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1. Seznam pouzitych zkratek

ATM adipose tissue macrophages

BMI body mass index

CD cluster of differentation

CVD cardiovascular disease

CRP C-reactive protein

DBP diastolic blood pressure

FSH follicle-stimulating hormone

GFR glomerular filtration rate

HARS hand-assisted-retroperitoneoscopic surgery
HDL high density lipoprotein

HHTG hereditary hypertriglyceridemic rat
hsCRP high-sensitivity C-reactive protein
IL-1B interleukin 1 beta

IL-6 interleukin 6

IL-10 interleukin 10

LDL low density lipoprotein

MCP-1 monocyte chemoattractant protein-1
PAD peripheral arterial disease

postW women of postmenopausal age
PPAR peroxisome proliferator-activated receptor gamma
preW women of premenopausal age
PVAT perivascular adipose tissue

SBP systolic blood pressure

SCAT subcutaneous adipose tissue

SVF stromal vascular fraction

TGF-$ transforming growth factor beta
TNF a tumor necrosis factor alfa

TZD thiazolidinedione

VAT visceral adipose tissue



2. Abstrakt

Uvod:

Ateroskler6za je zavazné systémové onemocnéni. Nasi snahou je zpfesnéni vySetfeni Zijicich
dérci ledvin ve smyslu rizika rozvoje aterosklerdzy. Technika odbéru tukové tkané od Zijiciho
darce umoziuje vedle odbéru subkutanni (SCAT) 1 odbér visceralni (VAT) a perivaskularni
(PVAT) tukové tkané, které jsou vyuzity pro vyzkum rozvoje kardiovaskularnich chorob.
Cile:

Prvotnim cilem je objasnéni mechanismt, kterymi lidskd tukova tkan ovliviiuje rozvoj
kardiovaskularnich onemocnéni. Chceme porovnat zastoupeni subpopulaci makrofagi v
ruznych tukovych tkanich (SCAT, VAT a PVAT) a prokazat vztah mezi metabolicky
aktivovanymi makrofdgy a sledovanymi rizikovymi faktory rozvoje kardiovaskularnich
onemocnéni. Dale chceme testovat Casny rozvoj funkce Stépu ledviny s ohledem na body
mass index (BMI) darch, infiltraci perivaskuldrniho tuku z okoli rendlni artérie
prozanétlivymi makrofagy a zanétlivé parametry v plazmé. Cilem je zptesnéni stratifikace
rizika zijicich dérct ledvin a tim prevence dlouhodobych komplikaci po darcovstvi.

Metody:

U 7Zijicich darcti ledvin jsme ziskali vjedné dobé tukovou tkan z odlisnych télesnych
kompartmentd, tj. SCAT, VAT a PVAT. Nasledn¢ jsme provedli priitokovou cytometrii.
Vysledky:

Prozanétlivé makrofagy (M1) exprimovaly na svém povrchu receptor CD36 (cluster of
differentation 36). Pfitomnost prozanétlivych makrofagii byla témér dvakrat vyssi ve
visceralni (p <0,0001) a perivaskularni (p <0,001) tukové tkani nez v podkozni tukové tkani.
Vyssi podil makrofagh M1 jsme zaznamenali u postmenopauzalnich Zen nez u Zen pred
menopauzou. VEk, muzské pohlavi a hypercholesterolémie pozitivné korelovaly se
zastoupenim prozanétlivych makrofaghh M1 ve visceralni tukové tkani. Soucasnd 1écba statiny
vyznamné snizila jejich podil. Celkovy pocet makrofagt (p <0,02) a podil prozanétlivych
makrofagli CD14+CD16+CD36"e" (p <0,01) v podkozni tukové tkani pozitivné korelovaly s
BMI. Casna funkce §tépu ledviny, méfena jako primérné zvyseni glomerularni filtrace (GFR)
v prvnich sedmi dnech po transplantaci, nekorelovala s BMI Zijicich darcti ledvin. Nenasli
jsme zadnou souvislost mezi ¢asnou funkci Stépu ledviny s plazmatickou koncentraci CRP,
adiponektinu, ani se zastoupenim makrofagi M1 v darcovské perirenalni tukové tkani.
Zavéry:

Ptispéli jsme k detailnimu poznani fenotypu prozanétlivych M1 a protizanétlivych makrofagt
M2 v lidské tukové tkani. Zcela nové byl popsan vyznam markeru CD36 v ramci analyzy
makrofagl tukové tkané. Byl prokdzan vztah mezi metabolicky aktivovanymi makrofagy s
vysokou expresi CD36 a sledovanymi rizikovymi kardiovaskuldrnimi prediktory. Za velmi
vyznamny vysledek 1ze povazovat vliv 1é¢by statiny na snizeni prozanétlivych makrofagh ve
visceralni tukové tkani. Vyssi podil prozanétlivych makrofagl ve visceralni tukové tkani u
postmenopauzalnich Zen muize souviset se zvySenym kardiovaskularnim rizikem u Zen po
menopauze. Prozanétlivé zmény souvisejici s obezitou u metabolicky zdravych subjekta
dominantné probihaji nejdiive v podkozni tukové tkani. Nepotvrdili jsme nasi hypotézu, ze
mira obezity u zijicich darcti ledvin negativné ovlivituje ¢asny rozvoj funkce transplantované
ledviny. Casny rozvoj funkce ledviny nesouvisel ani s plazmatickou koncentraci CRP a
adiponektinu, ani s mnozstvim prozanétlivych makrofagh M1 v perivaskularnim tuku kolem
rendlni artérie darcovské ledviny.

Prezentovanad prace je dil¢im krokem v dlouhodobém projektu, ktery ma za cil nalezeni
dal$ich moznych parametrti pro hodnoceni rizika rozvoje aterosklerdzy u Zijicich darcti. Jedna
se hlavné¢ obézniho darce, u kterého bychom pifed samotnym odbérem ledviny vysSettili
podkozni tuk, a tim zjistili miru zastoupeni prozanétlivych makrofagi. Vyzkumny projekt ma



cey

potencial zvysit bezpe¢nost zijictho darcovstvi ledvin a souCasné muze pfispét k dalSimu
pochopeni mechanismi rozvoje aterosklerdzy.

Abstract

Background:

Atherosclerosis is a serious inflammatory systemic disease. The effort to refine assessments of
living kidney donors in terms of eliminating the risk of developing atherosclerosis is a long-
term project. Collecting tissue from a living donor involves not only subcutaneous tissue
(SCAT) but also visceral (VAT) and perivascular tissue (PVAT), which could prove useful in
the research of cardiovascular diseases.

Aims:

The primary goals are as follows: to find the mechanisms by which human adipose tissue
could affect the development of cardiovascular disease; to compare macrophage
subpopulations in different adipose tissues (SCAT, VAT and PVAT); and to demonstrate a
relationship between metabolically activated macrophages (with high CD36 expression) and
cardiovascular risk factors.

Methods:

We obtained adipose tissue (SCAT, VAT and PVAT) from different body compartments
simultaneously, and flow cytometry was subsequently performed.

Results:

M1 macrophages express proinflamatory CD36 markers. The levels of proinflammatory
macrophages were almost twice as high in visceral (p <0.0001) and perivascular (p <0.0001)
adipose tissue as they were in subcutaneous tissue. Difference was more pronounced in the
postmenopausal women subgroup. We observed that older women had a higher proportion of
M1 macrophages than did younger women. Age, male sex and hypercholesterolemia were
positively associated with M1 macrophages in visceral adipose tissue, and their proportions
were substantially decreased through statin therapy. Total macrophage numbers in
subcutaneous adipose tissue (p <0.02) increased as body mass index increased, with a similar
increase seen in the proportion in proinflammatory macrophages CD14+CD16+CD36"e" (p
<0.01). Early renal graft function, measured as an average increase in the glomerular filtration
rate (GFR) in the first seven days post-transplantation, had no correlation to donor BMI. We
did not find an association between early renal graft function and the percentage of M1
macrophages in donor perirenal adipose tissue, adiponectin or plasma CRP.

Conclusions:

We obtained detailed information regarding M1 and M2 macrophage phenotypes in human
adipose tissue. The significance of the CD36 marker in the analysis of adipose tissue
macrophages has been described. An effect of cardiovascular risk predictors on adipose tissue
macrophage subpopulations was revealed. We documented a decreasing effect of the statins
on proinflammatory macrophages. For postmenopausal women, a higher proportion of
proinflammatory macrophages in the visceral adipose tissue may be related to their increased
cardiovascular risk. We demonstrated that obesity-related proinflammatory changes in
metabolically healthy subjects take place predominantly in subcutaneous adipose tissue. We
were unable to confirm our hypothesis that there is a statistically significant negative
correlation between donor BMI and an increase in GFR in the first seven days post-
transplantation. Furthermore, we could not find a correlation between early renal graft
function and the percentage of M1 macrophages in donor perirenal adipose tissue or plasma
CRP.

This was the first phase in a long-term project that aims to find other parameters that could be
used to assess the risk of atherosclerosis development in living kidney donors. Especially in



obese living kidney donors, who should undergo a subcutaneous fat examination before the
living kidney donation to determine the level of proinflammatory macrophages. The project
may increase the safety of living kidney donation and contribute to the knowledge of
cardiovascular disease development.

3.UVOD

Tukova tkan

Tukova tkan je zakladnim orgdnem pro regulaci energetické homeostdzy. Primarn€ ma za
ukol ukladani prebytecné energie ve formé triglyceridd. Ulozené triglyceridy jsou v
konstantnim stavu cirkulace, pficemz skladovani energie a mobilizace energie jsou do zna¢né
miry uréeny hormondalnimi vykyvy (Qatanani and Lazar 2007). VSechny cévy jsou obklopeny
tukovou tkani (Cinti 2002). Tukova tkan, a to pfedevsim viscerdlni tukova tkan, je v dnesni
dob& vniména jako vyznamny endokrinni a imunologicky aktivni organ produkujici latky
s parakrinnim 1 endokrinnim ucinkem. Je znamo, ze adipokiny z visceralni tukové tkané se
uplatiiuji v patogenezi inzulinové rezistence a metabolického syndromu (Hitsumoto,
Takahashi et al. 2007). Chronicky zanét je zasadni v rozvoji tzv. metabolického syndromu.
Metabolicky syndrom je tésné spjaty s vyvojem kardiovaskuldrnich onemocnéni na podkladé
progrese ateroskler6zy (Trayhurn 2005, Matsuzawa 2006, Teramoto, Sasaki et al. 2008).

Zijici darce ledviny

Zijicim darcem ledviny miize byt kazd4 osoba star§i 18 let, kterd chce nezistné poskytnout
tento organ svému piibuznému ¢i jinak blizké osobé. S rostoucim nedostatkem organti se stale
zvySuje poptavka po darcich ledvin. Kandidat darcovské nefrektomie by mél byt informovan
o moznosti rizika selhani ledvin vyzadujici dialyzu nebo transplantaci. OvSem tato
postnefrektomickd rizika jsou velmi nizkd v prvnich nékolika desetiletich a jsou jen mirné
vys$i, nezli rizika v bézné populaci (Kasiske 1998, Lentine, Kasiske et al. 2017).

Metabolicky syndrom jako kontraindikace pro darcovstvi ledvin

Metabolicky syndrom je spojeni nemoci: dyslipidémie, visceralni obezita, hypertenze a
porucha metabolismu gluk6zy. Vede k fad¢ zdravotnich komplikaci plynoucich ze zvySené¢ho
rizika vzniku a progrese ateroskler6zy jako je ischemickd choroba srde¢ni, ischemicka
choroba dolnich koncetin a cévni mozkova piihoda. Metabolicky syndrom ptedstavuje hlavni
pfi¢inu vylou€eni darci v nékterych programech darcovské nefrektomie (Kasiske,
Ravenscraft et al. 1996). U nékterych nemocnych se Casto vyskytuje kombinace centralni
obezity, dyslipoproteinémie, hypertenze a inzulinové rezistence s poruchou glukozové
tolerance ¢i diabetu mellitu 2. typu. Kombinace vice téchto faktori je velmi rizikova
z hlediska rozvoje a progrese aterosklerézy a sni spojenych komorbidit (Duvnjak and
Duvnjak 2009). Dale vede prokazatelné ke vzniku a progresi chronické renélni insuficience
(Thomas, Sehgal et al. 2011). Zhodnoceni biopsii parenchymu ledvin od zivych darct
ukazalo, ze vyskyt jednotlivych rizikovych faktorti metabolického syndromu je spojen se
snizenou hustotou glomerulii (Rule, Semret et al. 2011, Ohashi, Thomas et al. 2013).
Nefrektomie predstavuje pro darce ledviny zvétSeni objemu zbylé ledviny mezi 4,5 % az 66
% dle velikosti ledvin pfedoperacné a véku (Jeon, Lee et al. 2010), proto se kazdy darce musi
posuzovat z hlediska téchto rizikovych faktort ptisn¢ individualné.

Vyznam odbéru tukové tkané pri darcovské nefrektomii

Jisty vztah kardiovaskularnich nemoci a obezity je dobfe zndm uz z konce 40. let minulé¢ho
stoleti (Vague 1947). Vliv mnozstvi tuku na komplikace aterosklerozy ziistavda pomérné
nejasny. Vedle zprostfedkovaného vztahu patofyziologickych parametri ,,metabolického
syndromu* (jak je v soucasnosti tento souhrn patologii oznacen) se ale objevuje v poslednich



nekolika letech vztah daleko méné zprosttedkovany, souvisejici s produkci molekul tukovou
tkani, které mohou pfimo ovlivnit aterogenni proces. Déle mohou nepiimo ovlivnit vlastnosti
monocyti a jejich vliv na rozvoj aterogeneze (Bays, Ballantyne et al. 2011, Chinetti-
Gbaguidi, Baron et al. 2011). Moznost pfimého vlivu tukové perivaskularni tkan¢ a vztah
k aterogenezi v piilehlé artérii byl rovnéz recentn¢ popsan (Szasz and Webb 2012). VétSina
nalezli, které dokumentuji pfimy vztah tukové tkdné a aterosklerdzy, jsou ziskany
z experimentalnich studii na zvifecich (vétSinou transgennich) modelech (Szasz and Webb
2012). Dlouhodobé je zndmo, Ze tzv. visceralni tukova tkan je imunologicky aktivnéjSim
organem oproti tkani podkozni. Cytokiny a adipokiny uvoliiované z visceralni tukové tkané
(TNF-a, IL-6, IL-1pB, adiponektin aj.) jsou jednozna¢né faktory vedoucimi k chronickému
proinflama¢nimu stavu, inzulinové rezistenci a metabolickému syndromu (Surmi and Hasty
2010). Ptimé lokdlni ovlivnéni pftilehlého endotelu vysoce proinflamac¢nimi cytokiny
uvoliiovanymi z perivaskuldrni tukové tkdné¢ muze pak zasadné ovlivnit endotelovou
dysfunkci a rozvoj aterosklerotické 1éze (Karastergiou and Mohamed-Ali 2010). Odbér
darcovské ledviny od zdravych jedinct nabizi moznost pro studium perivaskularniho tuku u
lidi. Jsou to nejen tedy zdravi probandi, ale i dikladné vySetteni darci ledvin s rizikovymi
faktory kardiovaskularniho onemocni — obezita, hypertenze, dyslipidémie, ktefi v ramci
guidelines nebyli kontraindikovani.

4. Hypotézy a cile prace

Charakterizace a srovnani makrofagi izolovanych z lidské podkoZni, visceralni a
perivaskularni tukové tkané

Hypotézy: V riznych typech tukové tkané zdravych jedinct, resp. zijicich darca ledviny,
bude jiné zastoupeni prozanétlivé subpopulace makrofaga.

Cile: Definovat subpopulace makrofagii ve stromavaskularni frakci tukové tkané pomoci
zvolenych znakii. Porovnat zastoupeni subpopulaci makrofagh v riznych tukovych tkanich
(SCAT, VAT a PVAT) u zdravych jedincu. Sledovat mozny vliv véku jedincti na zastoupeni
jednotlivych subpopulaci makrofagi.

Zastoupeni subpopulaci makrofagi v lidské tukové tkani je ovlivnéné pohlavim a
menopauzou u zen

Hypotézy: U muzi bude v tukové tkdni vyS$i zastoupeni prozanctlivych makrofagli nez
u zen. V souboru Zen po menopauze uz nebudou rozdily mezi pohlavim patrné.

Cile: Analyzovat zastoupeni prozanétlivych makrofagl v tukové tkani zijicich déarct ledvin a
zjistit, zda mé na polarizaci makrofagli vliv pohlavi a menopauza u Zen.

Vztah proporce metabolicky aktivovanych makrofagi k prediktoram
kardiovaskularniho rizika

Hypotézy: Vyskyt kardiovaskudrnich rizikovych faktorii (muzské pohlavi, vék, BMI a
hypercholesterolémie) u sledovaného souboru pacientii bude provazen zvySenym zastoupenim
prozanétlivych makrofagli (CD16+ a CD36+) ve vSech sledovanych typech tukové tkané.
Cile: Prvotnim cilem je objasnéni mechanismt, kterymi lidska tukova tkan ovliviiuje rozvoj
kardiovaskularnich onemocnéni. Prokazat vztah mezi metabolicky aktivovanymi makrofagy,
s vysokou expresi CD36, a sledovanymi rizikovymi faktory rozvoje kardiovaskularnich
onemocnéni. Sledovat vliv statinii na zastoupeni prozanétlivych makrofagi v lidské tukové
tkani.



Akumulace tukové tkané zvySuje v téle zastoupeni prozanétlivych makrofagi v
subkutanni tukové tkani vice neZ ve visceralni

Hypotézy: ZvySeni obezity povede ke zvySeni poctu prozanétlivych makrofagh ve visceralni i
subkutanni tukové tkani.

Cile: Sledovat zmény v zastoupeni jednotlivych subtypli makrofagti vlivem zmény hmotnosti
u zdravych jedincli.Efekt ektopické tukové tkané na funkci Stépu po transplantaci od
Zijiciho darce

Hypotézy: Mira obezity u zijicich darct ledvin bude negativné ovlivilovat rozvoj Casné
funkce transplantované ledviny v prvnim tydnu po transplantaci. Casny rozvoj funkce ledviny
bude negativné korelovat se zanétlivymi parametry v plazmé a mnozstvim prozénétlivych
makrofagii v perivaskularnim prostoru kolem renalni artérie darcovské ledviny.

Cile: Testovat Casny rozvoj funkce S$tépu ledviny sohledem na BMI darct, infiltraci
perivaskularniho tuku z okoli rendlni artérie Stépu ledviny prozénétlivymi makrofagy a
zangtlivé parametry v plazmé.

5. Material a metodika

Studijni soubor

Antropometricka, klinick4 a laboratorni data o darcich a pfijemcich byla ziskdna z nemocni¢ni
databéaze. Zatazeni byli vSichni darci i ptijemci v obdobi od ledna 2013 do prosince 2014,
kteti splnili kritéria k zafazeni do transplanta¢niho programu a podepsali informovany souhlas
se studii. Do projektu bylo zatfazeno celkem 52 Zivych darcti ledvin. (viz. Tabulka 1).

Tabulka 1: Charakteristika zijicich darct ledvin

Data jsou vyjadfena jako primér + SD a vyznamnosti podle neparového parametrického Studentova t testu;
Zeny, W (n = 33), muzi, M (n = 19), zeny pied menopauzou, PreW (n = 16) a zeny po menopauze, PostW (n =
17)

Parameters Women (W) Men (M) Significance PreWw PostW Significance
(MxW) (PreWxPostW)

Age (years) 46,60 £11,53 | 45,09 + 8,98 n.s. 43,22+526 | 56,24+5,48 p <0,0001
BMI (kg/m2) 25,17+£3,48 | 26,94 +£3,74 p=0,05 24,42 +3,39 | 2597 +3,49 n.s.

Total cholesterol (mmol.I'") 437+1,01 432 +0,64 n.s. 4,01 +0,70 4,86 +1,20 p <0,05
HDL-C (mmol.I'") 1,32+0,35 0,99 +0,26 p <0,01 1,32+0,26 1,31 £0,47 n.s.
nonHDL-C (mmol.I'") 3,15+ 1,07 3,39+ 0,64 n.s 2,69 + 0,68 3,54+0,99 p <0,02
Triglycerides (mmol.1'!) 1,23 £0,78 1,57 £0,64 n.s 1,11 £0,42 1,39 +1,10 n.s.
hsCRP (mg.1"") 1,66 +2,90 1,18 +1,34 n.s 1,61 +£2.33 1,72 £3,67 n.s.




Metodika odbéru tukové tkané

V nasich podminkach se pti darcovské nefrektomii odebird tukova tkan z podkozi, z oblasti
Gerotovy fascie a perirenalni tukova tkan od arteria renalis (viz. Obrazek 1). Dale se u déarct
ledvin jako jedine¢ny material odebird vzorek samotné arteria renalis, kterd byla mechanicky
prerusena staplerem pii odbéru ledviny. Ve vyse zminénych lokalizacich jsme odebirali i tuk
od pacientl s aterosklerotickym postizenim, ktefi byli indikovani k suprainquinalni cévni
rekonstrukci pro ischemickou chorobu dolnich koncetin. VSechen tento material je podrobné
vySetfovan s identifikaci bunécnych markerti proinflamacniho stavu a protizanétlivych
cytokinll u zdravych subjekti (dérci ledvin). Tyto elektivni vykony, které se zacinaji brzy
rdno, umozni nejen odebrat tukovou tkan, ale hlavné casové umozni néasledné laboratorni
zpracovani.

Obrazek 1: tukova tkan —

SCAT - subcutaneous adipose tissue
VAT - visceral adipose tissue
PVAT - perivascular adipose tissue




6. Vysledky

Charakterizace a srovnani makrofagi izolovanych z lidské podkozZni,
visceralni a perivaskularni tukové tkané

Rozdil v zastoupeni CD16+36"¢" CD163- (tedy zanétlivych M1 makrofagti) ve SCAT oproti
VAT a PVAT byl vysoce vyznamny (pro obé p <0,0001). Zastoupeni makrofagti CD16+36!°%
bylo vyssi ve SCAT nez v PVAT (p <0,01). VétSina makrofagh (~90 %) také exprimovala na
povrchu marker CD163. Kdyz jsme do analyzy zahrnuli marker CD163, tak bylo zastoupeni
subpopulace makrofagli CD14+ CD16+36'°%163+ vyznamné nizsi ve VAT (p <0,05) a PVAT
(p <0,005) ve srovnani se SCAT. Vétsina makrofagli CD16—CD36'°" byla zaroveii i CD163+.
Zastoupeni makrofagli CD16-CD36"°Y a CD16-CD36°YCD163+ bylo také vyssi v SCAT
vporovnani s VAT (p <0,02). V celé¢ skupiné zijicich déarct ledvin bylo zastoupeni
prozanétlivych makrofagl nizsi ve SCAT nez VAT a PVAT. S kazdym dal$im analyzovanym
markerem byl tento rozdil vice vyjadieny od CD16+, CDI16+ CD36"&" a nakonec

CD16+36"e" CD163- (viz. Tabulka 2).

Tabulka 2. Rozdilné fenotypy makrofagi izolované z tukové tkané

Zastoupeni typll makrofagi v subkutanni (SCAT, n=44), visceralni (VAT, n=52) a perivaskularni (PVAT, n=52)
tukové tkani. Vysledky jsou vyjadieny jako priméry +SD a vyznamnost v zavislosti na Studentoveé parovém t-
testu; n.s. — nevyznamné.

CD14+ Statisticka Statisticka
Statistickd vyznamnost
SCAT vyznamnost VAT vyznamnost PVAT
CD16 | CD36 | CD163 (SCATXVAT) (VATXPVAT) (SCATXPVAT)

+ % | 48,9+143 p <0,02 53,4+133 n.s. 50,6 £ 14,0 n.s.

+ +++ % | 32,7+13,7 p <0,02 39,4+13,4 n.s. 38,7+ 15,5 p <0,05

+ + % 14,1+£7,7 n.s. 124+7,5 n.s. 10,4+£6,9 p <0,01

+ +++ + % 19,9+9,5 n.s. 15,4+6,8 n.s. 13,5+8,1 p <0,005

+ +++ - % 143+8,0 p <0,0001 | 25,5+11,8 p <0,05 29,2 +12,6 p <0,0001

+ + + % 13,1+£6,2 n.s. 11,8+£6,8 p <0,05 94+53 p <0,005

- % | S1,1+143 p <0,02 46,6 + 13,3 n.s. 49,4 + 14,0 n.s.

- + % | 450+13)5 p <0,02 40,4+ 12,1 n.s. 41,8+12,3 n.s.

- - % 6,1 +£5,0 n.s. 6,9+6,3 n.s. 7,6+72 n.s.

- + + % | 439+13,1 p <0,02 39,0£12,2 n.s. 39,7+12,5 n.s.

- - + % 5,8+49 n.s. 5,8+£6,2 n.s. 7,1+£6,9 n.s.
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Zastoupeni subpopulaci makrofagi v lidské tukové tkani je ovlivnéné
pohlavim a menopauzou u Zen

Primérny vék zatazenych muzi byl 42,8 + 12,9 let, a primérny vek zarazenych Zen byl 50,3
+ 7,9 let. Vé&kovy rozdil mezi obéma skupinami byl vyznamny (p <0,02). Zadny z jedinci se
nelécil s vysokym arteridlnim tlakem, cukrovkou a nemél zdznam o kardiovaskuldrnim
onemocnéni. Jen dvé Zeny mély dyslipidémii. Sest muzd, étyfi mladsi Zeny a 3 star$i Zeny
koufili. Primérné BMI celé sledované skupiny bylo 25,4 (£ 3,3) kg/m2. BMI muzi bylo 25,9
(£ 3,3); Zzen pted menopauzou 24,7 (£ 3,6); a zen po menopauze 25,7 (£ 3,3) kg/m2. Mezi
skupinami nebyly v BMI statisticky vyznamné rozdily. Mezi muzi a Zenami nebyly ani
rozdily v zastoupeni jednotlivych makrofagi v tukové tkani. Néasledné byly Zeny analyzovany
s ohledem na v&k (viz. Tabulka 3). V perirenalnim tuku jsme mezi skupinami nenasly rozdily
v celkovém poctu makrofaglh. Zanétlivé makrofagy CD14+CD16+ byly vice zastoupeny u
starSich Zen nez u mladsich (p <0,01). Pomér CD14+CD16+/CD14+CD16- makrofagt, hlavni
prozanétlivy znak, byl rovnéz vyssi u starSich Zzen nez u mladSich (p <0,02). V perirenalnim
tuku jsme ve sledovanych parametrech mezi muZzi a zenami nepozorovaly zadny vyznamny
rozdil. Stejn¢ tak i1 v renalnim perivaskularnim tuku (s vyjimkou celkového poctu CD14+
makrofagl). Makrofagy CD14+CD16- mély ve velké mite (96 + 4 %) zastoupeny i dalsi
protizanétlivy marker CD163+. Subpopulace protizanétlivych makrofagi CD14+CD16-
CD163+ v perirenalnim tuku byla vyssi (55 £ 17 % vs. 37 £ 9 %; p <0,01) u zZen
v premenopauzalnim véku nez u zen v postmenopauzalnim. Dale jsme zjiStovali zastoupeni
makrofagl v tukové tkani v zavislosti na véku. Nasli jsme silnou korelaci mezi pomérem
makrofagii CD14+CD16+/CD14+CD16- v perirenalni tukové tkani a vékem v nasem souboru
zen, ale ne ve skupiné muzi. Kdyz jsme sledovali zavislost tohoto poméru na véku Zen,
potvrdili jsme silnou korelaci ve skupiné Zen po menopauze. V celé studijni skupiné jsme
nenasli souvislost mezi celkovym poctem makrofagh v zadné ztukovych tkani a vékem
jedinct.

ey

Tabulka 3: Zastoupeni subpopulaci makrofagi v perirenalnim a perivaskularnim tuku u zdravych zijicich darct
ledvin a jeho ovlivnéni pohlavim a menopauzou u zen. Hodnoty jsou vyjadieny jako primeéry nebo procenta
(SD) (Kralova, Poledne et al. 2015).

Men (n=15)  Pre-menopausal women (n=14)  Post-menopausal women (n =14) A B C
Age (years) 428(12.9) 448(33) 575(6.0) ns.  p<001  p<0.0001
Perirenal fat
(D14+ (No. of cells/gram of tissue) 8660 (7106) 9134 (7204) 14925 (10 121) ns.  ns ns.
(D14+CD16+ (%) 51(16) 45(14) 58(8) NS ns. p<001
(D14+CD16+(CD14+CD16- 125 (0.86) 102(0.79) 1.74(0.43) NS, ns. p<002
Renal perivascular fat
CD14+ (No. of cells/gram of tissue) 9324 (8076) 10 894 (9151) 20522 (18 641) ns. p<005 p<005
(D14+CD16+ (%) 50(17) 48(13) 57(8) NS ns. p <005
CD14+CD16+(CD14+CD16- 135(132) 104(0.71) 1.42 (0.45) NS, ns. ns.

n.s. — non-significant. Differences: A: Men v.5. Women of Pre-menopausal age, B: Men v.s. Women of Post-menopause, C: Women of Pre-menopausal age v.s. Women of Post-
menopausal age.
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Vztah proporce metabolicky aktivovanych makrofagi k prediktorim
kardiovaskularniho rizika

Subcutaneous adipose tissue - SCAT

Jediny sledovany prediktor kardiovaskuldrniho onemocnéni, ktery mél vyznamny vliv na
narust ¢i pokles subpopulaci makrofagii ve SCAT bylo BMI (viz. Obrazek 5). Obézni jedinci
(s BMI vyssim nez 30 kg/m?) méli vyssi zastoupeni prozanétlivych a nizsi protizanétlivych
subtypti makrofagu.

Visceral adipose tissue - VAT

Prekvapive jsme neprokazali vliv obezity na proporci makrofagii ve VAT. Na druhou stranu,
vSechny ostatni prediktory kardiovaskuldrniho onemocnéni (CVD) (viz. Obrazek 2) proporci
makrofagii v této tukové tkani ovlivnily. Starsi jedinci (pies 51 let) méli vétsi zastoupeni
prozanétlivych makrofagli nez mlad$i jedinci. Dale jsme sledovali vétsi zastoupeni
prozanétlivé subpopulace makrofagii u muzi. Hypercholesterolémie, kterd byla definovana
jako plazmaticka koncentrace cholesterolu vyssi nez 5 mmol/l nebo soucasna lécba statiny,
zvySovala proporci prozanétlivych makrofagi s fenotypem CDI14+CD16+CD36"e" i
CD14+CD16+CD36M$"CD163- (viz. Obrazek 2). Navic méli jedinci s hypercholesterolémii
ve VAT nizsi hladinu protizanétlivych makrofagh. Lécba statiny prozanétlivou subpopulaci
makrofaghi ve VAT jednoznacné snizovala. AvSak na protizdnétlivou populaci makrofagt
zadny efekt neméla. Je zajimavé, ze vySSi ve€k, muzské pohlavi a hypercholesterolémie
vyznamné zvySovaly proporci metabolicky aktivovanych makrofagt
(CD14+CD16+CD36"¢") ve SVF izolované z VAT, naopak pouze vysoky BMI (nad 30
kg/m2) zvySoval proporci této subpopulace ve SCAT, vliv ostatnich prediktord CVD zjistén
nebyl.

SCAT Male Age > 51 years BMI =30 kg.m-2  Hypercholesterolaemia  Statin Treatment
CDI4+CD 6+ o I - - I I | F lI !
CDI4+CD16-CD3EhN - [ - —— -
| | | | |
CRI4ICDI6ICDIGNICDI63- i b - b . | !
CDIAICDI6-CD 163 - —— —— —— —
0 0 (:I 0 (:I
i d ncre: docre nCre: decre nere: 4 incrense
VAT Male Age 2 51 yvears BMI = 30 kg_{.nrz Hypercholesterolaemia Statin Treatment
CDI4HCD 164 —e— {—e— — i i i
CDI4ICDI61CDIEN o - —e— e e
COI4ECDIHHCDIEMICDI63- i e P E *-<e
COIAICDT6-CD1631 Ce o oo | iie o
0 0 0 0 0
! if dec {! il i

Obrazek 2: Vliv sledovanych prediktort kardiovaskularniho onemocnéni na narust ¢i pokles subpopulaci
makrofagl
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Akumulace tukové tkané zvySuje v téle zastoupeni prozanétlivych
makrofagi v subkutanni tukové tkani vice nezZ ve visceralni

Ve SCAT jsme pozorovali méné makrofagii s fenotypem CD14+CD16+CD36"&" nez ve VAT
(p <0,02), avSak zastoupeni protizanétlivych makrofagii (CD14+CD16-CD163+) se mezi
obéma tukovymi tkdnémi vyznamné nelisilo. Zbylych 15-20 % z celkovych makrofagh tvofili
makrofagy s pfechodnym fenotypem mezi obéma hlavnimi typy (viz. Tabulka 4).

Pozorovali jsme vyznamny vztah (p=0,02) mezi BMI a celkovym poctem makrofagi
izolovanych ze stromalni vaskuldrni frakce SCAT (viz. Obrazek 3a). Zastoupeni
prozanétlivych CD14+CD16+CD36Me" makrofagii také korelovalo s BMI vsech tucastnikl
studie (p <0,01) (viz. Obrazek 3b). Kdyz jsme do statistiky zahrnuli jen jedince bez obezity
(BMI<30 kg/m?2), tak tato pozitivni korelace mezi BMI a poctem prozanétlivych makrofagi

rrrrr

CD163+) korelovalo negativné s BMI v celé skupiné jedincti (p <0,03) (viz. Obrazek 3d).

Tabulka 4: Makrofagy izolované ze SCAT a VAT, jejich zastoupeni a srovnani ve skupinach.
Vysledky jsou prezentovany jako praméry +s.d. Statisticka vyznamnost byla stanovena pomoci parového
Studentova t-testu; n.s. - non-significant.

Charakteristika makrofagl izolovanych ze SCAT a VAT

Makrofagy SCAT (n=44) VAT (n=52) | Vyznamnost SCAT vs.
VAT

Makrofagy CD14+ 10900412 250 | 13 200+10 350 n.s.

pocet/g

CD14+CD16+ (%) 48,9+14,3 53,4+13,3 p <0,05

CD 14+CD16+CD36high 32,7+13,8 39,4+13,4 % p <0,02

(%)

CD14+CD16-CD163+ 49,7+14,1 45,2+13,6 n.s.

(%)
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Obrazek 3: Vztah mezi jednotlivymi podskupinami makrofagl v subkutanni tukové tkani (MF) a BMI jedinc.

Vztah mezi celkovym poétem MF a BMI (a); vztah mezi prozanétlivymi MF CD14+CD16+CD36"¢" a BMI (b);
stejny vztah u neobéznich jedinct (c); vztah mezi protizdnétlivymi MFCD14+CD16-CD163+ a BMI (d).

Efekt ektopické tukové tkané na funkci Stépu po transplantaci od Zijiciho
darce

Casny rozvoj funkce $tépu méfeny jako primérny vzestup glomerularni filtrace (GFR)
prvnich sedm dni po transplantaci nekoreloval s BMI zijicich darct ledvin (viz. Obrazek 4).
Nenasli jsme zadny vztah mezi Casnym rozvojem funkce Stépu ledviny a mnozstvim
zanétlivych M1 makrofagli v perirenalni tukové tkani darce (p= 0,83, r= 0,03, n= 58),
plazmatickou hladinou adiponectinu (p= 0,65, r= 0,06, n= 58) ani plazmatickou hladinou CRP
(p=0,16, = 0,2, n= 58).

Potvrdili jsme negativni korelaci mezi BMI pfijemci a primérnym vzestupem GFR prvnich
sedm dni po transplantaci (p <0,02, r = - 0,325, N= 58) (viz. Obrazek 5).

Potvrdili jsme negativni korelaci mezi plazmatickou hladinou adiponectinu a BMI Zijicich
darct ledvin (viz. Obrazek 6).
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Obrazek 4: Korelace mezi BMI zijicich dérci Obrazek 5: Korelace mezi BMI pfijemct s
ledvin s prumérnou GFR u pfijemct primérnou GFR u piijemct (p <0,02, r=-0,33, n= 58)
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Obrazek 6: Korelace mezi BMI a plazmatickou koncentraci
adiponectinu zijicich darci ledvin (p <0,01, = -0,43, n= 58)
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7. Diskuse

Charakterizace a srovnani makrofagi izolovanych z lidské podkozZni,
visceralni a perivaskularni tukové tkané

Shodné ve vSech typech tukové tkané bylo mozné rozd€lit CD14+ pozitivni makrofagy na
zaklad¢ koexprese markeru CD16 na zhruba stejné velké subpopulace (Tabulka 2). Dokazali
jsme, Ze jejich zastoupeni se 1isi v jednotlivych typech tukovych tkani SCAT a VAT nebo
PVAT. U makrofagii CD 16+ byla sledovana podskupina s velkou intenzitou exprese markeru
CD36 (CD36"¢"). Na druhou stranu u CD16- makrofagii jsme pozitivitu CD36"&" nezachytili.
Skupina makrofagli s nizkou expresi CD36(CD36'°%) byla uniformné pozitivni i na marker
CD163. Prozéanétlivy fenotyp CD14+CD16+ makrofagi byl potvrzen unikatnim vyskytem
subpopulace s vysokou expresi CD36 markeru a zaroven pouze v této CD14+CD16+CD36"e"
subpopulaci byly identifikovany makrofagy neexprimujici CD163. VAT a PVAT maji velmi
podobné zastoupeni sledovanych subpopulaci makrofagl. Zatimco vyznamné rozdily byly
identifikovany oproti SCAT, ktera vykazovala vyznamné mens$i proporce makrofagli s
prozanétlivym fenotypem (CD14+CD16+CD36"e") (39,4 a 38,7 % ve VAT, resp. PVAT,
oproti 32,7 % ve SCAT).

Makrofagy s expresi markerit CD16+ CD36"e" CD163- se vyskytovaly az ve dvojnasobné
veétsim poctu ve VAT a PVAT v porovnani se SCAT. Muzeme spekulovat, ze tento fenomén
odrazi vys$si metabolickou a prozéanétlivou aktivitu visceralni tukové tkdné v porovnani se
subkutanni tukovou tkéani, coz bylo opakovan¢ prokazano (Kraunsoe, Boushel et al. 2010).
Ackoli byly makrofagy v tukové tkani opakované popsany, jen malo studii popsalo jejich
zastoupeni 1 kvantitativné na gram tukové tkané. NaSe vysledky popisujici pocet makrofaga
na gram tukové tkané jsou v souladu s publikovanymi daty (Zeyda, Farmer et al. 2007,
Kovacikova, Sengenes et al. 2011). N¢ktefi autoii popsali vySSi procentudlni zastoupeni
makrofagii CD16+ v subkutanni tukové tkéani, (prumérné 60 %), v porovnani s naSimi daty.
Avsak jini autofi (Bourlier, Zakaroff-Girard et al. 2008, Rose, Stansky et al. 2014) zjistili jen
malou subpopulaci CD16+ ve SCAT. Co je ndm znamo, tak zddna data o zastoupeni CD16+
makrofagii ve VAT jesté nebyla publikovana, proto nemtiizeme nase data s ni¢im srovnat.
CD36 marker funguje jako scavenger receptor, ktery na sebe vaze rtzné ligandy jako
oxidovany LDL, oxidované fosfolipidy a apoptické buiiky. Interakce CD36 s ligandy indukuje
influx monocytl do tkan¢ a produkci prozanétlivych cytokini (Jiang, Wang et al. 2012).
Diilezita je 1 funkce CD36 pii tvorbé pénovych bunék béhem progrese aterosklerozy (Park
2014). Exprese receptoru CD36 ve tkanich mtze byt modifikovana slozenim diety (Larter,
Yeh et al. 2013). Recentni studie sledovala silnou korelaci mezi expresi CD36 na makrofazich
tukové tkdné a metabolickou dysfunkci (Kratz, Coats et al. 2014). Nase data ukazuji, Ze jeho
exprese se mezi CD16+ a CD16- makrofagy vyrazné lisi.

makrofagii (Murray, Allen et al. 2014). Prokazali jsme, Ze vSechny makrofagy s CD16- byly i
CD163+ ve vsech tiech typech tukové tkdng. Proto véfime, Ze populace CD16- CD36"
dérci ledvin se v naSem transplanta¢nim centru podobné jako v jinych centrech rozvolnila a
do programu byli pfijati tf1 hypertonicti jedinci s dyslipoproteinémii a sedm obéznich jedinci.
Je dulezité zminit, Ze zatfazeni dalSich dvou markeri na povrchu makrofagl v tukové tkani
(CD36 and CD163) nam pomohlo ur¢it, zda se jedna o M1 nebo M2 makrofagy. Ve visceralni
a perivaskularni tukové tkani bylo vys§i zastoupeni prozanétlivych M1 makrofagl nez ve

rrrrr
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Zastoupeni subpopulaci makrofagi v lidské tukové tkani je ovlivnéné
pohlavim a menopauzou u Zen

Déle jsme prokazali, ze pfi srovnavani vSech zen s muZi neexistuji v subpopulacich
makrofagl v tukové tkani vyznamné rozdily. Tyto rozdily byly zjistitelné az po néasledném
rozdéleni Zen podle reprodukéniho véku na premenopauzalni a postmenopauzalni. VSechny
prozanétlivé parametry se po menopauze zvySuji, vcetné zastoupeni prozanétlivych
makrofagii v tukové tkani. Tento posun zduraziiuje vyznam tohoto obdobi u zen, kdy se
zvySuje kardiovaskuldrni riziko. V nasem souboru zen jsme po jejich rozdéleni podle
menopauzy zaznamenali u postmenopauzalnich Zen az dvojnasobné zvyseni CD14+CD16+
makrofagl v tukové tkani v porovnani s Zenami pied menopauzou. U Zen po menopauze byla
mezi poctem makrofagi a v€kem silna korelace. VéEtsina dat, ktera dokumentuji souvislost
mezi tukovou tkani a aterosklerdézou byla ziskdna z experimentalnich studii na zvifecich
modelech (Soltis and Cassis 1991, Szasz and Webb 2012). Jedinou studii hodnotici podil
CD16+ makrofagt v lidské subkutanni tukové tkani publikoval Bourlier (Bourlier, Zakaroft-
Girard et al. 2008). Bylo opakované prokazano, ze mirny chronicky zanét v tukové tkani,
zprostfedkovany imunitnimi buitkami (pfedevS§im makrofagy) je uzce spojen s metabolickymi
chorobami souvisejicimi s obezitou, zejména s inzulinovou rezistenci (Chawla, Nguyen et al.
2011). V nasi studii, kterd byla omezena na neobézni jedince, jsme nezjistily Zadnou
vyznamnou korelaci mezi BMI a proporci makrofaga v tukové tkani. To mize znamenat, ze v
ramci normalnich fyziologickych rozmezi neexistuje vyznamna souvislost mezi télesnou
hmotnosti a zanétlivymi zménami v tukové tkéni. Potencialni neptiznivy dopad perivaskularni
tukové tkané na cévy byl opakované potvrzen v epidemiologickych, experimentalnich i
klinickych studiich (Greif, Becker et al. 2009, Lehman, Massaro et al. 2010). Jednim z
omezeni nasi studie je relativné nizky pocet ucastnikli. Vyznamnym pifinosem nasi vyzkumné
prace je identifikace specidlnich populaci makrofagh v tukové tkani na rGznych mistech u
vysetienych zdravych neobéznich darcti ledvin se zaméfenim na rozdily v pohlavi a
hodnoceni vlivu menopauzalniho stavu. V budoucich studiich by bylo vhodné, aby byly
proporce makrofagl v tukové tkdni hodnoceny podle pohlavi a reprodukcniho stafi u Zen.

Vztah proporce metabolicky aktivovanych makrofagi k prediktorim
kardiovaskularniho rizika

Analyza podilu makrofaglti v lidské tukové tkani dokumentovala odlisny dopad rizikovych
faktori pro kardiovaskularni onemocnéni (pohlavi, vék, BMI a hypercholesterolémie) na
zangtlivy stav tukové tkané. Hlavnim pfinosem nasi analyzy bylo zjisténi pfimého ucinku
statinové terapie na tlumeni prozanétlivych zmén makrofagt tukové tkané. Je zndmo, Ze
makrofagy se v tukové tkani vyskytuji v celém spektru nediferencovanych fenotypt (Zeyda,
Farmer et al. 2007, Bourlier, Zakaroff-Girard et al. 2008). Na zéklad¢ soucasnych znalosti
mizeme spekulovat, Ze prechodné fenotypy (CD14+CD16+CD36M"CD163+ a
CD14+CD16+CD36"°*CD163+) jsou nepolarizované subpopulace makrofigli s mozZnosti
promény na oba subtypy. V pfipadé¢ VAT nebyl prokdzan zadny Gcinek obezity (s vyjimkou
malé pfechodné frakce), coz neni v souladu s publikovanymi udaji (Klimcakova, Roussel et
al. 2011). Jini autofi (Spoto, Di Betta et al. 2014) dokumentovali, ze obezita koreluje se
zanétlivymi zménami ve SCAT ve srovnani s VAT. V souladu s nasimi diivéjSimi udaji byl
ucinek véku, na rozdil od obezity, vyraznéjsi u VAT (Kralova Lesna, Poledne et al. 2015). Ve
VAT byl vyssi vék spojen se zvySenim podilu potencidlné prozanétlivého fenotypu
makrofagl.  Uginek  vy$§iho véku se projevil také v  piechodné  frakci
CD14+CD16+CD36"°%(CD163+). Rovnéz byly zjistény vyznamné rozdily mezi muzi a
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zenami. U muzl byl vyssi podil prozanétlivych a pfechodnych makrofagii ve VAT. Je tieba
zdiraznit, ze jedna z moznych pfi¢in miize byt strava a specialné nasycené mastné kyseliny
(Lee, Zhao et al. 2010). Vliv véku byl detekovan pouze na pravdépodobné prozanétlivych
makrofazich. Hypercholesterolémie méla zdsadni vliv na zastoupeni prozanétlivych
makrofagii ve VAT. Subjekty s hypercholesterolémii vykazovaly zvySeny podil
této tkani vyznamné nizsi. Velka epidemiologicka prospektivni studie (Ridker, Danielson et
al. 2009) prokazala pozitivni u€inky statinti na snizeni LDL. Dale byl dokumentovéan vliv
statinii na pokles koncentrace hsCRP, ktery naznacuje vliv na prozanétlivy stav celého téla.
Nase data prokazala ucinek statind na pokles prozanétlivych makrofagli ve VAT. To by
mohlo vysvétlovat navrhovany pleiotropni pozitivni ucinek statinii. Bayesianska analyza
ucinkd pohlavi, véku, obezity, koufeni, hypertenze a hypercholesterolémie na zastoupeni
prozanétlivych subtypt dokumentovala uc¢inek vyssiho BMI (> 30 kg/m2) u SCAT, ale zadny
vliv ve VAT. Uginek hypercholesterolémie na podil prozanétlivého subtypu makrofagti byl
vyvazen zahrnutim podavéani statinu jako dalSiho faktoru. Na zdkladé¢ naSich udaja
predpokladame, Ze negativni ucinek kouteni na progresi aterosklerozy (Siasos, Tsigkou et al.
2014) neni zprostfedkovan stavem zanétu tukové tkané. Zda se, ze totéz plati pro hypertenzi.
Vétime, ze vysledky této studie pomohly porozumét mechanismiim pleiotropniho uc¢inku
statini. NaSe vysledky ukdzaly, ze polarizace makrofagh v lidské tukové tkani souvisi s
prozanétlivym stavem tukové tkané a je ovlivnéna hlavnimi rizikovymi faktory
kardiovaskularnich chorob.

Akumulace tukové tkané zvysuje v téle zastoupeni prozanétlivych
makrofagi v subkutianni tukové tkani vice nez ve visceralni

Nefrektomie u zivych darct ledvin ndm poskytly jedine¢nou pfilezitost porovnat vyznam
ruznych typt lidské tukové tkané. Jednim =z dilezitych zjisténi byla role makrofagh
v subkutdnni tukové tkdni u obéznich jedinci. Pozorovali jsme zde velkou infiltraci
makrofagy (CD14+CD16+CD36""), ktera pozitivné korelovala s BMI. Dale jsme zjistili
makrofagim M2) a BMI. Zajimavé je, ze ve visceralni tukové tkani nebyl takovy vztah
nalezen.Pokud jsme makrofagy v tukové tkani rozliSovali jen podle markeru CD16, nenasli
jsme vyznamnou souvislost se zménami BMI. To je v souladu s daty ze studie na malé
skupiné extrémné obéznich dobrovolniki (Kovacikova, Sengenes et al. 2011), kde dietni
intervence nezmeénila podil prozanétlivych makrofaghh ve SCAT, pokud se k odliSeni pouzil
pouze marker CD16. Pfidani dalSich markerit (CD36 a CD163) vSak odhalilo vyznamnou
téchto markeri pro méfeni zanétu tukové tkané. Po vylouceni ze statistiky vSech jedinct s
obezitou (BMI vice nez 30 kg/m2) uvedené korelace vymizely. Je zajimavé, ze svévolna
hranice obezity odpovidala naSim udajim a dokumentovala ptfechod tukové tkané do
subklinického zanétu u jedincl s obezitou. Bylo prokazano, Ze makrofagy jsou vysoce
adaptivni na tkanové prostiedi a jednotlivé fenotypy mohou byt specifické pro tkai.
Vzhledem k tomu, Zze CD36 je pienase¢ mastnych kyselin, zvyseni CD36"€" makrofagti by
mohlo odrazet zvySeni pufrové kapacity téchto bunck v prostifedi zvétSené tukové tkané s
vysokymi mezibunécnymi koncentracemi volnych mastnych kyselin (Castoldi, Naffah de
Souza et al. 2015). Dale bylo prokézano, Ze exprese CD36 v makrofazich se mize zvysit pfi
aktivaci v "metabolicky nezdravém" prostiedi, tj. v prostfedi s vysokou koncentraci glukézy,
inzulinu a palmitatu (Bai and Sun 2015). To muze pfispivat k inzulinové rezistenci vyvolané
dietou (Kennedy, Kuchibhotla et al. 2011). Visceralni tukova tkan je povazovana za
metabolicky vice aktivni nez podkozni tukova tkan, coz je diivod, pro¢ se obvod pasu Casto
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pouziva jako dalsi marker centralni obezity. NaSe vysledky piekvapivé ukdzaly vyznamné
ve VAT. I jini autofi si v§imli souvislosti mezi markery inzulinové rezistence a vétsi infiltraci
makrofagy ve SCAT v porovnani s VAT (Frederiksen, Nielsen et al. 2009, Wentworth,
Naselli et al. 2010). Nedadvné tidaje od Moreno-Indias (Moreno-Indias, Oliva-Olivera et al.
2016) ukazaly, Ze na pocatku vyvoje metabolického syndromu prozanétlivé zmény ve SCAT
mohou hrat dulezitéjsi roli ve srovnani s VAT. Na zéklad¢ naSich vysledkli usuzujeme, ze
prozanétlivé zmény souvisejici s obezitou u metabolicky zdravych subjekti dominantné
probihaji nejdiive v podkozni tukové tkani.

Efekt ektopické tukové tkané na funkci Stépu po transplantaci od Zijiciho
darce

ey

Transplantace ledviny od zijictho darce je bezesporu nejvhodngjsi alternativou nédhrady
funkce ledvin pro pacienty schronickym selhdanim s minimalnimi kratkodobymi i
dlouhodobymi riziky (Murray, Tilney et al. 1976). Ledviny od zijicich darct jsou podrobné
vySetieny a samotnd transplantace probiha za idealnich podminek. Opozdéni funkce
transplantované ledviny od Zzijiciho darce se v porovnéni s kadaverdzni ledvinou vyskytuje
velmi zfidka, nicméné se muze objevit. Mezi moznymi faktory, které mohou casny rozvoj
funkce ledvin ovlivnit, je narGstajici pocet obéznich darcii. V soucasné dobé se body mass
index (BMI) > 35 kg/m2 povazuje za relativni kontraindikaci pro darcovstvi ledvin (Kalble,
Lucan et al. 2005). Observacni studie ukazuji na zvySené riziko chronické rendni insuficience
u obéznich osob 1 po adjustaci na zvySeny krevni tlak a diabetes mellitus (Gelber, Kurth et al.
2005). U obéznich pacientli byla ve studiich prokazana hyperfiltrace glomerult (Chagnac,
Weinstein et al. 2003). Podle jiné studie nezvySovala obezita u darct riziko pro samotné darce
ledvin, ale u pfijemct pfedstavovala riziko pro opozdény rozvoj funkce §tépu. Hlavné u dérci
ledvin, ktefi méli BMI nad 35 kg/m2. Na snizeni ¢asné funkce ledviny od darce s obezitou se
muze podilet fada faktort. Jednim z nich mlze byt ptfitomnost ektopického perivaskularniho
tuku s parakrinni sekreci mnoha cytokina a zanétlivou infiltraci (Reese, Feldman et al. 2009).
Perivaskularni tuk obklopuje cévy a pravdépodobné se podili na regulaci cévniho tonu
(Yudkin, Eringa et al. 2005, Tran, Gealekman et al. 2012). Z jinych studii je znédmo, Ze
pfijemci organt od obéznich Zijicich darcii maji Castéjsi vyskyt akutni rejekce v porovnani
s ptijemci od darcti s normalni vahou (Espinoza, Gracida et al. 2006).

Podle metaanalyzy, kterd hodnotila vysledky u obéznich darct ledvin, nebylo snizeni
glomerularni filtrace po nefrektomii u téchto pacientii vétsSi nez u neobéznich dérct (Espinoza
et. al 2006). Nelisilo se ani kratkodobé ptezivani stépu ledviny od dérct s vy$$sim BMI (Arita,
Kihara et al. 1999).

Nepotvrdili jsme naSi hypotézu, Ze mira obezity u zijicich darci ledvin bude negativné
ovlivilovat rozvoj ¢asné funkce transplantované ledviny v prvnim tydnu po transplantaci.
Nepotvrdili jsme ani hypotézu, ze Casny rozvoj funkce ledviny bude negativné korelovat se
zanétlivymi parametry (hsCRP) v plazmé a mnozstvim prozéanétlivych makrofagi M1 v
perivaskularnim tuku kolem rendlni artérie darcovské ledviny. Diivodem je pravdépodobné
maly pocet zafazenych para a také nizké procento obéznich jedincti v nasi sledované skupiné
— pouze 13,8 %. Nizky pocet jedincli s nadvahou a obezitou byl limitaci nasi studie. V nasem
souboru bylo celkem 58 darci, z nichz pouze 8 mélo BMI > 30 kg/m2. VSichni pfijemci méli
rychly nastup funkce transplantované ledviny.

V nasi studii jsme potvrdili negativni korelaci mezi BMI pfijemcii a ¢asnym rozvojem
glomerularni filtrace transplantované ledviny. VSechny vysledky byly v mezich normy pro
normalni funkci. Dale jsme potvrdili negativni korelaci mezi BMI a hladinou adiponektinu
v plazmé.
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III. EXPERIMENTALNI CAST

Uloha perivaskuliarni tukové tkané p¥Fi vzniku aterosklerézy; intervenéni studie
s vyuzitim zvifeciho modelu

Uvod

Studie (Takaoka, Nagata et al. 2009) vyuzivajici transplantacni studie podala diilezit¢ dikazy
o uloze perivaskularni tukové tkané¢ (PVAT) pfi cévnim poranéni. Tato studie prokazala
ochrannou funkci PVAT pfi cévnim poranéni za bazalnich podminek a vliv dysfunkce PVAT
vyvolan¢ kratkodobym podavanim vysokotukové diety projevujici se zvysSenou tvorbou
neointimy po opera¢nim zakroku. Thiazolidindiony (TZD) jsou znamé insulin-senzitizujici
Iéky, aktivatory PPAR gama signalizace (stimulator transkripéniho faktoru PPAR gamma),
snizujici glykémii a pozitivné ovliviiyjici 1 dalsi slozky metabolického syndromu. Pozitivni
vliv podévani TZD snizujici riziko vzniku ateroskler6zy a restendzy byl prokazéan napiiklad
ve studiich (Chen et al. 2001). V nasi studii jsme se zaméfili na souvislost mezi metabolickym
stavem a tvorbou neointimy pfi transplantanich studiich. Zejména jsme se soustiedili na
piredpokladany ochranny mechanismus ptusobeni PPAR gamma signalizace za téchto
podminek.

Cilem projektu bylo pfinést nové poznatky stran PVT pii patogenezi aterosklerdézy. Dostupné
udaje tykajici se PVT naznacuji vliv této tkdn¢ mimo jiné v procesu modulace zanétu a
vaskularni remodelace.

Metodika

Jako zvifeci model jsme zvolili HHTg potkana — potkan s hereditarni hypertriglyceridémii a
inzulinovou rezistenci (Vrana, Kazdova et al. 1990). Fenotyp metabolického syndromu se u
téchto zvifat projevuje i bez nutri¢nich stimuld, avSak vysokosacharidova dieta tyto pfiznaky
dale umocnuje (Klimes, Vrana et al.1995). Za ticelem prohloubeni metabolické poruchy, byla
proto vybrana zvifata — piijemci, dietné¢ manipulovéna pfed usmrcenim po dobu 4 tydnt
pomoci diety s vysokym podilem sachardzy (70 % kal). Vybrané pokusné skupiné pitijemct
pak byl navic pfidavan do vysokosacharidové diety i TZD (pioglitazon 300 mg/kg diety) —
stimulator transkripcniho faktoru PPAR gamma. Jako kontrolni skupina byla vyuzita zvifata
stejného veku bez dietni manipulace, zarovenn se jednalo o donory epididymalniho tuku.
Zvitata byla chovéna za standardnich podminek s neomezenym pfistupem k potravé a vod¢ a
byla usmrcena pro Ucely transplantacni studie ve véku 17 tydnt. Postupovano bylo v souladu
se zakonem na ochranu zvifat a mezinarodné¢ uznavanymi ARRIVE guidelines (Kilkenny,
Browne et al. 2010). Tento pokus byl schvéleny lokalni Odbornou komisi pro zajistovani
dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat a Ministerstvem zdravotnictvi, ¢islo pokusu
NTI13188.

Translumindlni mechanické poranéni stehenni tepny piijemct bylo provedeno pomoci jiz
v minulosti popsané metody (Sata, Maejima et al. 2000). Operace byla provadéna za pouziti
operacniho mikroskopu (Leica M690). Anestezie zvifat byla provedena pentobarbitalem
sodnym (65 mg/kg, ip) a na pravé stehenni tepné bylo provedeno mechanické poranéni za
pouziti pruzinového dratu (0,38mm, C-SF-15-15, COOK). Od arterie byl nejprve opatrné
odd€len nerv. Piivod krve do stehenni tepny byl docCasné po dobu operace pierusen
proximalné a distaln¢ za pouziti hedvabné smycky. Tepna byla peclivé ocisténa od okolni
tkan€. ObnaZena svalova vétev arterie byla nastfizena mikrochirurgickymi ntizkami. Cca 5
mm dratu bylo poté opatrné zasunuto do stehenni tepny smérem k arteria iliaca (viz. Obrazek
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7). Drat byl ponechan v arterii po dobu 1 minuty, aby doslo k dilataci tepny. Drat byl nasledné
z tepny odstranén a svalova vétev ligovana. Prutok krve ve stehenni tepné byl obnoven
uvolnénim smycek. Kolem poranéné tepny bylo navic pii nasich studiich transplantovano cca
0,3 g epididymalniho tuku zvitete - donora z kontrolni skupiny. Zaroven byl na druh¢ - parové
zadni koncetin€ operovanych piijemct proveden kontrolni zakrok, kdy byla femoralni artérie
pouze oc€isténa od okolni tkan¢ bez poranéné tepny dratem a transplantace epididymalniho
tuku. Pfijemci byli usmrceni 4 tydny po provedeni opera¢niho vykonu ve véku 17 tydnt.
Pokusy na zviratech byly provadény na dospélych samcich s velikosti jednotlivych skupin
n=8 (viz. Tabulka 6). Pro morfometrické studie byly vyuzity 5 um fezy arterie barvené
hematoxylin-eosinem a barvenim sirius red s elastikou. Od kazdého operovaného zvifete byly
hodnoceny 4 fezy za sebou z koncetiny s transplantaci a parové kontrolni koncetiny bez
provedené transplantace. Mira vaskularni remodelace byla hodnocena sledovanim poméru
tloustky neointima/media. Digitalizované snimky byly hodnoceny s vyuzitim softwaru Elipse
(ViDiTo, Kosice, Slovakia). Jako referen¢ni standard (100 %) byl pouzit pomér tloustky
neointima/media na kontrolnich koncetinach pftislusnych skupin. VSichni potkani z naSich
skupin prezili danou operaci. Na zadné z intervenovanych tepen nebyla prokdzana trombodza.

Obrazek 7: dratek COOK 0,38mm zasunuty smérem do
panevni tepny
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Vysledky

HHTg potkani po dietni intervenci vysokosacharidovou dietou a terapii TZD zvysily svoji
hmotnost oproti skupiné HHTg potkani s vysokosacharidovou dietou (p <0,05). Hladina
plazmatické glukézy byla po dietni intervenci u vSech skupin stejnd. Hladina celkového
cholesterolu a triglyceridli v plazmé se u skupiny HHTg potkani po vysokosacharidové dieté
vyznamné zvysila (obé p <0,001) oproti kontrolni skupiné. Ve skupiné HHTg potkand,
kterym byly zaroveil podavany TZD se hladiny celkového cholesterolu a triglyceridi
v plazmé vyznamné snizily (p <0,01; p <0,001) oproti skupiné potkanti s vysokosacharidovou
dietou. Proti kontrolni skupiné byla hladina celkového cholesterolu v plazmé také vyznamné
nizsi (p <0,001) a hladina triglyceridi skoro 5x nizsi (p <0,001). Hladina HDL cholesterolu
byla ve skupiné s TZD vyznamné vyss$i nez v ostatnich skupinéach (p <0,001) (viz. Tabulka 5).

Neprokazali jsme plivodni ptredpoklad, ze transplantace tuku od darce z kontrolni skupiny
zmirni miru vaskularni remodelace po poranéni cévy ve skupiné zvifat manipulovanych
vysokosacharidovou dietou + TZD, v porovnani se skupinou zvifat manipulovanych pouze
vysokosacharidovou dietou. Nase vysledky ukazuji na zvySenou tvorbu neointimy po
transplantaci tuku dietné manipulovanych pfijemci v porovndni s kontrolni péarovou
koncetinou (viz. Obrazek 8). Otazkou je vhodnost pouzitého modelu HHTg potkana, ktery byl
pro podobné studie pouzit poprvé.

Tabulka 5: Biochemické parametry zvirat
Vyznamny rozdil vs. kontrolni skupina: p=nevyznamné (n.s.); p <0,05(*); p <0,01(**); p <0,001(***)
Vyznamny rozdil vs. skupina s vysokosacharidovou dietou: p=nevyznamné (n.s.); p <0,05(d); p <0,01(d d);

p <0,001(d b d)

i Kontrola Vysokosacharidova Vysokosacharidova dieta

Sledované parametry

zvirat donord (n=8) dieta (n=8) p + TZD (n=8)

Hmotnost (g) 387,63+35,9 376,75+31,63 n.s. 423,38+23,5

Glukoza (mmol.I'") 8,04+0,36 8,38+1,58 n.s 7,85+0,9 n.s.
skkek

Celkovy cholesterol (mmol.I'") 2,01+0,23 3,53 +£0,35 *okx 1,66+0,12 b b
skoksk

TG (mmol.I'") 11,22+1,65 18,62+0,53 kK 2,26+0,54 bbb
skoksk

HDL cholesterol (mmol.1'") 0,13+0,03 0,17+0,07 ok 0,8540,10 dodd

LDL cholesterol (mmol.I'") neméfitelné nem¢étitelné n.s. 0,1240,03 n.s
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Obrazek 8: Vliv intervence (vysokosacharidova dieta x vysokosacharidova dieta + TZD) na relativni miru tvorby
neointimy na koncetiné po cévnim traumatu; vztazené k parové kontrole (druhostranna koncetina)

N.s.: rozdil vrelativni mife tvorby neointimy bez statistické vyznamnosti mezi HHTg potkany
s vysokosacharidovou dietou a vysokosacharidovou dietou + TZD

*¥% (p <0,01): rozdil v relativni mife tvorby neointimy u transplantovanych piijemcii X parové kontrole
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8. Zavéry

Ptispéli jsme k detailnimu poznéni fenotypu prozanétlivych M1 a protizanétlivych makrofagt
M2 v lidské tukové tkani. Zcela nové byl popsan vyznam markeru CD36 v ramci analyzy
makrofagl tukové tkan€. Byl prokdzan vztah mezi metabolicky aktivovanymi makrofagy s
vysokou expresi CD36 a sledovanymi rizikovymi prediktory CVD. Za velmi vyznamny
vysledek lze povazovat vliv 1é¢by statiny, nebot” pravé protizanétlivym tc¢inkem statin byva
vysvétlovan jejich protektivni terapeuticky ucinek, ktery ptesahuje jejich hypolipidemicky
vyznam.

Vyssi podil prozanétlivych makrofagl ve viscerdlni tukové tkani u postmenopauzalnich Zen
muze souviset se zvySenym kardiovaskuldrnim rizikem u Zen po menopauze. Na zakladé
nasich vysledkii usuzujeme, ze prozanétlivé zmény souvisejici s obezitou u metabolicky
zdravych subjektli dominantné probihaji nejdiive v podkozni tukové tkani. Nepotvrdili jsme
nasi hypotézu, Ze mira obezity u zijicich darct ledvin negativné ovlivituje rozvoj ¢asné funkce
transplantované ledviny v prvnim tydnu po transplantaci. Casny rozvoj funkce ledviny
nesouvisel se zanétlivymi parametry v plazmé a mnoZzstvim prozanétlivych makrofagih M1

v perivaskularnim tuku kolem renalni artérie darcovské ledviny.

U HHTg potkanti podéavani thiazolidindioni snizilo hladinu celkového cholesterolu a
triglyceridii v plazmé a zvysilo vyznamné hladinu HDL cholesterolu. Mira tvorby neointimy
po vaskularnim inzultu nebyla podavanim thiazolindionii ovlivnéna. Vysledky intervencni
studie zaméfené na studium vlivu PVT na patogenezi aterosklerozy s vyuzitim modelu HHTg
potkana nepotvrdily ptivodni hypotézu o ochranné roli PPAR gamma signalizace pii tvorbé
neointimy po cévnim poranéni za podminek ovlivnénych metabolickym syndromem.

Vétsina publikovanych dat, kterd dokumentuji souvislost mezi tukovou tkani a ateroskler6zou
je ziskavana z experimentélnich studii na zvifecich modelech. V ramci programu transplantaci
ledvin od Zivych darct je umoznéno feSeni projekti, které¢ jsou zaméefeny na vyzkum tukové
tkan¢ a jeji roli v patogenezi aterosklerézy u lidi. V soucasné dob&é umoznuji kritéria pro
darovani ledviny 1 zafazeni darcii s razné zastoupenymi rizikovymi parametry
kardiovaskularnich onemocnéni (mirné hypertenze, dyslipidémie a obezita). Tim tento soubor
predstavuje idealni model pro studium patogenetickych mechanismt, které se podileji na
rozvoji aterosklerdzy. Prezentovana prace je dil¢im krokem v dlouhodobém projektu, ktery
ma za cil nalezeni dalSich moznych parametrii pro hodnoceni rizika rozvoje aterosklerozy u
zijicich darct. Jedna se hlavné o obézniho darce, u kterého bychom pied samotnym odbérem
ledviny vysetfili podkozni tuk, a tim zjistili miru zastoupeni prozanétlivych makrofagt.

Vyzkumny projekt ma potencidl zvysit bezpecnost zijiciho darcovstvi ledvin a soucasné mize
prispét k dalSimu pochopeni mechanismi rozvoje aterosklerdzy.
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