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Abstrakt

Uvod:

Ateroskler6za je zévazné systémové onemocnéni. Chirurgie jako obor fesi predevsim
komplikace ateroskler6zy. Chirurgicky vykon muze byt i divodem akcelerovaného rozvoje
aterosklerdzy. Ptikladem je Zijici darce ledviny, zejména darce spliiujici mezinarodné uznana
kritéria darcovstvi, a soucasné trpici metabolickym syndromem. Snaha o zpfesnéni n¢kterych
vySetfeni zijicich darct ledvin ve smyslu rizika rozvoje aterosklerdzy je dlouhodoby projekt.
Technika odbéru tukové tkan¢ od zijiciho darce umoziuje vedle odbéru subkutanni (SCAT) i
odbér visceralni (VAT) a perivaskularni (PVAT) tukové tkané, které jsou vyuzity pro vyzkum

rozvoje kardiovaskularnich chorob.
Cile:

Prvotnim cilem je objasnéni mechanismu, kterymi lidska tukovéa tkan ovliviiuje rozvoj
kardiovaskularnich onemocnéni. Chceme porovnat zastoupeni subpopulaci makrofagh v
raznych tukovych tkanich (SCAT, VAT a PVAT) a prokdzat vztah mezi metabolicky
aktivovanymi makrofagy, s vysokou expresi CD36, a sledovanymi rizikovymi faktory rozvoje
kardiovaskularnich onemocnéni. Dale chceme testovat ¢asny rozvoj funkce $tépu ledviny s
ohledem na body mass index (BMI) dérct, infiltraci perivaskularniho tuku z okoli rendlni
artérie prozanétlivymi makrofagy a zanétlivé parametry v plazmé. Cilem je zptfesnéni

stratifikace rizika zijicich darci ledvin a tim prevence dlouhodobych komplikaci po

darcovstvi.

Metody:

kompartmentt, tj. SCAT, VAT a PVAT. Nasledné jsme provedli pritokovou cytometrii.
Vysledky:

Prozéanétlivé makrofagy (M1) exprimovaly na svém povrchu receptor CD36. Pfitomnost
prozanétlivych makrofagl byla témét dvakrat vyssi ve visceralni (p <0,0001) a perivaskularni
(p <0,001) tukové tkani nez v podkozni tukové tkdni. VysSi podil makrofagh M1 jsme
zaznamenali u postmenopauzalnich zen nez u Zen pfed menopauzou. Vek, muzské pohlavi a
hypercholesterolémie pozitivné korelovaly se zastoupenim prozanétlivych makrofagh M1 ve
visceralni tukové tkani. Soucasna l1é€ba statiny vyznamné snizZila jejich podil. Celkovy pocet

makrofagt (p <0,02) a podil prozanétlivych makrofagii CD14+CD16+CD36Me" (p <0,01) v



podkozni tukové tkani pozitivné korelovaly s BMI. Casna funkce §tépu ledviny, méfena jako
pramérné 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 makrofaga

M1 v darcovskeé perirenalni tukové tkani.
Zavéry:

Prispéli jsme k detailnimu poznéani fenotypu prozanétlivych M1 a protizanétlivych makrofagi
M2 v lidské tukové tkani. Zcela nové byl popsan vyznam markeru CD36 v rdmci analyzy
makrofagii tukové tkané. Byl prokdzan vztah mezi metabolicky aktivovanymi makrofagy s
vysokou expresi CD36 a sledovanymi rizikovymi kardiovaskularnimi prediktory. Za velmi
vyznamny vysledek 1ze povazovat vliv 1écby statiny na snizeni prozanétlivych makrofagi ve
visceralni tukové tkani. Vys$si podil prozanétlivych makrofagli ve visceralni tukové tkani u
postmenopauzalnich Zen mize souviset se zvySenym kardiovaskuldrnim rizikem u Zen po
menopauze. Prozanétlivé zmény souvisejici s obezitou u metabolicky zdravych subjektt
dominantné probihaji nejdiive v podkozni tukové tkani. Nepotvrdili jsme nasi hypotézu, ze
mira obezity u Zijicich darct ledvin negativné ovliviluje ¢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

renalni artérie darcovské ledviny.

Prezentovana prace je dil¢im krokem v dlouhodobém projektu, ktery ma za cil nalezeni
dalSich moZnych parametrli pro hodnoceni rizika rozvoje aterosklerdézy u Zijicich darci.
Hlavné pokud se jedna o obézniho darce, u kterého bychom pfed samotnym odbérem ledviny
vySetfili podkozni tuk, a tim zjistili miru zastoupeni prozanétlivych makrofagti. Vyzkumny

projekt ma potencial zvysit bezpe€nost Zijiciho darcovstvi ledvin a souc¢asné muize piispét

k dalsimu pochopeni mechanismil rozvoje ateroskler6zy.

Kli¢ova slova: Ateroskler6za, tukova tkan, transplantace ledviny od Zijiciho darce,

metabolicky syndrom



Abstract

Background:

Atherosclerosis is a serious inflammatory systemic disease. Surgery mainly addresses its
vascular complications. Conversely, surgery may also lead to the development and
acceleration of atherosclerosis, e.g., in a living kidney donor. This would especially be the
case in a donor who meets internationally recognized donation criteria but suffers from
metabolic syndrome. The effort to refine assessments of living kidney donors in terms of
eliminating the risk of developing atherosclerosis is a long-term project. Our aim is to
determine risk factors for living kidney donors and to prevent long-term complications after
donation. Collecting tissue from a living donor involves not oly subcutaneous tissue (SCAT)
but also visceral (VAT) and perivascular tissue (PVAT), which could prove useful in the
research of cardiovascular diseases. The project may increase the safety of living kidney

donation and contribute to the knowledge of cardiovascular disease development.
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

simulataneously, and flow cytometry was subsequently performed.
Results:

M1 macrophages express proinflamatory CD36 markers. The levels of proinflammatory
macrophages was 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 hypercholesterolaemia 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
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increase seen in the proportion in proinflammatory macrophages CD14+CD16+CD36high (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. We confirmed a
negative correlation between recipient BMI and an average increase of GFR in the first seven

days posttransplantation (p <0.02, = —0.325, N= 58).
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.

Key words: atherosclerosis, human adipose tissue, living-donor kidney transplant, metabolic

syndrome
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I. UVOD DO DISERTACNI PRACE A PREHLED

LITERATURY K JEJI PROBLEMATICE
(P¥iloha 1)

1. Ateroskleréza

Aterosklerozu lze chépat jako degenerativni zanétlivé onemocnéni cévni stény. Je to
dlouhotrvajici proces, ktery je ovliviiovan genetickym pozadim jedince a vlivy prostiedi.
Klinicky se manifestuje jako ischemické kardiovaskularni choroby (infarkt myokardu, cévni
mozkova piihoda a ischemicka choroba dolnich koncetin), kterym je pro jejich vysokou
prevalenci vénovana velkd pozornost na poli védy. Jak pribyvaji védecké znalosti, tak se i
roz§ifuje seznam Ciniteld podilejicich se na vzniku a progresi aterosklerdzy (Kralova Lesna,
Suchanek et al. 2013). Hlavnimi rizikovymi faktory, které pfispivaji k rozvoji
kardiovaskularnich chorob, jsou dyslipidémie, hypertenze, koufeni a obezita. V soucasné
dobé je aterosklerdza vnimana jako imunitné zanétlivy proces, ktery je odpovédi na poSkozeni
intimy (Jonasson, Holm et al. 1986). Pti¢iny poskozeni endotelu mohou nastat pii zméné
z lamindrniho na turbulentni proudéni, pifi vysokém tlaku, pfi pasobeni prozanétlivych
cytokint, ale 1 pfi ischémii ¢i reperfuzi. Dysfunkéni endotel ma v ¢asné fazi aterogeneze vyssi
propustnost pro aterogenni lipidy a makrofagy. Pti zvySené hladiné low density lipoproteinu
(LDL) castic v plazmé se zvySuje jejich priinik endotelem a jejich vychytavani intimalnimi
makrofagy a bunkami hladkych svalli cévni stény. Soucasné se zvySuje 1 mnoZstvi
oxidovanych LDL ¢astic. Po piekroCeni degradaéni kapacity téchto bunék se v nich lipidy
hromadi zejména ve formé esterl cholesterolu a vznikaji pénové buinky. Ty jsou potom
zékladem ateromové l1éze. Zaroven dochazi k vystupnované expresi cytoadhezivnich molekul,
cytokini a dal§ich mediatord zanétu jak v makrofazich, tak v bunikach cévni stény (Stary
1989, Ross 1999). Nakonec dochazi k poruSe zasobeni tkani/orgdnu pifi progresi
aterosklerdzy, kterd vede k postupnému zuZeni az uzavéru zasobujici artérie. Fyzikalng
existuji predisponujici mista, kde dochazi k naruSeni lamindrniho proudéni — nejcastéji

v tepennych odstupech a bifurkacich.
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1.1. Klasifikace aterosklerozy dle morfologického obrazu

Aterosklerotické zmény cévni stény rozdélujeme podle histopatologického obrazu do Sesti
typt (Stary 1989). Typy I-II jsou oznaCované jako prekurzorové léze, 1éze III jako 1éze
ptechodova a typy IV-VI oznacujeme jako 1éze pokrocilé (viz. Obrazek 1). Pocatecni 1éze
jsou prvni mikroskopicky identifikovatelnou akumulaci lipidi s doprovodnou bunécnou
reakci v intim¢ arterii. Vyskytuje se jiz v détském véku. Podle n¢kterych autort diftizni
ztlusténi intimy predchazi samotnou akumulaci lipidi (Nakashima, Wight et al. 2008). Pro
stadium II jsou charakteristické ,,tukové prouzky®, které jsou viditelné pouhym okem a jsou
tvofeny lokalnim nahromadénim monocyti, makrofagii a pénovych bunck v intimé cévni
stény (Stary, Chandler et al. 1994). Elektronomikroskopicky je patrna akumulace lipidd,
makrofagl a pénovych bunék, ojedinéle jsou ptitomny i buiiky hladkého svalu s kapénkami
lipidt. Faze III je oznaCovana jako preaterom a je charakterizovana velkou akumulaci lipidd,
pfedevS§im v extracelularnim prostoru. Buiiky hladkého svalstva migruji do intimalni vrstvy
cévni stény. Pokrocilé aterosklerotické 1éze zahrnuji aterom (léze IV) a fibroaterom (Iéze V).
U ateromu nachdzime makroskopicky lipidové jadro platu. Z buncék jsou zastoupeny
makrofadgy a velka je invaze bunék hladkého svalstva, z nichz se podobné jako makrofagy
tvoti pénové bunky. Ve fibroateromu (1éze V) dochazi k zmnozeni fibrozni tkanég, kterd je
tvofena zejména buitkami hladké svaloviny. Fibrozni tkan tvoii takzvanou Eepicku platu. V
periferii téchto 1ézi dochdzi snadno k disrupcim a vzniku komplikovanych 1ézi (1éze VI)

(Stary, Chandler et al. 1995).

Pénové Tukové |ntermedidlni Fibrézni Komplikovana
buriky  prouzky léze Aterom plat léze/ruptura

Obrazek 1: Vyvoj aterosklerotické 1éze
(Biomarkers of atherosclerotic plaque instability and rupture)
Koenig W, Khuseyinova N.Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2007 Jan;27(1):15-26
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1.2. Imunologické pozadi vzniku aterosklerozy

Na rozvoji aterosklerotickych procesti maji vyznamny podil imunologické mechanismy. Jako
odpovéd’ na hemodynamické poskozovani cévni stény v nejvice namahanych mistech vznika
chronicky zanétlivy proces stény arterii. Na pocatku rozvoje aterosklerdzy stoji poruseni
cévni vystelky vedouci k dysfunkci cévniho endotelu s tvorbou cytokini, adheznich molekul a
rastovych faktori (Jonasson, Holm et al. 1986). Dochazi k navédzani cirkulujicich monocytt
na endotelové buiiky a jejich priinik do subendotelového prostoru (Cejkova, Kralova Lesna et
al. 2017). Aktivované endotelové buiiky pfitahuji z krevni cirkulace do mista 1éze nejen
monocyty, ale 1 T-lymfocyty (Geissmann, Auffray et al. 2008). Diferencujici se monocyty
v patogenezi aterosklerdzy se uplatiuji hlavné akumulaci oxidovanych LDL ¢astic a produkci
cel¢ tady cytokinii (Galkina and Ley 2007). V aterosklerotickém platu se vyskytuji
makrofagy. Jejich Cetnost pozitivné koreluje s pokrocilosti aterosklerotické 1éze (Stoger,
Gijbels et al. 2012). Jsou znamé dva odlisné fenotypy makrofagl oznacované jako M1
okolnich signala. Dulezity je jejich vzajemny pomér. Podle nékterych autort M1 makrofagy
pfevazuji v symptomatickych aterosklerotickych placich, kdezto M2 makrofagy se vyskytuji
v placich, které jsou cast&ji asymptomatické (Cho, Miyoshi et al. 2013). Imunologické
mechanismy vzniku a vyvoje aterosklerézy jsou stale predmétem intenzivniho vyzkumu

(Kralova, Kralova Lesna et al. 2014).

2. Tukova tkan

Tukova tkan je zakladnim organem pro regulaci energetické homeostdzy. Primarné ma za
ukol ukladani prebytecné energie ve formé triglyceridi. Ulozené triglyceridy jsou v
konstantnim stavu cirkulace, pfi¢emz skladovani energie a mobilizace energie jsou do znacné
miry uréeny hormondalnimi vykyvy (Qatanani and Lazar 2007). VSechny cévy jsou obklopeny
tukovou tkani (Cinti 2002). Tukova tkan, a to predevsim viscerdlni tukova tkan, je v dnesni
dobé vniména jako vyznamny endokrinni a imunologicky aktivni organ produkujici latky
s parakrinnim 1 endokrinnim U¢inkem. 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 té€sné spjaty s vyvojem kardiovaskularnich onemocnéni na podklade

progrese aterosklerozy (Trayhurn 2005, Matsuzawa 2006, Teramoto, Sasaki et al. 2008).
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2.1  Rozdéleni tukové tkané

Lokalizace je hlavnim kritériem pro déleni tukové tkdné€. RozliSujeme podkozni, visceralni a
perivaskularni tukovou tkan. Kazdou z téchto jednotek Ize dale ¢lenit. Kazda tukova tkan
pochazi ziejmé z ruznych prekurzorti (Sanchez-Gurmaches and Guertin 2014). Recentni data
potvrzujé vyznamnou roli visceralni tukové tkane¢ v riziku rozvoje metabolickych komplikaci
obezity (Fox, Massaro et al. 2007). Ektopickou tukovou tkéni oznaCujeme patologické
ukladani tuku do tkéni, které primarné tuto funkci nemaji. Jedna se o jaterni, svalovou nebo

pankreatickou tkan (Ferrara, Montecucco et al. 2019).

2.1.1 PodkozZni tuk

Podkozni tuk (subcutaneous adipose tissue - SCAT) tvoii cca 80% vSech tukovych tkani
v téle (Reddy, Lent-Schochet et al. 2019). SCAT tedy ptedstavuje fyziologicky pufr pro
nadmérny piijem energie v dobé omezenych vydaji na energii a plisobi jako metabolicky
"dfez" pro prebyteéné¢ ukladani lipidi (Freedland 2004). Pti piekroceni této skladovaci
kapacity se tuk za¢ne hromadit ektopicky v oblastech mimo podkozi. Kromé& toho SCAT
funguje jako izolator, aby se zabrénilo tepelnym ztratam, jako bariéra proti dermdlni infekci a

jako ochranny polStat proti fyzickému vnéjSimu stresu. Distribuce SCAT ma silnou dédi¢nou

slozku (Baker, Gaukrodger et al. 2005).

2.1.2 Visceralni tuk

Visceralni tukova tkan (visceral adipose tissue - VAT) zahrnuje omentélni, retroperitoneélni,
perirenalni a epikardidlni tuk. Stihli, zdravi jedinci nemaji velké mnozstvi visceralniho tuku,
ktery do zna¢né miry spada do kategorie ektopického tuku. Viscerdlni tuk je vysoce
metabolicky aktivni a neustdle uvoliiuje volné mastné kyseliny do ob¢hu. Jako takovy,
viscerdlni obsah tuku pfispivd k rlznym rysim metabolického syndromu, jako je

hyperinsulinemie, systémovy zanét, dyslipidémie a ateroskler6za (Bjorntorp 1990).
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2.1.3 Perivaskularni tukova tkan

Tuk, ktery obklopuje cévy, se nazyva perivaskularni tuk (perivascular adipose tissue -
PVAT). PVAT produkuje mnoho bioaktivnich molekul, které ovlivituji vaskularni reaktivitu,
vCetn¢ adipokinii (napi. leptin, adiponektin, omentin, visfatin, resistin, a apelin),
cytokiny/chemokiny [napf. interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis faktor a (TNFa), monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1)] a vasoaktivni molekuly (napft. oxid dusnaty, prostacyklin
a angiotensin II) (Qi, Qu et al. 2018). PVAT byl dlouho povazovén spiSe jen za pasivni
strukturalni oporu cév. Rada vyzkumnych praci poukazuje na jeho vyznamnou vasokrinni

ulohu v regulaci priasvitu cév (Gao 2007, Gao, Lu et al. 2007).

2.2 Tukova tkan jako imunitni organ

Tukova tkan obsahuje adipocitarni bunécnou cast s jejich prekurzory a déale neadipocytarni
bunécnou slozku - stromalni vaskularni frakci (SVF). SVF obsahuje fibroblasty, endotelialni,
kmenové a nervové bunky. Dale obsahuje mnozstvi imunitnich bun¢k vrozené i ziskané

imunity. Spoleéné¢ udrzuji fyziologickou homeostazu tukové tkané uvoliiovanim

-----

wrwe

muze vést ke zvysené sekreci prozanétlivych cytokinti. Dale dochazi k polarizaci makrofaga
k prozanétlivému typu, ktery ma efekt na rozvoj inzulinové rezistence (Reilly and Saltiel
2017). Tyto a dalsi procesy se spolupodili na rozvoji proinflamacniho stavu tukové tkané

spojené s jeji dysfunkci (Mothe-Satney, Filloux et al. 2012).

2.3  Monocyty a makrofagy

Soucasti vrozené imunty ¢loveéka jsou monocyty a makrofagy. 5-10 % bunck periferni krve je
tvofena monocyty, které se pii stimulaci pfesouvaji do tkani. V tkanich dochdzi k diferenciaci
na makrofagy s morfologickou, fenotypovou i funkéni zménou (van Furth, Cohn et al. 1972).
Makrofagy se ptizptisobuji dané situaci v tkanich, proto se daji definovat dva zakladni typy —
spojena 1 s metabolickymi zménami samotnych bunék v daném prostiedi (Van den Bossche
and Saraber 2018). Priinikem monocytli do cévni stény dochdzi k jejich ptisluSné polarizaci a
nasledné sekreci velkého mnozstvi biologicky aktivnich latek. Pti zvySené hladiné LDL castic
dochazi k jejich zvySenému vychytavani v makrofazich cévni stény. Dulezité pro transport
cholesterolu sou tzv. scavengerové receptory, napi. CD36 (cluster of differentation 36)

(Babaev, Gleaves et al. 2000). Pokud dojde k poruseni intracelularni homeostazy cholesterolu,
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akumulace lipidi ma za nasledek tvorbu pénovych bunék (Rohatgi, Khera et al. 2014). Pocet
makrofagl v SVF narlsta s obezitou a tvoii az 40 % bunck (Weisberg, McCann et al. 2003).
Prozanétlivy stav v tukové tkani vede k polarizaci makrofagh do stavu M1 a tvorbé fady
cytokinti, které¢ narusuji samotné adipocyty. Diky tomu i u zdravych osob s nadvdhou klesa

citlivost k inzulinu (Ryden, Petrus et al. 2019).

2.4  Makrofagy CD36

Exprese glykoproteinu CD36 byla popsana u trombocytl,, adipocytii, myocyti a u casti
endotelidlnich a epitelidlnich bunck (Febbraio, Hajjar et al. 2001). V prostfedi s obsahem
LDL castic byla prokazana zvysSena exprese CD36 na makrofazich. Dochazi k vychytavani
LDL castic makrofagy a postupnou zménou dochézi k transformaci na pénové bunky, tolik
charakteristické pro aterogenezi (Nozaki, Kashiwagi et al. 1995). Diky indukci prozanétlivych
zmén v makrofazich, dochéazi k polarizaci k M1 fenotypu (Chen, Yang et al. 2019). Pénové
bunky vznikaji krom¢ makrofagl i z myocyti cévni stény (Ricciarelli, Zingg et al. 2000).
Bylo popsdno, ze uzivani statini snizuje expresi CD36 a tim dochazi ke snizeni

proaterogennich vlivii (Han, Zhou et al. 2004).

3. Transplantace ledviny

Transplantace ledviny je nejvyhodnéjsi a v soufasné dob& rutinni moZnosti terapie
chronického selhani ledvin. K transplantaci ledviny je indikovan kazdy nemocny
s chronickym selhanim ledvin, ktery nemé zadnou kontraindikaci této 16¢by. Ceska republika
patii dlouhodobé¢ k zemim, které jsou v poctu transplantaci ledvin na pfednim misté v Evropé
(Kuman 2015). Je to jednak diky transplantacnimu zékonu, ktery piedpoklada souhlasné
stanovisko zemfelého darce k darcovstvi, a hlavné diky zavedenému transplantacnimu
programu transplantaci od zemielych déarci a v poslednich letech i pfibyvajicimu poctu
transplantaci od Zijicich darcti. V zapadni Evropé véetné Ceské republiky jsou nejéastéjsimi
pfi¢inami chronického selhani ledvin diabeticka nefropatie, hypertenze a ischemicka
nefropatie. Dal§imi dulezitymi pfic¢inami jsou chronickd glomerulonefritida, autozomalné
dominantni polycystickd choroba ledvin a chronickd intersticialni nefritida. Dialyzovani
pacienti s chronickym selhanim ledvin maji velmi Spatnou prognézu s piiblizn€ 20 % rocni
mortalitou (Becker and Nissenson 2018). Transplantace ledviny pfedstavuje optimalni 1€cbu
pacientil s chronickym rendlnim selhdnim. Kviili nedostatku zemielych darcti se prodluzuje

¢ekaci doba a stoupd mortalita pacientl na ¢ekaci listin€. Jedna z moZnosti, jak zkratit dobu

......
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Joseph Murray a jeho tym pied 65-ti lety v Bostonu v roce 1954 (Murray and Barnes 1968).
Béhem této doby se ukdzalo, ze transplantace ledviny od zijicitho darce je bezesporu
nejvhodnéjsi alternativou nahrady funkce ledvin pro pacienty s chronickym selhanim
s minimalnimi kratkodobymi i dlouhodobymi riziky (Murray, Tilney et al. 1976). V IKEM se
za rok 2018-2020 uskutec¢nilo 1280 organovych transplantaci. Z tohoho spektra bylo

transplantovano 827 ledvin, 734 od zemfelych darct a 93 od zijicich darct (www.ikem.cz

2020).

3.1.  Zijici darce ledviny

Zijicim darcem ledviny miize byt kazda osoba stari 18 let, kterd chce nezi§tné 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 informovéan
o moznosti rizika selhani ledvin vyZadujici dialyzu nebo transplantaci. OvSem tato
postnefrektomicka rizika jsou velmi nizkd v prvnich né¢kolika desetiletich a jsou jen mirné

vyssi, nezli rizika v bézné populaci (Kasiske 1998, Lentine, Kasiske et al. 2017).

3.2 Metabolicky syndrom jako kontraindikace pro darcovstvi ledvin

Metabolicky syndrom je spojeni nemoci: dyslipidémie, visceralni obezita, hypertenze a
porucha metabolismu glukézy. Vede k fad€ zdravotnich komplikaci plynoucich ze zvySeného
rizika vzniku a progrese ateroskler6zy jako je ischemickd choroba srde¢ni, ischemicka
choroba dolnich koncetin a cévni mozkova piihoda. Metabolicky syndrom piedstavuje hlavni
pri¢inu vylouc¢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 glukézové
tolerance ¢i diabetu mellitu 2. typu. Kombinace vice téchto faktorti je velmi rizikova
z hlediska rozvoje a progrese aterosklerozy a sni spojenych komorbidit (Duvnjak and
Duvnjak 2009). Dale vede prokazatelné ke vzniku a progresi chronické rendlni insuficience
(Thomas, Sehgal et al. 2011). Zhodnoceni biopsii parenchymu ledvin od Zivych darci
ukazalo, Ze vyskyt jednotlivych rizikovych faktorti metabolického syndromu je spojen se
snizenou hustotou glomerulti (Rule, Semret et al. 2011, Ohashi, Thomas et al. 2013).
Nefrektomie piedstavuje 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 faktord ptisné individualné.
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3.3 Technika darcovské nefrektomie

Svétovym trendem déarcovské nefrektomie je laparoskopicky odbér, ktery mize byt
transperitonedlni nebo retroperitoneoskopicky. Ob¢ laparoskopické formy mohou byt
modifikovany ru¢né asistovanou technikou. Bylo prokazano, ze metoda HARS (hand-
assisted-retroperitoneoscopic surgery) je metodou volby, vzhledem k nizkému riziku
komplikaci a soucasné¢ krat§im ¢asem teplé ischémie $tépu, celkovym opera¢nim Casem, ale i
délkou hospitalizacniho pobytu (Ozdemir-van Brunschot, Koning et al. 2015, Widmer,
Schlegel et al. 2018). HARS darcovska nefrektomie je standardem i na nasi klinice (Fronek,
Chang et al. 2006, Wadstrom, Biglarnia et al. 2011). Vzhledem k nizs$i technické naro¢nosti se
samotna transplantace ledviny provadi do pravé/levé jamy kycelni — heterotopicka pozice. U
vybranych pacientil, ktefi nejsou vhodnymi kandidaty pro heterotopickou pozici; napi. pro
aterosklerotické¢ postizeni panevnich tepen, nevhodné panevni Zily, vaskuldrni péanevni
anomalie, kavalni trombdzu (Catala, Marti et al. 2010), je upfednostnéna pozice ortotopicka —
,»fyziologickd®™ — na ptivodni misto po nefrektomii vlastni ledviny (Hevia, Gomez et al. 2015).
U pacientt, kteti jsou indikovani k bilateralni nefrektomii v dob¢ transplantace, by méla byt

ortotopicka pozice zvazovana jako alternativa (Novotny, Marada et al. 2018).

ZkuSenosti chirurga pii darcovské nefrektomii jsou nezbytné. Jedna se o precizni chirurgicky
vykon, ktery se provadi na zdravém pacientovi, kdy je nezbytné eliminovat jakékoliv
komplikace (Helantera, Honkanen et al. 2017). Dle Evropské urologické asociace nejsou
vékové hranice pro darcovstvi ledvin v soucasnosti stanoveny, chybi doporuceni pro
maximalni v€k pro darovani. Mladi darci ve v€ku <18 let a Zeny v reproduktivnim veéku
nejsou indikovani k darcovské nefrektomii, s vyjimkou vzacnych ptipadt, kdy pro piijemce
neexistuji zadné dals$i moznosti. Body mass index (BMI) > 35 kg/m2 se povaZuje za relativni
kontraindikaci pro Zivé darce ledvin (Kalble, Lucan et al. 2005). S rozvojem zobrazovacich
metod a jednotlivych laparoskopickych technik nefrektomie jsou nyni indikovany i velmi
slozité cévné anatomické odchylky ledvin, které byly diive kontraindikovany k samotnému
odbéru (Lentine, Kasiske et al. 2017), napt. $tép ledviny se tfemi rendlnimi tepnami (Ahmadi,
Lafranca et al. 2015). Vzhledem krelativné niz§i technické narocnosti odbéru pfi
laparoskopické operaci se provadi piednostné levostrannd nefrektomie. Pokud se vyskytuje
stranova asymetrie v glomeruldrni filtraci nebo parenchymalni, vaskularni ¢i urologicka
abnormalita, ktera nevylucuji darcovstvi, je vzdy indikovana k odbéru ledvina s abnormalitou

(Lentine, Kasiske et al. 2017).
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3.4  Soucasné kontraindikace darcovstvi ledviny

Diabetes mellitus, hypertenze a obezita pfedstavuji obecné kontraindikace k darovani, protoze
jsou spojeny s poopera¢nimi komplikacemi, se zvySenym rizikem vzniku a progrese
kardiovaskularnich onemocnéni a poruch rendlnich funkci (Lentine, Kasiske et al. 2017).
Pacienti s diabetem mellitem I. typu jsou kontraindikovani k odbéru. Darci s prediabetem
nebo diabetem mellitem II. typu by méli byt dikladné vySetfeni a hodnoceni individudlné,
nejednd se vSak o absolutni kontraindikaci k odbéru.

Kandidati s kontrolovanou a medikamentézné 1éCenou hypertenzi pod 140/90 mmHg
s pouzitim jednoho nebo dvou antihypertenziv, bez orgdnového postizeni, mohou byt
akceptovani k darcovstvi (Magden, Ucar et al. 2015). Dle Evropské urologické asociace,
nekontrolovana hypertenze je absolutni kontraindikaci k odbéru ledvin (Kalble, Lucan et al.
2005). Lécena dyslipidémie nepfedstavuje kontraindikaci k odbéru v zévislosti na celkovém
stavu déarce (Lentine, Kasiske et al. 2017). Tato jednotlivd kritéria jsou dale podrobena
dikladnému vyzkumu a postupné¢ dochazi k jejich rozsifeni. Mizeme tedy fici, Ze obezita,
lécend hypertenze ¢i dyslipidémie v soucasné dobé neptedstavuji absolutni kontraindikaci

k darcovské nefrektomii (Textor and Taler 2008).

3.5  Vliv nefrektomie na funkci ledvin u Zivych darci ledvin

Vysledky studii ukazaly, ze pfitomnost centrdlni obezity u zivych déarci byla spojena
s opozdénym nastupem funkce ledviny po transplantaci (Yoon, Choi et al. 2015). V prvni
dekad¢ po darcovstvi se podle publikovanych studii neprokédzalo u darcl ledvin zvySené
riziko kardiovaskularnich ptfihod a celkové mortality (https://www.ikem.cz/cs/darcovstvi-
organu/zivot-sup-2-sup/statistika-ikem/a-3129/ , Ross and Thistlethwaite 2009). Pfi delSim
sledovani se ukazuje moZnost zvySeného rizika chronické rendlni insuficience u déarct ledvin
(Muzaale, Massie et al. 2014). Jednim z divodi miize byt vznik metabolického syndromu

(Serrano, Sengupta et al. 2018) a urychleni aterosklerdzy (Yildirim, Karahan et al. 2017).

4. Vyznam odbéru tukové tkané pri darcovské nefrektomii

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

nckolika letech vztah daleko méné zprostredkovany, souvisejici s produkci molekul tukovou
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tkani, které¢ mohou pfimo ovlivnit aterogenni proces. Dale mohou nepiimo ovlivnit vlastnosti
monocytl a jejich vliv na rozvoj aterogeneze (Bays, Ballantyne et al. 2011, Chinetti-
Gbaguidi, Baron et al. 2011). Moznost pifimého vlivu tukové perivaskularni tkdné a vztah
k aterogenezi v prilehlé artérii byl rovnéz recentné popsan (Szasz and Webb 2012). VétSina
nalezli, které dokumentuji piimy vztah tukové tkédné a aterosklerozy, 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 uvolilované 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 lokalni ovlivnéni pfilehlého endotelu vysoce proinflamacnimi cytokiny
uvoliovanymi z perivaskularni tukové tkdné mize pak zésadné ovlivnit endotelovou
dysfunkci a rozvoj aterosklerotické léze (Karastergiou and Mohamed-Ali 2010). Odbér
darcovské ledviny od zdravych jedincti nabizi moznost pro studium perivaskularniho tuku u
lidi. Jsou to nejen tedy zdravi probandi, ale i dikladn¢ vySetfeni darci ledvin s rizikovymi
faktory kardiovaskuldrniho onemocni — obezita, hypertenze, dyslpidémie, ktefi v rdmci

guidelines nebyli kontraindikovéani.

5. Metodika odbéru tukové tkané

V naSich podminkéch se pii darcovské nefrektomii odebira tukové tkan z podkozi, z oblasti
Gerotovy fascie a perirendlni tukova tkan od arteria renalis. Déle se u darcii ledvin jako
jedine¢ny material odebird vzorek samotné arteria renalis, ktera byla mechanicky prerusena
staplerem pii odbéru ledviny. Ve vySe zminénych lokalizacich jsme odebirali 1 tuk od
pacientl s aterosklerotickym postizenim, ktefi byli indikovani k suprainquinalni cévni
rekonstrukci pro ischemickou chorobu dolnich koncetin. VSechen tento material je podrobné
vySettovan s identifikaci bunéénych markerii proinflama¢niho stavu a protizanétlivych
cytokinli u zdravych subjektti (darci ledvin). Tyto elektivni vykony, které se zacinaji brzy
rano, umozni nejen odebrat tukovou tkan, ale hlavné¢ Casové umozni nasledné laboratorni

zpracovani.
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5.1 Odbér tukové tkané u Zivého darce ledvin

Pted vykonem je pacient komplexné poucen o moznosti odbéru tukové tkané k vyzkumnym
ucelim. Pokud souhlasi s postupem, vSe potvrdi svym podpisem na informovaném souhlase
k odbéru tukové tkané€. Vykon zacind vzdy brzy rano, aby tukova tkan odesla co nejrychleji
k dalsimu zpracovni. Odebiraji se 3 vzorky, kazdy o objemu cca 1 cm’. Po napolohovani
pacienta se zacina incizi nad sponou stydkou — Pfannenstielova incize (viz. Obrazek 2), kde se
z podkozi odebere prvni vzorek tukové tkan€. Postupné se zavedou Gelport + dalsi pracovni
porty. Dale nésleduje postupnd preparace samotné ledviny, ktera se pomoci harmonického
skalpelu oddéluje od tukového pouzdra. Cast tohoto pouzdra s tukovou tkani se odebere jako
druhy vzorek. Nutna je selektivni preparace renalni tepny a zily. Poté nésleduje pieruSeni
mocovodu na urovni kiizeni silickym svazkem, pieruSeni tepny a zily mechanickym
staplerem. Nésleduje vyjmuti ledviny z pacienta a proplach ledviny studenym perfiznim
roztokem. Poté nasleduje odstiizeni tuku podél rendlni arterie a odstfizeni kousku samotné
renalni arterie se staplerem (viz. Obrazek 2). VSechny vzorky jsou odeslany v nativnim stavu

ve fyziologickém roztoku k dal§imu zpracovani.
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Obrazek 2: A — model ledvin a cévni anatomie, B — vedeni fezu a strannovy protokol, C — poloha pacienta

s umisténym Gelportem, D — umisténi trokart a Gelportu, E — protnuti Gerotovy fascie, F + G — preparace

7o~

ledviny, H — klipovani ovarické Zzily, I — klipovani mocovodu, J — pferuseni renalni tepny, K — pferuseni renalni

zily, L — cévni pedikly, M + N — odstfizeni PVAT




5.2 Odbér tukové tkané u pacienta s aterosklerotickym postiZenim

Stejné jako u dérce ledvin, tak i u pacienta s aterosklerotickym postizenim je komplexné
probrana problematika odbéru tukové tkané k védeckym ucelim. Podpisem informovaného
souhlasu nam déva moznost tukovou tkan odebrat. Vzorky tukové tkané se odebiraji u
pacientll s aterosklerotickym postizenim dolnich koncetin, ktefi jsou indikovani
k suprainqunalni cévni rekonstrukci — tzn. kdy jsou pfedevSim postizené panevni tepny, ale
muze to byt i distdlni abdomindlni aorta. Vykony, které provadime, jsou nejcastéji bypassové
operace. Operace zaCiname kozni incizi nejCastéji pararektalnim fezem vlevo. V podkozi
odereme prvni vzorek tukové tkdn€. Déle postupujeme extraperitonedlné, oddélujeme tukové
pouzdro ledviny a samotnou ledvinu ponechdvame dorzalné. Zde ptes Gerotovu fascii
odebirame druhy vzorek. Dale pokratujeme smérem k distalni aorté, kterou si musime
vypreparovat k naSiti proximdalni anastomoézy cévniho graftu. Tieti vzorek tukové tkané
odebirame tésn¢ u odstupu rendlni arterie z aorty, nejcastéji zleva (viz. Obrazek 3). VSechny

vzorky poté odesilame nativné ve fyziologickém roztoku k dalSimu zpracovani.
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panevni tepny

stehenni
tepny

Obrazek 3: A — schéma anatomickych pomeért, zluté oznacena mista odbéru tukové tkang, B — predoperacni

angiograficky obraz magnetické rezonance, C — poloha pacienta, D + E - pararektalni fez, F — preparace

v retroperitoneu (mocovod, Gerotova fascie), G — aortalni bifurkace, pinzeta ukazuje odstup levé renalni tepny,

H — suprainguinalni rekonstrukce, I — vzorky tukovych tkani
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II. VYZKUMNA PRACE

Veskera data prezentovana v této praci jsou vysledkem spoluprace Kliniky transplantacni
chirurgie, Laboratotfe pro vyzkum aterosklerdzy a Pracovisté laboratornich metod nemocnice
IKEM Praha. V ramci naseho programu transplantaci ledvin od Zivych darct bylo umoznéno
feSeni projekth, které byly zaméfeny na vyzkum tukové tkané a jeji roli v patogenezi
aterosklerdzy. Zivi darci ledvin piedstavuji soubor podrobné vysetienych jedinctl. V soudasné
dobé umoznuji kritéria pro darovani ledviny i1 zafazeni darcti srizné zastoupenymi
rizikovymi parametry kardiovaskularnich onemocnéni (mirnd hypertenze, dyslipidémie a
obezita). Tim tento soubor ptedstavuje idealni model pro studium inicidlni faze aterosklerozy.
Od jednoho pacienta se ziskd v jedné dobé¢ tukova tkan z odlisnych télesnych kompartmentd,
tj. SCAT, VAT a PVAT.

Disertaéni prace zahrnuje data z péti publikovanych ¢lanka (Ptilohy 2-6).

1. Hypotézy a cile:

Charakterizace a srovnani makrofagu izolovanych z lidské podkozni,

visceralni a perivaskularni tukové tkané (piiloha 2)

cey

Hypotézy: V ruznych typech tukové tkané zdravych jedinct, resp. Zijicich darci ledviny,
bude jiné zastoupeni prozanétlivé subpopulace makrofagi.

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

Zastoupeni subpopulaci makrofagi v lidské tukové tkani je ovlivnéné

pohlavim a menopauzou u Zen (Ptiloha 3)

Hypotézy: U muzi bude v tukové tkani vysSsi zastoupeni prozanétlivych makrofagh nez

u zen. V souboru Zen po menopauze uz nebudou rozdily mezi pohlavim patrné.
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Cile: Analyzovat zastoupeni prozanétlivych makrofagt v tukové tkani zijicich darct ledvin a

zjistit, zda mé na polarizaci makrofagli vliv pohlavi a menopauza u zen.

Vztah proporce metabolicky aktivovanych makrofagi k prediktorim

kardiovaskularniho rizika (priloha 4)

Hypotézy: Vyskyt kardiovaskudrnich rizikovych faktort (muzské pohlavi, vék, BMI a
hypercholesterolémie) u sledovaného souboru pacientti bude provazen zvySenym zastoupenim
prozanétivych makrofagi (CD16+ a CD36+) ve vSech sledovanych typech tukové tkang.

Cile: Prvotnim cilem je objasnéni mechanismii, kterymi lidské tukovéa tkan ovliviiuje rozvoj
kardiovaskularnich onemocnéni. Prokazat vztah mezi metabolicky aktivovanymi makrofagy,
s vysokou expresi CD36, a sledovanymi rizikovymi faktory rozvoje kardiovaskularnich
onemocnéni. Sledovat vliv statin na zastoupeni prozanétlivych makrofagti v lidské tukové

tkani.

Akumulace tukové tkané zvySuje v téle zastoupeni prozanétlivych

makrofagi v subkutanni tukové tkani vice nez ve visceralni (¥iloha 5)

Hypotézy: Zvyseni stupné obezity povede ke zvyseni poctu prozanétlivych makrofaglti ve
visceralni 1 subkutanni tukové tkani.
Cile: Sledovat zmény v zastoupeni jednotlivych subtyp makrofagh vlivem zmény hmotnosti

u zdravych jedinct.

Efekt ektopické tukové tkané na funkci Stépu po transplantaci od Zijiciho

darce (Ptiloha 6)

ey

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 prozéanétlivych
makrofagii v perivaskularnim prostoru kolem renalni artérie darcovské ledviny.

Cile: Testovat Casny rozvoj funkce S§tépu ledviny s ohledem na BMI darct, infiltraci
perivaskularniho tuku z okoli rendlni artérie Stépu ledviny prozanétlivymi makrofagy a

zangtlivé parametry v plazmé.
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2. Metodika

2.1. Studijni soubor

Antropometricka, klinické a laboratorni data o darcich a ptijemcich byla ziskana z nemocnicni

databaze. Zatrazeni byli vSichni darci i pfijemci v obdobi od ledna 2013 do prosince 2014,

ktefi splnili kritéria k zafazeni do transplanta¢niho programu a podepsali informovany souhlas

se studii. Do projektu bylo zatazeno celkem 52 zivych darcti ledvin (viz. Tabulka 1).

vy

Tabulka 1: Charakteristika zijicich darci ledvin
Data jsou vyjadrena jako primér £ SD a vyznamnosti podle neparového parametrického Studentova t testu;
Zeny, W (n = 33), muzi, M (n = 19), zeny pfed menopauzou, PreW (n = 16) a Zeny po menopauze, PostW (n =

17)

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

Age (years) 46,60 £ 11,53 | 45,09 +£8,98 n.s 43,22 +£5.26 56,24 +5,48 p <0,0001

BMI (kg/m2) 25,17+3,48 | 26,94 +3,74 p=0,05 24,42 +339 | 2597+3,49 n.s

Total cholesterol (mmol.1'") 437 +1,01 4,32 +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.I'") 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

Transplantace u vSech parii byla provedena standardni metodou HARS (hand-assisted-

retroperitoneoscopic surgery), ktera je nyni na pracovisti metodou volby. VSichni pfijemci

byli 1éCeni podle zavedené¢ho imunosupresivniho protokolu bez znamek casné rejekce. U

zadného z ptijemctl jsme nesledovali opozdéni v rozvoji funkce Sté€pu ledviny.
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2.2. Analytické metody

Studijni odbéry byly provedeny po 12-ti hodinovém la¢néni na opera¢nim sale bezprostiedné
pfed podanim anestézie. Cekovy cholesterol, triglyceridy a HDL cholesterol byly stanoveny
enzymatickou metodou, v ptipadé HDL frakce po precipitaci apolipoprotein B obsahujicich
casti. High-senzitivity C-reactive protein (HsCRP) byl stanoven immunoturbidimetrickou

metodou. Adiponectin byl analyzovan pomoci Luminex Assay kit.

Vzorky tukové tkané¢ byly vzdy odebrany po piedchozim podepsani zvlastniho
informovaného souhlasu. VétSina darcu ledvin je motivovdna samotnym aktem darcovstvi
svému piibuznému, proto mira odmitnuti byla velmi nizka. Pro darce ledviny neptfedstavuje
odbér tukové tkané zadné komplikace. Program piibuzenské transplantace je vzdy planovan
v predstihu, coz umoziuje zpracovani vzorkid béhem desitek minut po explantaci a tim vyuziti
pratokové cytometrie, ktera vyzaduje zpracovani vzorkt bezprostiedné po odbéru.

V ramci standardniho operac¢niho postupu byla odebrana visceralni (vné Gerotovy fascie) a
perivaskularni (obklopujici a. renalis) tukova tkan. Subkutdnni tukova tkéan byla odebrana

z podkozi operacni rany.

2.3. Priitokova cytometrie a sledované markery

Po ocisténi od makroskopickych ¢asti (krevni cévy a fibrozni tkan) byla tukova tkan
nastithana na 1 mm?® dily. Dily tukové tkané& byly natraveny kolagen6zou a doslo k separaci
stromavaskuldrni frakce od adipocytd, déale k jejimu ocisténi centrifugaci a filtrovani. Po
inkubaci s monoklonalnimi protildtkami jsme pro analyzu fenotypu bunék vyuzili prutokovou
cytometrii. Markery pouZité pro rozliSeni jednotlivych subpopulaci byly ur¢eny na zakladé
literarnich dat. Markerem pro odliSeni bunék monocyto-makrofagové fady byl zvolen CD14.
Monocyty exprimujici CD16, tj. nizkoafinni receptor pro imunoglobuliny byly opakované
popsany jako prozanétlivé (Ziegler-Heitbrock 2007, Ulrich, Heine et al. 2008, Pamukcu, Lip
et al. 2010). Jako dal$i marker prozanétlivych makrofagt jsme na zakladé publikovanych dat
zvolili CD36. V piedeslé studii bylo potvrzeno, Ze kultivace makrofagli v prostfedi bohatém
na gukozu, palmitat a inzulin, vedla ke specifické polarizaci makrofagli se zvySenim exprese
tohoto markeru (Kratz, Coats et al. 2014). Poslednim analyzovanym markerem byl CD163,

-----

Wisnewsky, Tordjman et al. 2009, Kovacikova, Sengenes et al. 2011).
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3. Vysledky

Charakterizace a srovnani makrofagi izolovanych z lidské podkozni,

visceralni a perivaskularni tukové tkané (piiloha 2)

ey

Celkem 52 zijicich darcti ledvin (19 muzt a 33 Zen, z toho 16 v premenopauzalnim véku a 17
v postmenopauzalnim véku) bylo zahrnuto do studie. Osm pacientii nesouhlasilo s
odstranénim SCAT (pro ktery podepisovali zvlastni informovany souhlas), a proto bylo
analyzovano pouze 44 vzorkti SCAT. Nase studijni skupina byla obecné zdravéjsi nez skupina
odpovidajiciho pohlavi a véku vybrand z velkého reprezentativniho vzorku stejné populace
(Cifkova, Skodova et al. 2010), a proto ji lze povazovat za relativné zdravé jedince. V nasem
souboru pro darcovstvi ledviny byla prevalence lehké hypertenze ptiblizné 20 %, nadvahy 36
%, obezity 13 % a kouteni 33 %. Prevalence zvysSené koncentrace LDL (vice nez 3 mmol/l)
byla 8 %, snizena koncentrace HDL (niz8i nez 1,0 mmol/l u muza a 1,3 mmol/l u zen) byla 58

% a hypertriglyceridemie (vice nez 1,6 mmol/l) byla pfitomna u 26 % dérct ledvin.

Statisticka analyza

Namétené hodnoty byly normalné rozlozeny. Vyznamnost rozdilu mezi nimi byla testovana
vhodnym péarovym nebo nepdrovym t-testem. VSechny testy byly oboustranné a hladina
vyznamnosti byla stanovena na < 0,05. Statistické analyzy a korelace byly provedeny
biostatistickym programem GraphPad Prism 5.

Muzi 1 zeny byli v€kové srovnatelni (45,09 £8,98 a 46,60+ 11,53 let) (viz. Tabulka 2).
Primérné BMI bylo u muzii 26,94 + 3,74 kg/m2 a u zen 25,17 + 3,48 kg/m2 (p= 0,05); mezi
Zenami po menopauze a po ni také nebyl vyznamny vahovy rozdil. Hladina celkového a non-
HDL cholesterolu byly u muii a u Zen bez vyznamného rozdilu. Zeny po menopauze mély
vys§i hladinu celkového 1 non-HDL cholesterolu nez Zeny pfed menopauzou (p <0,05;
p <0,02). MuzZi méli niz§i hladinu HDL cholesterolu neZz Zeny (p <0,01). Mezi hladinami
triglyceridi a CRP nebyl mezi skupinami rozdil. Celkovy pocet makrofagl/gram se
v jednotlivych typech tukové tkané nelisil — SCAT, VAT and PVAT (10,900 + 12,250, 13,200
+ 10,350 a 15,650 £+ 15,100 makrofagl/g postupn¢). Makrofagy s pozitivitou CD16 byly vice
zastoupeny ve VAT v porovnani s SCAT (53,4 + 13,3 % vs. 48,9 = 14,3 %; p <0,02). (viz.
Tabulka 2). V piipad¢ ptritomnosti CD16+ se u makrofagi vyskytoval i CD36+, a to bud’
v niz§i nebo vyssi etnosti (CD36'% a CD36"e"). Cetnost makrofagi s CD16+CD36"e" byla
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vyssi ve VAT a PVAT (39,4 + 13,4 % a 38,7 + 15,5 %) nez ve SCAT (32,7 £ 13,7 %, p <0,02
a p <0,05, postupné); mezi VAT a PVAT jsme nesledovali zadny vyznamny rozdil.
Makrofagy CD16+CD36"" se podle pfitomnosti markeru CD163 v SCAT rozdélily
rovhomeérné (19,9 = 9,5 % CD163+ a 14,3 £ 8,0 % CD163-), zatimco podil makrofagi
CD163+ v tukové tkdni VAT a PVAT byl vyrazné nizsi: (15,4 + 6,8 % a 25,5 £ 11,8 %) a
(13,5 8,1 % a 29,2 + 12,6 %). Rozdil v zastoupeni CD16+36"e" CD163- (tedy zanétlivych
M1 makrofagl) ve SCAT oproti VAT a PVAT byl vysoce vyznamny (pro ob¢ p <0,0001).

Zastoupeni makrofagi CD16+36"°% bylo vyssi ve SCAT nez v PVAT (p <0,01). Vétsina
makrofagi (~90 %) také exprimovala na povrchu marker CD163. KdyZ jsme do analyzy
zahrnuli marker CD163, tak bylo zastoupeni subpopulace makrofagi CD16+36°V163+
vyznamné niz$i ve VAT (p <0,05) a PVAT (p <0,005) ve srovnani se SCAT. Vétsina
makrofagli CD16-CD36'°" byla zaroveit i CD163+. Zastoupeni makrofagti CD16-CD36!°¥ a
CD16-CD36"°"CD163+ bylo také vyssi v SCAT v porovnani s VAT (p <0,02).

V celé skupiné zijicich darci ledvin bylo zastoupeni prozanétlivych makrofagh nizsi ve
SCAT nez VAT a PVAT. S kazdym dal§im analyzovanym markerem byl tento rozdil vice
vyjadieny od CD16+, CD16+ CD36"¢" a nakonec CD16+36"¢" CD163-.

Po analyze dat jsme si v§imli podstatnych rozdilh mezi Zenami po menopauze (n = 17) a
zenami ve véku pfed menopauzou (n = 16). Hrani¢ni vé€k pro menoupauzu byl stanoven na 51
let a menopauza byla ovéfena stanovenim folikulostimula¢niho hormonu (FSH >29 IU/ml). U
postmenopauzalnich Zen jsme zjistily vyznamny rozdil mezi SCAT a VAT (p <0,005)
v zastoupeni prozanétlivych makrofagii. Ve srovnani s zenami pied menopauzou mély Zeny
po menopauze veétsi zastoupeni CD16+ makrofagh ve VAT (59,0 £ 12,0 % vs. 47,2 £ 15,1 %,
p <0,02). U Zen pfed menopauzou se zastoupeni makrofagi CD16+36M¢" v jednotlivych
typech tukové tkané neliSilo. V celé skupiné Zen jsme analyzovali méné makrofagl
CD16+36M#" ve SCAT v porovnani s VAT a PVAT, ve skupiné postmenopauzalnich Zen bylo
srovnani jeste statisticky vice vyznamné (p <0,005 a p <0,001, v tomto potadi). Pfi hodnoceni
M1 makrofagh vysSlo najevo, Ze ackoli bylo zastoupeni subpopulace makrofagl
CD16+36M#"163- nizsi ve SCAT v porovnani s VAT a PVAT u obou skupin Zen, u Zen po
menopauze byly rozdily vice markantni (p <0,0005). Navic jenom v této skupiné Zen jsme
prokézali statisticky vyznamné nizs$i zastoupeni CD16+36"€"163- makrofigli ve VAT oproti

PVAT (p <0,05). Ve VAT mély postmenopauzalni zeny vice CD16+36"€"163- makrofagi
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nez zeny pred menopauzou (p <0,05). V ostatnich typech tukovych tkani nebylo porovnani

statisticky vyznamné. Co se tyka protizdnétlivych typt makrofagii CD16-CD36°"CD163+, ty

byly u Zen po menopauze vice zastoupené ve SCAT oproti VAT. U zen pfed menopauzou

nebyl vSak tento rozdil statisticky vyznamny.

Tabulka 2. Rozdilné fenotypy makrofagti izolované z tukové tkané

Zastoupeni typt makrofagti 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 Studentové parovém t-

testu; n.s. — nevyznamné.

CD14+ Statisticka Statisticka Statistické
SCAT vyznamnost VAT vyznamnost PVAT vyznamnost
CD16 CD36 | CD163 (SCAT=VAT) (VAT*PVAT) (SCAT*PVAT)
+ % | 48,9+ 14,3 p <0,02 534+133 50,6 £ 14,0
n.s n.s
+ +++ % | 32,7+13,7 p <0,02 39,4+134 s 38,7£155 p <0,05
+ + % | 14,1+7,7 12,4+75 10,4+6,9 p <0,01
n.s n.s
+ — + | %] 199+95 s 154+6,8 s 13,5+8,1 p <0,005
+ R - 0 + < + < +
% | 143+8,0 | p<0,0001 255+11,8 p <0,05 29,2+ 12,6 p <0,0001
+ + + 0 + + +
% | 13,1+6,2 s 11,8£6,8 p <0,05 9,4+53 p <0,005
- % | 51,1+14,3 p <0,02 46,6 + 13,3 49,4+ 14,0
n.s n.s
- + % | 45,0+ 13,5 40,4 + 12,1 41,8 +123
p <0,02 n.s n.s
- - % | 6,1£5,0 6,9+6,3 76+72
n.s n.s n.s
- + + % | 43,9+ 13,1 39,0+12,2 39,7125
p <0,02 n.s n.s
- - + % | 58+49 58+6,2 7,1+6,9
n.s n.s n.s

31




Zastoupeni subpopulaci makrofagi v lidské tukové tkani je ovlivnéné

pohlavim a menopauzou u Zen (Piloha 3)

Primérny veék zarazenych muza byl 42,8 £ 12,9 let, a praimérny vék zatfazenych zen byl 50,3
+ 7,9 let. Vékovy rozdil mezi obéma skupinami byl vyznamny (p <0,02). Zadny z jedinci se
nelécil s vysokym arteridlnim tlakem, cukrovkou a nemél zaznam o kardiovaskularnim
onemocnéni. Jen dvé Zeny mély dyslipidémii. Sest muzd, étyfi mladsi Zeny a 3 stari Zeny
koufili. Praimérné BMI celé¢ sledované skupiny bylo 25,4 (£ 3,3) kg/m2. BMI muzt bylo 25,9
(£ 3,3); zen 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 makrofagt v tukové tkani. Nasledn¢ byly Zeny analyzovany
s ohledem na v€k (viz. Tabulka 3). V perirenalnim tuku jsme mezi skupinami nenasly rozdily
v celkovém poctu makrofagl. 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 Zen nez u mlad$ich (p <0,02). V perirendlnim
tuku jsme ve sledovanych parametrech mezi muzi a Zenami nepozorovali zadny vyznamny
rozdil. Stejn¢ tak i v rendlnim perivaskularnim tuku (s vyjimkou celkového poctu CD14+
makrofagl). Makrofagy CD14+CD16- méli ve velké mife (96 = 4 %) zastoupeny i dalsi
CD163+ v perirendlnim tuku byla vyssi (55 £ 17 % vs. 37 £ 9 %; p <0,01) u Zen
v premenopauzalnim véku nez u zen v postmenopauzalnim. Dale jsme zjiStovali zastoupeni
makrofagi v tukové tkani v zavislosti na véku (viz. Obrazek 4). Nasli jsme silnou korelaci
mezi pomérem makrofagi CD14+CD16+/CD14+CD16- v perirendlni tukové tkani a vékem
v naSem souboru zen (viz. Obrazek 4A), ale ne ve skupiné muzil (viz. Obrazek 4B). Kdyz
jsme sledovali zavislost tohoto poméru na véku zen, potvrdili jsme silnou korelaci ve skupiné
zen po menopauze (viz. Obrazek 4A). V celé studijni skupiné jsme nenasli souvislost mezi

celkovym poctem makrofagh v Zadné z tukovych tkani a v€kem jedinct.
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Statisticka analyza

Data jsou prezentovana jako primeéry se smérodatnymi odchylkami pro spojité veliCiny a

procenta se smérodatnymi odchylkami pro diskrétni veli¢iny. Srovnéni spojitych velic¢in mezi

skupinami bylo provedeno neparovym t-testem. Chi-kvadrat test byl pouzit pro kategorialni

veli¢iny. Pro modelovani vztahu mezi pomérem studovanych makrofagli a vékem byla

pouzita linearni regrese. Co se tyce rozdilu korelac¢nich koeficientll, test rovnosti smérnic

nebyl proveden z divodu malého poctu ucastnikd. U vSech testli byly hodnoty p <0,05

povazovany za statisticky signifikantni.

vey

Tabulka 3: Zastoupeni subpopulaci makrofagii v perirenalnim a perivaskularnim tuku u zdravych Zzijicich darcti
ledvin a jeho ovlivnéni pohlavim a menopauzou u zen. Hodnoty jsou vyjadieny jako priméry 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) 42.8(12.9) 44.8(33) 57.5(6.0) ns. p<001 p < 0.0001
Perirenal fat
D14+ (No. of cells/gram of tissue) 8660 (7106) 9134 (7204) 14 925(10 121) n.s. n.s. ns.
CD14+CD16+ (%) 51(16) 45 (14) 58 (8) ns.  ns. p <001
CD14+CD16+/CD14+CD16— 1.25 (0.86) 1.02 (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
CD14+CD16+ (%) 50 (17) 48 (13) 57(8) ns.  ns. p <005
(D14+CD16+/CD14+CD16- 1.35(1.32) 1.04(0.71) 1.42 (0.45) ns.  ns. ns.

n.s. — non-significant. Differences: A: Men v.s. 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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Obrazek 4: Korelace mezi pomérem makrofagi CD14+CD16+/CD14+CD16- a vékem v perirenalni tukové
tkani. (A) VSechny Zeny: souvisla ¢ara (d), (R= 0,37, p <0,001, zobrazeno); Zeny v premenopauzalnim véku, n=
14: garkovana &ara (- - -), (R?= 0,01, p=n.s.) a Zeny v postmenopauzalnim v&ku, n= 14: gerchovana ¢ara (-.-),

(R%= 0,29, p <0,05). (B) Vsichni muzi: R?>= 0,03, p=n.s.
(Kralova, Poledne et al. 2015)
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Vztah proporce metabolicky aktivovanych makrofagi k prediktorim

kardiovaskularniho rizika (priloha 4)

Do studie jsme zafadili celkem 79 pacienti (52 Zzijicich déarci ledvin a 27 pacienti
s ischemickou chorobou dolnich koncetin — peripheral aterial disease (PAD). Celkem devét
pacientli nesouhlasilo s odbérem podkozniho tuku, proto bylo do analyzy zahrnuto jen 70
vzorkli SCAT. Skupina pacienti s PAD méla celkové vyssi vek, vice muzi, vice kuraki,
hypertonikti a pacientl s hypercholesterolémii a s 1é¢bou statiny. Ve skupiné pacientt s PAD
byla ocekavané nizsi koncentrace HDL-cholesterolu a vyssi koncentrace vysoce senzitivniho
C-reaktivniho proteinu (hsCRP). Na Obrazku 5 uvddime dopad prediktort kardiovaskularniho
rizika, které mély statisticky vyznamny vliv na hlavni podmnoZiny makrofagii v tukovych

tkanich.

Statisticka analyza

Vzijemné rozdily, adjustované na vSechny predpoklddané prediktory, byly ziskdny z
jednorozmérné a mnohorozmérné linearni regrese s Bayesovskym odhadem podle Metropolis-
Hastingova algoritmu, ktery umoznuje ziskat z malych souborti podobné zavéry, jako kdyby

soubory byly velké.

Subcutaneous adipose tissue - SCAT

Jediny sledovany prediktor kardiovaskularniho onemocnéni, ktery mél vyznamny vliv na
narust ¢i pokles subpopulaci makrofagii ve SCAT bylo BMI (viz. Obrazek 5). Obézni jedinci

w1

subtypt makrofagi.

Visceral adipose tissue - VAT

Prekvapivé jsme neprokazali vliv obezity na proporci makrofagi ve VAT. Na druhou stranu,
vSechny ostatni prediktory kardiovaskularniho onemocnéni (CVD) (viz. Obréazek 5) proporci
makrofagii v této tukové tkani ovlivnily. Starsi jedinci (pies 51 let) méli vétsi zastoupeni
prozanétlivych makrofaglh nez mladsi jedinci. Dale jsme sledovali vétsi zastoupeni
prozanétlivé subpopulace makrofagii u muzi. Hypercholesterolémie, ktera byla definovana
jako plazmaticka koncentrace cholesterolu vyssi nez 5 mmol/l nebo soucasna 1écba statiny,

zvySovala proporci prozanétlivych makrofagii s fenotypem CD14+CD16+CD36"e" i
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CD14+CD16+CD36"€"CD163- (viz. Obrazek 5). Navic méli jedinci s hyperchosterolémii ve
VAT nizsi hladinu protizdnétlivych makrofagh. Lécba statiny prozanétlivou subpopulaci
makrofagi ve VAT jednoznacné snizovala. AvSak na protizanétlivou populaci makrofagi
zadny efekt neméla. Je zajimavé, ze vySSi veék, muzské pohlavi a hypercholesterolémie

vyznamné

(CD14+CD16+CD36"e") ve SVF izolované z VAT, naopak pouze vysoky BMI (nad 30

zvysSovaly proporci metabolicky aktivovanych makrofagi

kg/m2) zvySoval proporci této subpopulace ve SCAT, vliv ostatnich prediktordt CVD zjistén

makrofagl

nebyl.
SCAT Male Age > 51 years BMI > 30 kg.m=2  Hypercholesterolaemia  Statin Treatment
CD14+CD 16+ im [ L oom } l | L
CDI4+CD16+-CD3GNh h—l—| i—l‘—| - >—rl—< o
CDIICDI6CDIENNCDI03 i e I I S R L
CDI4ICDI6-CDI63 (- . —n— | i i
0 0 0 0 0
decrense ncrease  deerease increase  decrease increase  decrease incrense  deercase incrense
VAT Male Age 2 51 years BMI 2 30 kgm2  Hypercholesterolaemia  Statin Trentment
CDI4HCDI64 - [ —o—i i e o~
CDI4ICDI61CDIGH - o ——i Lt —e—
CDIACDIHICDINMCDIO3 | i —i R P —
CDIACD16-CDI63 I Pe L e | b
1] 0 0 0) ]
" decroive nerease decrense increase  decrense inerense decrense Ineremse  decreawe inerense

Obrazek 5: Vliv sledovanych prediktort kardiovaskularniho onemocnéni na narust ¢i pokles subpopulaci
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Akumulace tukové tkané zvySuje v téle zastoupeni prozanétlivych

makrofagi v subkutanni tukové tkani vice nez ve visceralni (piloha 5)

Celkem jsme analyzovaly 44 vzorka subkutanni SCAT a 52 vzorkt visceralni VAT tukové
tkané. V soucasné dob¢ umoziuji kritéria pro darovani ledviny i zafazeni darci s rGzné
zastoupenymi rizikovymi parametry kardiovaskuldrnich onemocnéni (mirnda hypertenze,
dyslipidémie a obezita). Prevalence mirné hypertenze byla v naSem souboru 20 %, nadvahy
36 % a obezity 13 %. ZvySenou plazmatickou koncentraci LDL (vice nez 3 mmol/l) m¢lo 8 %
jedincii, snizenou plazmatickou koncentraci HDL (mén¢ nez 1,0 mmol/l u muzi a méné nez
1,3 mmol/l u zen) mélo 58 % jedincii a hypertriglyceridémii (vice nez 1,6 mmol/l) mélo 26 %
jedinct. Celkovy pocet makrofagl na gram se mezi SCAT a VAT nelisil (10 900 + 12 250 vs.
13200 = 10350, postupné). Po rozdéleni subpopulaci makrofagii v tukové tkani pomoci
zvolené¢ho markeru CD16, byla frakce CD16+ makrofagi vyznamné vyssi ve VAT nez ve
SCAT (p <0,05). Na zékladé publikovanych dat (Bourlier, Zakaroff-Girard et al. 2008, Aron-
Wisnewsky, Tordjman et al. 2009, Kovacikova, Sengenes et al. 2011, Kratz, Coats et al.
2014) a naseho predesiého vyzkumu (Kralova Lesna, Poledne et al. 2015, Kralova Lesna,
Kralova et al. 2016) jsme definovali vysoce prozanétlivé makrofagy v tukové tkani,
exprimujici markery CD14+CD16+CD36"¢". V protikladu makrofigy, které maji marker

-----

2012, Vogel, Glim et al. 2014).

Statisticka analyza

Data jsou prezentovana jako priméry se smérodatnou odchylkou pro spojité veliCiny a
procenta se smerodatnou odchylku pro diskrétni veli¢iny. Srovnani spojitych veli¢in mezi
skupinami byla provedena neparovym t-testem. Pro modelovani vztahu mezi pomérem
makrofagh a BMI byla pouzita linearni regrese. U vSech testl byly hodnoty p <0,05

povazovany za statisticky signifikantni.

Ve SCAT jsme pozorovali méné makrofagli s fenotypem CD14+CD16+CD36"¢" nez ve VAT
(p <0,02), avsak zastoupeni protizanétlivych makrofagli (CD14+CD16-CD163+) se mezi
obéma tukovymi tkanémi vyznmné neliSilo. Zbylych 15-20 % z celkovych makrofagi tvoftili

makrofagy s pfechodnym fenotypem mezi obéma hlavnimi typy (viz. Tabulka 4).

36



Pozorovali jsme vyznamny vztah (p=0,02) mezi BMI a celkovym poctem makrofagt
izolovanych ze stromalni vaskuldrni frakce SCAT (viz. Obrazek 6a). Zastoupeni
prozanétlivych CD14+CD16+CD36Me" makrofagii také korelovalo s BMI vsech tuéastnik®
studie (p <0,01) (viz. Obrazek 6b). Kdyz jsme do statistiky zahrnuli jen jedince bez obezity
(BMI <30 kg/m2), tak tato pozitivni korelace mezi BMI a poctem prozanétlivych makrofaga
zmizela (viz. Obrazek 6¢). Podobn¢ i zastoupeni protizanétlivych makrofagi (CD14+CD16-
CD163+) korelovalo negativné s BMI v celé skupiné jedincii (p <0,03) (viz. Obrazek 6d).

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

Charakteristika makrofagu izolovanych ze SCAT a VAT
Makrofagy SCAT (n= 44) VAT (n=52) Vyznamnost SCAT vs. VAT
Makrofagy CD14+ pocet/g 10900 + 12 250 13200 + 10350 n.s.
CD14+CD16+ (%) 48,9+ 14,3 53,4+ 13,3 p <0,05
CD 14+CD16+CD36high (%) 32,7+ 13,8 39,4+ 134 p <0,02
CD14+CD16-CD163+ (%) 49,7 + 14,1 45,2 +13,6 ns.
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Obrazek 6: 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"¢h 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 (Priloha 6)

Srovnani populace Zivych darcii ledvin s obecnou ¢eskou populaci

Do studie bylo zafazeno 58 parti pro transplantaci ledviny od Zijiciho darce. Nasi skupinu
ucastnikli jsme porovnavali s kontrolni representativni skupinou — 1 % vzorek ¢eské populace
(od 25 do 64 let, n= 3612) vybranych v letech 2007/2008 (viz. Tabulka 5). Primérny vék
darci byl 46 + 10 let (p=0,465) a primérny vék piijemcti 42 + 13 let (p <0,001); ve srovnani
s kontrolni skupinou — 1 % vzorek ¢eské populace 47,1 + 11,4 let. Primérné BMI darcti bylo
25,8 + 3,6 kg/m2 (p=0,006) a BMI ptijemct 25,4 £+ 5,5 kg/m2. Je ziejmé, Ze zijici darci v nasi
skuping byli Stihlej$i a celkové zdravéjsi ve srovndni s kontrolni skupinou. Ackoli prevalence
nadvahy a obezity je v Ceské populaci pomérné vysoka.

Hypertenze byla definovana jako primérny systolicky tlak (SBP) > 140 mmHg, a/nebo
prumérny diastolicky tlak (DPB) > 90 mmHg, nebo soucasnd lécba antihypertenzivy.
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Hypertenze darcii ledvin byla pifitomnéd u 18,9 %; 11/58; (p <0,001) a ve skupiné piijemcii
byla vice ¢asta nez u kontrolniho vzorku populace: 81 %; 47/58; (p <0,001).

Dyslipidémie byla definovana jako celkovy cholesterol > 5 mmol/l nebo HDL cholesterol <
1,1 mmol/l nebo soucasna lécba hypolipidemiky. Dyslipidémie u darct ledvin byla pfitomna
u 10,3 %; 6/58; (p <0,001) a vSichni byli 1éCeni statiny. Dyslipidémie u piijemcii se
vyskytovala u 38 %; 22/58; (p <0,001), a 15 z 22 ptijemct bylo 1é¢eno statiny.

Mezi darci ledvin nebyl nikdo s diabetes mellitus 0 %; 0/58; (p=0,046). Diabetes mellitus je
kontraindikaci pro darcovstvi ledviny. Prevalence diabetu u pfijemct byla 18,9 %; 11/58;
(p=0,006). Jeden byl léCeny pouze dietou, jeden ordlnimi antidiabetiky a 9 piijemct mélo
inzulin.

Prevalence koufeni se mezi darci a piijemci neliSila — 34,5 %; 20/58; (p=0,001), ale byla vyssi
nez u kontrolniho vzorku populace.

Vliv sledovanych parametri darci na ¢asny rozvoj funkce transplantované ledviny
veli¢iny byly uvedeny jako pocty pacienl a procenta, které byly porovnany chi-kvadrat testy,
p hodnoty mensi nez 0,05 byly povazovany za signifikantni.

Stfedni plazmaticka hodnota CRP byla 0,68 mg/l (max: 8,66 mg/l, min: 0,33 mg/l). Primérny
pocet M1 makrofagh (CD14+CD16+) ve gramu PVAT byl 5940 (max: 41 100, min: 248).
Stfedni plazmatickd hodnota adiponectinu byla 411 930 pg/ml (max: 14 217 000, min: 167
300) v plazmé.

Casny rozvoj funkce $tdpu méfeny jako primérny vzestup glomerularni filtrace (GFR)
prvnich sedm dni po transplantaci nekoreloval s BMI Zijicich darcii ledvin (viz. Obrazek 7).
Nenasli jsme Zadny vztah mezi Casnym rozvojem funkce S$t€pu ledviny a mnoZstvim
zénétlivych M1 makrofagli v perirendlni 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 primémym vzestupem GFR prvnich
sedm dni po transplantaci (p <0,02, r = - 0,325, N= 58) (viz. Obrazek 8).

Potvrdili jsme negativni korelaci mezi plazmatickou hladinou adiponectinu a BMI Zijicich

darcti ledvin (viz. Obrazek 9).
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Tabulka 5: Srovnani charakteristik Zijicich darcd a pifijemci ledvin s dobfe definovanou kontrolni skupinou
vybranou jako reprezentativni 1% vzorek ceské populace (Longitudinal trends in major cardiovascular risk

factors in the Czech population between 1985 and 2007/8. (Citkova, Skodova et al. 2010)

* p<0,05

Donor and recipient demographic data Age (years) BMI (kg/m2) Hypertension Dyslipidaemia | Diabetes mellitus Smoking
Czech population sample (n=3612) 47.1+114 278155 43,50% 69,80% 8,00% 27,00%
Donors (n=58) 46410 258+3.6* 18.9% (11/58) * | 10.3% (6/58) * | 0% (0/58)* | 34.5% (20/58) *
Recipients (n=58) 42+13* 254445* 81%(47/58)* | 38%(22/58)* | 18.9% (11/58) * | 34.5% (20/58) *

Correlation of BMI of donors with the average GFR
in recipients
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Obrazek 7: Korelace mezi BMI Zijicich darct ledvin s primérnou GFR u pfijemcti
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Correlation of BMI of recipients with the average GFR
in recipients
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Obrazek 8: Korelace mezi BMI piijemct s primérnou GFR u pfijemcti (p <0,02, r=-0,33, n= 58)

Correlation of BMI with adiponectin concentrations
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Obrazek 9: Korelace mezi BMI a plazmatickou koncentraci adiponectinu Zijicich darci ledvin (p <0,01, r=-0,43,
n=58)
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4. Diskuse

Charakterizace a srovnani makrofagi izolovanych z lidské podkozZni,

visceralni a perivaskularni tukové tkané (prilona 2)

Povedlo se nam definovat subpopulace makrofagii v tukové tkani pomoci zvolenych znaki.
Shodné ve vSech typech tukové tkdn€ bylo mozné rozdélit CD14+ pozitivni makrofagy na
zaklad¢ koexprese markeru CD16 na zhruba stejné velké subpopulace (Tabulka 2). Dokazali
jsme, ze jejich zastoupeni se lisi v jednotlivych typech tukovych tkdni SCAT a VAT nebo
PVAT. Lisi se i v distribuci markeru CD36. U makrofagti CD 16+ byla sledovana podskupina
s velkou intenzitou exprese markeru CD36 (CD36"&"). Na druhou stranu u CD16- makrofagii
jsme pozitivitu CD36M#" nezachytili. Skupina makrofagi s nizkou expresi CD36 (CD36°%)
byla uniformné pozitivni i na marker CD163. Prozanétlivy fenotyp CD14+CD16+ makrofaga
byl potvrzen unikatnim vyskytem subpopulace s vysokou expresi CD36 markeru a zaroven
pouze v této CDI14+CD16+CD36"€" subpopulaci byly identifikovany makrofagy
VAT a PVAT maji velmi podobné zastoupeni sledovanych subpopulaci makrofagli. Zatimco
vyznamné rozdily byly identifikovany oproti SCAT, ktera vykazovala vyznamn€ mensi
proporce makrofagii s prozanétlivym fenotypem (CD14+CD16+CD36"¢") (39,4 a 38,7 % ve
VAT, resp. PVAT, oproti 32,7 % ve SCAT).

Makrofagy s expresi markeria CD16+ CD36"e" CD163- se vyskytovaly az ve dvojnasobné
vétsim poctu ve VAT a PVAT v porovnani se SCAT. Muzeme spekulovat, Ze tento fenomén
odrazi vy$si metabolickou a prozéanétlivou aktivitu visceralni tukové tkané v porovnani se
subkutanni tukovou tkani, coZ bylo opakované prokazano (Kraunsoe, Boushel et al. 2010).
Ackoli byly makrofagy v tukové tkdni opakované popsany, jen malo studii popsalo jejich
zastoupeni 1 kvantitativné na gram tukové tkané. Nase vysledky popisujici pocet makrofagi
na gram tukové tkané, které jsou v souladu s publikovanymi daty (Zeyda, Farmer et al. 2007,
Kovacikova, Sengenes et al. 2011). N¢ektefi autofi popsali vyS$si procentudlni zastoupeni
makrofagii CD16+ v subkutanni tukové tkdni, (primérné 60 %), v porovnani s naSemi 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+

makrofagl ve VAT jesté nebyla publikovana, proto nemiZzeme nase data s ni¢im srovnat.
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Exprese glykoproteinu CD36 probiha na monocytech/makrofazich, ale i na povrchu adipocytt
a na ostatnich buitkach. CD36 marker funguje jako scavenger receptor, ktery na sebe vaze
rizné ligandy jako oxidovany LDL, oxidované fosfolipidy a apoptické buiky. Interakce
CD36 sligandy indukuje influx monocyti do tkan¢ a produkci prozanétlivych cytokina
(Jiang, Wang et al. 2012). Dilezita je i funkce CD36 pii tvorbé pénovych bunck béhem
progrese aterosklerézy (Park 2014). Exprese receptoru CD36 ve tkanich mize byt
modifikovana sloZzenim diety (Larter, Yeh et al. 2013). Recentni studie sledovala silnou
korelaci mezi expresi CD36 na makrofazich tukové tkan¢ a metabolickou dysfunkci (Kratz,
Coats et al. 2014). Nase data ukazuji, Ze jeho exprese se mezi CD16+ a CD16- makrofagy
vyrazné lisi. Predpokladame, Ze rozdily v expresi CD36 jasn¢ potvrzuji, ze jsme pouzili
vhodnou metodu k vymezeni subpopulaci makrofaglh CD16+ a CD16- .

Receptor CD163 je vyhradné& exprimovany na povrchu monocytti/makrofagt. Jeho exprese na
makrofédzich v tukové tkéni se liSi podle jejich lokalizace (viscerdlni vs. subkutanni) (Zeyda,
Farmer et al. 2007, Aron-Wisnewsky, Tordjman et al. 2009). Po ubytku na vaze se u muza
prokazala jeho zvySena exprese na makrofazich v subkutanni tukové tkani (Aron-Wisnewsky,

Tordjman et al. 2009). Podle nové nomenklatury je marker CD163 kategorizovan jako

w1

ey Wi

vy

Nase skupina zijicich darcii ledvin pfedstavuje zjevné zdravé jedince. Jejich BMI, prevalence
hypertenze a dyslipoproteinémie byly o néco nizSi ve srovnani s poslednim populaénim
priazkumem reprezentativniho ceského popula¢niho vzorku (post—-MONICA z roku 2007)
(Cifkova, Skodova et al. 2010). Krom¢ toho byly hladiny cholesterolu a non-HDL
cholesterolu v nasi skupiné pfiblizn€ o 17 % niz8§i nez u bézné populace. Kritéria pro
vylouceni Zijicich darct ledvin se nicméné v nasem transplanta¢nim centru podobné jako v
jinych centrech rozvolnila a do programu byli pfijati tii hypertoni¢ti jedinci s

dyslipoproteinémii a sedm obéznich jedinctl.

Je dulezité zminit, Ze zatazeni dal§ich dvou markeri na povrchu makrofagl v tukové tkani
(CD36 a CD163) nam pomohlo ur¢it, zda se jednd o M1 nebo M2 makrofagy. Ve visceralni a

perivaskularni tukové tkani bylo vysSi zastoupeni prozanétlivych M1 makrofadgii nez ve

7 w1
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Zastoupeni subpopulaci makrofagi v lidské tukové tkani je ovlivnéné

pohlavim a menopauzou u Zen (Piloha 3)

Dale jsme prokazali, Ze pfi srovnavani vSech Zzen s muzi neexistuji v subpopulacich
makrofagii v tukové tkani vyznamné rozdily. Tyto rozdily byly zjistitelné az po nasledném
rozdéleni zen podle reprodukcéniho véku na premenopauzalni a postmenopauzalni. Vsechny
prozanétlivé parametry se po menopauze zvySuji, vcéetné¢ zastoupeni prozanétlivych
makrofagl v tukové tkani. Tento posun zdlraziuje vyznam tohoto obdobi u zen, kdy se
zvysuje kardiovaskuldrni riziko. V nasem souboru Zen jsme po jejich rozdé€leni podle
menopauzy zaznamenali u postmenopauzalnich zen az dvojnasobné zvyseni CD14+CD16+
makrofagi v tukové tkani v porovnani s zenami pied menopauzou. U Zen po menopauze byla
mezi po¢tem makrofagh a vékem silnad korelace. VétSina dat, kterd dokumentuji souvislost
mezi tukovou tkdni a ateroskler6zou byla ziskdna z experimentélnich 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, Zakaroff-
Girard et al. 2008). Bylo opakované prokazano, ze mirny chronicky zanét v tukové tkani,
zprosttedkovany imunitnimi buiikami (pfedev§im makrofagy) je tizce 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 makrofagt v tukové tkani. To miiZze znamenat, ze v
ramci normalnich fyziologickych rozmezi neexistuje vyznamna souvislost mezi télesnou
hmotnosti a zanétlivymi zménami v tukové tkani. Potencidlni nepfiznivy dopad perivaskularni
tukové tkané na cévy byl opakované potvrzen v epidemiologickych, experimentalnich 1
klinickych studiich (Greif, Becker et al. 2009, Lehman, Massaro et al. 2010). Jednim z
omezeni nasi studie je relativné nizky pocet tcastnikli. Vyznamnym pifinosem nasi vyzkumné
prace je identifikace specidlnich populaci makrofagh v tukové tkani na riznych mistech u
vySetfenych zdravych neobéznich déarch ledvin se zaméfenim na rozdily v pohlavi a
hodnoceni vlivu menopauzalniho stavu. V budoucich studiich by bylo vhodné, aby byly

proporce makrofagi v tukové tkani hodnoceny podle pohlavi a reprodukéniho stafi u Zen.
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Vztah proporce metabolicky aktivovanych makrofagi k prediktorim

kardiovaskularniho rizika (priloha 4)

Analyza podilu makrofagi v lidské tukové tkdni dokumentovala odlisny dopad rizikovych
faktorti pro kardiovaskuldrni onemocnéni (pohlavi, vék, BMI a hypercholesterolémie) na
zangtlivy stav tukové tkané. Hlavnim piinosem naSi analyzy bylo zjisténi pfimého ucinku
statinové terapie na tlumeni prozanétlivych zmén makrofagh tukové tkané. Je znamo, ze
makrofagy se v tukové tkani vyskytuji v celém spektru nediferencovanych fenotypi (Zeyda,
Farmer et al. 2007, Bourlier, Zakaroff-Girard et al. 2008). Na zaklad¢ soucasnych znalosti
mizeme spekulovat, Ze prechodné fenotypy (CD14+CD16+CD36M"CD163+ a
CD14+CD16+CD36"°“CD163+) jsou nepolarizované subpopulace makrofagi s moznosti
promény na oba subtypy. V ptipadé VAT nebyl prokazan zadny ucinek obezity (s vyjimkou
malé piechodné frakce), coz neni v souladu s publikovanymi udaji (Klimcakova, Roussel et
al. 2011). Jini autofi (Spoto, Di Betta et al. 2014) dokumentovali, Zze obezita koreluje se
ucinek veéku, na rozdil od obezity, vyraznéjsi u VAT (Kralova Lesna, Poledne et al. 2015). Ve
VAT byl vy$si vék spojen se zvySenim podilu potencidlné prozanétlivého fenotypu
makrofagt.  Uginek  vy$§iho véku se projevil také v  piechodné  frakci
CD14+CD16+CD36"°*CD163+. Tyto udaje jsou obecné v souladu s nasi analyzou makrofagi
v tukové tkani u zdravych jedinct; (Kralova Lesna, Poledne et al. 2015) zatimco u muzi
nebyl zaznamenan Zadny vliv véku, korelace byla prokdzana u zen, zejména u Zen po
menopauze. Rovnéz byly zjistény vyznamné rozdily mezi muzi a Zenami. U muzt byl vyssi
podil prozanétlivych a prechodnych makrofag ve VAT. Je tifeba zduraznit, Ze jedna
z moznych pfi¢in mize byt strava a specidlné nasycené mastné kyseliny (Lee, Zhao et al.
2010). Vliv veéku byl detekovan pouze na pravdépodobné prozanétlivych makrofazich. Lze jej
sledovat také u prozanétlivé subpopulace, ale statisticky vyznam byl zde pouze hrani¢ni.
Hypercholesterolémie méla zasadni vliv na zastoupeni prozanétlivych makrofagh ve VAT.
Subjekty s hypercholesterolémii vykazovaly zvySeny podil prozanétlivych fenotypt
Velka epidemiologicka prospektivni studie (Ridker, Danielson et al. 2009) prokazala pozitivni
ucinky statinti na snizeni LDL. Dale byl dokumentovan vliv statinii na pokles koncentrace
hsCRP, ktery naznacuje vliv na prozanétlivy stav celého téla. Mnoho studii prokdzalo, Ze

tukova tkan neni jen energetickym rezervoarem a endokrinnim orgdnem, ale hraje velmi
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dalezitou roli v imunitnim sytému. NaSe data prokdzala ucCinek statini na pokles
prozanétlivych makrofagh ve VAT. To by mohlo vysvétlovat navrhovany pleiotropni
pozitivni ucinek statinti. Bayesidnskd analyza ucinkdi pohlavi, v€ku, obezity, koufeni,
hypertenze a hypercholesterolémie na zastoupeni prozanétlivych subtypii dokumentovala
ucinek vysSsitho BMI (> 30 kg/m2) u SCAT, ale zadny vliv ve VAT. I ostatni sledované
kardiovaskularni rizikové faktory ovlivnily vice zastoupeni prozanétlivych makrofagi ve
VAT (Fox, Massaro et al. 2007, Exley, Hand et al. 2014). U¢inek hypercholesterolémie na
podil prozanétlivého subtypu makrofagh byl vyvazen zahrnutim podéavani statinu jako dalSiho
faktoru. Na zéklad¢ naSich udaju piedpokladame, Ze negativni GCinek koufeni na progresi
aterosklerdzy (Siasos, Tsigkou et al. 2014) neni zprostiedkovan stavem zanétu tukové tkané.
Zda se, ze totéz plati pro hypertenzi. Existuji urcité limitace studie, které by meély byt
zminény. Nebyli jsme schopni rozliSit mezi u€inky hypertenze a antihypertenzivni terapie,
protoZe vSichni hypertonici dostavali néjaky typ antihypertenzivni 1écby. Zadruhé, na zékladé
nasich udajii jsme nebyli schopni prokazat kauzalitu asociace zdokumentované v nasi analyze.
Vzhledem k S$irokému spektru kombinaci rizikovych faktori (zejména u pacientd s
potvrzenou ateroskler6zou) jsme nebyli schopni prokdzat souvislost mezi rizikovymi faktory
CVD, lécbou statiny a subpopulacemi prozanétlivych a protizdnétlivych makrofagi v tukové
tkani. NaSe vysledky také naznacuji ambivalenci pfechodnych subpopulaci makrofagu.
Véiime, ze vysledky této studie pomohly porozumét mechanismiim pleiotropniho ucinku
statinll. NaSe vysledky ukézaly, 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 subkutanni tukové tkani vice nez ve visceralni (piloha 5)

Nefrektomie u zivych darct ledvin ndm poskytly jedine¢nou pftilezitost porovnat vyznam
raznych typt lidské tukové tkané. Jednim z dileZitych zjisténi byla role makrofagh
v subkutdnni tukové tkadni u obéznich jedinci. Pozorovali jsme zde velkou infiltraci
makrofagy (CD14+CD16+CD36"e") ktera pozitivné korelovala s BMI. Dale jsme zjistili
negativni korelaci mezi protizdnétlivymi makrofagy (CD14+CD16-CD163+, odpovidajici
makrofagim M2) a BMI. Zajimavé je, ze ve visceralni tukové tkdni nebyl takovy vztah

nalezen.
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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 dobrovolnikli (Kovacikova, Sengenes et al. 2011), kde dietni intervence
nezmeénila podil prozanétlivych makrofaghh ve SCAT, pokud se k odliSeni pouzil pouze
marker CD16. Pfidani dalSich markert (CD36 a CD163) vSak odhalilo vyznamnou korelaci
markerd pro méfeni zadnétu tukové tkané. Po vylouceni ze statistiky vSech jedinct s obezitou
(BMI vice nez 30 kg/m2) uvedené korelace vymizely. Je zajimavé, Ze své volna hranice
obezity odpovidala nasim udajim a dokumentovala piechod tukové tkan¢ do subklinického

zanétu u jedincl s obezitou.

Bylo prokazano, ze makrofagy jsou vysoce adaptivni na tkanové prostfedi a jednotlivé
fenotypy mohou byt specifické pro tkan. Vzhledem k tomu, ze CD36 je pfenase¢ mastnych
kyselin, zvy$eni CD36" " makrofigi by mohlo odrazet zvyseni pufrové kapacity téchto bungk
v prostiedi zvétSené tukové tkané s vysokymi mezibunéénymi koncentracemi volnych
mastnych kyselin (Castoldi, Naffah de Souza et al. 2015). Déle bylo prokazano, ze exprese
CD36 v makrofazich se muze zvysit pfi aktivaci v "metabolicky nezdravém" prostiedi, tj.
v prostiedi s vysokou koncentraci glukozy, inzulinu a palmitatu (Bai and Sun 2015). To mtze
pfispivat k inzulinové rezistenci vyvolané dietou (Kennedy, Kuchibhotla et al. 2011).
Visceralni tukové tkai je povazovéana za metabolicky vice aktivni neZ podkozni tukova tkan,
coz je divod, pro¢ se obvod pasu Casto pouziva jako dalsi marker centralni obezity. Nase
vysledky piekvapivé ukdzaly vyznamné asociace BMI a obvodu pasu s prozanétlivymi a
markery inzulinové rezistence a vétsi infiltraci makrofdgy ve SCAT v porovnani s VAT
(Frederiksen, Nielsen et al. 2009, Wentworth, Naselli et al. 2010). Nedadvné udaje od Moreno-
Indias (Moreno-Indias, Oliva-Olivera et al. 2016) ukdzaly, Ze na pocatku vyvoje
srovnani s VAT. Na zaklad¢ naSich vysledkli usuzujeme, Ze prozanétlivé zmény souvisejici s
obezitou u metabolicky zdravych subjekti dominantné probihaji nejdiive v podkozni tukové

tkani.
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Efekt ektopické tukové tkané na funkci Stépu po transplantaci od Zijiciho

darce (Priloha 6)

ey

Transplantace ledviny od zijiciho déarce je bezesporu nejvhodnéjsi alternativou nahrady
funkce ledvin pro pacienty s chronickym selhdanim s minimalnimi kratkodobymi i
dlouhodobymi riziky (Murray, Tilney et al. 1976). Ledviny od Zijicich déarct jsou podrobné
vySetieny a samotna transplantace probihd za idedlnich podminek. Opozdéni funkce
transplantované ledviny od zijiciho darce se v porovnani s kadaverdzni ledvinou vyskytuje
velmi zfidka, nicméné se mize objevit. Mezi moznymi faktory, které mohou Casny rozvoj
funkce ledvin ovlivnit, je nardstajici po€et obéznich darct. V soucasné dobé se az 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 i po adjustaci na zvySeny krevni tlak a diabetes mellitus (Gelber, Kurth et al.
2005). U obéznich pacientti byla ve studiich prokdzana hyperfiltrace glomeruld (Chagnac,
Weinstein et al. 2003). Podle jiné studie nezvysovala obezita u darcti riziko pro samotné darce
ledvin, ale u pfijemct pfedstavovala riziko pro opozdény rozvoj funkce $tépu. Hlavné u darcii
ledvin, kteti méli BMI nad 35 kg/m2 (Armstrong 2005). Na sniZeni ¢asné funkce ledviny od
darce sobezitou se muze podilet fada faktord. Jednim znich mize byt ptitomnost
ektopického perivaskularniho tuku s parakrinni sekreci mnoha cytokinti a zanétlivou infiltraci
(Reese, Feldman et al. 2009). Perivaskularni tuk obklopuje cévy a pravdépodobné se podili na
regulaci cévniho tonu (Yudkin, Eringa et al. 2005, Tran, Gealekman et al. 2012). Z jinych
studii je zndmo, ze piijemci organti od obéznich Zijicich darcti maji Castéjsi vyskyt akutni
rejekce v porovnani s ptijemci od darct s normalni vahou (Espinoza, Gracida et al. 2006).
Podle metaanalyzy, kterd hodnotila vysledky u obéznich darct ledvin, nebylo snizeni
glomerularni filtrace po nefrektomii u téchto pacientli vétsi neZ u neobéznich darcti (Espinoza
et. al 2006). Nelisilo se ani kratkodobé prezivani Stépu ledviny od darcii s vy$sim BMI (Arita,
Kihara et al. 1999).

Nepotvrdili jsme naSi hypotézu, Ze mira obezity u zijicich déarci ledvin bude negativné
ovlivilovat rozvoj ¢asné funkce transplantované ledviny v prvnim tydnu po transplantaci.
Nepotvrdili jsme ani hypotézu, ze ¢asny rozvoj funkce ledviny bude negativné korelovat se
zanétlivymi parametry (hsCRP) v plazmé a mnoZstvim prozanétivych makrofagi M1 v

perivaskularnim tuku kolem rendlni artérie darcovské ledviny. Diivodem je pravdépodobné

maly pocet zafazenych part a také nizké procento obéznich jedincl v nasi sledované skupiné
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— pouze 13,8 %. Nizky pocet jedincti s nadvahou a obezitou byl limitaci nasi studie. V naSem
souboru bylo celkem 58 dérci, z nichz pouze 8§ mélo BMI > 30 kg/m2. VSichni ptijemci méli
rychly nastup funkce transplantované ledviny.

V nasi studii jsme potvrdili negativni korelaci mezi BMI pfijemcti a ¢asnym rozvojem
glomerularni filtrace transplantované ledviny. VSechny vysledky byly v mezich normy pro
normdlni funkci. Déle jsme potvrdili negativni korelaci mezi BMI a hladinou adiponektinu

v plazmg.
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III. EXPERIMENTALNI CAST

Uloha perivaskularni tukové tkané pri 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 (PVT) pii cévnim poranéni. Tato studie prokazala
ochrannou funkci PVT pii cévnim poranéni za bazalnich podminek a vliv dysfunkce PVT
vyvolan¢é kratkodobym podavanim vysokotukové diety projevujici se zvySenou tvorbou
neointimy po operacnim zakroku. Thiazolidindiony (TZDs) jsou znamé insulin-senzitizujici
Iéky, aktivatory PPAR gama signalizace, snizujici glykémii a pozitivné ovliviiujici 1 dalsi
slozky metabolického syndromu. Pozitivni vliv podavani TZDs snizujici riziko vzniku
aterosklezozy a restendzy byl prokézan naptiklad ve studiich (Choi et al. 2004, Chen et al.
2001, Subramanin et al. 2010). VnaSi studii jsme se zamcéfili na souvislost mezi
metabolickym stavem a tvorbou neointimy pfi transplantac¢nich studiich. Zejména jsme se
soustfedili na predpokladany ochranny mechanismus pisobeni PPAR gamma signalizace za

téchto podminek.

Cile projektu

Provadét intervencni studie s vyuZitim zvifeciho modelu zaméfeného na vyzkum tlohy PVT
pfi patogenezi ateroskler6zy. Osvojeni a zdokonaleni mikro-chirurgické prace za pouZiti

mikroskopu a mikro-chirurgickych nastrojt.

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 1 bez nutri¢nich stimuld, avSak vysokosacharidova dieta tyto ptiznaky
dale umociuje (Klimes, Vrana et al.1995). Za t¢elem prohloubeni metabolické poruchy, byla
proto vybrana zvifata — piijemci, dietné manipulovana pfed usmrcenim po dobu 4 tydn
pomoci diety s vysokym podilem sacharézy (70 % kal). Vybrané pokusné skupiné piijemct
pak byl navic pfidavan do vysokosacharidové diety i TZD (pioglitazon 300 mg/kg diety) —
stimulator transkripéniho faktoru PPAR gamma. Jako kontrolni skupina byla vyuzita zvitata
stejného veéku bez dietni manipulace, zaroven se jednalo o donory epididymalniho tuku.

Zvitata byla chovéna za standardnich podminek s neomezenym pftistupem k potravé a vod¢ a
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byla usmrcena pro ucely transplantacni studie ve véku 17 tydnii. Postupovano bylo v souladu
se zakonem na ochranu zvifat a mezinarodné uznavanymi ARRIVE guidelines (Kilkenny,
Browne et al. 2010). Tento pokus byl schvaleny lokdlni Odbornou komisi pro zajistovani
dobrych zivotnich podminek pokusnych zvifat a Ministerstvem zdravotnictvi, ¢islo pokusu

NTI13188.

Translumindlni mechanické poranéni stehenni tepny pfijemcii bylo provedeno pomoci jiz
v minulosti popsané¢ metody (Sata, Maejima et al. 2000) (viz. Obrazek 10). Operace byla
provadéna za pouziti operacniho mikroskopu (Leica M690). Anestezie zvifat byla provedena
pentobarbitalem sodnym (65 mg/kg, ip) a na pravé stehenni tepné (viz. Obrazek 11) bylo
provedeno mechanické poranéni za pouziti pruzinového dratu (0,38mm, C-SF-15-15, COOK)
(viz. Obréazek 12). Od arterie byl nejprve opatrné oddélen nerv (viz. Obrazek 13B). Piivod
krve do stehenni tepny byl docasné po dobu operace preruSen proximalné a distalné za pouziti
hedvabné smycky (viz. Obrazek 13C a 13D). Tepna byla peclivé ocisténa od okolni tkané.
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 13E). Drat
byl ponechén 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 (viz. Obrazek 13F). Kolem poranéné tepny bylo navic pii naSich studiich
transplantovano cca 0,3 g epididymalniho tuku zvifete - donora z kontrolni skupiny (viz.
Obrazek 14). Zaroven byl na druhé - parové zadni koncetiné operovanych ptijemct proveden
kontrolni zékrok, kdy byla femoralni artérie pouze ocisténa od okolni tkdné bez poranéné
tepny dratem a transplantace epididymalniho tuku. Pfijemci byli usmrceni 4 tydny po
provedeni operacniho vykonu ve véku 17 tydnd. Pokusy na zvifatech 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 vaskuldrni
remodelace byla hodnocena sledovanim poméru tlouStky neointima/media. Digitalizované
snimky byly hodnoceny s vyuzitim softwaru Elipse (ViDiTo, KoSice, Slovakia). Jako
referencni standard (100 %) byl pouzit pomér tloustky neointima/media na kontrolnich
koncetinach ptislusnych skupin. VSichni potkani z naSich skupin pfezili danou operaci. Na

z4dné z intervenovanych tepen nebyla prokazana tromboza.
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A \p B C

A A

Obrazek 10: A preparace stehenni tepny + vétvi — k zastavé krevniho pritoku byly pouzity hedvabné smycky a
distalni ligace svalové vétve, B drat 0,38mm zavedeny miniméln¢ 5 mm do stehenni tepny smérem k ilické
tepné, C ligace proximalni ¢asti svalové vétve + obnova krevniho pritoku (Sata, Maejima et al. 2000).

Obrazek 11: nacrt arteridlniho stromu pravé
nohy potkana

A — aorta, AIC — spolecna ilicka tepna, AFC —
spole¢na stehenni tepna, AESC — povrchova
epigastricka tepna, APF — hluboka stehenni
tepna, AFS — povrchova stehenni tepna,
teckovana cara oznacuje tfiselny vaz

Sipka oznacuje piistup pro vlozeni dratu

Obrazek 12: drat 0,38mm, COOK
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Obrazek 13: A - kozni a podkozni incize, Setrna preparace cévné-nervového stehenniho svazku, B - na spodiné
cévné-nervovy stehenni svazek, zleva doprava — nerv, tepna, zila, C - vypreparovany cévni strom, D - nalozeni
hedvabnych smyc¢ek na jednotlivé tepny, E - z arteriotomie v povrchové epigastrické tepny vloZeni dratu smérem
do panevni tepny, F - ligace epigastrické tepny a obnoveni prutoku

Obrazek 14: preparace vhojené tukové tkané kolem spole¢né stehenni tepny
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Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci Studentova t-testu nebo ANOVA a s uzitim post
hoc Bonferroniho vicendsobného srovnéavaciho testu. Rozdily byly povazovany za statisticky
signifikantni na hladin¢ p <0,05. Data jsou vzdy prezentovana jako prumér = smérodatna

odchylka (SD).

Vysledky

HHTg potkani po dietni intervenci vysokosacharidovou dietou a terapii TZD zvysily svoji
hmotnost oproti skupiné HHTg potkanti s vysokosacharidovou dietou (p <0,05). Hladina
plazmatické glukézy byla po dietni intervenci u vSech skupin stejna. 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 zaroven podavany TZD se hladiny celkového cholesterolu a triglycerida
v plazm¢ 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
niz8i (p <0,001) a hladina triglycerid skoro 5x nizsi (p <0,001). Hladina HDL cholesterolu
byla ve skupiné¢ s TZD vyznamné vyssi nez v ostatnich skupinach (u obou p <0,001) (viz.

Tabulka 6).

Tabulka 6: 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(c); p <0,01(d d);
p <0,001(d ¢ )

Sledevané parametry Kontrola | Vysokosacharidova Vysokosacharidova
zviiat donoru (n=8) dieta (n=8) p dieta + TZD (n=8) P
Hmotnost (g) 387,63+35,95 376,75£31,63 n.s. 423,38£23,5 0}
Glukéza (mmol.1) 8,04+0,36 8,38+1,58 n.s. 7,85%0,9 n.s.
Celkovy cholesterol (mmol.I") | 2,01+0,23 3,53 +£0,35 kK 1,66+0,12 ;*;
TG (mmol.I") 11,22+1,65 18,62+0,53 ok 2,26+0,54 o
b
HDL cholesterol (mmol.I"") 0,13+0,03 0,17+0,07 ok 0,85+0,10 e
ddd
LDL cholesterol (mmol.1"") nemétitelné neméfitelné n.s. 0,12+0,03 n.s.
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Neprokazali jsme puvodni predpoklad, 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 pfijemcti v porovnani s kontrolni parovou
koncetinou (viz. Obrazek 15). Otazkou je vhodnost pouzit¢ho modelu HHTg potkana, ktery
byl pro podobné studie pouzit poprvé.
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Obrazek 15: 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 pfijemcii X parové kontrole
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Zavér:

U HHTg potkanti podévani thiazolidindionti snizilo hladinu celkového cholesterolu a
triglyceridii v plazmé a vyznamné zvysilo hladinu HDL cholesterolu. Mira tvorby neointimy
po vaskularnim inzultu nebyla podavanim thiazolidindionti ovlivnéna. Vysledky intervencni
studie zamétfené na studium vlivu PVT na patogenezi aterosklerozy s vyuzitim modelu HHTg
potkana nepotvrdily ptivodni hypotézu o ochranné roli PPAR gamma signalizace pfi tvorbé

neointimy po cévnim poranéni za podminek ovlivnénych metabolickym syndromem.
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5. Souhrn hlavnich vysledki

Prozanétlivé makrofagy exprimovaly na svém povrchu receptor CD36. Pritomnost
prozanétlivych makrofagl byla témét dvakrat vyssi ve visceralni (p <0,0001) a perivaskularni
(p <0,001) tukové tkani nez v podkozni tukové tkani. Rozdil byl vyraznéjsi v podskupiné zen
po menopauze. Vyssi podil makrofaghh M1 jsme zaznamenali u postmenopauzalnich Zen nez u
zen pred menopauzou. VEk, muzské pohlavi a hypercholesterolémie pozitivné korelovaly se
zastoupenim prozanétlivych makrofagii M1 ve visceralni tukové tkani. Soucasna 1écba statiny
vyznamné snizila jejich podil. Celkovy pocet makrofagh (p <0,02) a podil prozanétlivych
makrofagih CD14+CD16+CD36"" v podkozni tukové tkani pozitivné korelovaly s vy$§im
indexem télesné hmotnosti (p <0,01). Casna funkce $tépu ledviny, méfena jako primérné
zvySeni GFR v prvnich sedmi dnech po transplantaci, nekorelovala s BMI zijicich darct
ledvin. Nenasli jsme zadnou souvislost mezi Casnou funkci Stépu ledviny a zastoupenim
makrofagii M1 v darcovské perirenalni tukové tkdni ani plazmatickou hladinou adiponektinu
nebo CRP. Potvrdili jsme negativni korelaci mezi BMI piijemct a primérnym nartistem GFR

v prvnich sedmi dnech po transplantaci (p <0,02, r=—0,325, N= 58).

Hladina celkového cholesterolu a triglyceridii v plazmé se u skupiny HHTg potkant po
vysokosacharidové diet¢ vyznamné zvysila (obé p <0,001) oproti kontrolni skupiné. Ve
skupiné HHTg potkanl, kterym byly zaroven podadvany TZDs se hladiny celkového
cholesterolu a triglyceridi v plazmé vyznamné snizily (p <0,01; p <0,001) oproti skupiné
potkanli s vysokosacharidovou dietou. Proti kontrolni skupiné byla hladina celkového
cholesterolu v plazmé také vyznamné nizsi (p <0,001) a hladina triglyceridii skoro 5% nizsi (p
<0,001). Hladina HDL cholesterolu byla ve skupiné s TZD vyznamné vys$si nez v ostatnich
skupinach (p <0,001). Neprokazali jsme ptivodni piedpoklad, 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
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6. Zavéry disertacni prace

Ptispéli jsme k detailnimu poznani fenotypu prozanétlivych M1 a protizanétlivych makrofagi
M2 v lidské tukové tkani. Zcela noveé byl popsan vyznam markeru CD36 v ramci analyzy
makrofagl tukové tkan€. Byl prokézan vztah mezi metabolicky aktivovanymi makrofagy s
vysokou expresi CD36 a sledovanymi rizikovymi prediktory CVD. Za velmi vyznamny
vysledek 1ze povazovat vliv 1€cby statiny, nebot’ pravé protizanétlivym ucinkem statinti byva
vysvétlovan jejich protektivni terapeuticky ucinek, ktery presahuje jejich hypolipidemicky
vyznam.

Vyssi podil prozanétlivych makrofagi ve viscerdlni tukové tkani u postmenopauzalnich Zen
muze souviset se zvySenym kardiovaskularnim rizikem u Zen po menopauze. Na zakladé
naSich vysledkd usuzujeme, Ze prozanétlivé zmény souvisejici s obezitou u metabolicky
zdravych subjekti dominantn¢ 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 mnozstvim prozanétivych makrofagh M1
v perivaskularnim tuku kolem renalni artérie darcovské ledviny.

U HHTg potkanti podévani thiazolidindionti snizilo hladinu celkového cholesterolu a
triglyceridii v plazmé a vyznamné zvysilo hladinu HDL cholesterolu. Mira tvorby neointimy
po vaskuldrnim inzultu nebyla podavanim thiazolidindiont ovlivnéna. Vysledky intervenéni
studie zaméfené na studium vlivu PVT na patogenezi aterosklerdzy s vyuZzitim modelu HHTg
potkana nepotvrdily ptivodni hypotézu o ochranné roli PPAR gamma signalizace pfi tvorbé
neointimy po cévnim poranéni za podminek ovlivnénych metabolickym syndromem.

Vétsina publikovanych dat, ktera 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 projektl, které jsou zaméfeny na vyzkum tukové
tkan€ a jeji roli v patogenezi aterosklerdzy u lidi. V soucasné dob¢€ umoznuji kritéria pro
darovani ledviny 1 zafazeni darci s rOzn€ zastoupenymi rizikovymi parametry
kardiovaskularnich onemocnéni (mirnd hypertenze, dyslipidémie a obezita). Tim tento soubor
piedstavuje 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 aterosklerdzy u
zijicich darct. Hlavné pokud se jedna o obézniho darce, u kterého bychom pted samotnym

odbérem ledviny vySetfili podkozni tuk, a tim zjistili miru zastoupeni prozanétlivych
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cey

makrofagii. Vyzkumny projekt ma potencidl zvySit bezpecnost Zijictho darcovstvi ledvin a

soucasn¢ muze prispét k dal§Simu pochopeni mechanismil rozvoje aterosklerdzy.

Summary of main outcomes

Pro-inflammatory macrophages express high scavenger receptor CD36 expression. The levels
of pro-inflammatory macrophages were almost twice as high in visceral (p <0.0001) and
perivascular (p <0.0001) adipose tissues as they were in subcutaneous tissue. Difference was
more pronounced in the subgroup of postmenopausal women. We observed a higher
proportion of M1 macrophages in older women than that of younger women. Increased age,
male gender and hypercholesterolaemia were positively associated with the M1 macrophages
in visceral adipose tissue. Their levels were relevantly decreased by statin therapy. Total
macrophage numbers in subcutaneous adipose tissue (p <0.02) increased with increasing body
mass index; a similar increase was seen in the proportion in proinflammatory macrophages
CD14+CD16+CD36"e" (p <0.01).

Early renal graft function, measured as an average increase in GFR in the first seven days
posttransplantation, did not have any correlation to donor BMI. We were unable to find any
association between early renal graft function and the percentage of M1 macrophages in
donor perirenal adipose tissue, adiponectin or plasma CRP. We confirmed a negative
correlation between recipient BMI and an average increase in GFR in the first seven days
posttransplantation (p <0.02, r=—0.325, N= 58).

Plasma cholesterol and triglycerides levels were significantly increased in the HHTg group of
rats after a high-carbohydrate diet (both p <0.001) compared to the control group. Plasma
cholesterol and triglycerides levels were significantly reduced (p <0.01; p <0.001) and HDL
cholesterol was increased (p <0.001) in the HHTg group of rats treated with TZD, compared
to the group of rats on a high-carbohydrate diet. Compared to the control group, the level of
total cholesterol in plasma was also significantly lower (p <0.001) and the level of
triglycerides was almost 5 times lower (p <0.001). We did not confirm the hypothesis that fat
transplantation of animals added to the diet with TZD would increase the rate of vascular
remodeling after vascular injury compared to a group of animals treated with a high-

carbohydrate diet alone.
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7. Conclusions

We obtained detailed information regarding M1 and M2 macrophage phenotypes in human
adipose tissue. This work has described in detail the significance of the CD36 marker when
analyzing macrophages of adipose tissue. We managed to demonstrate a relationship between
metabolically activated macrophages with high CD36 expression and cardiovascular risk
predictors. We also reported that statins had a decreasingeffect on proinflammatory
macrophages, which would explain the statins protective effect on the vessels. For
postmenopausal women, a higher proportion of percentage proinflammatory macrophages in
the visceral adipose tissue may be related to their elevated 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 statististically signifiant 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.

Administration of TZD in HHTg rats reduced plasma levels of total cholesterol and
triglycerides and increased HDL cholesterol. The rate of neointima formation after vascular
injury was not affected by thiazolidinedione administration. The results of the intervention
study in HHTg rats did not confirm our hypothesis of the protective role of PPAR gamma
signaling in neointima formation after vascular injury under conditions affected by metabolic
syndrome. Most of the published data that indicate a link between adipose tissue and
atherosclerosis are derived from experimental studies in animal models. The living kidney
donor transplantation program offers an opportunity to support research projects that focus on
adipose tissue and its role in the pathogenesis of atherosclerosis in humans. Exclusion criteria
for living kidney donors have been slightly modified to accept individuals with certain risk
factors for cardiovascular disease (mild hypertension, dyslipidaemia and obesity). The living
kidney donor represents an ideal model for studying pathogenetic mechanisms involved in the
development of atherosclerosis. This work is the first phase in a long-term project that aims to
reveal 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.
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8. Seznam pouzitych zkratek

ATM: adipose tissue macrophages

BMI: body mass index

CD: cluster of differentation

CVD: cardiovascular disease

DBP: diastolic blood pressure

FSH: follicle-stimulating hormone

GFR: glomerular filtration rate

HARS: hand-assisted-retroperitoneoscopic surgery
HDL: high density lipoprotein

hsCRP: high-sensitivity C-reactive protein
IL-1p: interleukin 1 beta

IL-6: interleukin 6

IL-10: interleukin 10

LDL: low density lipoprotein
MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1
PAD: peripheral artery disease

postW: women of postmenopausal age
preW: women of premenopausal age

PVAT: perivascular adipose tissue
SBP: systolic blood pressure
SCAT: subcutaneous adipose tissue

SVF: stromal vascular fraction
TGF-B: transforming growth factor beta
TNF a: tumor necrosis factor alfa

VAT: visceral adipose tissue
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