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SOUHRN

Makrofagy jsou spojovany s chronickym zanétem, o kterém se predpoklada, ze je
zakladem zmén probihajicich v bilé tukové tkani obéznich lidi. Dilezitou roli ve vyvoji
zanétu hraje jak pocet makrofagl, tak jejich funkéni stav. Klasicky jsou makrofagy
rozdéleny do dvou podtypl: prozanétlivé (M1) a protizanétlivé (M2). M1 a M2
S rozvojem metabolickych zmén a vznikem inzulinové rezistence je také spojovana
velikost adipocytil bilé tukové tkan€. Zména v jejich velikosti je povazovana za zndmku
jejich dysfunkce. Jednim z nasledkd zanétu v tukové tkani, vyznacujicich se infiltraci
makrofagli a mnoha dalSich imunitnich bunék, je rozvoj fibrotickych zmén. Fibréoza je

charakteristickym znakem metabolicky dysfunkéni tukové tkdné.

V praci je hodnocen pomér makrofaghh M1 a M2 u obéznich subjektl s diabetem
a bez diabetu. Byla provedena analyza adipocytl v podkozni a visceralni tukové tkani a
vyhodnoceny zmény jejich velikosti a srovnany s mnozstvim infiltrovanych makrofagii
do tukové tkan€. Je zde rovnéz srovnana stavba a rozsah intersticialni tkan¢ a bilé tukové

tkané u morbidné obéznich zen s diabetem a bez diabetu se skupinou kontrol.

Do studie byli zatazeni pacienti, ktefi podstoupili bariatricky zakrok pro morbidni
obezitu. Skupina obsahovala 106 pacienti (muzi i zen) ve véku 21-66 let s BMI
v rozmezi 30-58 s diabetem a bez diabetu. Tukova tkan kontrol s fyziologickym BMI a
bez diabetu byla ziskdna béhem soudni pitvy. Vzorky tukové tkdné byly odebrany
z podkozni tkdné v oblasti pupku a visceralni tukova tkan z omenta. Tkanové fezy byly
nabarveny zakladnim histologickym barvenim hematoxylin-eosin. U vybranych fezl
bylo pouzito barveni Weigert zelezity hematoxylin-van Gieson a dvoustupiiové nepiimé

imunohistochemie s vyuzitim protilatek CD68, CD204 a Bcl2.

CD68 pozitivni makrofagy a CD204 pozitivni makrofdgy jsou ptfitomny jak
v podkozni, tak i visceralni tukové tkani. U morbidné obéznich pacientl s diabetem je
pfitomnost CD68 pozitivnich makrofagh vyrazné¢ vyssi ve viscerdlni tukové tkani.
Velikost adipocytii je u morbidné obéznich vyznamnym markerem rozvoje inzulinové
rezistence. Nejvétsi adipocyty byly nalezeny ve visceralni tkani pacientt s diabetem 2.
typu. Byla prokazana pozitivni korelace mezi velikosti adipocyti a stupném infiltrace

makrofagy, souvislost urovné fibrotickych zmén s rozvojem inzulinové rezistence.



Na zékladé prezentovanych vysledkti byla potvrzena vyznamna role makrofaga

tukové tkané v rozvoji zmén souvisejicich s obezitou, zejména diabetu 2. typu.

Klicova slova: obezita, makrofagy, imunohistochemie, diabetes 2. typu



SUMMARY

Macrophages are associated with chronic inflammation, which is expected to have
major involvement in the changes of white adipose tissue in obese people. The important
role is seen not only in number of macrophages but also in their functional status. The
classification typically includes two subtypes of macrophages, proinflammatory (M1)
and against inflammation (M2), each having various functions and producing different
function related factors. The size of adipocyte also reflects the development of metabolic
changes and insulin resistence and the cellular size changes are considered to be the signs
of their dysfunction. One consequence of fatty tissue inflammation, when fatty tissue is
infiltrated with macrophages and other immune system cells, can be fibrotic
transformation. Fibrosis is a characteristic feature of metabolically dysfunctional adipose

tissue.

This work analyzed the status of M1 macrophages compared to M2 macrophages
in obese patients with and without diabetes. The adipocytes in subcutaneous and visceral
fat were assessed and the evaluation included their size changes compared with the
amount of infiltrating lymfocytes. In addition, the structure and extent of interstitial and
white adipose tissue in morbidly obese women with and without diabetes, were compared

to the control group.

The patients after a bariatric procedure for morbid obesity were included in this
study. The group included 106 patients (men and women) in age range 21-66 years with
BMI range 30-58, with and without diabetes. Fatty tissue samples in the control group
with physiological BMI and without diabetes were received from forensic autopsies. The
samples of fatty tissue were taken from abdominal subcutaneous tissue from the navel
and from visceral omental fat and staining with standard hematoxylin-eosin was done.
In selected slides Weigert ferric hematoxylin staining-Van Gieson and two-step indirect
immunohistochemistry method with CD68, CD204 and Bcl2 applied.

CD68 and CD204 positive macrophages were found in subcutaneous tissue and
also in visceral fat. In morbidly obese patients with diabetes, significantly more CD68
macrophages were found in visceral fat. The size of adipocytes in morbidly obese group
is important marker of insulin resistance development. The biggest adipocytes were found

in visceral fat in patients with diabetes type 2. It was shown that the positive correlation



exists between the size of adipocytes and the degree of infiltration by macrophages and
also between the extent of fibrotic changes and development of insulin resistance

The presented results confirm the important role of fatty tissue macrophages in

development of changes that are associated with obesity, especially with diabetes type 2.

Key words: obesity, macrophages, immunohistochemistry, diabetes type 2
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1 UvVOD

Obezita je povazovana za jeden z nejvaznéjSich zdravotnich problému
soucasnosti. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) v roce 2016 vice nez 1,9
bilionu dospélych (18-ti letych a starSich) mélo nadvahu, z toho pres 650 miliént bylo
obéznich. 41 milionl déti mladSich 5ti let mélo nadvahu nebo obezitu a vice nez 340

miliont déti a dospivajicich ve véku 5-19 let mélo nadvahu nebo obezitu. (WHO, 2016)

Obezita je metabolické onemocnéni charakterizované nadmérnym hromadénim
tukové tkan¢ v diisledku nadmérného ptijmu potravy a nevhodného Zivotniho stylu. Je
spojena stadou metabolickych onemocnéni, jako je diabetes mellitus typu 2,

dyslipidémie, arterialni hypertenze a ateroskleréza.

Jesté pied dvaceti lety byla tukova tkan povazovana za zasobarnu energie, jako
tepelny a mechanicky izolator. V soucasné dobé ji povazujeme za vysoce aktivni orgén
zapojeny do metabolickych, hormonalnich a imunitnich procest. Tukova tkan je slozena
z adipocytl, preadipocytt, fibroblastii, endotelidlnich bunék, riznych typt imunitnich
bun¢k a adipocyty vyluéuji celou fadu tzv. adipokint, které se podileji na regulaci
energetického metabolismu, pocitu sytosti a mnoha dalSich procest (Boutens et Stienstra,
2016).

Tato dizerta¢ni prace je zaméfena na vyznam makrofagi v podkozni a visceralni
tukové tkani patologicky obéznich. S obezitou je spojena akumulace prozanétlivych
makrofagl v tukové tkani. Stale vSak neni jasné, do jaké miry tato akumulace pfispiva
K intoleranci glukdzy a rezistenci na inzulin (Wernstedt et al., 2014). Pro pochopeni
molekularnich mechanismt, kterymi se makrofagy tukové tkané podileji na rozvoji
riznych onemocnéni, je zapotiebi jejich dalsi studium, které by piipadné otevielo dveie

pro objev novych 1é¢ebnych postupi.
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1.1 OBEZITA

1.1.1 OBEZITA, PRICINY OBEZITY

Obezita je definovana jako zvySené zastoupeni tukové tkané¢ v organismu.
Obvykle se hodnoti pomoci indexu télesné hmotnosti (BMI —body mass index). Vypocita
se vydé€lenim hmotnosti ¢lovéka v kilogramech druhou mocninou jeho vysky v metrech.
Na zékladé¢ hodnot BMI rozliSujeme nasledujici kategorie: podvaha s BMI pod 18,5,
normalni hmotnost s BMI mezi 18,5-25, nadvaha s BMI 25-30, obezita I. stupné s BMI
30-35, obezita II. stupné s BMI 35-40 a morbidni obezita s BMI nad 40. Index BMI byl
pfijat jako b&zna metoda kategorizace télesné hmotnosti, protoze je to prakticka,
neinvazivni a finan¢né nendkladnd metoda. Existuji vSak dalsi, pfesnéjsi zpusoby:
posouzeni obezity piimym méfenim mnozstvi a distribuce tukové tkané€, stanoveni
obvodu pasu, poméru obvodu pasu k obvodu boku, nebo kostni denzitometrie (DXA)
(Chan et al. 2003).

Rapidni narast vyskytu obezity je zpuisoben zménou faktorti Zivotniho stylu;
piedevsim stravovacimi navyky a nedostatekem pohybu. Mezi dal§i faktory patii
genetické vlivy, nedostatek spanku, psychosocialni stres, virové a bakterialni infekce,

zvySena porodni vaha (Blundell et al., 2015).

1.1.2 PREVALENCE OBEZITY

Historicky miZzeme fici, Ze obezita byla aZ do minulého stoleti neduhem bohatych,
byla znamkou urc¢itého spoleCenského postaveni, socialni nadfazenosti, znakem
bohatstvi, ispéSnosti a blahobytu. V zapadnich spolecnostech v 20. a 21. stoleti se vSak
obezita Cast¢ji objevuje u lidi s niz§im socioekonomickycm postavenim. Za poslednich
20 let se vyskyt obezity vyrazné zvysil. Trend nartstu obezity jiz byl vSak zaznamenan
od 50. let minulého stoleti (Caballero, 2007; Awad et Bradford, 2010). V Ceské republice
trpi nadvahou ¢ dokonce obezitou 71% muzi a skoro 57% zen (Cesko v datech, 2016).
Dle WHO byla v Ceské republice v roce 2016 prevalence obezity u dospélé populace
26% (WHO, 2016).
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Obr. 1. Primérny BMI a procento obyvatel podle BMI v ¢eské populaci — muzi (pievzato
Cesko v datech, 2016)
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Obr. 2. Primérny BMI a procento obyvatel podle BMI v ¢eské populaci — Zeny (ptevzato
Cesko v datech, 2016)

S obezitou u dospelych doslo také ke zvyseni vyskytu obezity u déti a adolescentt.
V Ceské republice ma nadvahu 27,5% déti ve véku 5-19 let a obezitou trpi ptiblizné 10%
déti ve véku 5-19 let, celosvétové ma nadvahu a obezitu 18% déti ve véku 5-19 let (WHO,
2016). Ukazuje se, Ze vyssi nez normalni hodnoty BMI, piedevs§im u mladsich pod 30 let,

mohou snizit o¢ekavanou délku zivota az o 20 let.

N s

Krom¢ toho déti s nadvdhou a obezitou maji vyssi pravdépodobnost vyskytu
nadvéhy a obezity v dospélosti, a jsou tedy vystaveny zvySenému riziku onemocnéni

souvisejicich s obezitou.
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Dité narozené¢ matce s nadvahou ¢i obezitou, ma zvysené riziko vyskytu détské
obezity, zvysené mnozstvi tuku pii narozeni a vyssi porodni véhu; a je vystaveno vysSimu
riziku obezity, metabolického syndromu a diabetu v dospé€losti. Vzhledem k uvedenym
skutecnostem je vhodné zacit s intervencemi tykajicimi se Zzivotniho stylu u Zen
Vv plodném véku, jako jeden ze zasadnich postupti boje proti nartistu obezity (Fontaine et
al., 2003; Rowlands et al., 2009).

1.1.3 OBEZITA JAKO RIZIKOVY FAKTOR

Nadvaha a obezita je spojena sriznymi patologickymi stavy. Metabolicky
syndrom, inzulinovd rezistence, diabetes 2. typu, hypertenze, hyperlipidémie,
je soubor rizikovych faktorti zahrnujici centralni neboli abdominalni obezitu, zvySenou
hladinu triglyceridt, snizeni HDL cholesterolu, zvySenou hladinu VLDL cholesterolu,
zvySeny krevni tlak a zvySenou hladinu gluk6zy na la¢no. Pacienti s timto syndromem
maji zvySené riziko rozvoje kardiovaskuldrnich onemocnéni anebo diabetu 2. typu.
Obézni jedinci vykazuji poruchu endotelidlni funkce krevnich cév, ktera spojuje obezitu
s rozvojem aterosklerozy. Obezita vede k chronickému systémovému a lokalnimu zanétu
nizkého stupné. Mrtvice, méstnavé srdecni selhani, plicni embolie, astma, onemocnéni
Zluéniku a dna jsou cast&j$i u obéznich nez u Stihlych jedinct. Navic obezita zvySuje
riziko karcinomu prsu, vajecnikl, endometria, kolorektalniho karcinomu, jicnu, ledvin,
pankreatu a prostaty (WHO, 2018). Nadmérné zvyseni hmotnosti mize také vést k dal§im
zdravotnim problémim, jako je obstrukéni spankova apnoe, chronicka bolest a
osteoartr6za. Psychosocidlni problémy, zvySena pravdépodobnost deprese a poruchy
piijmu potravy mohou sniZit kvalitu Zivota pfi obezité. Mnoho z téchto faktorti je spojeno
se snizenou délkou Zivota nebo predCasnym Umrtim. Alarmujici je, Ze nejvyssi mira
umrtnosti souvisejici s obezitou je u osob mladsich 30ti let (Pais et al., 2009; Moayyedi,
2008).
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1.2 TUKOVA TKAN

Tukova tkan je jednim z typl vazivové tkané€, ve které jsou nejvice zastoupeny

tukové buiiky (adipocyty).

Ptijem lipidt adipocyty a jejich ukladani ve formé triglyceridi umoznuje expanzi
tukové tkané a je adaptivni odpovédi a chrani tak jiné tkané pied nadbytkem lipidi. Pti
obezit¢ dochazi k nadmérnému ukladani tuku v bilé tukové tkani. Kromé jejich tlohy pii
nakladani s zivinami a v metabolismu, jsou adipocyty vysoce aktivni sekre¢ni bunky
produkujici hormony, adipokiny a chemokiny, které hraji roli v imunité, zanéctu,

vaskularnim ristu a remodelaci matrix (Greenberg et Obin, 2006; Sun et al., 2011).

1.2.1 ROZLOZENI TUKOVE TKANE

Bila tukova tkan je rozdé€lena do fyziologickych lozist', zejména jako subkutanni
a visceralni tukova tkan (omentalni, mezentericka, retroperitonealni a gonadalni), nebo
se vyskytuje Vv lokalizacich oznacovanych jako tuk ektopicky (intrahepaticky,
intramuskularni, intrapankreaticky a perikardialni). Podkozni tukova tkan tvofi nejvétsi
¢ast télesného tuku, celkové je asi 4-5krat objemné&j$i neZ viscerdlni tukova tkan.
Podkozni tukova tkan uchovava pfiblizné 80-90% celkového té€lesného tuku, hlavné
Vv oblasti bfisni (kolem pasu), subskapularni (na horni Casti zad), glutealni a femoralni.
Mensi cast télesného tuku (10 az 20% v zavislosti na pohlavi a jednotlivci) se nachazi

v biisni dutiné (Wajchenberg, 2000; Friithbeck, 2008).

1.2.2 CHARAKTERISTIKA TUKOVE TKANE

Rozlisujeme tfi typy tukoveé tkang, které se 1iSi svou stavbou a funkci: bila tukova
tkan, jez uklada pfebytec¢nou energii ve formé triglyceridl a je vyznamnym endokrinnim
organem, hnéda tukova tkan, ktera je specializovdna na pfeménu energie a jeji uvolnéni
ve formé tepla. A bézova tukova tkan, ktera energii neuklada, ale spaluje (Ross, 2011;

Sepa-Kishi et Ceddia, 2018).

15



1.2.2.1 Bila tukova tkan

Bila tukova tkan ptfedstavuje ptiblizn€ 10 az 20% celkové télesné hmotnosti u
Stihlych dospélych jedincti, avSak u obéznich osob miize dosahnout vice nez 50 nebo

dokonce az 70%. Ptiblizné 75% hmotnosti tukové tkan¢ sestava z lipida (Baker, 1969).

V bilé tukové tkani jsou pritomny hlavné bilé adipocyty, sférické buiiky, zvané
téz univakuolarni, s velkou variabilitou velikosti (25-200um), obsahujici jednu lipidovou
kapénku obklopenou tenkym lemem cytoplazmy. Adipocyty jsou obklopeny bohaté
vaskularizovanou fidkou pojivovou tkani. Vné&jsi obal adipocytu se sklada ze sité
kolagennich vlédken typu 1 a retikularnich vlaken, které slouzi k ochrané buiky ptred
mechanickym poskozenim. Kazdd bunka vytvaii bazalni laminu typického slozeni.
Adipocyty a dals$i bunécné populace pfitomné v bil¢ tukové tkani syntetizuji kolageny
typu 1, 3 a 4 a také kolagen typu 6Al, ktery miZe interagovat s kolagenem typu 4 a
umoznit tak fixaci bazalni laminy na tukovou buiiku. Opora zajisténa bazalnimi laminami
adipocytl a mnozstvim proteinli a proteoglykani v extraceluldrni matrix (napf.
fibronectin, decorin, tenascin C, osteonectin, osteopontin) zmirnuji vliv vnéjsich sil a

zaji$t'uji tak strukturdlni a funkéni integritu tukové tkané.

Dalsi slozkou bilé tukové tkané je stromalni vaskularni frakce zahrnujici
multipotentni kmenové bunky, preadipocyty, fibroblasty, pericyty a endotelové buiky
krevnich a lymfatickych cév, makrofagy a dalsi imunitni bunky (Divoux et Clément,
2011).

Husta kapilarni sit’ v tukové tkani zajiStuje dostatecné zasobovani zivinami a
kyslikem a také predstavuje cestu pro distribuci hormond, cytokin a dalsich biologicky
aktivnich latek. Bild tukova tkan je inervovdna sympatickym nervovym systémem
nervovymi vlakny, doprovéazejicimi arterie a arterioly. Noradrenalin iniciuje fadu
metabolickych kroki, které vedou k aktivaci lipazy, enzymu, jez §tépi triacylglyceroly,
které tvoti vice nez 90% lipidt ulozenych v adipocytech. Sympaticky nervovy systém je
Vv bilé tukové tkani také klicovym regulatorem produkce leptinu a dalSich adipokinti. U
obezity se snizuje citlivost tukové tkané k sympatiku a toto muze byt zakladem
dysregulace produkce leptinu a dalSich sekretorickych funkci tukové tkané (Wronska et
Kmiec, 2012; Rayner, 2001).
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Obr. 3. Typy bungk v bilé tukové tkani (upraveno podle Wronska et Kmiec, 2012)

Adipocyty bilé tukové tkané obsahuji jednu velkou tukovou vakuolu
(univakuolarni). Tukova kapénka je ulozena centraln€ a zaujima vétSinu objemu burnky.
Je obklopena monomolekulovou fosfolipidovou vrstvou zesilenou siti intermedialnich
filament (vimentin), bilkovinou perilipinem a proteiny indukujici buné¢nou smrt (CIDE
proteiny). Nové syntetizované lipidy tvoii zpocatku malé kapi¢ky na periferii
cytoplazmy, jsou transportovany po mikrotubulech a nakonec se spoji v centralni tukovou
kapénku. Adipocyty také maji aktinovou kortikalni sit. Aktinovéa i mikrotubularni sit’
hraji dalezitou ulohu v redistribuci glukdzového transportéru typu 4 (GLUT4) zavislém
na inzulinu. Zatimco mikrotubuly zprostfedkovavaji subcelularni distribuci vesikul
GLUTH4, stimulace inzulinem vede k dynamické remodelaci aktinovych kortikalnich siti.
Vezikuly podstoupi translokaci, propojeni, dokovani a fuzi s plazmatickou membranou.

(Verstraeten et al., 2011)

Jadro je oplostélé ulozeno periferné pii okraji bunky. V oblasti jadra je vétsi
mnozstvi cytoplazmy obsahujici Golgiho aparat, hladké a drsné endoplazmatické
retikulum, volné ribozomy a velké protdhlé mitochondrie. MnoZstvi mitochondrii
v tukové bunce se lisi podle lokalizace tukové tkan€. Na povrchu adipocytu je
glykokalyx. Plazmatickd membrana obsahuje mnoho typd receptori pro hormony,
neurotransmitery (hlavné noradrenalin), cytokiny a dal$i signalizaéni molekuly.

Adipocyty exprimuji také Toll-like receptory (Wronska et Kmiec, 2012).
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Obr. 4. Struktura univakuolarniho adipocytu (upraveno podle Wronska et Kmiec, 2012)

1.2.2.2 Hnéda tukova tkan

Tukové bunky hnédé, multivakuolarni tukové tkané jsou mensi (10-25um) nez
bunky bilé tukové tkané. Jadro je ulozeno v buiice excentricky, v cytoplazmé jsou
pocetné lipidové kapénky rtzné velikosti. Multivakuolarni adipocyt obsahuje cetné
mitochondrie, které jsou velkeé, sférické, s laminarnimi kristami, maly Golgiho komplex
a malé mnozstvi granularniho a hladkého endoplazmatického retikula. Mitochondrie

obsahuji velké mnozstvi pigmentu cytochromu, ktery dodava buinkam hnédavé zabarveni.

Hnéda tukova tkan je rozd€lena na lalicky prosttednictvim fidké pojivové tkané.
Ma bohaté krevni zasobeni kapilarami, které zvySuji zabarveni tkan€. Mezi tukovymi

burikami jsou ¢etna nemyelinizovana nervova vlakna (Ross, 2011).

Metabolicka aktivita hnédé tukové tkané je regulovana noradrenalinem
uvolnénym ze sympatickych nervovych zakonceni, ktery stimuluje lipolyzu a hydrolyzu
triglyceridi a rovnéZ zvySuje expresi a aktivitu molekul UCP-1 (odptfahujici protein 1)
v mitochondriich (Saely, 2012). Protein UCP1 umoziiuje rozptylovat protonovy
elektrochemicky gradient generovany dychanim ve formé tepla. Hnéda tukova tkan tak
hraje kliCovou roli v netfesové termogenezi. Hnéda tukova tkan se vyskytuje hlavné u
malych a hibernujicich savct a lidskych novorozencii. Studie poslednich let vsak dokazuji
ptitomnost hnédé tukové tkané i u dospélych jedinct (Cannon et Nedergaard, 2004;
Nedergaard et al., 2007).
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1.2.2.3 Bézova tukova tkan

V nedavné dobé€ byl popsan i tieti typ tukové tkané, bézova (beige) nebo brite
(hnéda tukova tkan v bilé tukové tkani). Bild tukova tkan vykazuje velkou plasticitu a
mize podléhat tzv. hnédnuti a tak ziskat vlastnosti hnédé tukové tkané (velké mnozstvi
lipidovych kapének v cytoplazmé, vysoka mitochondrialni aktivita). K tomuto jevu
dochazi po expozici chladem, chronickém vytrvalostnim cvi¢eni nebo B3-adrenergni
stimulaci. Bila tukova tkan, kterd prosla procesem ,,zhnédnuti“ je charakterizovana
pfitomnosti ,,bézovych® adipocyti. Bézova tukova tkan spolu s hnédou vyznamné
ptispivaji k fizeni vydeje energie v ramci celého organismu a ovliviiuji systémovou
metabolickou homeostazu. Ve srovnani s bilou tukovou tkéni produkuji vice IL-6, IL-8 a
MCP1. Z vyvojového hlediska maji ,,béZové buniky blize ke svalovym buiikdm nez
buinkdm hnédé tukové tkan€. Hnéda tukova tkan predstavuje u lidi pouze malou ¢ést
celkové télesné hmotnosti, coz limituje termogenni kapacitu této tkan¢ (Giralt et

Villarrova, 2013; Sepa-Kishi et Ceddia, 2018; Ikeda et al., 2018; Kristof et al., 2019).

1.3 FUNKCE TUKOVE TKANE
1.3.1 ADIPOGENEZE A PREMENA ADIPOCYTU V TUKOVE TKANI

Objem tukové tkan se zvétSuje narastem velikosti adipocyti (hypertrofie) nebo
pfibyvanim novych tukovych bunék prosesem adipogeneze (hyperplazie), ptipadné
obojim. Pfedpoklada se, ze zvySeni poctu adipocytl (hyperplazie) nebo obména starych
bunék se déje béhem celého Zivota diferenciaci preadipocyti. Studie Kinetiky adipocytt
v bilé tukové tkani vyuzivajici detekci kyseliny myristové (Ci4:0), ukazaly, ze priblizné
10% tukovych bunék téla se kazdym rokem obnovuje ve vsech vékovych kategoriich a
hodnotach indexu BMI a Ze novotvorba adipocytl je celoZivotni a regulovany proces

(Gray et Vidal-Puig, 2007; Spalding et al., 2008).

Adipocyty pochazeji z mezenchymalnich kmenovych bunék. V prvnim kroku
diferenciace se pluripotentni kmenova buiika stdva unipotentni kmenovou buiikou
preadipocytarni linie, ktera ztraci schopnost diferencovat se do jinych bunéénych typt.
V druhém kroku, zvaném terminalni diferenciace, podstupuji preadipocyty vyrazné
zmény v jejich genové expresi a morfologii a ziskavaji fenotyp a vlastnosti zralych

adipocytl. Zralé adipocyty jiz nejsou schopné diferenciace a déleni.
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Zrani kmenovych bun¢k na preadipocyty je zavislé na expresi extraceluldrnich
faktort jako jsou: transformujici ristovy faktor (TGFp), kostni morfogenetické proteiny
(BMPs), inzulinovy rastovy faktor (IGF1), interleukin 17 (IL17), aktivin, ristovy faktor
fibroblast 1 (FGF1) a rastovy faktor fibroblasta 2 (FGF2) (Lowe et al., 2011).

V prubéhu diferenciace preadipocyti na adipocyty dochazi ke zméné citlivosti na
inzulin, k exprimaci proteind vazajici mastné kyseliny, lipoproteinovou lipazu, adipsin a
GLUT4 na buné¢nych povrsich a k ptijmu gluk6zy vyvolanou tc¢inkem inzulinu. Tento
terminalni diferenciacni krok je primarné zavisly na transkripcnich faktorech PPARYy,
jeho aktivatoru PGC-1a, jakoz i na transkrip¢nich faktorech C/EBPa, SREBP1, mTORC1
a FOXOL1. Proces diferenciace mize byt ovlivnén ucinky inzulinu prostfednictvim
transkripcniho faktoru FOXO1. U preadipocytl jsou pfitomny nizké koncentrace téchto
transkripénich faktort, ale béhem diferenciace v adipocyty se jejich exprese zvysuje.
PGC-1la a mTORCI1 zvysuji adipogenezi prostfednictvim svého ucinku na PPARYy, ale
také nezavisle zvySovanim citlivosti na inzulin u diferencujicich se preadipocyt

(Lefterova et Lazar, 2009).

«— VWyvoj —> « Diferenciace ————>

Myocyty Osteoblastv Adipogenni faktory SREBP1c Lipogeneze
(inzulin, kortlzol atd.) (FAS, ACC,
GPAT, AGPAT, DGAT)
C/EBPB ¢——no
C/EBP6 —; PPAva RXRa
Transkripcni
fakwrv ? C/EBPu
Pfisun Zivin
> T e
Seipin/AKT2 Hladovéni
Mezenchymalni Preadipocyt Adipocyt Zraly adipocyt

kmenové buriky

Obr. 5. Diferenciace adipocytu (upraveno podle Garg, 2011)
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1.3.2 LIPOGENEZE A LIPOLYZA

Hlavni funkci tukové tkané, v zavislosti na energetickém stavu, je expanze a
uchovavani nadbytecné energie ve form¢ triglyceridii (lipogeneze), nebo v piipade
potieby, jejich uvoliiovani do ob¢hu a dalsich tkani jako volné mastné kyseliny (MK)
(lipolyza). 1000 g tuku obsahuje 800 g triglyceridii a asi 7000kcal. Primérna délka zivota
adipocytll v subkutanni bilé tukové tkani je 9,5 let, béhem kterych jsou ulozené lipidy

nahrazeny v pruméru Sestkrat (Spalding et al., 2008).

Pti lipogenezi dochazi k vychytavani volnych MK nebo glukézy do adipocytt a
jejich nasledné syntéze na triglyceridy (TAG). Pro lipogenezi je dilezita aktivace
lipoproteinové lipazy (LPL). LPL je syntetizovana adipocyty a transferovana do lumen
kapilary. Pomoci ni jsou uvolilovany volné MK z cirkulujicich chylomikronovych ¢astic.
Volné MK difunduji pies endotel kapilar, a pomoci translokdz mastnych kyselin jsou
prevedeny do adipocytti. Volné MK jsou potom vyuzity pro syntézu triglyceridid. Volné
MK a nasledné¢ TAG mohou byt v adipocytech syntetizovany také ze sacharidii v tzv.

procesu ,,de novo* lipogeneze (Kazantzis et Stahl, 2012).

Béhem hladovéni uvoliuje tukova tkan volné MK lipolyzou. TAG jsou
hydrolyzovany na mastné kyseliny a glycerol a transportovany z tukové tkané do
krevniho ob¢hu a dodavany do jater, svali a dalSich tkdni. Pfi lipolyze musi dojit ke
strukturalni reorganizaci lipidovych kapének, aby byl umoznén pfistup hydrofilnim
lipazadm k hydrofobnimu lipidu uvnitt kapének, z povrchu lipidové kapénky je odstranén
perilipin. Lipolyzy se v tukové tkani G€astni tfi klicové lipazy. Adipozni triglyceridova
lipdza (ATGL) se ucastni prvniho kroku lipolyzy, hydrolyzuje TAG za vzniku
diacylglycerolu (DAG) a MK. Hormon senzitivni lipaza je multifunkéni enzym schopny
hydrolyzovat piednostné DAG, ale také TAG a monoacylglycerol (MAG). Nakonec
monoglyceridova lipaza (MGL) §tépi MAG na glycerol a neesterifikovanou MK. Volné
MK mohou byt transportovany z buiiky nebo reesterifikovany zpét na nové triglyceridy.
Avsak glycerol produkovany v tukové tkani nemtze byt pouzit jako zdroj energie,
protoze tukova tkan ma limitovanou aktivitu glycerol kinazy. Glycerol z tukové tkané¢ je

tedy transportovan do jater pro glukoneogenezu (Zimmermann et al., 2004).

Jak lipogeneze, tak i lipolyza podléhaji fyziologické kontrole, zahrnujici
hormondlni a dalsi zpiisoby regulace a jejich aktivace se vzajemné vylucuje. Napiiklad

inzulin uvolnény po pfijmu potravy inhibuje lipolyzu a prostiednictvim inzulinového
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receptoru stimuluje transport glukézy do buiiky a tvorbu MK. Jinymi signaly regulujicimi
tvorbu/degradaci TAG jsou glukagon, katecholaminy, glukokortikoidy, cytokiny,
glukoza a hladiny MK (Kersten, 2001).

1.3.3 ENDOKRINNI FUNKCE

Od prvniho objevu endokrinniho potencidlu tukové tkan¢ Friedmanem a spol.
v roce 1994 (Zhang et al., 1994), byl a stale je o tento aspekt obrovsky védecky zajem,
ktery vedl k sestaveni rozsdhlého seznamu molekul, produkovanych tukovou tkani,

dalezitych pro metabolickou a imunitni homeostazu.

Tyto adipokiny hraji vyznamnou roli v piijmu a vydeji energie, regulaci télesné
te€lesné hmotnosti, metabolismu glukozy a lipidu, citlivosti na inzulin a rozvoji zanétu.
Plsobi také pii tvorbé novych preadipocyti a reguluji migraci bunék v tukové tkéni.
Mnoho z téchto adipokinti ptisobi jako hormony (endokrinni uc¢inek) nebo autokrinnim ¢i

parakrinnim zptisobem (Rasouli et Kern, 2008)..

Adipokiny jsou tkanové hormony vylu¢ované adipocyty nebo jinymi buikami
pfitomnymi v tukové tkdni (kmenové builky, preadipocyty, vaskularni buiiky endotelu,
bunky hladké svaloviny, pericyty, bunky cirkulujici v krvi). Mezi hlavni adipokiny patii
adiponektin, proteiny akutni faze jako PAI-1, vasokonstrikéni angiotensinogen,
transformujici rastovy faktor p (TGF-p), prostaglandiny, acylstimulujici protein (ASP-1),
adipophilin a faktory ovlivitujici proliferaci tukové tkang, heterogenitu a distribuci jako
IGF-1, glukokortikoidy a pohlavni steroidy. Tukova tkan také vylucuje regulatory
metabolismu lipoproteind; apolipoprotein E (apoE), lipoproteinova lipaza (LPL) a protein
transferu cholesterylesteru (CETP). Mnoho cytokinti, chemokinti a faktorti souvisejicich
se zanétem je vyluCovéano adipocyty. Tyto zahrnuji rezistin, osteopontin, tumor
nekrotizujici faktor o (TNF-a), interleukiny IL-6, IL-8, IL-10, IL-la, monocytarni
chemotakticky protein — 1 (MCP-1), interferon gamma-indukovany protein (IP-10),
makrofagovy zanétlivy protein-1p, faktor stimulujici kolonie granulocyti (G-CSF) a
alkalicka fosfataza (ALP) (Kershaw et Flier, 2004).

Leptin a adiponektin jsou vyhradné vylucovany adipocyty. Leptin byl objeven
Vv roce 1994 jako faktor umoznujici komunikaci mezi tukovou tkani a hypothalamem, a

je tedy rozhodujici pro regulaci chuti k jidlu a nasledné i velikost dep télesného tuku.
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Leptin je bilkovina o velikosti 167 aminokyselin. V hypothalamu leptin aktivuje
receptory v anorexigennich neuronech a tim potlacuje chut’ k jidlu a zvySuje energeticky
vydej. Koncentrace leptinu v krevnim obéhu je uzce a pozitivné spojena s mnozstvim
tukové tkané a jeho hladiny jsou tedy u obéznich jedincii zvySené. Dlouhodobé vystaveni
zvySenym hladinam leptinu vede k rezistenci na leptin, tedy neschopnosti ucinné
potlacovat chut’ k jidlu u obéznich jedinct. Leptinové receptory jsou piitomny nejen
v mozku, ale také v perifernich organech a tkanich, jako jsou jatra, kosterni svalovina,
srdce a pankreas. Dulezité je, ze leptinové receptory jsou také exprimovany na T a B
lymfocytech, monocytech a makrofazich a v téchto bunkach jsou Gc¢inky leptinu hlavné
prozéanétlivé. Leptin aktivuje sekreci zanétlivych cytokinl a zanétlivé cytokiny TNF-a a

IL-6 v tukové tkani stimuluji produkei leptinu (Otero et al, 2005; Agrawal et al., 2011).

Jeden rok po objeveni leptinu, v roce 1995, byl identifikovan dalSi vyznamny
adipokin adiponektin. Adiponektin je protein o velikosti 244 aminokyselin vylu¢ovany
zralymi adipocyty do krevniho obé&hu, kde je pfitomen ve velkém mnozstvi nez je typické
a hraje roli v regulaci metabolismu glukozy a lipidi ve svalech a jatrech. Piestoze je
adiponektin produkovan hlavné tukovymi buiikami, u obéznich jedincti jsou jeho hladiny
vyrazné snizeny. Toto je spojeno se zhorSenim celkové citlivosti na inzulin a nasledné
s vy$§imi hladinami glukézy. Navazanim adiponektinu na receptor aktivuje signalni
drahy v butice prostfednictvim PPARY, coz vede k inhibici zanétu a oxidativniho stresu

(Waki et al., 2003; Rasmussen et al., 2006).

1.3.4 TUKOVA TKAN JAKO IMUNITNI ORGAN

Imunitni systém se sklada z mnoha bunécnych 1 nebunéénych slozek a je nezbytny
pro udrZeni homeostazy. Za fyziologickych podminek ma klicovou roli v obrané proti
exogennim patogentim a potencidlné nebezpecnym endogennim elementim (napf.
nekrotickym bunkam, rakovinnym bunikam). Tohoto je dosazeno spolupraci mnoha
slozek imunitniho systému. Podobna spoluprice nastava také v tukové tkani jako

odpovéd’ na metabolicky stres.

Zanétliva odpoveéd’ v tukové tkani je charakterizovana akumulaci fagocytujicich
bunck (makrofagii, neutrofilll) a pfitomnosti vyssich hladin prozanétlivych cytokint,

zahrnujici TNFa, IL-6 atd. uvolnénych ze zanétlivé tkané, které ptitahuji efektorové
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lymfocyty.

Tukova tkan je infiltrovana mnozstvim imunitnich bun¢k zahrnujicich vrozené i
adaptivni komponenty. Fenotyp a jejich aktivita jsou ovlivilovany cytokiny,
produkovanymi adipocyty. Napfiklad leptin stimuluje aktivaci makrofagi a indukuje
proliferaci Thl lymfocyti. Rovnéz vyvolava uvolnovani prozanétlivych cytokini (TNFa,

IL-1B, IL-6) z ruznych imunitnich bunék. Na druhou stranu adiponektin vykazuje

rrrrr

rrrrr

(Weisberg et al., 2003; Duffaut et al., 2009; Kintscher et al., 2008).

Vyskyt makrofagt v tukoveé tkani bude podrobnéji popsan v dal$ich kapitolach. A

jejich identifikace je jednim z cilt této prace.

1.4 ROLE TUKOVE TKANE V PATOGENEZI OBEZITY A SNi
SPOJENYCH METABOLICKYCH PORUCH

1.4.1 HYPERTROFIE A HYPERPLAZIE ADIPOCYTU PRI OBEZITE

V prubéhu nadbyte¢ného energetického pfijmu muize tukova tkan expandovat
cestou hypertrofie, hyperplazie, nebo kombinaci obou. Nerovnovaha v metabolismu
lipidGi zpisobuje nadmérny tok volnych mastnych kyselin do tukové tkané. SniZena
spotieba volnych mastnych kyselin a B-oxidace, a zvyseni lipolytickych procesti vedou
k ptebytku volnych mastnych kyselin v krevnim ob&hu. Tukova tkan aktivuje
adipogenezi a zvysi pocet adipocytl cestou hyperplazie nebo dojde ke zvétseni velikosti
adipocytl cestou hypertrofie. Hyperplasticka tukova tkan je metabolicky zdrava, zatimco
hypertrofickd tukova tkan je charakterizovand dysfunk¢nimi adipocyty, inzulinovou

rezistenci, hypoxii a zanétem (Saponaro et al., 2015)

ZvysSena velikost adipocytii (hypertrofie) je spojena s inzulinovou rezistenci a
steatozou jater a predikuje rozvoj diabetu 2. typu. Velké adipocyty jsou spojovany
s bunéénou smrti a jsou povazovany za faktor stimulujici infiltraci zanétlivych makrofagt

do tukové tkan¢ (Hoffstedt et al., 2010; Cinti et al., 2005).
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Hyperplazie je naopak povazovana za stav, ktery chrani ptfed metabolickymi
komplikacemi obezity. Hyperplastické zmény adipocytl zachovavaji citlivost na inzulin.
Hyperplazie je spojovana s piednostni akumulaci v subkutanni tukové tkani a télesnym
fenotypem ve tvaru ,hrusky, zatimco hypertrofie adipocytli je spojena s akumulaci
viscerdlniho tuku, obrazem téla ve tvaru ,jablka* s metabolickymi komplikacemi.
Nedavné studie naznacuji, ze spiSe nez anatomické uloZeni tukové tkané, urcuji ucinek
na metabolismus rtizné vlastnosti a schopnost expanze visceralni a subkutanni tukové
tkan€. Plati vSak, ze, 1 kdyz ma podkozni tuk lepsi adipogenni potencial nez tuk visceralni,
pfi nariistu hmotnosti jsou obé depa tukové tkan¢ schopny hypertrofie a hyperplazie.
Zatimco jsou obecné¢ ptijaty rozdily v akumulaci télesného tuku v zavislosti na pohlavi,
nejasné zustavaji rozdily v distribuci tukové tkané podminéné geneticky ¢i ziskané béhem
zivota (Ryden et al., 2014; Gesta et al., 2007; Tchoukalova et al., 2010).

Andersson a spol. prokazali, ze obézni jedinci po bariatrické operaci, u nichz byla
nalezena vyrazna redukce velikosti adipocytl ziskali vEtsi citlivost na inzulin (Andersson
et al., 2014). Mensi adipocyty citlivéjsi na inzulin jSou popisovany ve visceralnim tuku i
u obéznich jedincl bez diabetu stejné¢ jako u obéznich charakterizovanych jako
,metabolicky zdravi®“. Inzulin a jeho zvySené koncentrace v krevnim obc¢hu stimuluji
hypertrofii adipocytt, nikoliv hyperplazii, jelikoz preadipocyty vykazuji pouze nizké
hladiny receptoru na inzulin (Kloting et al., 2010; O’Connell et al., 2010).

1.4.2 DYSFUNKCE TUKOVE TKANE V OBEZITE

Dysfunkce tukové tkané je vyznamnym faktorem, ktery pfispiva k poruchdm
spojenym s obezitou. Faktory pfispivajici k dysfunkci tukové tkané jsou: mechanicky
stres membrany adipocytli, mitochondridlni dysfunkce, stres endoplazmatického retikula,
zvySena hypoxie buné€k, inzulinova rezistence, zvySena produkce reaktivniho kysliku
mitochondriemi, rozvoj chronického zanétu a také zvySena moznost apoptozy.
Stresované mitochondrie tukové tkané uvoliuji vice druhii reaktivniho kysliku, které
mohou posSkozovat mitochondrie a dalSi soucasti buinky, stejné jako sniZeni
mitochondrialni funkce mize ovliviiovat mnohé zakladni funkce adipocytt. Jestlize
mitochondrie nejsou schopny pii obezité zvladnout zvysenou poptavku po oxidaci
volnych mastnych kyselin, mohou neuplné produkty [B-oxidace a zvySeny stres

endoplazmatického retikula vést v mitochondriich a adipocytech ke zhorSeni citlivosti na
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inzulin a k dal$im komplikacim (Goossens, 2008; Hajer et al., 2008; Saponaro et al.,
2015).
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Obr. 6. Hyperplazie a hypertrofie adipocyti. Dysfunkce tukové tkané. (upraveno podle
Saponaro et al., 2015)

1.4.2.1 Mechanicky stres

Piestavba tukové tkané je proces, ktery je akcelerovan v souvislostis expanzi
tukové tkané. Extraceluldrni matrix poskytuje mechanickou oporu adipocyti. Kdyz
adipocyty akumuluji lipidy a zvétSuji svou velikost, tlak z rozsitujici se lipidové kapénky
soub&zné s tuhou extracelularni matrix zplsobuje napéti na bunééné membrang. To
aktivuje zanétlivé drahy a vyvolava expresi prozanétlivych cytokini (Alligier, 2012;
Khan et al., 2009).

1.4.2.2 Stres endoplazmatického retikula

Pti expanzi tukové tkané je na adipocyty vyvijen obrovsky tlak ptizplisobit piijem
Zivin, a zpracovat a ulozit tyto Ziviny ve formé triglyceridi. Prudky vzestup syntézy
bilkovin a lipidi zvySuje syntetické poZadavky na endoplazmatické retikulum. Kdyz

produkce proteinti prekracuje schopnost endoplazmatického retikula spravné ukladat a
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upravovat vznikajici peptidy, dochazi k bunécné odezvé, ktera zpomaluje tvorbu proteinil
a zvySuje expresi chaperont skladajicich proteiny. Tento stres endoplazmatického
retikula vede Kk aktivaci zanétlivych a stresovych signalnich drah uvnitt adipocytu a

naslednému potlaceni inzulinové aktivity (Hotamisligil, 2010).

1.4.2.3 Hypoxie tukové tkané

Dalsim dusledkem rastu objemu tukové tkané je zvysena spotieba kysliku. Vyziva
tukové tkan¢ zavisi na tvorbé novych krevnich cév. Pti obezité je vSak prerusena spojitost
expanze adipocytl a neovaskularizace, a vysledkem je hypo-perfuze tukové tkané a jeji
hypoxie. Hypo-perfize tukové tkané mize byt urychlujicim faktorem v sérii udalosti
vedoucich k dysfunkci adipocytil, zanétu tukové tkané a celkové inzulinové rezistenci

(Yeetal., 2007).

Rada studii z poslednich let ukazala na vyznamné zvyseny objem adipocytt u
obéznich pacientl. Pti¢inou byl nedostatek kysliku (cytoplazmaticka hypoxie) v centru
hypertrofickych adipocyti (Westerbacka et al., 2008; Hosogai et al., 2007). Hypoxie vede
Kk podstatnému zvySeni HIFla (transkripéni faktor indukovany hypoxii) a sniZeni
adiponektinu jak u lidi, tak i u hlodavci (Cancello et al., 2005; Ye et al., 2007). Ye se
svymi spolupracovniky prokdzal (pomoci bunééné kultury mysich adipocyti a qRT-
PCR), Ze hypoxie zvySuje adipocytarni expresi HIF-1 o, VEGF, GLUT1, Hemox a PDK
zanétlivych genti. Hypoxie také indukuje expresi leptinu v adipocytech. Hypoxie se podili
na iniciaci n¢kolika procest, zahrnujici smrt adipocytd, infiltraci leukocytt, aktivaci
sekrece leptinu a potlaceni exprese adiponektinu (Ye et al., 2007; Wang et al., 2008; Guo
etal., 2017).

1.4.2.4 Inzulinova rezistence a rozvoj diabetu 2. typu

Inzulin je hormon produkovany vyhradné pankreatickymi 3 buiikami a jeho hlavni
funkci je regulace metabolismu sacharidii. ZvysSené hladiny glukézy vyvolavaji sekreci
inzulinu. Uginek inzulinu v buiikich je zprostfedkovan prostiednictvim receptoru
S vnitini aktivitou tyrosinkinazy. Po autofosforylaci inzulinového receptoru dojde
k aktivaci tyrosinkinazy, jez spusti fadu reakci uvniti buiiky vedoucich k tvorb¢ signalu,

ktery aktivuje glukdzovy transportér (GLUT4). Tento GLUT4 je exprimovan v tkanich
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citlivych na inzulin, jako je tukova tkan a kosterni svalovina. Dojde k translokaci GLUT4
Z intracelularniho prostredi do bunééné membrany, coz vede k prenosu glukozy do bunky
a stimulaci syntézy glykogenu. Kromé transportu glukozy stimuluje inzulin glykolyzu a
inhibuje rychlost glykogenolyzy a glukoneogeneze v jatrech. Tyto ucinky jsou dulezité
pro udrzeni normoglykemie. Inzulin také ovlivituje metabolismus lipidl, napf. snizuje
rychlost lipolyzy v tukové tkani a oxidaci mastnych kyselin v jatrech a svalech, stimuluje
syntézu mastnych kyselin a triglyceridii a absorpci triglyceridii do tukové tkané a svali

(Pessin et Saltiel, 2000; Dimitriadis et al., 2011).
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Obr. 7. Uéinek inzulinu (upraveno podle Chhabra, 2012).

Inzulinova rezistence (IR) je stav, kdy je odpovéd’ tkani na inzulinovou stimulaci
snizena a je zapotiebi vyssich davek inzulinu, aby bylo dosazeno stejné odpovédi jako pii
stavu inzulinové senzitivity. IR je tedy spojena se zvySenou hladinou inzulinu v plazmé
a delsi postprandialni hyperglykémii. Bylo zjisténo, Ze inzulinova rezistence je zptisobena
nékolika defekty v inzulin signaliza¢ni kaskadé tkani, reagujicich na inzulin; jatrech,
kosterni svaloviné a tukové tkani. Kvili méné G¢innému importu glukézy, vyuzivaji
bunky jako palivo jiné molekuly bohaté na energii a gluk6za zGstava v ob&hu delsi dobu.

Vzhledem k vys$sim hodnotam glukozy v krvi, produkuji B bunky vice inzulinu pfi
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déletrvajicim stavu muze toto vést k poskozeni  bunck a nasledn¢ ke vzniku diabetu 2.
typu. Pfestoze byla snizena citlivost na inzulin pozorovéana i u Stihlych jedincii, maji

obézni pacienti mnohem vyssi riziko vzniku IR (Mlinar et al., 2007; Lee et Lee, 2014).

Jako jeden z hlavnich faktorti inzulinové rezistence je povazovana piemira
volnych mastnych kyselin. ZvySena inzulinova rezistence tukové tkané a jinych tkani
vede ke zvySené lipolyze a uvoliiovani volnych MK z adipocytt. Je to proto, ze V inzulin
rezistentni tukové tkéni, inzulin nedostatecné potlacuje lipolytickou hormon senzitivni
lipazu (HSL) tukové tkang, ktera uvoliuje volné MK do krevniho obéhu. Zvysené hladiny
volnych MK snizuji ptijem glukozy ve svalech, stimuluji produkci glukézy v jatrech a
sekreci inzulinu z pankreatickych B bun€k. Toto vede k systémové inzulinové rezistenci.
Z dlouhodobého hlediska vSak volné MK zptsobuji lipotoxicitu a vy€erpani  bunék
v pankreatu (Savage et al., 2007; Grill et Qvigstad, 2000).

Kromé volnych MK jsou i aminokyseliny s vétvenym fetézcem (BCAA)
mediatory inzulinové rezistence pii obezité. U obezity je pozorovan snizeny katabolismus
BCAA vtukové tkani, nasledovany zvySenim plazmatickych hladin BCAA.
Mechanismus, kterym mohou BCAA pfispivat k inzulinové rezistenci, mize byt
prostfednictvim aktivace lipogenniho mTORC (sav¢i TOR protein). Bylo prokazano, ze
zvySené hladiny cirkulujiciho BCAA leucinu aktivuji kaskddu mTORC, kterd inhibuje
signalizaci inzulinu v inzulin cilovych tkanich. mMTORC pozitivné reguluje mnoZzstvi a
funkci B bunck. Trvald aktivita mTORC zpisobuje inzulinovou rezistenci v B buiikach
Langerhansovych ostriivkii, omezuje Zivotnost a podporuje jejich apoptdzu, coz jsou
faktory, které piispivaji k rozvoji diabetu 2. typu. Akumulace BCAA v obezité je bud’
pfispévatelem, nebo alesponn markerem vyvijejici se inzulinové rezistence (Lynch et

Adams, 2014).

Zanét nizkého stupné tukové tkané je povaZovan za jeden z faktorti vedouci
k dysfunkci tukové tkané¢ a nasledné k inzulinové rezistenci. Mnozstvi makrofagi
Vv tukové tkéni koreluje s rezistenci na inzulin. Také cytokiny uvolnéné prozanétlivymi
bunkami v tukové tkani, jako jsou TNFa, IL-6 a IL-8, TGFp, pftispivaji k rozvoji
systémové inzulinové rezistence. Napiiklad zvySené hladiny zanétlivého cytokinu TNFa
zvySuji hydrolyzu triglyceridl a inhibuji expresi geni, dileZitych v signaliza¢ni kaskadée

inzulinu a diferenciaci adipocytd (Gregor et Hotamisligil, 2011). Tukova tkan vylucuje

-----
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snizuje. Zda se, ze adiponektin pusobi proti u¢inkim zanétlivych cytokinti na bunky

pankreatu (Rakatzi et al., 2004).

1.5 ROLE DISTRIBUCE TUKU V PATOGENEZI OBEZITY

1.5.1 SUBKUTANNI A VISCERALNI TUKOVA TKAN

Podkozni tuk je hlavnim depem pro odstrafiovani triglycerida z krevniho ob¢hu.
Jeho schopnost riistu je povazovana za ochranu proti metabolickym komplikacim obezity.
Pokud podkozni tuk chybi, jako u ipodystrofii, nadbyte¢ny tuk se hromadi visceralné, coz
vede k metabolickym problémtim. Subkutanni tukova depa maji zvySenou miru pfemény
tuku a tvorby novych adipocytl ve srovnani s visceralnim tukem. Pfedpoklada se, ze nové
,,mladsi* adipocyty jsou metabolicky zdravéjsi (Tan et Vidal-Puig, 2008; Spalding et al.,
2008).

Visceralni tukovd tkan je spojena s metabolickym syndromem a
kardiometabolickymi rizikovymi faktory. Ma vyssi metabolickou aktivitu méfenou
lipogenezi a lipolyzou ve srovnani s jinymi depy tuku. Zvysena lipolyza, uvolfiovani
volnych MK a sekrece zanétlivych markeri visceralni tukovou tkdni vedou k hromadéni
nadbytku tuku v jatrech, svalech a pankreatu. To v Vv téchto organech vyvolava
lipotoxicitu a rezistenci na inzulin. Muzi jsou vice ohrozeni metabolickymi komplikacemi
obezity, protoze maji sklon k ukladani visceralniho tuku, zatimco zeny, navzdory k jejich
vy$§imu procentu té€lesného tuku ve srovnani s muzi, inklinuji k akumulaci podkoZniho
tuku. Se stoupajicim veékem se distribuce télesného tuku cCaste¢né piesouva ze

subkutannich do visceralnich tukovych dep (Demerath et al., 2008; Blaak, 2001).

Pouze mala cast celkového télesného tuku (7-18% Vv zavislosti na pohlavi a
jedinci) se nachazi v bfisni dutin€. Viscerdlni tuk pfispiva asi pouze 15% z celkového
mnozstvi volnych mastnych kyselin v krevnim obéhu, vétSina pochazi ze subkutannich
bfiSnich nebo jinych podkoZznich dep. To vyvolava otizky o skutecném podilu
visceralniho tuku na celkové citlivosti na inzulin v téle. Nedavné studie ukazuji, Ze nizka
visceralni adipozita u obéznich lidi je spojena s fenotypem citlivym na inzulin, ¢asto
nazyvany jako ,metabolicky zdrava obezita“. Pievlada nazor, ze zvySené mnozstvi

viscerdlniho tuku muize u obéznich pacientli rezistentnich na inzulin pfedstavovat
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nemoznost ukladat dostatek tuku v podkozni tukové tkani, a to vede k ektopickému

ukladani tuku a metabolickym problémiam (Garg, 2004; Tan et Vidal-Puig, 2008).

Subkutanni a visceralni tukova tkan produkuji riznd mnozstvi adipokint,
hormont a zanétlivych markerd, zahrnujicich leptin, angiotensinogen, TNF-a, PAI-1,
karboxypeptidazu a thrombospondin. Exprese angiotenzinogenu, faktori komplementu,
receptortt pro inzulin, 113 hydroxysteroidni dehydrogenasy (113 HSD) a proteinu
stimulujiciho acylaci (ASP) jsou vys$si ve visceralnim tuku, zatimco leptin je z velké ¢asti
produkovan subkutanni tukovou tkdni a TNF-o obéma depy. U extrémni obezity 1L-6
pochazi pievazné z visceralni tukové tkané (Dusserre et al., 2000; Fontana et al., 2007).
Vzhledem kuvedenym skuteCnostem je pravdépodobné, Ze jak subkutanni, tak i
visceralni tukova tkan aktivné pfispivaji k vyvoji nebo ochrané pied metabolickymi

komplikacemi souvisejicimi s obezitou.

1.5.2 EKTOPICKA AKUMULACE TUKU

Piedpoklada se, ze akumulace nadbyte¢ného tuku vyvolava v adipocytech
stresovou reakci, coz zpusobuje v tukoveé tkani rozvoj zanétu a inzulinovou rezistenci. To
vede k neschopnosti adipocytti pfijimat vétsi mnozstvi glukdzy, ktera ma byt ulozena jako
tuk. U obezity je snizena regulace pfijmu mastnych kyselin do tukové tkané. Jakmile
kapacita tukové tkan€ dosahne svych hranic, nadbytecny tuk se za¢ne hromadit ve
vnittnich organech, jako jsou jatra, pankreas, svalovina a visceralni depa tukové tkané,
coZ zpusobi jejich inzulinovou rezistenci. Akumulace pfebyte¢ného tuku v neadip6znich
tkanich vede k bunétné dysfunkci nebo bunééné smrti (McQuaid et al., 2011; Ravussin
et Smith, 2002).
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1.6 MAKROFAGY TUKOVE TKANE

Makrofagy jsou distribuovany ve tkanich po celém téle. Hraji diilezitou ulohu pfi
nemocech a homeostaze. Maji vyznamny Uc¢inek na rast tkani, stejné jako na remodelaci
a organizaci tkani. Tyto jejich dulezité funkce jsou, bohuzel, ¢asto alterovany ptfi mnoha
chronickych onemocnénich, z nichz nékteré jsou spojeny se starnutim. Jejich
nekontrolovatelna aktivita mize zhorsit mnohé patologické stavy. Uplné pochopeni roli
makrofagii ve vyvoji a udrzovani tkani, s vyuzitim metod popisujicich genovou expresi
ve specifickych subpopulacich makrofagi, muize vnést svétlo do hlubsi biologie

makrofagl a také umoznit piesnéjsi cilenou anti-makrofagovou terapii.

1.6.1 INFILTRACE MAKROFAGU DO TUKOVE TKANE

Makrofagy se fyziologicky vyskytuji jak ve visceralni, tak i subkutanni tukové
tkani. Vzhledem k tomu, Ze vyvoj visceralnich adipocyti je odlisny od diferenciace
subkutannich adipocytt, 1ze predpokladat, ze se tyto adipocyty lisi svym potencidlem
pritahovat makrofagy stimulaci sekrece cytokinll.. Je znamo, ze viscerdlni tukova tkan
exprimuje vice cytokint: IL-6, MCP-1, MIP-a a CSF1 a dal§i geny souvisejici s
makrofagy a zanétem. (Gesta et al., 2007). Harmann-Boehm se svymi spolupracovniky
zjistili, Zze u lidi je béZnym jevem prevazujici infiltrace makrofagti v omentalnim tuku,
vyskytujici se od Stihlych jedinci az po obézni jedince. Infiltrace makrofagy
v omentalnim tuku je obzvlasté zvySena u centralniho typu obezity, kde je spojena s
komorbidnimi stavy, které obvykle doprovazeji tézkou obezitu (Harmann-Boehm et al.,
2007; Curat et al., 2006).

Co je ptic¢inou infiltrace makrofagi do tukové tkan¢ pii obezit€? Sun a kol. uvadi
Ctyfi rizné mechanismy pro stimulaci makrofagové infiltrace: smrt adipocytii, hypoxii,

zvySenou sekreci chemokinti a dysregulaci Vv pfeméné mastnych kyselin (Sun et al.,
2011).

Mastné kyseliny, uloZzené ve formé triglyceridii v tukové tkdni mohou také byt
dalezitym regulatorem zanétu a infiltrace makrofagh do tukové tkan€. Mastné kyseliny
mohou slouzit jako ligandy pro komplex TLR4 (toll-like receptor), ¢imz aktivuji
zanétlivou reakci spolu se zvySenim koncentrace extracelularnich lipidt, coz nakonec

vede k infiltraci makrofagi do tukové tkané (Bruun et al., 2005).
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Uplynulo jiz 16 let, kdy Weisberg a Xu se svymi spolupracovniky poprvé popsali
infiltraci makrofagi do tukové tkén€, oznalili je jako hlavni inicidtory zanétu
souvisejiciho s obezitou a inzulinovou rezistenci (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003).
Nashromazdéné dukazy dokladaji dalezitou ilohu zmény polarizace makrofagt ve vyvoji

metabolickych onemocnéni.
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Obr. 8. Imunitni bunky a zanét v tukové tkani (upraveno podle Osborn, 2012)

Tukova tkan je slozena ze zralych adipocytd a mensich bunék, pre-adipocytu,
fibroblastti, endotelialnich bunék, makrofagt, histiocytt, které tvofi tzv. stromalni
vaskularni frakci. V tukové tkani Stihlych jedinct se procento makrofagl ve stromalni
vaskularni frakci pohybuje okolo 5-10%, zatimco u obéznich mize dosahovat az 40% a
u morbidné obéznich az 50%. Jak u mysi, tak 1 u lidi obsah makrofagi v tukové tkéani
uzce souvisi s velikosti adipocytl a télesnou hmotnosti. Analyza exprese genli v buiikach
izolovanych z tukové tkan¢ obéznich odhalila, Ze tukova tkan obéznich je hlavnim
zdrojem zanétlivych cytokint (Hardy 2011). Navic, hromadéni makrofagt v tukové tkéni
je spojeno s rozvojem inzulinové rezistence a progresi diabetu typu II. (Heilbronn 2008,

Cancello 2005). AvSak ne vSechny osoby s vysokym BMI vykazuji rezistenci na inzulin.

33



Na zédkladé pomérné¢ neddvného objevu dulezité role makrofagh v tukové tkani,
bylo provedeno mnoho experiment s cilem zvysit nebo snizit pocet makrofagl v tukové
tkani. Snahou bylo zjistit, zda po zméné po¢tu makrofagi, dojde ke zméné citlivosti na
inzulin. Xu a spol. prokdzal pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce (RT
PCR) a Northern blot analyzy Sesti makrofagovych prozanétlivych gent izolovanych ze
stromalni vaskularni frakce, ze s poklesem poctu makrofagi v tukové tkani u mysiho
modelu po 1é¢bé Rosiglitazonem (inzulin senzitizujici 1€k) dochazi ke snizeni hladin
mRNA zanétlivych gent a zvySeni citlivosti na inzulin (Xu et al., 2003). Po chirurgickém
bariatrickém zakroku u morbidné¢ obéznich pacientti doslo ke snizeni hmotnosti a byla
prokazana snizena exprese zanétlivych genti (MCP-1, PLAUR, CSF-3) a ubytek
makrofagl v bilé¢ tukové tkani. Podobné doslo k poklesu makrofagii v tukové tkdni u
obéznich jedincti po zméné jejich Zivotniho stylu (strava, cviceni) (Cancello et al., 2005).
Kanda a spol. objevil, Ze pfi inhibici migrace monocytt do tukové tkdn¢ narusenim genu
MCP-1 u mysi, dochézi k mirnému poklesu poctu makrofagh a zvySené citlivosti na
inzulin. Naopak zvySend exprese monocytdrniho chemotaktického proteinu MCP-1
(MCP-1) vedla ke zvySenému mnozstvi makrofagi v tukové tkani a snizeni citlivosti na
inzulin, coZ bylo prokazano u transgennich mysi, kde je MCP-1 nadmérné exprimovan
v adipocytech. (Kanda et al., 2006). Na zaklad¢ vySe uvedeného mizeme soudit, Ze

mnozstvi makrofagl v tukové tkani izce souvisi s inzulinovou rezistenci.

1.6.2 PUVOD MAKROFAGU TUKOVE TKANE

Pii obezit¢ se objevuje zvySené mnozstvi makrofagi v tukové tkani bud’ na
zaklad¢ diferenciace z krevnich monocyti (v kostni dieni se vyvinou myeloidni
prekurzory a do krevniho obéhu vstupuji jako monocyty), které piestoupily do tukové
tkané€ na zaklad¢ zmén ve vylucovani chemokinil/cytokinii nebo proliferaci rezidentnich
tkanovych makrofagti. Mnoho rezidentnich tkanovych makrofagh je vytvotreno béhem
¢asné¢ho embryonalniho vyvoje a je udrzovano v dospé€losti nezavisle na ptilivu monocytl
v Krvi. Zanét v tukové tkani nesporné zpusobuje narist makrofagi pochazejicich
z krevnich monocytt, které dopliiuji embryonalné zavedené populace makrofagi (Davies

etal., 2013; Epelman et al., 2014).

Je znamo, Ze adipocyty jsou schopné produkovat specifické adipokiny, které

funguji jako chemoatraktanty pro cirkulujici monocyty. Jeden takovy chemokin je MCP-
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1, o kterém vime, Ze je produkovan ve velkém mnozstvi adipocyty a pii obezité je jeho
hladina zvySena. Nadmérna exprese MCP-1 v tukové tkani podporuje akumulaci
makrofagi. Je zajimavé, ze piitomnost chemokinového receptoru CCR typu 2, ktery
umoziuje reakci monocyti na MCP-1, je typickou charakteristikou nové pfijatych

makrofagt, ¢ehoz se vyuziva k jejich odliSeni od rezidentnich makrofagu.

Krom¢ zvysené exprese MCP-1 tukovou tkani, je obezita charakterizovana
vyraznym zvysenim poctu molekul CCR2 na cirkulujicich monocytech. Navic, monocyty
obéznich jedincti vykazuji vysSi chemotaktickou aktivitu, kterd je spojena jak

s inzulinovou rezistenci, tak s expresi CCR2 (Kamei et al., 2006).

1.6.3 POLARIZACE MAKROFAGU V TUKOVE TKANI

Makrofagy vykazuji vyznamnou funkéni heterogenitu. Faktory mistniho prostiedi
ovliviyji jejich vlastnosti a aktivacni stav. Riizné stimuly aktivuji makrofagy k expresi
odlisnych chemokinil, povrchovych markerti a metabolickych enzymd, které v kone¢ném
dasledku generuji rozmanit¢ makrofagové funkce pozorované v zanétlivych a

nezanétlivych podminkéach (Lumeng, 2007).

Existuje velké mnozstvi makrofagl tukové tkané€ s riznymi imunitnimi profily.
Pro lepsi pochopeni, jak makrofagy tukové tkané ovliviiuji obezitu a inzulinovou

rezistenci, délime je na zékladni dva podtypy M1 a M2 (Castoldi, 2016).

U obezity dochazi nejen ke zvySeni poctu makrofagi v tukové tkani, ale také k
jejich aktivaci smérem k zanétlivému fenotypu (M1). Lumeng a kol. ve své studii zjistili,
ze makrofagy tukové tkané u Stihlych mysi exprimuji geny, které jsou charakteristické
dialezité v homeostaze tukove tkané. Tyto geny zahrnuji: protein Ym-1, Arginazu 1 a IL-
10. Zatimco u obéznich mysi byla zjiSténa zvysena exprese TNFa a iNOS, které jsou
charakteristické pro M1 (prozanétlivé) neboli ,klasicky aktivované* makrofagy. U
obezity dochdzi k pfechodu makrofagl tukové tkané¢ z M2-protizanétlivého na M1-
prozanétlivy fenotyp. Tyto M1 makrofagy produkuji zanétlivé cytokiny, které inhibuji
schopnost adipocytii reagovat na inzulin. Naopak ztrata hmotnosti je spojena s reverzni

w1

2007) Tyto objevy zdiiraziiuji, ze obezita hraje dulezitou roli v rozvoji inzulinové
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rezistence nejen s ohledem na pocet makrofagi, ale také fenotyp makrofagi v tukové
tkani.

U obezity tedy dochazi k naruseni rovnovahy v poméru M1/M2 makrofagu.
makrofagl, jez presahuje klasické déleni M1/M2 a vyznamné rozdily v profilech
makrofagl u zvifecich a lidskych modela (Castoldi et al., 2016).

V piipadech obezity u lidi vSak zlstava nezodpovézena otdzka, zda pritomnost
makrofagih M1 v tukové tkani obéznich jedincti je déna vyvojem z prekurzorovych
monocytl, nebo zda se vyskytuje jako dasledek repolarizace jiz ptitomnych makrofagt
M2 ve tkani. Experimentalni studie u obéznich mysi prokazaly, ze makrofagy M1 jsou
prubézné dopliovany z prekurzori monocytti z krevniho ob&hu (Cancello et al., 2005;
Kanda et al., 2006; Lumeng et al., 2007; Lumeng et al., 2008; Gordon, 1995; Bruun et
al.,, 2005). Krom¢& toho se hypertrofické adipocyty stavaji zanétlivymi anebo
nekrotickymi, coz pfitahuje M1 prozanétlivé makrofagy, které jsou uspotradany do
,crown-like* struktur (Lumeng et al., 2007; Bodzin et Saltiel, 2008). Makrofagy v crown-
like strukturdch obsahuji mnoho vezikul barvicich se olejovou cCerveni, coz znaci
piitomnost intracytoplazmatickych lipidi souvisejici s fagocytarni aktivitou (Xu et al.,
2003; Lumeng et al., 2007; Sun et al., 2011).

-----

cytokinu IL-10. Na zakladé kinetickych studii provadénych u obéznich mysi se
predpoklada, ze pied infiltraci tukové tkdné M1 makrofagy, jsou ptitomny i dalsi buiiky
zahrnujici neutrofily, CD8+ T lymfocyty a Zirné bunky.

Cinti se svymi kolegy pfedpokladal, Ze smrt adipocytl je hlavnim stimulem, ktery
reguluje infiltraci makrofagi v tukové tkani. Smrt adipocytl je Cast&j$i ve visceralni

tukové tkani, nez v subkutanni tukové tkani (Cinti et al., 2005; Strissel et al., 2007).
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1.6.4 MAKROFAGY TUKOVE TKANE A OBEZITA

Vysledkem je, ze lidska obezita vede k dysregulaci prostfednictvim sekrece
cytokind, chemokini a adipokini tukovou tkani. I kdyz mohou byt uvoliiovany
adipocyty, studie ukazaly, Ze vétSina vylu¢ovanych chemokind v tukové tkani pochazi ze
stromalni vaskularni frakce (Xu et al., 2003; Curat et al., 2006; Sun et al., 2011). Produkce
chemokinti makrofagy v tukové tkani pravdépodobné piispiva k akumulaci makrofagi
v tukové tkani. Cetné studie u lidi prokazaly zvySenou genovou expresi riiznych cytokint
V tukové tkani obéznich jedinct (TNF-a, IL-1, IL-6), chemokinti, zahrnujicich MCP-1,
MIP-1a (makrofagovy zanétlivy protein-1la), MIP-1B (makrofagovy zanétlivy protein-
1B), MCP-2, MCP-4. Zvyseny pievod chemokint z dysregulované tukové tkané do krve
vedl k chronickému zanétu nizkého stupné, inzulinové rezistenci a ateroskleroze (Sun et

al, 2011; Murdolo et al., 2007; Murano et al., 2008).

1.6.5 PROTEKTIVNI ULOHA MAKROFAGU

Navzdory mnohym diikaztim, ze makrofagy tukové tkané vedou k chronickému
zanétu a zhor$uji inzulinovou rezistenci, mohou mit také protektivni tlohu. Kosteli a spol.
publikoval, Ze odbouravani tuku ulozeného v adipocytech, které je vyvolano omezenym
pfijmem potravy nebo 1éky, je spojeno béhem cCasné ztraty hmotnosti se zvySenim
lokélniho uvolovani volnych MK, coz vyvolava nabor makrofagi. Makrofagy
fagocytuji prebytek lipidl a snizuji mistni koncentraci volnych MK, mohou tak chrénit
lokalni funkci adipocytl. V jiné studii provadéné u obéznich mysi akumuluji makrofagy
Vv tukové tkani lipidy vedouci k tvorbé ,,pénovych® bunék v tukové tkani (Suganami et
al., 2005; Kosteli et al., 2010). Makrofagy M1 tvofici tzv. ,,crown-like* struktury obsahuji
lipidové fagolysozomy chrénici télo od toxickych uc€inkli volnych mastnych kyselin

uvolnovanych z adipocytl (Gordon, 1995; Cinti et al., 2005).

Pfes intenzivni vyzkum mnoha aspekt stavby a funkce bilé tukové tkané u
obéznich, stale zlistava fada otevienych otazek. Vysledky ze studii na zvitatech jsou Casto
neaplikovatelné pfi hledani novych 1écebnych postupil u lidi. Studie u lidi mohou navic

obsahovat rozporuplna data a jejich odliSna struktura mlize mit vliv na validitu.
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CILE PRACE

Popsat distribuci makrofagl v podkozni a visceralni bilé tukové tkani u pacientti

pted bariatrickou operaci pro morbidni obezitu.

Charakterizovat fenotyp makrofagii bilé tukové tkdné u morbidné obéznich

pacientli pomoci imunohistochemie.

Studium exprese onkoproteinu Bcl2, jako blokatoru apoptdzy, v cytoplazmé

adipocytt v bilé tukové tkani patologicky obéznich.

Srovnani struktury a rozsahu intersticialni tkdné v bilé tukové tkani u Zen s
fyziologickymi hodnotami BMI a morbidné obéznich Zen s diabetem II. typu a

bez diabetu.

Zjistit rozdily ve struktufe subkutdnni a visceralni bilé tukové tkdn¢ u morbidné

obéznich Zen.

Zjistit, zda je podkozni tukova tkan morfologicky zménéna uzitim bioptické jehly

ve srovnani s metodou klasické excize.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Pro tuto praci byl vytvofen soubor pacientli obezitologick¢é ambulance
Chirurgického oddéleni Vitkovické nemocnice v Ostravé. Pacienti, kteti byli zarazeni do
souboru, podstoupili bariatricky zakrok pro obezitu (BMI > 30), tézkou obezitu (BMI >
35) az morbidni obezitu (BMI > 40). Vsichni pacienti podepsali informovany souhlas.
Vyzkum byl schvélen etickou komisi Lékatské fakulty Ostravské univerzity a etickou

komisi Vitkovické nemocnice Ostrava.

Skupina pacientl zahrnovala 42 muzi ve véku 21-66 let s BMI v rozmezi 34-58
a 64 zen ve v€ku mezi 21-60 lety s BMI v rozmezi 30-54 s diabetem a bez diabetu. Pii
podstoupeném bariatrickém zakroku byly pacientiim odebrany vzorky bilé tukové tkané

z podkozni tkané€ biisni stény z pupecni oblasti a visceralni tukova tkan z omenta.

Vzorky bilé tukové tkané byly odebrany metodou klasické excize za uziti
skalpelu. Pro srovnani morfologie bil¢ tukové tkané uzitim metody klasické excize a
biopsii silnou jehlou, byly odebrany vzorky podkozni bilé tukové tkané také bioptickou
jehlou za uziti jehly Medax (Bio-Feather 14Gx120MM).

Bilou tukovou tkan kontrol s fyziologickym BMI a bez diabetu jsme ziskali
Vv pribéhu soudni pitvy na Ustavu soudniho 1ékaistvi a medicinského prava Fakultni
nemocnice Olomouc ze stejnych oblasti, tedy z podkoZi v blizkosti pupku a z omentalni

tukové tkané.

Pocet pacientll a zakladni charakteristika jsou uvedeny v tab. 1 a 3 (obézni) a

v tab. 2 a 4 (kontroly).
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Cislo diabetes (A) / Cislo diabetes (A) /

biopsie vék BMI bez diabetu (N) | biopsie vék BMI bez diabetu (N)
12084/11 21 36,1 N 6686/12 31 41 N
12085/11 37 42,6 N 7718/12 33 49,1 N
12087/11 34 42,3 N 8215/12 48 47,5 N
12088/11 44 35,8 N 10152/12 39 415 N
12089/11 29 40,5 N 10363/12 36 49,8 A
12090/11 45 37,7 A 10639/12 42 40 N
12091/11 29 38,8 N 10779/12 47 39,5 N
12093/11 39 43,4 N 10839/12 33 38,8 N
12095/11 46 29,7 N 11516/12 33 40,5 N
12096/11 42 34,8 N 11567/12 42 37,9 N
12097/11 37 43,3 N 12438/12 40 53 N
12098/11 45 36,6 N 12687/12 47 454 A
12628/11 36 38,5 N 12891/12 36 41,4 N
12929/11 32 35 N 986/13 37 40,4 N
13124/11 33 39 N 993/13 46 39,9 A
14703/11 46 40,8 A 1419/13 36 33,8 N
15160/11 49 34,5 N 1998/13 47 51,1 A
15605/11 42 35,1 N 2116/13 38 49,8 N
16145/11 40 40 A 3189/13 51 43,4 A

821/12 45 36,8 A 3613/13 34 45,7 N
1546/12 41 42,1 A 3777/13 45 45,1 A
1677/12 35 36,8 N 3969/13 48 454 N
1826/12 44 49,4 A 4864/13 42 54,2 N
2515/12 32 50,9 N 5209/13 30 52 N
2516/12 44 43,6 N 6735/13 48 43,8 A
4392/12 29 45,3 N 6890/13 24 38,7 N
4680/12 37 39 N 7461/13 37 43,1 N
4773/12 21 43,8 N 7514/13 44 40,4 N
4774/12 45 35,2 N 8259/13 37 51,2 N
5307/12 47 39,4 N 8887/13 27 44,6 N
5308/12 44 49,8 N 9110/13 35 34,6 N
6176/12 38 37,8 N 9838/13 38 42,6 N

Tab. 1. Seznam bioptickych vzorkll — obézni pacienti — Zeny

Cislo pitvy vék BMI Cislo pitvy vék BMI
760/15 92 22,8 772/15 84 27
753/15 52 26,6 773/15 90 24,9
760/15 39 21,1 780/15 71 18,9
762/15 50 24,8 834/15 55 18,3
766/15 88 27,3 838/15 92 19

Tab. 2. Seznam nekroptickych vzorkia — kontroly bez diabetu — Zeny
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Cislo diabetes (A) / dislo diabetes (A) /
biopsie vék BMI | bez diabetu (N) | biopsie vék BMI bez diabetu (N)
12086/11 55 40,7 N 6841/12 58 44,4 N
12094/11 62 45,4 A 7421/12 41 48,1 A
12627/11 34 41,5 N 7422/12 47 44 A
13195/11 32 41,8 N 7719/12 46 36,1 N
13413/11 61 40,7 N 7794/12 52 56 N
14701/11 52 41,8 N 8089/12 32 45,2 N
14702/11 54 36,9 N 8904/12 41 55,9 A
14866/11 42 52,8 A 10465/12 36 38,9 N
15424/11 45 44 A 10466/12 59 45,2 N
15867/11 24 54,3 N 10780/12 49 43,8 N
1120/12 60 36,7 N 10991/12 47 44,1 N
1121/12 37 42,9 N 12829/12 42 42,6 N
1209/12 56 37,7 N 12830/12 46 41,4 A
1825/12 66 46,6 A 991/13 21 58,1 N
1871/12 46 36,7 N 992/13 58 49,9 N
2561/12 51 52,1 N 994/13 55 48,3 N
3112/12 53 33,8 N 5501/13 47 49,2 A
4261/12 39 46,9 N 6733/13 38 49,8 N
4504/12 27 39,7 N 6734/13 53 39,4 N
4872/12 47 40,8 N 7028/13 41 45 A
4873/12 62 48,2 N 7278/13 58 46,8 N

Tab. 3. Seznam bioptickych vzorki — obézni pacienti — muzi

dislo pitvy vék BMI dislo pitvy vék BMI
754/15 79 27,4 802/15 67 27,5
756/15 62 27,8 804/15 65 26,5
758/15 90 26,7 813/15 82 22,8
774/15 58 20,1 822/15 62 25,9
775/15 67 25,4 830/15 43 26,8
779/15 47 22,4 833/15 68 18,3
800/15 53 27 835/15 72 26,1

Tab. 4. Seznam nekroptickych vzorki — kontroly bez diabetu — muzi
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3.2 METODY

Odebrany materidl byl ihned po odbéru fixovan v neutrdlnim formolu a
Vv histologické laboratofi béhem 24 hodin zpracovan do parafinovych blok.
Z parafinovych blockil byly na rotanim mikrotomu zhotoveny fezy silné 4-5Sum a

nasledné nabarveny zakladnim histologickym barvenim hematoxylin-eosin.

Na zéaklad¢ vyhodnoceni jednotlivych preparatd, byly vybrany reprezentativni
parafinové bloky jednotlivych pacientii a kontrol, u kterych bylo pouzito specialniho
histologického barveni Weigert Zelezity hematoxylin-van Gieson pro znazornéni pojivé
tkan¢ a imunohistochemické barveni pro detekci makrofagt a jejich polarizaci CD68 a

CD204, a exprese onkoproteinu Bcl2, jako blokatoru apoptozy.

Z téchto vybranych parafinovych bloka byly pfipraveny fezy silné 5 pum a
preneseny na podlozni skla SuperFrost Plus®. Takto ptipravené fezy ztstaly do dalSiho

dne v termostatu pii 56°C.

Nasledujici den byly fezy odparafinovany ve dvou laznich xylenu vzdy po dobu
5 minut, odvodnény v sestupné fadé etanolu (96%, 80%, 70%) vzdy po dobu 5 minut a

poté oplachnuty v destilované vod¢ a promyvany pod tekouci vodou.

Pro znazornéni pojivové tkadn€¢ bylo pouzito specidlni histologické barveni
Weigert zelezity hematoxylin-van Gieson pomoci kitu od firmy Diapath a bylo
postupovano podle ndvodu od vyrobce. Z destilované vody preneseme tkanové fezy na
podloznich sklech do Weigertova Zelezitého hematoxylinu pro obarveni jader a barvime
pii pokojové teploté po dobu 10 minu. Tkanové fezy dobarvujeme pikrofuchsinem (smés
kyseliny pikrové a kyselého fuchsinu) 10 minut. Nasleduje odvodnéni v 96 % alkoholu,
acetonu a Vv lazni aceton-xylen 1:1 a projasnéni ve dvou ladznich xylenu, v8e po dobu 5

minut. Pfi tomto barveni se kolagenni vazivo obarvi ¢ervené, jadra jsou temné modra.

Pro imunohistochemické barveni bylo pouzito dvoustupfiové nepiimé
imunohistochemie. Odmaskovani epitopti bylo provedeno v citratovém pufru (pH 6,0)
vV mikrovinné troubé HISTOS PRO Milestone pii teploté 120°C a zvySeném tlaku po
dobu 15 minut. Aktivita endogenni peroxidazy byla blokovana u zchladlych preparatt
V5 % vodném roztoku peroxidu vodiku po dobu 30 minut. Nésledoval oplach
destilovanou vodou a poté dvakrat oplach v pufru 1XTRIS (pH 7,6) po 5 minutach a
jedenkrat oplach v pufru 1IXTRIS + Tween20 po dobu 5 minut. Abychom zabranili
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nespecifickému pfibarvovani pozadi, inkubovali jsme tkanové fezy v Protein block serum

free (DAKO) po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.

Nasledné byla aplikovéana primarni protilaitka CD68 (Mouse Monoclonal Anti-
Human CD68, M0814, DakoCytomation), CD204 (Anti-MSR1 protilatka, rabbit,
Sigma), Bcl2 (Anti-Human Oncoprotein Bcl2, BioGenex) v daném tedéni. Inkubace
s danymi protilatkami probihala ve vlhké komurce pii pokojové teploté po dobu 60 minut.
Poté byly fezy opét oplachnuty tiikrat v pufru IXTRIS (pH 7,6) po 5 minutach a jedenkrat
oplach v pufru 1XTRIS + Tween20 po dobu 5 minut.

Nasledovala aplikace detekéniho systému EnVision™ Detection Systems,
Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (DAKO) ve vlhké komurce po dobu 60 minut pfi
pokojové teploté. Poté byly fezy opét oplachnuty dvakrat v pufru 1xTRIS (pH 7,6) po 5

minutdch a 1x oplach v pufru 1XxTRIS + Tween20 po dobu 5 minut.

Vizualizace prob¢&hla pomoci chromogenu DAB pii pokojové teploté po dobu 5

minut za kontroly v mikroskopu a 10 minutovy oplach tekouci a destilovanou vodou.

V tkanovych fezech byla jadra bunék dobarvena hematoxylinem po dobu 1 az 2
min. Nasleduje oplach vodou, diferenciace ¢pavkovou vodou, promyvani 10 minut pod
tekouci vodou a odvodnéni v 96 % alkoholu, acetonu, v lazni aceton-xylen 1:1 a

projasnéni ve dvou laznich xylenu, vSe po dobu 5 minut.
Tkanové fezy byly zamontovany do Pertexu a prekryty krycim skli¢kem.

Zhotovené preparaty v zakladnim histologickém barveni hematoxylin-eosin, ve
specialnim histologickém barveni Weigert Zelezity hematoxylin-van Gieson a preparaty
imunohistochemické byly hodnoceny v mikroskopu Olympus. Exprese sledovanych
proteinli CD68 a CD204 byla také hodnocena kvantitativné.

Velikost tukovych bunék podkozni i visceradlni tukové tkané byla
hodnocena v tkanovych fezech barvenych zakladnim histologickym barvenim
hematoxylin-eosin. Histologické fezy byly prohlizeny v mikroskopu pfi zvétseni 10x a
poté byly potizeny snimky kamerou firmy Olympus SC100. Pro zhodnoceni velikosti
tukovych bunék byl pro analyzu pouzit systém Cellsens dimension/standard image

analysis firmy Olympus.

Makrofagy byly nejprve identifikovany podrobnym pozorovanim v mikroskopu

pii zvétSeni 40x v péti oblastech a pak pocitany pii 20nasobném zvétSeni (celkova

43



vySetfovana plocha 0,019 mm?). Podet makrofagi byl nasledné prepoéten na 100

adipocytt.

3.3 STATISTICKA ANALYZA

Pro zjisténi rozdili mezi studovanymi skupinami, byly ziskané vysledky
hodnoceny Mann-Whitneyovym testem na urovni vyznamnosti P < 0,05. VSechny

vypocty byly provedeny pomoci softwaru GraphPad Prism 6.1.

3.4 POUZITE ROZTOKY A CHEMIKALIE

e Alkohol, aceton, xylen, destilovana voda, peroxid vodiku, hematoxylin, eosin,

pikrofuchsin, Pertex

e Citratovy pufr (pH 6,0): 9 ml roztoku A (210,1 g kyseliny citronové v 1 | ddH20)
a41 mlroztoku B (29,41 g citratu sodného v 1 | ddH20) a doplnéni ddH20 do 500
ml

e TRIS pufr (pH 7,6): pfiprava zédsobniho roztoku 10x TRIS: 61 g TRIS
(hydroxymethyl)aminomethan do 1 | ddH20. Hodnota pH upravena
koncentrovanou HCI. 1x TRIS + Tween20 byl pfipraven pfidanim 500 pl
Tween20 do 11 1x TRIS

e Primarni protilitky CD68 (Mouse Monoclonal Anti-Human CD68, M0814,
DakoCytomation), CD204 (Anti-MSR1 protilatka, rabbit, Sigma), Bcl2 (Anti-
Human Oncoprotein Bcl2, BioGenex)

e Detekéni systtm EnVision™ Detection Systems, Peroxidase/DAB,
Rabbit/Mouse (DAKO)

¢ Liquid DAB+ Substrate Chromogen Systém (DAKO)
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4 VYSLEDKY

41 MAKROFAGY V BILE TUKOVE TKANI PATOLOGICKY
OBEZNICH

V bilé tukové tkani obéznich jedinct byla nalezena mala disperzni loziska
makrofagl se znamkami zanétlivych procest, a to jak v podkozni, tak i ve visceralni

tukové tkani.

Imunohistochemickou reakci za vyuziti protilatky anti-CD68 byly prokazany
CD68 pozitivni makrofagy, které byly vétsSinou lokalizovany v prostorech styku nékolika
adipocytu (obr. 9, 10).

'33.
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Obr. 9

Obr. 9. Podkozni bila tukova tkan (muz; BMI 51,8; s diabetem). HE.
Obr. 10. Visceralni bila tukova tkan (Zena; BMI 40; bez diabetu). CD68.

Makrofagy byly detekovany jako samostatné buiiky nebo ve formé malych shlukt
(obr. 11, 12).
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Obr. 11 — Obr. Lfr o

Obr. 11. Visceralni bila tukova tkan (muz; BMI 41,5; s diabetem). CD68.
Obr. 12. Visceralni bila tukova tkan (muz; BMI 39,4; bez diabetu). CD68.
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Mén¢ cCasté byly makrofagy v tenkych septech oddé€lujicich ptilehlé adipocyty
(obr. 13, 14).

Obr. 14
Obr. 13 S e

Obr. 13. Podkozni bila tukova tkan (muz; BMI 35; bez diabetu). CD68.
Obr. 14. Visceralni bila tukova tkan (Zena; BMI 35; bez diabetu). CD68.
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4.2 POLARIZACE M1/M2 MAKROFAGU V BILE TUKOVE TKANI
PATOLOGICKY OBEZNICH

Na zéklad¢ exprese CD68 jako znaku vSech makrofagi a exprese CD204 jako
znaku makrofagi M2 byl hodnocen aktivaéni stav (fenotyp) makrofagi v bilé tukové
tkani patologicky obéznich s diabetem typu 2 a bez diabetu a ve skupiné kontrol bez
diabetu.

V kontrolni skupiné neobéznich pacienti bez diabetu byly makrofagy ptitomny

ojedinéle v intersticiu (obr. 15 a, b).
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Obr. 15 Normalni bila tukova tkan u kontrolni skupiny: (a) podkozni bila tukova tkan
(Zena; BMI 21; bez diabetu), (b) visceralni bila tukova tkan (muz; BMI 22; bez diabetu).
CDe68.

U obéznich pacienttl bez diabetu bylo v bilé tukové tkani jak podkozni, tak
visceralni nalezeno malé mnozstvi CD204 pozitivnich makrofagi (obr. 16 a, b).
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Obr. 16. Bila tukova tkan u pacientti bez diabetu: (a) podkozni bila tukova tkan (Zena;
BMI 49,8; bez diabetu), sipky ukazuji CD204 pozitivni makrofagy, (b) visceralni bila
tukova tkan (zZena; BMI49,8; bez diabetu). CD204.
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U obéznich pacientti s diabetem byla nalezena rozsahla infiltrace makrofagy. Bylo
nalezeno velké mnozstvi CD68 pozitivnich makrofagt, ale i pocetné CD204 pozitivni

makrofagy, jak v podkozni, tak i ve visceralni bilé tukové tkani (obr. 17 a, b, c, d).
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Obr. 17 Bila tukova tkan u pacientti s diabetem: (a) podkozni bila tukova tkan (zena; BMI
51, s diabetem); Sipky ukazuji CD68 pozitivni makrofagy. CD68; (b) visceralni bila
tukova tkan (zena; BMI 51; s diabetem); Sipky ukazuji CD68 pozitivni makrofagy. CD68;
(c) podkozni bila tukova tkan (zena; BMI 45,1; s diabetem); Sipky ukazuji CD204
pozitivni makrofagy. CD204; (d) visceralni bild tukovd tkan (zena; BMI 45,1;
s diabetem); Sipky ukazuji CD204 pozitivni makrofagy. CD204.
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Jednotlivé makrofagy byly nalezeny v intersticiu v tenkych septech mezi
sousedicimi adipocyty, zatimco vétsi skupinky makrofagti byly lokalizovany blizko
drobnych cév nebo v mistech kontaktu mezi vice tukovymi buiitkami. Makrofagy, které
obklopovaly rozapadajici se adipocyty, tvoii shluky, podobné syncytiim makrofagu, které
nachazime u chronického zanétu, oznacované jako ,,crown-like strukture® (CLS) (obr. 18

a, b, ).

A a

Obr. 18 a Obr. 18 b — \

Obr. 18 ¢ . -

Obr. 18. (a) Visceralni bila tukova tkan (muz; BMI 36,7; bez diabetu). HE; (b) visceralni
bila tukova tkan (Zzena; BMI 43,8; s diabetem). CD68; (c¢) podkozni bila tukova tkan
(zena; BMI 39.4; bez diabetu). CD68.

Tyto CLS struktury byly v tukové tkani nahodné rozptyleny. Pficemz jejich
vyskyt byl Castéjsi ve visceralni bilé tukové tkéani patologicky obéznich. Na formovani
CLS struktur se podilely jak CD68, tak i CD204 pozitivni makrofagy. CD204 pozitivni
makrofagy byly nalezeny ve stejnych lokacich jako CD68 pozitivni makrofagy.
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4.3 KVANTITATIVNI ANALYZA POCTU MAKROFAGU

Kvantitativni analyza po¢tu makrofagl ve vSech parametrech u obéznich pacienti
s diabetem a u pacientii bez diabetu prokazala statisticky vyznamny nartist ve srovnani s
kontrolni skupinou. Nejvétsi pocet CD68+ makrofagh a CD204+ byl nalezen ve
visceralni bilé tukové tkani obéznich pacientii s diabetem. Pocet pfitomnych CD204+
makrofagi byl statisticky vyznamné nizsi ve srovnani s mnozstvim CD68+ makrofagu.
Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi vyskytem CD68+ makrofagh a CD204+
makrofagl v podkozni bilé tukové tkani (Tab. 5, Graf 1).

S DIABETEM BEZ DIABETU KONTROLA
visceralni | podkoZni | visceralni podkoZni | visceralni podkoZni

priamér = SD priamér + SD priamér + SD
CD68 10,45+2,74 | 4,67+2,77 | 3,03+1,37 | 2,68+1,92 | 0,20+0,45 | 0,15+0,53
CD204 8,75+4.21 4,59+1,39 | 2,70+1,09 | 2,84+0,10 | 0,43+£0,61 | 0,57+0,75

Tab. 5. Procento makrofagt.
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Graf 1. Pocet CD68+ a CD204+ makrofagt ve skuping€ kontrol, pacientt s diabetem a bez
diabetu. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami. (Vis. — visceralni tuk,

pod. — podkozni tuk)
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4.4 VELIKOSTI ADIPOCYTU: SROVNANI PODKOZNI A

VISCERALNI TUKOVE TKANE

Do srovnani struktury podkozni a visceralni bilé tukové tkdn€ u patologicky
obéznich pacientd s diabetem a bez diabetu bylo z naseho souboru pacienti vybrano pét
morbidné obéznich Zen s diabetem ve véku 40-51 let, s BMI v rozmezi 40,0-51,1 a pét
morbidné obéznich Zen bez diabetu ve véku 43-47 let, s BMI v rozmezi 40,4-54,2. Jako
kontrolni skupina bylo vybrano 5 zen ve véku 39-55 let, s BMI ve fyziologickém rozmezi

(Tab. 6).

SDIABETEM BEZ DIABETU KONTROLA
n VEk BMI VEk BMI ViEk BMI
1 40 40 46 40,4 52 27
2 47 51,1 43 49,8 39 21
3 51 43,4 47 54,2 50 25
4 48 43,8 44 43,1 55 18
5 47 45 4 45 46,8 49 23
Pramér| 46,6 44,74 45 46,86 49 22,8
Max. 51 51,1 47 54,2 55 27
Min. 40 40 43 40,4 39 18
Tab. 6

S pouzitim systému obrazové analyzy Olympus cellSens system byla
vyhodnocena primérna velikost adipocytt u jednotlivych skupin pacientek (Obr. 19). Ze
stanoveného objemu adipocytd jednotlivych bun€k byla vypoctena hodnota velikosti

jejich priméru.
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Z hodnot, které byly naméfeny, je zfejmé, ze adipocyty visceralni bilé tukové
tkané jsou mensi nez adipocyty podkozni bilé tukové tkdn€. Dale bylo prokazano, ze jak
visceralni, tak 1 podkozni bild tukova tkan obsahuje vétsi tukové bunky ve srovnani
s adipocyty u kontrolni skupiny ve stejné lokalizaci. Pti testovani statistické vyznamnosti
byl prokazan statisticky vysoce vyznamny rozdil. Pouze pfi srovnani velikosti
podkoznich adipocytti u skupiny s diabetem a bez diabetu nebyl prokazan statisticky
vyznamny rozdil (Graf 2, Tab. 7).
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Graf 2. Primérné velikosti adipocytti s uvedenim medianti, 75. a 25. percentilu, nejvétsi

a nejmensi naméfend hodnota pro jednotlivé skupiny.

VYSLEDKY KRUSCAL-WALLIS A MANN-WHITNEY TESTU

kontrola vs. diabetes **x* P < (0,0001
o kontrola vs. bez diabetu **xx P < 0,0001
VISCERALNI TUK
diabetes vs. bez diabetu **x* P < (0,0001
kontrola vs. obézni (M-W test)[**** P < 0,0001
kontrola vs. diabetes **** P < 0,0001
L, kontrola vs. bez diabetu *x*k P < 0,0001
PODKOZNI TUK
diabetes vs. bez diabetu nesignif. P > 0,9999
kontrola vs. obézni (M-W test){**** P < 0,0001

Tab. 7. Vysledky testovani statistické vyznamnosti.
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Tabulka ¢. 8 a 9 shrnuje primérné hodnoty nalezené u jednotlivych pacientek.
Skupiny jsou pomérné homogenni s vyjimkou nalezi u visceralni bilé tukové tkané
pacientek s diabetem. Zde byly nalezeny dvé pacientky s podstatné vétsi prumérnou
hodnotou velikosti adipocytii. Pfi histologické analyze byla u téchto dvou pacientek

Movroe

nalezena podstatné vétsi infiltrace makrofagy a ¢etné zndmky rozpadu adipocytt.

VISCERALNI TUK [PODKOZNI TUK

n prumér = SD |n priamér + SD
107 [59,96+ 13,77 |118 [71,24+ 16,75
147 50,31 +16,25 |112 |58,04 + 13,67
119 [77,64+17,90 [118 [81,86 + 22,64
126 (62,11 +13,71 [129 (74,67 £ 18,78
118 (62,20+17,00 [118 |64,30 £ 18,37

Tab. 8. Praimérné velikosti adipocytt u skupiny kontrol.

OBEZNI PACIENTI

S DIABETEM BEZ DIABETU

VISCERALNI TUK[PODKOZNI TUK [VISCERALNI TUK|PODKOZNI TUK

n prumér £ SD |n praumér = SD |n pramér £ SD |n primér + SD

185 [72,15+19,00 [171 [82,04 +27,40 (188 75,88 +21,45 |131 (86,87 + 20,32

144 169,67 £22,57 (117 [95,45+32,11 [158 75,34 + 24,67 |148 (89,10 + 30,79

110 [97,49 + 28,40 (163 (79,12 +25,51 [197 (67,73 + 18,51 |106 [85,34 + 24,05
175 [76,58 +£20,17 (113 (81,83 +£28,33 [149 |70,00 + 19,82 |139 [81,04 + 21,22

146 (88,49 £22,07 [145 89,28 £25,49 215 |64,50 + 15,14 [153 (76,34 £ 20,91

Tab. 9. Primérné velikosti adipocyti u pacientek morbidné obéznich s diabetem a bez
diabetu.
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V grafu €. 3 je znazornéna distribuce velikosti adipocytl ve visceralni bilé tukové
tkani pacientd s diabetem a bez diabetu. Z grafu je ziejmé, Ze distribuce velikosti se lisi
u pacientd s diabetem a bez diabetu. U pacientl s diabetem byly nalezeny Cetnéjsi velké

bunky, které odpovidaji hypertroficky zménénym adipocytim prochazejicim procesem

apoptozy.
visceralni tukova tkan obéznich pacienti
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Graf 3. Distribuce velikosti adipocytl ve visceralni bilé tukové tkani pacientd s diabetem
abez diabetu. Jeden bod zde odpovida jedné namétené hodnoté€, vodorovna ¢ara je prumer

a svisla usecka je smérodatna odchylka.
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45 VZTAH MEZI VELIKOSTI ADIPOCYTU A VYSKYTEM
MAKROFAGU

Na zéklad¢ zjisténych hodnot mnozstvi makrofagti a velikosti tukovych bunék byl
srovnan vztah mezi velikosti adipocytd a stupném infiltrace makrofagy u patologicky
obéznich pacientd. Bylo zjisténo, ze velikost tukovych bunék pozitivné koreluje

s vyskytem makrofagl v bilé tukové tkani patologicky obéznich (Graf 4, 5).
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Graf 4. Primérné velikosti adipocytii s uvedenim mediani, 75. a 25. percentilu, nejveétsi

a nejmensi naméiend hodnota pro jednotlivé skupiny.
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Graf 5. Pocet CD68+ a CD204+ makrofagl ve skupin€ kontrol, pacientti s diabetem a bez
diabetu. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickami. (Vis. — visceralni tuk,

pod. — podkozni tuk)
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4.6 APOPTOZA ADIPOCYTU

Ve vzorcich podkozni a viscerdlni bilé tukové tkané patologicky obéznich

pacientli byla sledovana exprese onkoproteinu Bcl2.

V cytoplazmé vétsiny tukovych bunék byla nalezena exprese onkoproteinu Bcl2.
Exprese Bcl2 nebyla lokalizovéna v cytoplazmé adipocytli se znamkami degenerativnich
zmén. Bcl2 negativni buiiky byly nalezeny vétSinou jednotlivé, ojedinéle byly piitomny
jako malé klastry bunék. Cast&ji se popsané zmény vyskytovaly v podkozni bilé tukové

tkani, nez ve visceralni bilé tukové tkani.

Byla prokazana negativni korelace mezi BMI a mirou exprese Bcl2 v adipocytech

obéznich osob.
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Obr. 20. Podkozni bila tukova tkan (Zena; BMI 45,4; bez diabetu). Adipocyt primérné
velikosti bez morfologickych zmén s prikazem Bcl2 (Sipky) v cytoplasmé. VEtsi

akumulace je na tangencialnim fezu cytoplasmou (tlusta Sipka). Bcl2.
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Obr. 21 a
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Obr. 21 b
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Obr. 21 (a) Podkozni bila tukova tkan (muz; BMI 43,8, s diabetem).Adipocyt bez

dystrofickych zmén s aktivitou Bcl2 v cytoplasmé (Sipky). Hypertroficky adipocyt bez

cytoplasmatické aktivity Bcl2 (hvézdicka). Bel2. (b) Podkozni bila tukova tkan (Zena;

BMI 43; bez diabetu). Hypertroficky adipocyt (hvézdicka) v blizkosti zanétlivé

infitrovaného perivaskularni intersticia. Bcl2.

x

Obr. 22 a

Obr. 22 b
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Obr. 22 (a) Visceralni bila tukova tkan (zena; BMI 54,2; bez diabetu). Hypertrofické

adipocyty (hvézdicka) a vyraznéji dystroficky zménény adipocyt (kiizek) bez aktivity
Bcl2. Bcl2. (b) Podkozni bila tukova tkan (zena, BMI 45,1; s diabetem). Oblast

hypertrofickych adipocytt. Bcl2.
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4.7 FIBROZA PODKOZNI A VISCERALNI BiLE TUKOVE TKANE

Za pomoci barveni Weigertiv zelezity hematoxylin — van Gieson byla srovnana
stavba a rozsah intersticialni tkané v bilé tukové tkani zen s fyziologickymi hodnotami

BMI a morbidné obéznich zen s diabetem II. typu a bez diabetu.

Nejmens$i mnozstvi vazivového intersticia jsme nalezli jak v podkozni tak 1 ve
visceralni bilé tukové tkani neobéznich zen bez diabetu. U morbidné obéznich bylo
zietelné zmnoZeni intersticidlniho vaziva. Nejvyrazngjsi fibrotické zmény byly pfitomny

v omentalni tukové tkani morbidné obéznich Zen s diabetem.

<

8

Obr.23 a - Obr.23b -

Obr. 23 (a) Podkozni bila tukova tkan (zena; BMI 27; bez diabetu): Jednotliva tenka
kolagenova vldkna mezi adipocyty (Sipky) nebo v perivaskuldrnich prostorech.
Weigertlv zelezity hematoxylin-van Gieson. (b) Podkozni bila tukova tkan (zena; BMI
27; bez diabetu). Jednotliva tenka kolagenova vlakna mezi adipocyty (Sipky). Velmi
jemna sit’ kolagenu v intercelularnim prostoru mezi dvéma adipocyty (hvézdicky).

Weigertuv Zelezity hematoxylin-van Gieson.
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Obr. 24 (a) Visceralni bila tukova tkan (zena; BMI 21; bez diabetu). Jedno izolované
velké kolagenové vldkno (Sipka). JemnéjSi kolagenova vlakna se nachdzeji v
perivaskularnich prostorech (hvézdicka). V kontaktech mezi adipocyty nejsou
kolagenova vlakna. Weigertv Zelezity hematoxylin-van Gieson. (b) Visceralni bila
tukova tkan (Zena, BMI 21; bez diabetu). Jedno izolované velké kolagenové vlakno
(Sipka). Jemnéjsi kolagenova vldkna se nachazeji v malém mnozZstvi v intercelularnim

prostoru mezi dvéma adipocyty (hvézdicka). Weigertiv Zelezity hematoxylin-van

Gieson.
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Obr. 25 (a) Visceralni bila tukova tkan (zena; BMI 40; s diabetem). Zna¢ny narast
intersticidlni tkané¢ s cCetnymi kolagenovymi vlakny (Sipky). Weigertiv Zelezity
hematoxylin-van Gieson. (b) Visceralni bila tukova tkan (zena; BMI 40; s diabetem).
Nékolik prafezti skrz vétsi kolagenova vlakna mezi sousednimi adipocyty (Sipky).

Weigertuv Zelezity hematoxylin-van Gieson.
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Obr. 26 (a) Visceralni bila tukova tkan (zena; BMI 40; s diabetem). V mezibunéénych

prostorech mezi dvéma adipocyty jsou vidét jemnéjsi kolagenova vldkna v husté siti

(hvézdicka) spolu s vétsimi vliakny (Sipky). Weigertiv zelezity hematoxylin-van Gieson.

(b) Podkozni bila tukova tkan (Zena; BMI 51; s diabetem). Malé zvySeni kolagennich

vlaken ve srovnani s visceralni bilou tukovou tkani. Weigertiv Zelezity hematoxylin-van

Gieson.
/ v
Obr. 27 / W

Obr. 27. Visceralni bila tukova tkan (zena; BMI 42; bez diabetu). Uspotadani a mnozstvi

kolagennich vlaken odpovida struktufe neobéznich a zdravych. Weigertiv Zelezity

hematoxylin-van Gieson.
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4.8 SROVNANI METOD ODBERU BILE TUKOVE TKANE

Pro zajisténi platnych a srovnatelnych udajii o vyzkumu, kdy z etickych davodi
neni mozné ziskani vzorkl bilé tukové tkané klasickou metodou excize, byly srovnany
morfometrické parametry a struktura podkozni bilé tukové tkané odebrané klasickou

metodou excize a silnou bioptickou jehlou Medax.

Patrny rozdil mezi vzorky ziskanymi dvéma vyse uvedenymi metodami koreloval
s mnozstvim odebrané tkan¢ k hodnoceni. Klasickd biopticka excize zachytila plochu
tkang o velikosti piiblizné 100 mm?, zatimco vzorek bilé tukové tkané odebrany
bioptickou jehlou Medax byl asi 20x mensi, pfiblizné tedy 5 mm?. Kvalita vzork® tkani

vSak byla srovnatelna.

s % :T > N
] ; Obr. 28 a Obr. 28 b

Obr. 28 (a) Podkozni bila tukova tkan ziskana chirurgickou excizi (Zena; BMI 40,4; bez
diabetu). HE; (b) Podkozni bila tukova tkan ziskana bioptickou jehlou Medax (muz; BMI
48,3; bez diabetu). HE.

U bioptickych vzorki ziskanych excizi byla moznost hodnoceni celkové struktury
bilé tukové tkang, véetné morfologie vétsich cév, tloustky a uspotadani vazivovych sept.
U vzorkt ziskanych bioptickou jehlou byla schopnost analyzy téchto struktur omezena

malou oblasti vzorku.
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Byla srovnana velikost adipocytl ve vzorcich bilé tukové tkané ziskané excizi a
pomoci bioptické jehly Medax. Primérna velikost adipocytti ve vzorku bilé tukové tkané
ziskané excizi byla 72,7 £ 20,3 um a ve vzorku bil¢ tukové tkané ziskané bioptickou
jehlou Medax byla 69,4 + 23,3 um (Graf 6). Statisticka vyznamnost rozdilu velikosti
adipocytli byla testovana pomoci t-testu (p = 0,2521) v programu GraphPad Prism 6.

Nebyl zaznamenén zadny statisticky vyznamny rozdil.
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excize biopticka jehla

Graf 6.

V bilé tukové tkani ziskané rozdilnymi metodami odbéru nebyly zjistény rovnéz

zadné rozdily v poctu nebo rozlozeni CD68 pozitivnich makrofaga (Obr. 29 a, b).

8

Obr. 29 a Obr. 29 b

Obr. 29 (a) Podkozni bila tukova tkan (muz; BMI 41,5; s diabetem). Excize. CD68; (b)
Podkozni bila tukova tkan (muz; BMI 48,3; bez diabetu). Biopticka jehla Medax. CD68.
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Ve vzorcich podkozni bilé tukové tkané ziskanych obéma metodami byla zfejma

i perivaskularni infiltrace (Obr. 30 a, b).

Obr. 30 (a) Podkozni bila tukova tkan (muz; BMI 42,9; bez diabetu). Excize. HE; (b)
Podkozni bila tukova tkan (muz; BMI 48,3; bez diabetu). Bioptick4 jehla Medax. HE.
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5 DISKUSE

Zanét bilé tukové tkan€ siln€ koreluje s nemocemi spojenymi s obezitou. Nedavné
studie ukazuji, ze poCet makrofagi tukové tkané€ je velmi silnym prediktorem obezity
spojenou s inzulinovou rezistenci (K16ting et al., 2010). Obezita, rozlozeni tukové tkané
a ztrata hmotnosti vedou k vyznamnym zménam v poctu makrofagt tukové tkané
exprimujicich povrchové markery typu M1 nebo M2 (Aron-wisnewsky et al., 2009). U
obezity je v tukové tkani zastoupena ve velkém mnozstvi subpopulace M1 makrofagt
(Nguyen et al.; Lumeng et al., 2007). Tyto M1 makrofagy jsou vysoce prozanétlivé a
uvolnuji fadu cytokind/ chemokind, které mohou vést prostfednictvim parakrinnich a
endokrinnich mechanismi ke sniZeni citlivosti na inzulin (Tilg et Moschen, 2006;
Lumeng et al., 2007).

Cilem prace bylo prozkoumat pfitomnost makrofagli v podkozni a visceralni bilé
tukové tkani patologicky obéznich, jejich fenotypizaci a zjistit podil CD204+ makrofagii
v celé populaci makrofagli v bilé tukové tkani obéznich pacientii ve vztahu k diabetu 2.
typu. Toto vySetteni se opira 0 vyuziti povrchovych markerd pro detekci makrofaghh Ml
a M2. Imunohistochemické barveni CD68 je vSeobecné¢ znamé jako marker vSech
makrofagl, zatimco CD204 slouZi jako marker pro diferenciaci M2 subtypu makrofagh
(Catrysse et van Loo, 2018; Klimcakova et al., 2011). Nejnovéjsi studie popisuji slozitéjsi
formy aktivace makrofagli nez piredchozi model M1/M2. Fenotyp makrofagl je uren

spektrem podnétu v jejich mikroprostiedi (Suzuki et al., 2017).

Makrofagy infiltruji jak visceralni, tak i podkozni bilou tukovou tkan obéznich
pacientii (Harman-Boehm et al., 2007). Zjistili jsme signifikantné vyssi vyskyt CD68+ a
CD204 + makrofagl v omentalni bilé tukové tkani ve srovnani s podkozni bilou tukovou
tkdni. Vzhledem k tomu, ze vyvoj viscerdlnich adipocytii se 1iSi od diferenciace
podkoznich adipocytli, 1ze predpokladat, Ze se tyto adipocyty lisi svym potencidlem
prilakat makrofagy sekreci cytokini (Gesta et al., 2007).

Jiz dtive bylo popsano, ze visceralni tukova tkan exprimuje vyssi hladinu cytokinti
a podili se na aktivaci dalSich geni souvisejicich s makrofagy a zanétem (Gesta et al.,
2007). Harmann-Boehm se svymi spolupracovniky zjistili, Ze u lidi existuje vyssi uroven

infiltrace makrofagii v omentalni tukové tkani jak u neobéznich, tak i u obéznich jedinci.
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Je to patrné zejména u centralniho typu obezity (Harman-Boehm et al., 2007; Curat et al.,
2006).

Bylo popsano, ze u obezity dochazi nejen ke zvyseni poctu makrofagl v tukoveé
zanétlivému fenotypu. Tyto makrofagy M1 produkuji zanétlivé cytokiny a chemokiny,
jako je TNFa, IL-1, IL-6 a MCP-1. A to indukuje inzulinovou rezistenci v adipocytech
(Xu et al., 2003; Shin et al., 2017; Thomas et Apovian, 2017; Stolarczyk, 2017).

Exprese mnoha markertt M2 makrofagn Koreluje s prozanétlivou sekreci cytokini

Vv bilé tukové tkani obéznich jedincti (Zeyda et Stulnig, 2007).

Makrofagy obéznich jedincti vykazuji povrchové markery, které neodpovidaji
klasické (M1) ani alternativni (M2) aktivaci, ale spiSe stavu metabolické aktivace
indukované riznymi metabolickymi stimuly (napf. volnymi mastnymi kyselinami,

vysokou hladinou inzulinu, vysokou hladinou glukoézy) (Kratz et al., 2014).

Po bariatrické operaci, ktera byla provadéna u morbidné obéznich pacient pro
redukci hmotnosti, doslo ke sniZeni poctu makrofdgi a v bilé¢ tukové tkani byla
pozorovana snizend zanétlivd genovad exprese (monocytovy chemotakticky protein
[MCP-1], urokinazovy receptor aktivatoru plasminogenu [PLAUR], faktor stimulujici
kolonie [CSF-3]). Podobné bylo pozorovano snizeni poc¢tu makrofagt v bilé tukové tkani
u obéznich jedincti po Gpravé jejich zivotniho stylu (dieta, cviceni) (Cancello et al., 2005;
Lumeng et al., 2007).

-----

cytokinu IL-10. V nasem materialu, ziskaného od neobéznich osob, byl pouze velmi maly
pocet makrofagi M2. Na zaklad¢ kinetickych studii provadénych u obéznich mysi se
predpoklada, Ze pred infiltraci tukové tkané makrofagy M1 jsou pfitomny dalsi bunky
zahrnujici neutrofily, CD8+ T buriky a zirné bunky (Lee et Lee, 2014) Obezita je spojena

se ztratou rovnovahy mezi populacemi makrofagi M1 a M2, kdy M1 pro-zanétlivé

-----

2008).

Na zdklad¢ nejnovéjSich, zejména imunologickych studii (Russo et Lumeng,
2018), I1ze konstatovat, ze CD68+ i CD204+ makrofagy hodnocené v nasich vzorcich jsou

tzv. rezidentni makrofagy. Pti obezité tyto bunky proliferuji a metabolické signaly, jako
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je vysoka hladina inzulinu, volné kyseliny, vysoka hladina glukézy, oxidované
lipoproteiny o nizké hustoté, oxidované fosfolipidy, mohou navic ménit fenotyp téchto
makrofagli a mohou se metabolicky aktivovat (Catrysse et van Loo, 2018; Murray et al.,
2014; Russo et Lumeng, 2018).

Velikost adipocytl je obecné povazovana za dulezity indikator zdravi tukové
tkan¢ (Weyer et al., 2000; Laforest et al., 2017). V nasi studii jsme prokazali nejvyraznéjsi
zmény ve velikosti visceralnich adipocytd ve skupin¢ morbidné obéznich Zen s diabetem
2. typu. Velikost jejich adipocyti se statisticky vyznamné lisila od velikosti obéznich bez
diabetu. U podkozni tukové tkdn€ jsme podobny rozdil neprokazali. Stejny trend jsme
prokazali pii studiu infiltrace tukové tkan€ makrofagy. Nejvetsi pocet makrofagii jsme

nalezli ve visceralni tukové tkani zen s diabetem 2. typu.

Nalezené zvétSeni adipocytl u obéznich je dobfe znamo (Skurk et al., 2007,
Michaud et al., 2016; Lessard et al., 2014; Bays et al., 2008), byl popsan také rozdil ve
velikosti podkoZnich a viscerdlnich adipocytii (O’Connell et al., 2010; Laforest et al.,
2017; Michaud et al., 2016; Lessard et al., 2014; Hoffstedt et al., 2010; Garaulet et al.,
2006; Pope et al., 2016). Zvétseni velikosti je zptisobeno hromadénim triglycerida v
dasledku vysoké hladiny zdrojii energie. Po naplnéni skladovaci kapacity adipocytl
dochazi k vytvareni ektopickych tukovych depot v jatrech, svalech a jinde (Hoffstedt et
al., 2010; Grigoras et al., 2018; Monteiro et al., 2006). U zvétsenych adipocytd dochazi
ke zméndm v produkci chemokini zejména k nardstu vyluovani pro-zanétlivych
cytokind (Skurk et al., 2007). Zvétsené adipocyty exprimuji a vyluéuji zvySené mnozstvi
leptinu. Zvétsené adipocyty s vétsi pravdépodobnosti podléhaji bunééné smrti (Monteiro
et al., 2006).

Velikost visceralnich adipocytl je povazovana za marker inzulinové rezistence a
metabolického syndromu. Velké adipocyty jsou rezistentni k antilipolytickému efektu
inzulinu (L6nn et al., 2010; Weyer et al., 2000; Hoffstedt et al., 2010). Pfi zmenseni
télesné vahy (vyvolané napt. chirurgickym zakrokem, dietou apod.) dochéazi ke zmenSeni
velikosti adipocytt, zlepSeni citlivosti k inzulinu a Gpravé produkce adipokint (Murphy
et al., 2017; Lofgren et al., 2005).
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Bredela a spol. nalezli po podani rdstového hormonu v davce 2 mg/kg/den
zmenS$eni velikosti podkoznich adipocytl a zlepSeni glukozové tolerance (Bredella et al.,

2017).

Hoffsted a spol. uvadi, ze zvySeny pocet malych adipocyti (hyperplazie) ma
protektivni ti¢inek na rozvoj zmén v metabolismu lipidd, glukoézy a citlivosti bunek k

inzulinu (Hoffstedt et al., 2010).

Nepiitomnost malych adipocytii u nasich morbidné obéznich pacientek je mozno
vysvétlit poruchou tvorby novych tukovych bunck, coz vede k vétsSimu ukladani
triglyceridii do jiz diferencovanych bunék, jejich hypertrofii a dal§im vySe popsanym
metabolickym zménam (McLaughlin et al., 2010; Fang et al., 2015; Michaud et al., 2016;
Pasarica et al., 2009). Lessard a spol. vysvétluji hypertrofii visceralnich adipocyti
limitovanou schopnosti adipogeneze z preadipocyti v podkozni tukové tkani, branici
akumulaci tuku v podkozi, coz pisobi piebytek lipidi viscerdlniho kompartmentu

(Lessard et al., 2014).

Byla provedena analyza fibrozy ve visceralni a podkozni bilé tukové tkani
obéznich pacientt s diabetem a bez diabetu a zdravych neobéznich jedincl. Fibroza je
typicky povazovana za fibroproliferativni poruchu s nekontrolovanou produkci slozek
extracelularni matrix aktivovanymi fibroblasty zdnétlivym mikroprostfedim (Henegar et
al., 2008; Keophiphath et al., 2009). Na zaklad¢ barveni Weigert zelezity hematoxylin-
van Gieson je analyzovana piitomnost a organizace kolagenovych vlaken v bilé tukové
tkani. Fibrotické zmény jsou prezentovany ve svazcich kolagenovych vlaken rizné
tloustky, néktera kolagenova vlakna izoluji adipocyty od zbytku parenchymu, zejména u
obéznich jedinct.

V této studii byl prokdzan zvySeny objem extracelularni matrix a také vétsi
pfitomnost fibrotickych zmén (svazkl kolagenovych vldken) v bilé tukové tkani u
obéznich jedinci, pfiCemz nejvyraznéjsi fibrotické zmény byly prokdzany u obéznich
pacientu s diabetem.

Stupen fibrozy v bilé tukové tkdni je sdm o sobé spojen s inzulinovou rezistenci a
ve fibroznich oblastech se nachazi vétsi mnozstvi makrofagli. Pfedchozi studie u mysi

naznacuji, Ze nadmérna extracelularni matrix mtize omezit expanzi adipocytu, coz vede

k ektopickému ukladani lipidi a nekréze adipocytl (tvorba CLS struktur) (Khan et al.,
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2009). Navic analyza transkriptomického podpisu lidské bilé tukové tkané obéznich
jedinct ukazala zvySeni mnoha gent extracelularni matrix (Henegar et al., 2008). Nase
vysledky jsou tedy vsouladu svySe popsanou teorii, protoze adipocyty nejblizsi
fibrotickym oblastem byly mensi, nez ty vzdalenéjsi od oblasti ukladani kolagenovych
vlaken. Je vSak tfeba poznamenat, ze tyto souvislosti nebyly nalezeny v podkozni bilé
tukové tkani, coz naznacuje rozdilné disledky ptitomnosti fibrozy v zévislosti na
lokalizaci bilé tukové tkané. Kolagen muze omezovat expanzi adipocyti omezenim
ukladani lipida, avSak pfima pfi¢inna souvislost se zanétem neni jasna (Khan et al., 2009).
Pasarica se svymi spolupracovniky naznacuji, Ze hypoxie a sniZzend hustota kapilér
v disledku nadmérné tvorby kolagenovych vldken, mohou byt zakladem pro chemotaxi

makrofagli a zanét bilé tukové tkan¢ (Pasarica et al., 2009).

Apoptoza tukové tkané je relativné obtizné studovanym jevem ve srovnani
S Jinymi tkanémi. I piesto bylo prokazano, ze dysregulace tohoto procesu pfispiva
k rozvoji obezity, rozdilim v regionalni distribuci tuku nebo lipodystrofii (Sorisky, 2002;
Sun et al., 2011).

Nase vysledky ukazuji, Ze apoptdza adipocytti byla u obéznich pacientl vyrazné
zvysena ve visceralni bilé tukové tkani. Tinahones a spol. prokazali u morbidné obéznich
zvySenou genovou expresi kaspaz CSP 3 a CASP7 stimulyjicich apoptozu a to jak ve
visceralni, tak i podkozni tkani. Naproti tomu genova exprese Bcl2 vyrazné poklesla
u obou typt. Soucasné studie odhaluji klicovou patogenni tillohu apoptoézy pii naboru
makrofagl do bilé tukové tkang, zanétu a nasledného metabolického rozvratu, ktery vede
K inzulinové rezistenci. Nedavno bylo popsano, Ze béhem rozvoje obezity vede expanze
bilé tukové tkané k aktivaci apoptotickych signdlnich drah, zahrnujici smrtici receptory a
mitochondrialni drahy. Tyto cytotoxické signalni drahy vedou k aktivaci efektorovych
kaspaz a apoptoze adipocyti. Nova terapeuticka strategie pro 1écbu metabolickych
komplikaci spojenych s obezitou mlZe byt antiapoptotické terapie S inhibici bud’ Fas-
(vnéjsi cesta aktivace) nebo mitochondridlné (vnitini cesta aktivace) zprostiedkované

cesty (Alkhouri et al., 2010).

Naproti tomu Cinti se svymi spolupracovniky publikovali, Ze obezita je spojena s
nekrotickym typem bunécné smrti. Mrtvé adipocyty vykazuji nékolik znakil nekrozy,

zahrnujici rupturu membrany, dilatované endoplazmatické retikulum a bunécné zbytky v
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extracelularnim prostoru, zatimco typické znamky apoptézy, jako je kondenzace
chromatinu a apoptoticka téliska, nejsou pritomny (Cinti et al., 2005; Tinahones et al.,
2013).

Nase vysledky naznacuji vyznamnou ulohu tohoto antiapoptotického proteinu v

regulaci homeostazy tukové tkané.

Jednim z cila nasi prace je studium dlouhodobych zmén morfologie bilé tukové
tkané po bariatrické operaci. V prub&hu bariatrické operace jsme ziskali vzorky bilé
tukové tkané standardni excizi. Abychom mohli sledovat vyvoj zmén v bilé tukové tkani
Vv dlouhodobém horizontu po bariatrickém zakroku, je i z etického hlediska a s ohledem

na pacienta, vhodné pouzit pro odbér bilé tukové tkan€ bioptickou jehlu.

Biopsie jehlou je moderni diagnostickou metodou. Pro histologické vysetieni se
odebird maly vzorek tkan¢ délky 10-20 mm a $itky 1,4-2 mm. Tato metoda odbéru je
bezpecna, rychla a spolehliva a pouziva se k odbéru tkani z organti, mékkych tkani nebo
nadord z ruznych c¢asti lidského téla, nejcastéji pii odbéru tkané z prsu nebo jater.
Vyhodou biopsie jehlou je minimélni invazivita, minimalni riziko komplikaci a
odpovidajici histologicky vzorek. Odbér je provadén ambulantné bez nutnosti celkové

anestezie (Pagni et al., 2014).

Vyhodou odbéru klasickou metodou excize je poskytnuti dostate¢ného vzorku
tkan¢ pro stanoveni diagndzy. Naopak nevyhodou je zvySené riziko infekce, vysoka
invazivita, vétsi zatéZ pro pacienta, mozné poskozeni ptilehlych nervovych a cévnich
struktur a zjizveni. Biopticka excize je také nakladné;jsi (nutnost vyuziti operacniho sélu),
zdrZeni ptipadné diagndzy a 1é€by (z dlivodu planovani operacnich zakroki) a miiZze nést

rizika, ktera jsou spojena s medikaci sedativy nebo celkovou anestezii (Shives, 1993).

Bila tukova tkan ziskana excizi a bioptickou jehlou pfi hodnoceni za pouziti
obrazové analyzy nevykazovala zadné rozdily v zékladnich morfometrickych

vlastnostech tukovych bunék.

Hlavni projevy chronického zanétu (perivaskularni infiltrace, CD68 pozitivni
makrofagy, velikost a tvar adipocytli) prevazuji v tukové tkani patologicky obéznich osob
a Vvtakové mife, ze zmény ve studované oblasti nemaji Zadny vliv na zavéreCné

hodnoceni.
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ZAVER

. Potvrdili jsme vyskyt makrofagl v podkozni i visceralni tukové tkani obéznich.
Makrofagy se vyskytovaly izolované (Casto v septech mezi dvéma adipocyty),
nebo byly soucasti vétSich zanétlivych infiltrath lokalizovanych vétSinou

V blizkosti cév.

. Nejvice makrofagi typu M1 jsme nalezli ve visceralni tukové tkani obéznich
s diabetem. V ,,CLS*jsme prokazali vyskyt M1 i M2 makrofagh. VétSina
makrofagl vSak nesla znaky jak M1, tak i M2 makrofagti. Domnivam se, Ze se

jedna o tzv. ,rezidentni* makrofagy dle Russovy klasifikace (Russo, 2018).

. Kvantitativni analyza poctu CD68 pozitivnich a CD204 pozitivnich makrofagh
prokazala statisticky vyznamné zvétSeni proti kontrolni skupiné. Nejpocetné;si
byly CD68 pozitivni makrofagy ve visceralni tukové tkani pacientti s diabetem 2.
typu. Rozdily v poc¢tu CD68 pozitivnich a CD204 pozitivnich makrofagi ve vSech
skupinach nebyly statisticky vyznamné jak u podkozni, tak i visceralni tukové
tkang.

. Nejvétsi adipocyty jsme nalezli v podkozni tukové tkani u vSech obéznich.
Visceralni adipocyty se proti kontrolam také zvétSuji. Nejvyznamnéji u pacientli

s diabetem 2. typu.

. Prokazali jsme pozitivni korelaci mezi velikosti adipocytii a stupném infiltrace

makrofagy.

Stupeni exprese onkoproteinu Bcl2 v cytoplazmé adipocytl negativné koreloval

s BMI. Castg&ji jsme Bcl2 pozitivitu nachazeli v podkozni tukové tkani.

. Zmnozeni zvlasté vlaknité slozky intersticia jsme prokézali jak ve visceralni, tak
i v podkozni tukové tkani. Nejvétsi zmény byly pfitomny u pacienti s diabetem
2. typu.

. Prokazali jsme, ze je mozno k morfologickému vySetfeni tukové tkdné pouzit i

materidl ziskany odbérem silnou bioptickou jehlou.

Nase vysledky potvrdily vyznamnou roli makrofagh tukové tkdné€ v rozvoji zmén

vyvolanych obezitou a to nejen na Grovni tukové tkané, ale zejména u systémovych

zmén, zejména diabetu 2. typu. Terapeutické ovlivnéni fenotypu makrofagt se jevi

jako perspektivni terapeuticky smér.
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7 SEZNAM ZKRATEK

ALP
apoE
ASP
ATGL

BCAA

Bcl

BMI
BMP
C/EBPa
CCR
CD
CETP

CIDE

CLS
CRP
CSF
DAB
DAG
ddH.0
DXA
FGF

FOXO1

alkalicka fosfataza (alkaline phosphatase)

apolipoprotein E

protein stimulujici acylaci (acylation-stimulating protein)
tukova triacylglycerolova lipaza (adipose triglyceride lipase)

aminokyseliny s rozvétvenym fetézcem (branched chain amino

acids)

lymfom B-buné¢k (B-cell lymphoma)

index télesné hmotnosti (body mass index)

kostni morfogeneticky protein (bone morphogenetic protein)
transkrip¢ni faktor (CCAAT enhancer binding protein alpha)
chemokinovy receptor (chemokine receptor)

diferencia¢ni skupina (cluster of differentiation)

pfenasec cholesterylestert (cholesterol ester transfer protein)

DFFA (DNA fragmentacni faktor-a) podobny faktor indukujici
bunécnou smrt (Cell death—inducing DFFA (DNA fragmentation
factor-a)-like effector)

,,crown-like* struktura (crown-like structure)

C — reaktivni protein (C-reactive protein)

faktor stimulujici kolonie (colony stimulating factor)
3,3’-diaminobenzidin

diacylglycerol

deionizovana voda

kostni denzitometrie (dual-energy x-ray absorptiometry)
rustovy faktor fibroblastl (fibroblast growth factor)

forkhead transkrip¢ni faktor (forkhead box protein O1)
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G-CSF

GLUT
HCI
HDL
HE
Hemox
HIF
HSD
HSL

IGF

INOS

IP-10

LPL

M1

M2

MAG

MCP

MGL

MIP

MK

faktor stimulujici granulocytarni kolonie (granulocyte-colony

stimulating factor)

glukozovy transportér (glucose transporter)

kyselina chlorovodikova

lipoproteiny s vysokou hustotou (high density lipoproteins)
hematoxylin-eosin

hem oxygenaza (heme oxygenase)

transkrip¢ni faktor indukovany hypoxii (hypoxia-induced factor)
hydroxysteroidni dehydrogenaza (hydroxysteroid dehydrogenase)
hormon senzitivni lipaza (hormone-sensitive lipase)

inzulinu podobny rustovy faktor (insulin-like growth factor)
interleukin

inducibilni syntdza oxidu dusnatého (inducible nitric oxide

synthase)

interferon gamma indukovany protein 10 (interferon gamma-

induced protein 10)
inzulinova rezistence
lipoproteinova lipaza
prozanétlivy makrofag
monoacylglycerol

monocytarni chemotakticky protein (monocyt chemoatraktant

protein)
monoglyceridova lipaza (monoglyceride lipase)

makrofagovy zanétlivy protein (macrophage inflammatory

protein)

mastné Kyseliny

72



mMTORC

NFxB

PAI

PDK

PGC-la

PLAUR

PPAR

RT-PCR

SREBP

TAG
TGF
Th
TLR
TNFa
UCP-1

VEGF

VLDL

WHO

Ym-1

komplex cilové molekuly pro rapamycin u savci (mammalian

target of rapamycin)
jaderny faktor kB (nuclear factor kB)

inhibitor aktivatoru plazminogenu (plasminogen activator
inhibitor)
fosfolipid-dependentni kinaza (phospholipid dependent kinase)

PPARy  koaktivator-la.  (peroxisome  proliferator-activated

receptor-y coactivator - 1a)

receptor urokinazového aktivatoru plazminogenu (urokinase

plasminogen activator receptor)

receptor aktivovany proliferatory peroxizomu (peroxisome

proliferator-activated receptors)

kvantitativni polymerazova fetézova reakce (reverse transcription

polymerase chain reaction)

sterol regulacni element vazajici protein (sterol regulatory element-

binding protein)

triacylglycerol

transformujici rastovy faktor (transforming growth factor)
T pomocny lymfocyt (T helper cell)

receptor skupiny Toll (toll-like receptor)

tumor nekrotizujici faktor a (tumor necrosis factor o)
odpiahujici protein 1 (uncoupling protein 1)

vaskularni endotelidlni rastovy faktor (vascular endothelial growth

factor)
velmi nizkodenzitni lipoprotein (very low-density lipoprotein)
Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

chitindze podobny protein (chitinase like protein)
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