, IL-5, a CXCL5. Data jasné ukazala zasadné vyssi hodnoty TNFa
v SVFCM oproti ATCM (p<0.02). Naopak koncentrace IL-6, MCP-1 a IL-10 byly vyznamné vyssi v ATCM
oproti SVFCM (p<0.001), vyssi byla i koncentrace RANTES (p<0.01). Koncentrace IL1B byla shodnd

v obou typech médii. Vysledky tedy ukazaly, Ze TNFa je tvofen primarné burikami SVF, zatimco
zdrojem IL-6, MCP-1, IL-10 a RANTES jsou primarné adipocyty.

VyuZiti takto vytvorenych kondiciovanych médii ndm umoznilo pfibliZeni k in vivo situaci. Byl testovan
ATCM na adhezi monocytl (THP-1 linie) k endotelu (HUVEC) a tim tedy i mozny pfimy vliv produkt(
tukové tkané na tento déj. HUVEC byly vyrazné stimulovany inkubaci s ATCM, doslo k signifikantnimu
zvyseni jejich adhezivity pro THP-1 monocyty (p<0.001). Byl vyvhodnocen vztah mezi koncentracemi
jednotlivych cytokind v ATCM k adhezi monocytd indukované kokultivaci HUVEC s ATCM. Nasledny
oddéleny experiment, kde byly vyuZity inhibitory jednotlivych cytokint, umoznil vyhodnotit jejich vliv
oddélené. V aktivovaném endotelu byla uréena genova exprese vybranych adheznich molekul a
cytokin(.

Vysledky demonstrovaly jednoznacny vliv IL1B, TNFa, MCP-1 IL-10 a RANTES na adhezi monocytd.
Vyuziti inhibitord jednotlivych cytokin( ukazalo zdsadni vyznam IL1B a TNFa na tento proces.
Kondiciovana média dale zvysila genovou expresi vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1),
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), MCP-1 a IL-6 v jimi ovlivnénych HUVEC, zatimco exprese
TGFB byla v takto stimulovanych bunkach snizena.
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Zavér:

Da se tedy shrnout, Ze byla potvrzena vysoka sekrecni aktivita VAT s tim, Ze dominantnim zdrojem
TNFa jsou buriky SVF a lze predpokladat, Ze na této produkci se podili zejména makrofagy. Naopak IL-
6, MCP-1 a IL-10 jsou tvoreny zejména adipocyty. ZjiSténa data jednak podporuji moznost pfimého
vlivu produkt(l tukové tkané na adhezi monocytl na endotel a tedy inicidlni fazi aterosklerdzy, klicovy
vliv ma zfejmé TNFa a IL1pB.

2.7. Vztah mezi polarizaci makrofagl tukové tkané a spektrem mastnych kyselin ve fosfolipidech
bunéénych membran.

Priloha ¢. 9:

R. Poledne, H. Malinska, H. Kubatova, J. Fronek, F. Thieme, S. Kauerova, |.K. Lesna. Polarization of
Macrophages in Human Adipose Tissue is Related to the Fatty Acid Spectrum in Membrane
Phospholipids, Nutrients 12(1) (2019). IF 4.55

Dalsi otazkou, kterou jsme si poloZili, se tykala vztahu mezi prozanétlivymi zménami tukové tkané
(polarizace makrofagli) k spektru mastnych kyselin ve fosfolipidech tukové tkané. Jde o velmi
relevantni problém, nebot jeden z parametr(i zasadné ovliviiujicich polarizaci byla hladina nonHDL
cholesterolu, tj. faktoru ovlivnitelného dietou. Dieta je faktorem zdsadné ovliviiujicim i metabolismus
mastnych kyselin, pficemz u nékterych (esencidlnich) mastnych kyselin je dieta jedinym zdrojem a
jejich pritomnost v bunéénych membrdanach ji tedy reflektuje.

Cast (cca 500ug) VAT byla zamraZena a zastoupeni jednotlivych mastnych kyselin ve fosfolipidech
tukové tkané bylo stanoveno plynovou chromatografii. Data tykajici se diety subjektl (se zamérenim
na pouzivani rostlinnych ¢i Zivocisnych tukl a konzumaci ryb a ofech), byla ziskdna dotaznikovou
formou. Nasledné byly analyzovany vztahy mezi proporci metabolicky aktivovanych makrofagl a
proporcnim zastoupenim hlavnich mastnych kyselin izolovanych z identické tukové tkané.

Proporce metabolicky aktivovanych makrofagu a kyseliny palmitové, stejné jako jejiho desaturacniho
produktu, tj. kys palmitooleové, korelovala vyznamné (p<0.05 a p<0.001), pficemz vztah proporce
kyseliny stearové vykazoval opacny trend (p<0.05). Naopak s narlistem n-3 polynenasycenych
kyselin (a-linolenova a eikosapentaenovad) klesaly proporce metabolicky aktivovanych makrofagu
(p<0.05 a p<0.01, respektivné). Byly analyzovany i vztahy sledovanych mastnych kyselin

k protizanétlivym makrofaglm, tyto vztahy byly v zasadé inverzni k vztahiim k metabolicky
aktivovanym makrofaglm. | tato analyza potvrdila zasadni vztah zastoupeni kyseliny palmitooleové

.....

Nase vysledky jsou v souladu s publikovanymi vysledky ukazujicimi moznosti ovlivnéni zanétu

v tukové tkani dietou [137] ¢i vazbu mezi metabolismem mastnych kyselin a polarizaci makrofagl
[138]. Obecné se predpoklada, Ze de novo syntetizované mastné kyseliny jsou inkorporovany do
fosfolipidl bunécnych membran a pfimo ovliviuji polarizaci makrofagl. Za tohoto predpokladu nase
vysledky naznacuiji, Ze kyselina palmitova, konecny produkt syntézy mastnych kyselin, mize vést
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k prozanétlivé polarizaci makrofag(. Prekvapivé byl zjistén rozdilny vztah mezi prozanétlivymi
makrofagy a kyselinou palmitovou, resp. kyselinou stearovou. Ackoliv nejsou k dispozici data
vysvétlujici tento rozdil Ize spekulovat, Ze je vysledkem kompartmelizace prozanétlivych déja [139].
V nasich vysledcich je patrny zdsadni vliv kyseliny palmitooleové; jeji zastoupeni ve fosfolipidech
bunécnych membran, ac je relativné zastoupena malo, mélo nejuzsi vztah s prozanétlivymi
makrofagy. | takto mald proporce vSak mize zasadné ovlivnit funkci membrany, nebot kyselina
palmitooleova je v ramci bunéénych membran zastoupena disproporéné. Vyskytuje se zejména v tzv.
membranovych raftech, tj. mimoradné dilezitych oblastech bunéénych membran zodpovédnych za
signalizaci a prostupnost [140]. Negativni efekt palmitové kyseliny v dieté na reverzni transport
cholesterolu prokdzala nase starsi prace [141], vliv tohoto typu diety na tento déj i na indukci sekrece
prozanétlivych cytokin( z peritonealnich makrofagl prokazali i dalsi autori [142]. Vice je znamo o
pozitivnim efektu omega-3 mastnych kyselin pro udrzeni fyziologického stavu tukové tkané
(recentné shrnuto [143]).

Zajimalo nas dale, nakolik se tyto vztahy v tukové tkani odrazeji v systémovém zanétu, detekovaném
zvySenim koncentrace TNFa v plazmé. Ackoliv vztahy mezi hladinou tohoto vyznamného
prozanétlivého cytokinu k proporcim jednotlivych mastnych kyselin byly v zdsadé ve shodé vysledky
zjisténymi pro proporce metabolicky aktivovanym makrofaglm, statisticky vyznamné byly pouze
negativni korelace s n-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami (data nebyla zafazena do
publikovaného ¢lanku [144]).

Analyza vztahu mezi proporci metabolicky aktivovanych makrofagl a dietnim skére ukdazala
vyznamny vztah (p<0.01), kdy vysSim proporcim téchto makrofagli odpovidala skére odpovidajici
vysoké konzumaci zivocisnych tukd a minimalnimu zastoupeni ryb a ofech( v dieté.

Zavér:

Lze tedy shrnout, Ze nase data naznacuji nové popsany vztah mezi imunitnimi a metabolickymi déji.
Zasadni limitaci tohoto projektu je analyza viech membran v tukové tkani, pficemz chybi informace
ohledné podilu jednotlivych frakci (alespon rozdéleni adipocytt a stromavaskularni frakce). Timto
problémem se zabyva nové zahajeny projekt (9/2020).

2.8. Spojeni prozanétlivych zmén ve viscerdlni a perivaskularni tukové tkani a cévni sténé

Pfiloha ¢. 10:
H. Kubatova, S. Kauerova, M. Petras, R. Poledne, J. Fronek, L. Janousek, I. Kralova Lesna. Links between
macrophages in perivascular adipose tissue and the arterial wall: A role in atherosclerosis initiation?

V roce 2015 byl zahajen novy projekt, jehoz cilem bylo objasnit, nakolik je polarizace makrofagl v
tukové tkani spojena s obdobnymi zménami v cévni sténé, a pokud ano, tak zda je tento vztah
systémovy Ci lokalni. Vysledky tohoto projektu byly recentné zpracovany a jsou pripraveny k publikaci.
Opét byly vyuzity tkdné standardné odebirané darciim ledvin, tentokrat byla analyzovana nejen VAT a
PVAT, ale i odebrany Usek a.renalis, kterou tato PVAT obklopovala. Jde o tu ¢ast arterie, ktera je
mechanicky poskozena kovovymi svorkami, nelze ji tedy pouzit pro transplantacni vykon a vzorky
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nezarazené do projektu jsou likvidovany. Metodicky byla tato studie velmi podobna pfedchozi studii,
tim ndm i umoZznila nasledné propojeni obou soubor(. Odlisné jsme hodnotili obezitu — kromé
hodnoceni BMI jsme u pacient(l stanovili % télesného tuku. V dotaznicich jsme se zaméfili na pfesny
udaj ohledné koureni, tento faktor byl pak zafazen do analyzy. Vzhledem k tomu, Ze v pfedchozich
analyzach jsme neprokazali vyznam sledovani exprese CD163, vyradili jsme ho v této studii z panelu
marker(. Byly tedy hodnoceny metabolicky aktivované makrofagy (CD14+CD16+CD36"eh),
protizanétlivé makrofagy (CD14+CD16-CD36'°%) a transientni subpopulace (CD14+CD16+CD36°").
Nové byla analyzovana a. renalis — postup izolace makrofagli z cévy se mirné odliSoval od izolace

z tukové tkané, pro natraveni bylo nutné pouzit kromé kolagenazy i hyaluronidazu.

Ziskana data od 68 pacientl byla opét analyzovdna Bayesovou analyzou (Metropolis-Hastings
algoritmus). Subjekty byly stratifikovany podle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti zkoumaného prediktoru.
Na zakladé toho byl vyhodnocen hruby rozdil primérnych hodnot makrofagovych subpopulaci mezi
subjekty s pfitomnym a nepfitomnym prediktorem. Tento rozdil byl doplnén 95% intervalem
spolehlivosti. Tytéz rozdily, ovsem adjustované vsemi sledovanymi prediktory byly ziskany z koeficientd
multivariantni linedrni regrese za pouziti Bayesovského pfistupu s pomoci algoritmu Metropolis —
Hastings. Rozdil byl navic doplnén pfisnéjsim 99% dlvéryhodnym intervalem. Nové byla ddle pfijata
kritéria hodnoceni pro pfijatelnou asociaci mezi zménou hladin studovanych makrofagli a zkoumanym
prediktorem. Pokud rozdil v€etné spodniho ¢i horniho limitu 99% dlivéryhodného intervalu byl vyssi
nebo nizsi nez 2 % (delta margin), pak byla zména, tj. narlist nebo pokles, povazovana za relevantni.
Timto hodnocenim se podafilo eliminovat rozdily sice statisticky vyznamné, ale bez ziejmého klinického
dopadu.

V tomto novém souboru jsme potvrdili vysledky predchozi studie a vztahy sledovanych prediktor(
KVO a subpopulaci makrofagli SVF izolovanych z VAT byly v zdsadé shodné (Obr.3). | v této analyze
byla zdsadnim rizikovym faktorem zvySujicim proporce metabolicky aktivovanych makrofag( ve VAT
hypercholesterolémie a opét uzivani statinl mélo opacny efekt. Nové jsme prokazali i vztah vyssiho
procenta télesného tuku k proporci metabolicky aktivovanych makrofagl (nicméné pokud jsme
hodnotili BMI tak opét vztah nalezen nebyl). Koufeni hrani¢né zvySovalo zastoupeni transientnich
makrofagul, presun byl na dkor metabolicky aktivovanych makrofagu.

Vysledky analyzy PVAT také prokazaly vliv rizikovych faktor(i CVD na zvyseni proporce metabolicky
aktivovanych makrofagl — prokazan byl vztah k muzskému pohlavi, vysSimu véku, a obezité, vztah

k hypercholesterolémii byl hrani¢ni. Efekt uzivani statin( na tuto subpopulaci byl identicky efektu
nalezenému ve VAT. Koureni zvySovalo pocet transientnich makrofagl v PVAT, opét obdobné jako ve
VAT. Protizanétliva subpopulace klesala s vyssim vékem, obezitou, koufenim a hypercholesterolémii,
naopak |écba statiny proporci této subpopulace zvysSovala.

Makrofagy izolované z arteridlni stény uniformé exprimovaly CD36 slabé, bylo mozné odlisit dvé
subpopulace na zékladé exprese CD16. Subpopulace CD14+CD16+CD36'°" se zvy$ovala s obezitou a
hypercholesterolémii. Prokdzéan byl i pokles CD14+CD16-CD36'Y pfi hypercholesterolémii a hrani¢né i
u obéznich. Velmi zajimavy byl vliv muzského pohlavi, kdy trend byl v zdsadé opacny —tj. tento
rizikovy faktor byl v protikladu k ostatnim faktoriim. Vliv pohlavnich hormon na expresi gent
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v makrofazich byl nicméné prokazan [145] a in vitro bylo prokdzano i sniZzeni exprese prozanétlivych
cytokin(i vlivem testosteronu [146]. Lze tedy pfipustit odliSny vliv tohoto rizikového faktoru CVD.

Obrazek 3. Subpopulace makrofagt asociovanych s rizikovymi faktory kardiovaskularnich onemocnéni
a léc¢bou statiny

Male Age >s1years Higher Body Fat Smokers  Hypercholesterolaemia ~ Statin Treatment
VAT CD16+CD36™™ " b " " " -
CD16+CD36™ 0 | H y . P
CD16-CD36 ™ T T — B - —
PVAT CD16+CD36 " " " d " 3 -
CD16+CD36™" " " ] " " i
CD16-CD36™ — = = = — —
AW CD16+CD3s™  — - — — — —
CD16'CD35‘W — — e - —_— —

e e Q> e i Q-
decrease Increase decrease increase decrease increase  decrease increase decrease Increase decrease increase

Obr. 3. Vliv sledovanych prediktorl kardiovaskularniho onemocnéni na narust ¢i pokles proporci
subpopulaci makrofaga. Linky ukazuji rozdily dané subpopulace pfi pfitomnému ¢i chybéjicimu
prediktoru. Pokud linka v€etné horniho a dolniho limitu nezahrnuje +2% delta margin interval, pak dany
prediktor zvysuje ¢i sniZzuje danou subpopulaci. VAT; N = 65, PVAT; N = 62 a sténé arterie (AW); N = 63.

Analyzovali jsme vztahy pro vsechny tfi sledované subpopulace v obou tukovych tkanich

k subpopulacim makrofagl v cévni sténé. V zadné z analyz nebyl nalezen vztah mezi subpopulacemi
makrofagl ve VAT a cévni sténé. Byl ale nalezen signifikantni vztah mezi transientni subpopulaci
makrofagl PVAT a subpopulaci makrofagli CD14+CD16-CD36'°". Vzhledem k nasim datim a k narGstu
této subpopulace s obezitou a hypercholesterolémii a naopak poklesu pfi lécbé statiny je zfejmy
protizanétlivy charakter téchto makrofagu. Je také zajimavé, Ze pokud jsme se v analyze zamérili na
vliv jednotlivych rizikovych faktor(, tak zasadni vliv byl prokazan pro muzské pohlavi a
hypercholesterolémie, nebot v téchto poskupinach subjektl doslo k vyraznému prohloubeni tésnosti
vztahu.

V této studii jsme u deseti vzorkl SVF sortrovanim oddélili makrofagy, ty pak byly rozdéleny na
zékladé exprese CD16 markeru (tj. CD14+CD16+ a CD14+CD16-). V takto oddélenych bunécénych
suspenzich jsme demonstrovali vyznamné vyssi genovou expresi TNFa, IL-18 a NFkB (p<0.001,
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p=0.025 a p=0.045). Rozdéleni pomoci exprese CD16 markeru tedy ukazalo signifikantné vyssi
prozanétlivy charakter CD16 pozitivnich makrofagli izolovanych z tukové tkané. Ackoliv metodicky
nebylo moZné analyzovat plné charakterizované metabolicky aktivované makrofagy (tj.
CD14+CD16+CD36Me"), pokldddme v kontextu nasich dat a zastoupeni této subpopulace vyhradné

v ramci CD14+CD16+ subpopulace za prokdzany prozanétlivy charakter nami sledovanych metabolicky
aktivovanych makrofagu.

Zaver:

Prezentovanad data je nutno hodnotit opatrné, nicméné jednoznacné podporuji hypotézu, Ze PVAT
lokalné ovliviiuje pfilehlou cévni sténu. Je mozné, Ze transientni makrofagy maji vyssi kapacitu ovlivnit
okolni tkané napfriklad sekreci cytokin(, oproti pIné polarizovanym makrofaglim. To je principielné

v souladu s priikazem makrofagl s povrchovymi protizanétlivymi markery, které vykazovaly vyssi
sekreci prozanétlivych cytokinli v porovnani s makrofagy nesoucimi prozanétlivé CD znaky [98]. Nase
vzorky byly ziskané od jedinc( s incipientnimi fazemi aterogeneze a nase zavéry lze aplikovat pouze

v tomto kontextu a systémovy Ucinek VAT v pokrocilych fazich aterogeneze nelze vyloucit.

3. Zavérecné shrnuti

Prezentovanad prace zahrnuje soubor projekt(, které byly feseny v Institutu Klinické a Experimentalni
mediciny v letech 2012-2020. Jde o logicky na sebe navazujici studie, jejichz prvotnim cilem je
objasnéni mechanism, kterymi lidska tukova tkan ovliviiuje rozvoj kardiovaskularnich onemocnéni.
Zasadnim prinosem je jednak definovani specifického fenotypu makrofagd v lidské tukové tkané a
jejich vztahu k prediktordm kardiovaskularnich onemocnéni, dale pak prokazani pfimého spojeni
prozanétlivych zmén arteridlni stény a prilehlé perivaskularni tukové tkané v inicidlni fazi aterogeneze.
Ackoliv protizanétlivé tGcinky statin( jsou dlouhodobé popsany in vitro, jejich vztah k polarizaci
makrofagl izolovanych z lidskych tkani byl demonstrovan prvné. Byla také potvrzena vysoka sekrecni
aktivita tukové tkané a demonstrovan vliv produktl tukové tkané na iniciadlni fazi aterogeneze, zméné
adheznich vlastnosti endotelu spojené s vyssi adhezi monocyta.
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