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Abstrakt

V poslednich letech dochazi ke stdle vyrazn€jSimu narGstu vyskytu kardiovaskularnich
onemocnéni, coz podtrhuje naléhavou potiebu spolehlivych prediktivnich metod
pro véasnou indentifikaci rizikovych pacienti a umoznéni adekvatni intervence. Jednim
z vyznamnych faktorti pfispivajicich k rozvoji srdec¢nich onemocnéni je tukova tkan
naakumulovand v tésné blizkosti srdce. Epikardidlni tuk vzhledem k pfimému kontaktu
s myokardem a korondrnimi arteriemi ma potencial ovliviiovat srde¢ni zdravi a progresi
onemocnéni. Podobné perivaskularni tuk, obklopujici cévni zasobeni srdce, miize vyznamné
ovliviiovat zdravi aorty. Intramyokardialni tuk je zndm svou schopnosti infiltrovat myokard,
zatimco nadmérné mnozstvi perikardidlniho a parakardidlniho tuku mize mit rovnéz
negativni dopad, pokud se hromadi v okoli srdce ve vétSim rozsahu. Kazdé z téchto tukovych
dep vykazuje své specifické vlastnosti a mechanismy interakce se srdcem, které mohou byt
jak protektivni, tak i Skodlivé. Z tohoto diivodu je nezbytné studovat tato unikatni tukova depa
pomoci vhodného modelového organismu. PfestoZe mySi maji v porovnani s lidmi jen velmi
omezené¢ mnozstvi epikardialniho tuku, cilem této prace bylo zjistit, zda kombinace faktora
jako je obezita, pokroCily v€k a genetické modifikace (GPRI10O+NPFFR2 KO) mize
stimulovat nartst nebo zménu morfologie tukové tkan€ v okoli srdce.

Klicova slova: Epikardiadlni tukova tkan, intramyokardialni tukova tkan, perivaskularni
tukova tkan, perikardidlni tukova tkan, parakardialni tukovéa tkan, starnuti, obezita,

GPRI10+NPFFR2 KO mysi



Abstract

Recently, the global population has become increasingly vulnerable to cardiovascular
diseases, emphasizing the urgent need for reliable predictive methods to identify high-risk
patients and enable timely intervention. One of the culprits contributing to heart disease
is the accumulation of adipose tissue in close proximity to the heart. Epicardial fat has
a potential to influence cardiac health and disease progression due to its direct contact
with the myocardium and coronary arteries. Similarly, perivascular fat, which envelops
the heart’s vasculature, can significantly affect the aorta. Intramyocardial fat is known
for its capacity to infiltrate the cardiac muscle itself, while excessive pericardial
and paracardial fat may also have detrimental effects when present in big quantities around
the heart. Each of these fat depots exhibits distinct characteristics and mechanisms by which
they may either support or harm our hearts. Therefore, it is crucial to study these unique
adipose depots using an appropriate model organism. Although mice are quite lacking
in terms of epicardial fat, we aimed to assess whether a combination of factors — such
as obesity, advanced age, and genetic modifications (GPR10+NPFFR2 KO) — could stimulate
the development or morphological changes of adipose tissue in the vicinity of the heart.

Key words: Epicardial adipose tissue, intramyocardial adipose tissue, perivascular adipose
tissue, pericardial adipose tissue, paracardial adipose tissue, ageing, obesity,

GPR10+NPFFR2 KO mice



Seznam pouzitych zkratek

AS = aortalni sten6za

ATP = adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)

BAT = hnéda tukova tkan (z anglického brown adipose tissue)

BMI = index télesné hmotnosti (z anglického body mass index)

CAD = onemocnéni korondrnich arterii (z anglického coronary artery disease)
CDllc+ = integrin alfa X

CLS = z anglického crown-like structures

CRP = C-reaktivni protein (C-reactive protein)

CT = vypocetni tomografie (z anglického Computed Tomography)

DM2T = diabetes mellitus 2. typu (z anglického diabetes mellitus type 2)

EAT = epikardialni tukova tkan (z anglického epicardial adipose tissue)

EAT-EV = extracelularni vezikuly odvozené¢ z EAT (z anglického EAT-derived extracellular
vesicles)

FS = fibrilace sini

GLUT4 = glukézovy transportér typu 4 (z anglického glucose transporter-4)

GPR10 = receptor sptazeny s G proteinem 10 (z anglického G protein coupled receptor 10)
gWAT = gonadalni bila tukova tkan (z anglického gonadal white adipose tissue)

HFD = dieta s vysokym obsahem tuku (z anglického high-fat diet)

HDL = lipoprotein s vysokou hustotou (z anglického high density lipoprotein)

iIBAT = interskapularni hnéda tukova tkan (z anglického interscapular brown adipose tissue)
IGF-1 = inzulinu podobny ristovy faktor-1 (z anglického insulin-like growth factor-1)
IL = interleukin

IR = inzulinova rezistence

IMAT = intramyokardidlni tukova tkén (z anglického intramyocardial adipose tissue)
ISCH = ischemicka choroba srdec¢ni

KO = geneticky modifikovany s pomoci vyfazeného genu (z anglického knockout)
KVO = kardiovaskuldrni onemocnéni

LA = leva ptedsin (z anglického left atrium)

LDL = lipoprotein s nizkou hustotou (z anglického low density lipoprotein)

LV = levé srde¢ni komora (z anglického left ventricle)

M1 = klasicky aktivované makrofagy (classically activated macrophages)

M2 = alternativné aktivované makrofagy (alternatively activated macrophages)

MAC-2 = makrofagovy antigen 2 (z anglického macrophage antigen 2)



MAOa = monoaminoxidazy A

MCP1 = monocytarni chemotakticky protein (z anglického monocyte chemoattractant
protein 1)

MK = mastné kyseliny

mRNA = messengerova ribonukleova kyselina (z anglického messenger ribonucleic acid)

NE = norepinefrin (norepinephrine)

NK bunky = lymfocyt ,,pfirozeny zabijec” (z anglického natural killers)

NO = oxid dusnaty (z anglického nitric oxide)

NPFFR2 = neuropeptidovy FF receptor 2

OPN = osteopontin

PAT = perikardidIni tukova tkan (z anglického pericardial adipose tissue)

pCF = parakardialni tukova tkan (z anglického paracardial fat)

PKC-B = proteinkindza C 3 (protein kinase C [3)

PPAR-a = peroxisomovy proliferator aktivovany receptor a (z anglického peroxisome
proliferator-activated receptor o)

PrAT = peritonedlni tukova tkan (z anglického peritoneal adipose tissue)

PRDM14 = protein obsahujici PR doménu 14 (z anglického PR-domain containing
protein 14)

PTH = parathormon (parathyroid hormone)

PVAT = perivaskularni tukova tkan (z anglického perivascular adipose tissue)

RA = prava predsin (z anglického right atrium)

ROS = reaktivni kyslikové radikaly (z anglického reactive oxygen species)

RV = prava srde¢ni komora (z anglického right ventricle)

SAMs = makrofagy asociované se sympatickymi neurony (z anglického sympathetic neuron —
associated macrophages),

SCFA = mastné kyseliny s kratkym fetézcem (z anglického short chain fatty acids)

scWAT = subkutanni bila tukova tkan (z anglického subcutaneous white adipose tissue)
Slc6a2 = norepinefrinovy transportér (z anglického Soluter Carrier Family 6 Member 2)

SS = srdec¢ni selhani

T3 = trijodtyronin (triiodothyronine)

T4 = tyroxin (thyroxine)

TAG = triacylglycerol (triacylglyceride)

TGF-B = transformujici rastovy faktor B (z anglického transforming growth factor f3)

TH = hormon §titné Zlazy (z anglického thyroid hormone)



TNF-a = faktor nddorové nekrozy (z anglického tumor necrosis factor o)

tPVAT = thorakalni perivaskularni tukova tkan (z anglického thoracal perivascular adipose
tissue)

Treg = regulacni T-lymfocyty (z anglického regulatory T cells)

UCP1 = odprahujici protein 1 (z anglického uncoupling protein 1)

VAT = visceralni tukova tkan (z anglického visceral adipose tissue)

WAT = bila tukova tkan (z anglického white adipose tissue)

WC = obvod pasu (z anglického waist circumference)

WHR = pomér obvodu pasu k obvodu boki (z anglického waist-hip ratio)

WT = mys s nezménénym genotypem (kontrolni mys). (z anglickeho wild type)

ZD = zapadni dieta
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UvOD

Tukova tkan predstavuje nejveétsi metabolicky aktivni “organ” v lidském téle, ktery ptispiva
k regulaci energetické homeostazy. Zaroven je tato tkan typickd svou endokrinni a parakrinni
aktivitou a dokéze ovliviiovat imunitni odpovéd'. Jeji vliv se vSak neomezuje na systémovou
uroven, ale zasahuje i do funkce jednotlivych orgdni. Orginem, na ktery se tato prace
zamétovala, bylo srdce. V asociaci s kardiovaskularnim systémem je nutné rozliSovat
jednotliva tukova depa v jeho blizkosti, jelikoz se odliSuji nejen konkrétni anatomickou
lokalizaci, ale i funkénimi vlastnostmi. Toto rozliSeni je zvlasté¢ dulezité pti interpretaci
vysledki experimentalnich studii, coz v mnoha pracich bohuzel neni dodrZzované. I mezi
druhy existuji morfologické a funkéni rozdily v distribuci ¢i charakteru tukovych dep
asociovanych se srdcem. Je znamo, ze zvySeny objem epikardidlni tukové tkan€ je spojen
se zvySenym rizikem rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni, ale 1 jind depa, jako je
intramyokardialni, perivaskularni, perikardialni, nebo parakardialni mohou pftispivat k rozvoji
aterosklerozy, myokardialni steatdozy, arytmii a srde¢niho selhdani. Vyzkum tohoto
specifického tuku je proto nezbytny pro hlubsi pochopeni jeho role v patofyziologii srdce.

V této préci jsme se zaméetili na podrobnou charakterizaci tukovych dep asociovanych
se srdcem u geneticky modifikovaného mysiho modelu GPR10+NPFFR2 KO (dKO)
ve srovnani s kontrolnimi WT jedinci. Ob¢ skupiny zahrnovaly obézni a staré mysi, ¢imz byl
modelovan stav zvyseného kardiometabolického rizika. Predpokladali jsme, ze dKO mysi
budou vykazovat zvySenou akumulaci tukové tkan€ v riznych srdec¢nich vrstvach. Analyza
byla zaméfena na pfesné anatomické vymezeni jednotlivych dep, morfologické znaky
adipocytl (velikost, unilokuldrni vs multilokularni charakter), pfitomnost zanétlivych crown-
like struktur a celkovou kvantifikaci tukové tkané mezi genotypy. Vysledky této prace mohou
pfispét k validaci tohoto modelu jako vhodného nastroje pro vyzkum srdecniho tuku

v kontextu obezity a kardiovaskularnich onemocnéni.



1. LITERARNI PREHLED
1.1. TYPY A FUNKCE TUKOVE TKANE

Z histologického pohledu je tukova tkan klasifikovana jako tkan pojivova, kterd je
prostoupena nervovou tkani a krevnimi cévami. Tvofena je n€kolika bunéénymi typy. Kromé
preadipocytl, fibroblastd, imunitnich bunék a endotelidlnich bunék vystylajicich cévy,
které do tukové tkané¢ zasahuji (Chun, 2021), tvoii hlavni slozku adipocyty. VSechny
adipocyty vsak nejsou stejné. Lisi se jak morfologicky, tak funkéné (tabulka ¢. 1). Naptiklad
unilokularni adipocyty slouzi jako zasobarna energie, i termoizolace, zatimco hnédé tukové
buiky zajistuji termogenezi. Tukova tkan v organismu obecné plni i dalsi role. Poskytuje
mechanickou ochranu (at’ uz v podobé¢ visceralniho tuku ochrafuje vnitini organy, nebo slouzi
jako pfima mechanicka ochrana v podobé¢ subkutanniho tuku uloZzené¢ho na patéach jako tlumic
narazii pii chlizi). Tukova tkan se také podili na hormonalni regulaci a ovliviiuje piijem
potravy.

bily adipocyt hnédy adipocyt

nizka

velka
unilokulirni
WAT depa

WAT depa

zasobarna energie,
lipogeneze, lipolyza,

glukézovy uptake,

sekrece adipokinua

-4
H
-]
B
g
g
a

Tabulka ¢ 1 — Rozdily mezi jednotlivymi typy adipocytii (prevzato a upraveno z (An, Cho,
Yoon, 2023)).



1.1.1. BILA TUKOVA TKAN
Bila tukova tkan (WAT) plni v organismu ptedevSim funkci energetického rezervoaru.
Adipocyty maji kulaty tvar a obsahuji jedinou velkou lipidovou kapénku, ktera zabira az 90 %
objemu bunky. Tato lipidova kapénka je tvorena triacylglyceroly (TAG) a estery cholesterolu.
Jadro bunky je vlivem pfitomnosti kapénky vytlaceno k periferii cytoplazmy,
¢imz se zdeformuje. Jevi se proto na histologickych fezech plose, ne kulaté. V dobé
energetického deficitu jsou lipidy v kapénkach mobilizovany a hydrolyzovany,
¢imz se uvoliuji volné mastné kyseliny (MK) jako zdroj energie (Giordano, Frontini, Cinti,
2016).

WAT plni také dilezitou roli v regulaci energetické homeostazy organismu.
Mezi nejhlavnéj$i hormony patii leptin, ktery je adipocyty produkovan a vylucovan s cilem
informovat organismus o stavu svych energetickych zasob. Leptin plisobi na nucleus arcuatus
v hypotalamu, kde aktivuje anorexigenni drahy. Tim podporuje pocit sytosti a reguluje piijem
potravy, ¢imz ptispiva k udrzeni metabolické rovnovahy (Goncalves, Machado et al., 2017).

Objem WAT se v prib¢hu zivota méni. U dospélych jedincii se mnozstvi bilé tukoveé
tkdn¢ obvykle zvysuje s vékem, coz je spojeno s pribyvanim hmotnosti a redistribuci tuku.
Avsak u velmi starych jedincii dochéazi ke snizeni mnozstvi WAT, coz je pravdépodobné
dasledkem katabolickych procesii spojenych s pokrocilym vékem a zhorSenou schopnosti
ukladat energii (Goncalves, Machado et al., 2017).

Bila tukova tkan neni pouze pasivnim ulozistém energie, ale hraje zasadni ulohu
v komplexni regulaci metabolismu a energetické rovnovahy. Zmény v mnozstvi a funkci
WAT, zejména ve stafi, mohou vyznamné ovlivnit metabolické zdravi a jsou proto dilezitym

aspektem studia metabolickych a endokrinnich funkei lidského téla.

1.1.2. HNEDA A BEZOVA TUKOVA TKAN

Ve srovnani s WAT je hnédé tukova tkan (BAT) vice vaskularizovana a ma lep$i adrenergni
inervaci, coZ podporuje jeji metabolickou aktivitu. Adipocyty BAT maji mensi
cytoplazmatické lipidové kapénky a vétsi pocet mitochondrii, coz tkani dodava
charakteristick¢ makroskopické hnédé zbarveni. Tato odliSnost v bunééné struktuie podtrhuje
primarni funkci BAT, kterou je generovani tepla spiSe nez skladovani energie (Wang, Xu, Li,
2022; Goncalves, Machado et al., 2017). Tato schopnost je dilezitd zejména pifi vystaveni
nizkym teplotam, kdy BAT pfispiva k udrzovani télesné teploty prostfednictvim netiesové
termogeneze. Proces je zprostfedkovan proteinem UCP1 (z anglického uncoupling protein 1),

ktery v mitochondriich disociuje oxidativni fosforylaci od produkce adenosintrifostatu (ATP).



Energie uvolnéna pii oxidaci lipidi se pfeménuje na teplo (Giordano, Frontini, Cinti, 2016;
Darcy, Tseng, 2019).

Bézové adipocyty, které jsou fenotypové na pomezi mezi WAT a BAT
(maji multilokularni charakter, avSak mensi pocet lipidovych kapének ve srovnani s BAT),
hraji roli v ochrané proti metabolickym onemocnénim a obezitou (indukovanou zvysSenym
prijmem kalorii). Tyto adipocyty pfispivaji ke zvySené metabolické aktivité a podporuji
energetickou rovnovahu. S vé€kem vSak dochazi k morfologickym zméndm nejen v bézové
tukové tkani, aleiv BAT. Zmény zahrnuji pfedev§im zvySeni unilokularity adipocytt,
coz vede ke snizeni jejich metabolické aktivity. Tim se snizuje jejich schopnost poskytovat

ochranu pfed obezitou a metabolickymi dysfunkcemi (Goncalves, Machado et al., 2017).

1.1.3. VYSKYT A FUNKCE HNEDE TUKOVE TKANE
Hnéda tukova tkan je v porovnani s lidmi vyraznégji zastoupena u mysi, coZ souvisi s jejich
vys$S$imi tepelnymi ztratami v disledku velkého specifického povrchu a nedostatecné tepelné
izolace. Vzhledem ke své malé télesné velikosti jsou mysi zavislé na endogenni produkci
tepla, kterou pomaha zajistovat BAT. Na rozdil od lidi, ktefi jsou adaptovani na odvadéni
piebytecného tepla, spiS nez na jeho aktivni produkci.

Specifickd depa unikdtni pro mys$i model zahrnuji supraspinalni, infraskapuldrni
a interskapularni oblast, zatimco s lidmi sdileji depa cervikalni, supraklavikularni, axilarni,
paravertebralni a perirenalni. U clovéka je interskapularni BAT pfitomna vyhradné
v novorozeneckém obdobi, pficemz s vékem dochazi k jeji involuci (obr. €. 1) (Sidossis,

Kajimura, 2015).

stari

%

Obr. ¢ 1 — Vyskyt BAT v jednotlivych depech v zavislosti na véku (prevzato a upraveno
z (Zoico, Rubele et al., 2019)). CK, klavikularni; SK, supraklavikularni; PV, paravertebralni;
PR, perirenalni; MD, mediastinalni.




Hnéda tukova tkan svou aktivitou pfispiva k fyziologickému starnuti. Primarni roli zde
predstavuje pravé termogenni aktivita, kterd napomaha regulovat energetickou bilanci
a metabolismus. BAT funguje jako metabolicky ,sink™, ktery spotiebovava cirkulujici
glukézu a lipidy pro oxidaci. Tento proces nejen napomaha spravné termoregulaci,
ale také zlepSuje plazmaticky obrat (clearance) TAG, ¢imz snizuje riziko vzniku diabetu
2. typu (DM2T) a kardiovaskularnich onemocnéni (KVO) (Darcy, Tseng, 2019; Bartelt,
Bruns ef al., 2011). Proto ma smysl cilit na indukci hnédnuti v tukové tkéni — at’ uz pomoci
chladové adaptace, cviCeni (metabolity — laktat), transkripCnich faktorti (napf. protein
obsahujici PR doménu 14 (PRDM14), peroxisomovy proliferator aktivovany receptor o
(PPAR-a), UCP1), hormonil (napt. hormony S§titné 7lazy (TH), parathormon (PTH), leptin,
melatonin), mastnych kyselin s kratkym fetézcem (SCFA) (napf. butyrat, acetat, propionat),
diety (napf. kapsaicin, rybi olej, skofice, kurkumin, extrakt ze zeleného <caje, ...)

nebo transplantace (Ghesmati, Rashid ez al., 2023).

metabolicka onemocnéni

termogeneze faktivita BAT

mladi E——————————— s(ai

-
Metabolické efekty BAT S i g
- * termogeneze - * diabetes
* spotieba glukézy a MK * KvO :
» sekrece BATokinu : :&"“Pﬁlm
* insulinova senzitivita . r“’“f‘“

Obr. & 2 — Metabolické efekty BAT (prevzato a upraveno z (Darcy, Tseng et al., 2019)).

Dalsi funkce, které jsou typické pro hnédou tukovou tkan, jsou autokrinni, parakrinni
a endokrinni aktivita (schéma na obr. ¢. 2). Studie ukézaly, Ze transplantace BAT mutzZe zlepSit
glykémii u modelt diabetu 1. typu (Gunawardana, Piston, 2015) i DM2T indukovaného
dietou s vysokym obsahem tukii (HFD). Transplantace vede ke zvySeni energetického vydeje,
zlepSeni glukézové tolerance, metabolismu lipid a zmirnéni inzulinové rezistence (Liu,
Wang et al, 2015). Jednim z prvnich hormonti stimulovanych transplantaci BAT je
plazmaticky inzulinu podobny ristovy faktor-1 (IGF-1), ktery ma adipogenni a protizanétlivé
ucinky a podporuje regeneraci zdravych adipocytii ve WAT (Gunawardana, Piston, 2015).

Dale BAT transplantace zvySuje hladiny adiponektinu, podporuje expresi beta-3 adrenergnich
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receptorti v epididymalnim a subkutdnnim depu u mysi a snizuje cirkulujici hladiny volnych
T3 (trijodtyronin) a T4 (tyroxin, tetrajodtyronin), coz celkove piispiva k aktivaci endogenni
BAT (Liu, Wang et al., 2015).

Transplantace BAT zvySuje sympatickou aktivitu nejen v endogenni BAT, ale také
v dalSich metabolicky aktivnich tkanich, jako jsou WAT, srdce a svaly. “TransBATace”
tak vede ke zvySené spotiebé O,, oxidaci MK v endogenni hnédé tukové tkani a lepsi utilizaci
glukozy. To vSe pfispiva k reverzi obezity, prevenci nariistu hmotnosti, zlepSeni hepatické
steatdzy a inzulinové senzitivity (Zhu, Spicer et al., 2014).

Ptfestoze indukce funkce BAT neni ,zazraCnym®“ mechanismem, 1 tak je
z terapeutického hlediska povazovana za perspektivni cil pro podporu zdravi, a to diky svému
vlivu na energeticky vydej a metabolismus. Aktivace BAT spole¢né s chladovou expozici
a fyzickou aktivitou predstavuje slibnou strategii pro zlepsSeni kvality zivota a prodlouzeni
jeho délky (Darcy, Tseng, 2019, Ghesmati, Rashid et al, 2023). Celkové lze fici,
ze transplantace a aktivace BAT maji znany potencial v prevenci a 1€Cbe obezity
a metabolickych dysfunkci, coz z ni ¢ini vyznamny terapeuticky nastroj zejména ve starnouci
populaci.
1.1.4. ADIPOKINY
Tukova tkan (a to bila i hnéda) predstavuje aktivni endokrinni organ se schopnosti produkovat
Siroké spektrum signalnich molekul, které ovlivituji systémovou homeostazu a metabolické
procesy. Tyto molekuly, obecné oznaCované jako cytokiny, jsou v piipadé produkce
adipocyty nazyvany adipokiny (tabulka ¢. 2). Ackoli nejsou syntetizovany vyhradné v tukové
tkéni, adipokiny hraji zasadni roli v modulaci fyziologickych i patologickych procesu
v organismu. Jejich u€inky jsou obzvlasté vyznamné v lokalitach, kde tukova tkan ptiléha
k orgdnovym strukturdm, nebot’ zde dochazi k lokalnimu uvoliovani adipokinli s potencialné
protektivnim nebo naopak patologickym ucinkem.

Adipokiny mohou vykazovat jak prozanétlivé, tak protizdnétlivé vlastnosti.
Mezi prozanétlivé adipokiny patfi monocytarni chemotakticky protein 1 (MCP1),
ktery stimuluje infiltraci a aktivaci makrofagl v tukové tkani. Aktivované makrofagy
nasledné¢ produkuji tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a) a interleukin-6 (IL-6),
které se podileji na rozvoji chronického zanétu spojeného s obezitou (Ibrahim, 2010).

Leptin je jeden z nejvyznamnéjSich adipokini, nebot funguje jako senzor
energetickych zasob organismu a reguluje pifjem potravy, angiogenezi, hematopoézu

a imunitni odpovéd’. V ramci imunomodulace leptin ovliviiuje jak vrozenou, tak adaptivni



imunitni reakci — naptiklad zvySuje cytotoxicitu NK (natural killers) bun¢k a stimuluje
aktivaci granulocytti, makrofagli a dendritickych bunék. Soucasné¢ se leptin podili
na proliferaci a migraci endotelidlnich bun¢k, podporuje agregaci trombocytti a indukuje
arterialni trombo6zu, ¢imz zvySuje kardiovaskularni riziko u obéznich jedinct (Ibrahim, 2010).

Naopak adiponektin plisobi protektivné, nebot’ vykazuje antiaterogenni, protizanétlivé,
vazodilatacni a antioxida¢ni vlastnosti. Inhibuje expresi adhezivnich molekul ve vaskularnim
endotelu, potlacuje transformaci makrofdgi na pénové buiiky a stimuluje produkei
protizanétlivého 1L-10. Adiponektin rovnéz podporuje hnédnuti subkutanni bilé tukové tkané
(scWAT) azvySuje oxidaci lipidi ve svalech (Weisberg, McCann, 2003). Jeho hladiny
jsou vsak vyrazn€ snizeny u jedinct s abdominalni obezitou (Ibrahim, 2010).

IL-6 patfi mezi regulatory zanétlivé odpovédi. Jeho produkce ve WAT pftispiva
k zvySeni vaskularniho zanétu, inhibici inzulinové signalizace a stimulaci syntézy C-
reaktivniho proteinu (CRP), ktery je dulezitym markerem systémového zanétu (Ibrahim,
2010).

TNF-a vykazuje protiaterogenni vlastnosti, podili se na progresi vaskularniho zanétu
a inzulinové rezistence (IR), pficemz jeho hladiny tzce koreluji s pfitomnosti abdomindlni
obezity (Ibrahim, 2010). TNF-a a IL-6 rovnéz zvySuji genovou expresi leptinu, zatimco
adiponektin tyto zmény inhibuje (Ibrahim, 2010).

Dalsim vyznamnym regulatorem metabolickych procest je oxid dusnaty (NO),
ktery mize byt produkovan v BAT. NO hraje zéasadni roli v regulaci adipogeneze, jelikoz
inhibuje proliferaci a diferenciaci preadipocytii. Kromé toho piisobi parakrinné na vaskularni
buikky BAT, ¢imz podporuje vaskularizaci této tkan¢ a zlepSuje jeji perfuzni kapacitu

(Ghesmati, Rashid et al., 2023).

ADIPOKINY FUNKCE

MCP1 obecné  prozanétlivy, stimuluje infiltraci

a aktivaci makrofagh

TNF-a obecné¢ prozanétlivy, podili se na rozvoji

chronického zanétu a inzulinové rezistence

IL-6 obecné¢ prozanétlivy, podili se na rozvoji

chronického zanétu, stimuluje syntézu CRP

leptin nejvyznamnéjSi funkce jsou udrZovani
energetické homeostazy, regulace prFijmu

potravy, souc¢asné miiZe zvySovat riziko KVO




Adiponektin protektivni adipokin, prozanétlivé a antioxidacni
vlastnosti, indukuje vazodilataci, podporuje

hnédnuti scWAT

NO Protektivni adipokin, podporuje vaskularizaci

a vazodilataci, zlepSuje perfuzni kapacitu BAT

Tabulka. ¢. 2 — Seznam a funkce vybranych adipokinii. Adipokiny vyobrazené cervené jsou
prevazné oznacovany jako prozanétlivé, adipokiny oznacené zelené jsou oznacovany jako
protektivni.

Celkové lze adipokiny povazovat za kli¢ové medidtory metabolické homeostazy a zanétlivych
procest, jejichz dysregulace je Uzce spjata s rozvojem obezity, metabolického syndromu

a KVO.

1.1.5. SHRNUTI

Tukova tkan je specificky typ pojivové tkan€ s vyznamnou metabolickou a endokrinni funkei.
Déli se na WAT a BAT, kter¢é se lisi morfologii, funkci a metabolickou aktivitou. WAT slouzi
piedevsim jako energeticky rezervoar a podili se na hormonalni regulaci, BAT naopak hraje
klicovou roli v termogenezi a energetickém metabolismu. S vékem dochazi ke zménam
v distribuci a funkci tukové tkané€, coz mize ovlivnit metabolické zdravi a ptispivat k rozvoji
obezity ¢i metabolickych onemocnéni. Aktivace BAT a indukce hnédnuti WAT jsou proto
zkoumany jako mozné terapeutické strategie. Tukova tkan se rovnéz podili na patogenezi
aterosklerozy prostrednictvim produkce adipokinl, coz zdiraziuje jeji komplexni roli

v regulaci organismu.

1.2. LOKALIZACE TUKOVYCH DEP

Bild tukovad tkan je v organismu distribuovana do dvou hlavnich oblasti: subkutdnni
a visceralni. U mysi je scWAT primarné lokalizovana v posteriorni inguinalni a v anteriorni
axilarni oblasti, zatimco u lidi se nachazi pfevazné¢ v abdomindlni, femordlni a glutealni
oblasti, pficemz glutedlni distribuce je vyraznéjSi u Zen nez u muzi. Viscerdlni tukova tkan
(VAT) se umysi vyskytuje zejména v perigonadalni oblasti (epididymalni depo u samct,
periovarialni u samic, kde slouzi hlavné jako polStafek ochranujici reprodukéni organy a jako
zasobarna lipidil), perirenalné a v mensi mife mesentericky a omentalné. Vzhledem k tomu,
ze mesenterickd a omentdlni depa jsou u myS$i zanedbatelnd, je ve vyzkumu nejcastéji
vyuzivano perigonadalni depo. Naproti tomu u lidi gonadalni bild tukova tkan (gWAT) témer
chybi a viscerdlni tuk se misto do gWAT primarné¢ uklddd do omentalni, mesenterické,

perirendlni a perikardidlni oblasti. Omentdlni VAT chrani organy v oblasti bfiSni dutiny




aslouzi jako mechanickd ochrana pfed infekci, jelikoz obsahuje cetné makrofagy,
B a T lymfocyty. Mesenterické depo obklopuje stieva a jeho funkce je u lidi i mysi podobna
depu omentalnimu (Chusyd, Wang et al., 2016; Borgeson, Boucher ef al., 2022).

1.2.1. SUBKUTANNI TUKOVA TKAN

scWAT tvoii u mysi 51 % celkového télesného tuku (Giordano, Cinti et al., 2022) a u lidi
priblizné¢ 80 % celkového télesného tuku. V dobé zvysSeného piijmu kalorii a jejich
nedostateCném vydeji slouzi scWAT jako fyziologicky puft, ktery pifebyte¢nou energii uklada.
Kapacita scWAT vSak neni neomezena. S vékem nebo pfi obezit€¢ se schopnost adipocytli
expandovat snizuje, a zaroven se nevytvari dostatek novych tukovych bunék. Jakmile dojde
k naplnéni kapacity scWAT, zatne se lidem pfebytecny tuk akumulovat do jinych oblasti,
vcetn¢ VAT, jater a myokardu. U my$i je dominantnim depem hlavné perigonadalni VAT,
ale tuk se u nich miaze ukladat 1 do perirenalnich oblasti (Goncalves, Machado et al., 2017;

Borgeson, Boucher et al., 2022).

1.2.2. VISCERALNI TUKOVA TKAN

Zastoupeni VAT se vyrazné liSi v zavislosti na pohlavi. U hlodavct autofi studie
udavaji, Ze u samct tvoii VAT pfiblizné 80 % (scWAT v tomto piipadé 20 %), a u samic
okolo 60 % (Clegg, Brown et al., 2006). VAT tvofi u ¢loveéka ptiblizné¢ 10-20 % celkového
télesného tuku u muzi a 5-8 % u Zen, pfiCemz s piibyvajicim vékem jeji podil nartsta.
Od scWAT se lisi vyssim poctem adipocytl, které dosahuji vétsi velikosti. U mysi 1 lidi
je tkan intenzivnéji vaskularizovand a inervovana a obsahuje vétSi pocet imunitnich bunék
(Ibrahim, 2010). Z tohoto diivodu je VAT castecné oznaCovana jako tkan s vyrazné
prozéanétlivym profilem. Tento pohled vSak zdaleka nepostihuje celou slozitost jeji role
v organismu, jelikozZ VAT obsahuje 1 regula¢ni T-lymfocyty (Treg), které zanétlivé procesy
tlumi. Treg pfispivaji k rovnovdze mezi klasicky a alternativné aktivovanymi makrofagy,
pficemz produkci IL-10 snizuji expresi zanétlivych genti a dokazi navratit fyziologickou
expresi glukézovému transportéru, ¢imZ podporuji transport glukézy pres glukozovy
transportér typu 4 (GLUT-4) azlepSuji inzulinovou senzitivitu (Li, Spallanzani, Mathis,
2019).

1.2.3. BUNECNE TYPY VE VISCERALNI TUKOVE TKANI
Ve viscerdlni tukové tkani se nachazi riznoroda populace bunck, zahrnujici: preadipocyty
(pfedstavuji prekurzory zralych adipocytll), mezenchymalni kmenové bunky (schopné

diferenciace na osteoblasty, chondrocyty, myoblasty a buiiky pojivové tkan€, vcetné



adipocytil), dale buniky imunitniho systému (neutrofilni granulocyty, lymfocyty a makrofagy,
o nichz bude v této kapitole zminka — obecné plati, ze u obéznich jedinct dochazi ke zvysené
infiltraci makrofagi, které produkuji prozanétlivé cytokiny, jako jsou TNF-a, IL-6, IL-8).
Kromé toho jsou v tukové tkani piitomné také endotelidlni buiiky vystylajici cévni struktury
a klicovou bunécnou slozku této tkané tvoii zralé adipocyty (Chun, 2021).

Obézni jedinci vykazuji zvySené hladiny prozanétlivych cytokini a ackoli
se predpokladalo, Ze tyto molekuly jsou produkovany primarné visceralnimi adipocyty,
tato hypotéza nezohlediuje komplexni bunécné interakce v tukové tkéani. Autotfi Weisberg,
McCann a kol. na mySim modelu ukazuji, Ze pocet makrofagi v tukové tkani pozitivné
koreluje s indexem télesné hmotnosti (BMI) a velikosti adipocytli, a soucasn¢ potvrdili,
ze pravé makrofagy by mohly byt hlavnim zdrojem prozanétlivych mediatord (Weisberg,
McCann et al, 2003). Adipocyty vSak stdle piispivaji k produkci zanétlivych cytokini,
nicméné s pritomnosti makrofagh se jejich koncentrace o to vic zvySuje, coz dale ptispiva
k patologickym nasledkim obezity.

Principem mulze byt zvySena hypertrofie adipocyti. Jakmile adipocyt dosdhne
své maximalni hypertrofické kapacity, jeho funkéni schopnosti se zacnou omezovat. V tukové
tkéani se zacne vyrazn¢ produkovat MCP1, ktery zajisti rekrutaci monocytii z krevniho feciste.
Odtud monocyty diapedézou migruji piimo do tukové tkané, kde podléhaji diferenciaci
na CDI11lc+ prozanétlivé makrofagy (CDIllc = integrin alfa X). CDIllc+ makrofagy
se shlukuji v okoli umirajicich adipocytii, kde tvoii tzv. “crown-like structures” (CLS).
Jejich hlavni funkci je mrtvé adipocyty fagocytovat (vcetné jejich lipidovych kapének),
piicemz tento proces vede k pieméné makrofaglh na pénové bunky. Ackoliv jsou pénové
buiiky typicky spojovany s patologickymi stavy (jakym je napt. ateroskler6za) fagocytoza
takto poskozenych adipocytii miZe plnit 1 beneficni roli. UmozZni odstranéni dysfunkénich
adipocytil, ¢imZ vytvaii prostor pro diferenciaci novych, zdravych adipocytt. Studie autorti
Strissel, Stancheva a kol. prokazala, ze infiltrace prozanétlivych makrofagh neni mezi
jednotlivymi tukovymi depy rovnomérnd. Napiiklad inguindlni (subkutanni) depo u mysi
vykazuje vyrazn€ vyssi rezistenci vi¢i makrofagové infiltraci v porovnani s epididymalnim
nebo intraabdomindlnim (viscerdlnim) depem. Tento rozdil mlze byt dan vysS§i mirou
hypertrofie adipocytl praveé ve viscerdlnich oblastech. Dalsi studie autorti Medrikova, Jilkova
a kol. toto tvrzeni také potvrzuje. V subkutdnnich depech dosahuje makrofdgova infiltrace
u samcti krmenych HFD pftiblizné 2 %, ale 12 % v gWAT. U mysi na standardni dieté byla
infiltrace makrofagy zanedbatelnd (témét nulovd) (Medrikova, Jilkova, Bardova et al., 2011).

Obecné Ize tedy konstatovat, Ze visceralni tukova depa vykazuji vysSi susceptibilitu
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k infiltraci CD11c+ prozanétlivymi makrofagy a akumulaci prozanétlivych cytokint (Strissel,
Stancheva ef al., 2007). Makrofagy proto vyznamné ovlivitji zanétlivé prostiedi ve VAT.

Komplexita VAT naznacuje také jisté paradoxy. U mysSich samcl se v porovnani
se samicemi vyskytovalo vice Treg. Tato adaptace by mohla pifedstavovat ochranny
mechanismus, ktery brani rozvoji viscerdlniho zanétu a metabolickych komplikaci. Nicméné
pokud byli samci krmeni HFD, pak vykazovali zvySenou akumulaci CD1lc+ makrofagi
v tukové tkani, a zaroven se u nich rozvijela glukdzova intolerance, IR a hyperinzulinemie
(Pettersson, Waldén et al., 2012). Tyto vysledky vyvolavaji otdzky, pro¢ ptitomnost vétSiho
poctu Treg bunék ve VAT u neobéznich samct nevede k efektivnéjsi ochrané pied zédnétem
a metabolickymi komplikacemi. A také, pokud by platila hypotéza, ze zvySeny zanét
stimuluje expanzi Treg bunck (jako je tomu napf. u alergickych reakci), pro¢ u obéznich
mysich samcl nedochéazi k nartstu Treg (a tim 1 k vétSi pfitomnosti alternativné aktivovanych
M2 makrofagi)?

Tato sloZitd dynamika mezi prozanétlivymi a protizanétlivymi procesy ve VAT nejen
reflektuje roli této tkdn¢ v metabolickém zdravi, ale také otevira prostor novych moznosti
pro terapeutické vyuziti. Cilend expanze Treg v tukové tkani by mohla pfedstavovat
perspektivni pristup ke zmirnéni zanétlivého prostfedi a prevenci metabolického syndromu

(Pettersson, Waldén et al., 2012).

1.2.4. VELIKOST ADIPOCYTU JAKO ROZHODUJiCi FAKTOR

Jak jiz bylo uvedeno, u mysi se ve visceralnim depu nachdzi adipocyty o vétsi velikosti
v porovnani s depem subkutannim, avsak u lidi je tento vztah opacny (subkutanni adipocyty
byvaji vétsi nez visceralni). Piesto u obou organismu plati, Ze expanze scWAT je spojena
s niz§im metabolickym rizikem nez expanze VAT (Borgeson, Baucher et al., 2022; Johnson,
Hirsch 1972). Co se ty€e zvySené velikosti visceralnich adipocytt, tak zde plati, Ze buiiky
s vy$$i velikosti vykazuji snizenou citlivost na inzulin a omezenou schopnost efektivné
ukladat volné MK a TAG, coz vede k jejich ektopickému ukladani. Tento proces piispiva
k rozvoji  metabolickych  poruch, kam patii hyperglykemie, hyperinzulinemie
a hypertriglyceridemie, atim zvySuje riziko vzniku diabetu a dalSich metabolickych
onemocnéni (Ibrahim, 2010). Patogeneze téchto stavli neni ovlivnhéna pouze celkovym
objemem tukové tkané, ale zasadni roli zde hraje také velikost adipocytl a distribuce tukové
tkan¢ v organismu. Velikost adipocytl a jejich lokalizace jsou klicovymi faktory urcujici

protektivni ¢i patogenni roli tukové tkané.
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Graf ¢ 1 — Primérna velikost adipocytit u scWAT, PrAT a EAT u lidskych pacientii
(prevzato a upraveno z (Bambace, Telesca et al., 2011)). scWAT, subkutanni bila tukova
tkan, PrAT, peritonedlni tukova tkan, EAT, epikardialni tukova tkan.

Jako piiklad uvedu epikardidlni tukovou tkan (EAT je specificky podtyp VAT).
Obsahuje adipocyty, které jsou signifikantné¢ mensi nez adipocyty nachazejici se v subkutanni
nebo peritonealni tukové tkani (PrAT) (zastupce visceralniho depa) (graf ¢. 1 u lidskych
pacientll). Velikost adipocytii v  EAT je vyznamnym indikdtorem patologickych zmén,
nebot’ pozitivné koreluje s IR, vySSim zastoupenim prozanétlivych cytokinli a negativné
s expresi mRNA adiponektinu. Podobny vztah je pozorovan 1 u scWAT, kde vétsi adipocyty
souviseji s vy$§im rizikem vzniku IR a s konvergenci k zanétlivému fenotypu (Bambace,
Telesca et al., 2011).

Velikost adipocytdi 1 mnozstvi sekrece proinflamatornich molekul je variabilni
mezi jednotlivymi depy. Adipocyty v PrAT, které jsou u lidi mensi nez adipocyty scWAT,
vykazuji 1 ptes svoji mensi velikost vySsi sekreci prozanétlivych cytokinl. Tento paradox
podtrhuje komplexnost vztahli mezi velikosti adipocytll a jejich metabolickou a endokrinni
aktivitou (Bambace, Telesca ef al., 2011). Diferenciace mezi jednotlivymi tukovymi depy je
proto zasadni pro pochopeni jejich role v metabolickych a kardiovaskularnich onemocnénich.

U zdravych lidi je obecné pozorovano, ze subkutdnni adipocyty zaujimaji veEtsi
velikost nez adipocyty ve viscerdlnich depech, coz je spojeno s niz§im metabolickym rizikem.
Velikost adipocytt je Gizce spjata s celkovou télesnou hmotnosti jedince. Expanze jak scWAT,
tak VAT vede k nariistu metabolického rizika, pfiCemz vétsi velikost adipocytl zvySuje
pravdépodobnost rozvoje metabolickych poruch. Nicméné, velikost adipocyt neni jedinym
determinantem rizika — jejich lokalizace do konkrétnich oblasti také hraje kli¢ovou roli,

jelikoz visceralni depa jsou vice spojovana s patologickymi nasledky.
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1.2.5. SHRNUTI

WAT se déli na scWAT a VAT, ptiCemz obé hraji odliSnou roli v metabolismu a zanétlivych
procesech. scWAT tvofi za fyziologického stavu u obou modeli vétSinu télesného tuku
a slouzi jako primarni energeticky rezervoar, avSak pii nadbytku energie se jeji kapacita
vycerpa a prebytecny tuk se ptesouvd do VAT nebo se ukladé ektopicky. VAT obsahuje vetsi
a metabolicky aktivnéj$i adipocyty, je intenzivnéji vaskularizovand a ma vys$si zastoupeni
imunitnich bunék. U obéznich jedinci dochazi ke zvySené infiltraci makrofagli a produkci
prozanétlivych cytokinti, coz pfispiva k rozvoji IR a metabolickych poruch. Tyto procesy
mohou regulovat imunitni bunky, zejména Treg lymfocyty, které mohou zanét tlumit
a zlepSovat inzulinovou senzitivitu. Celkovy metabolicky stav organismu také vyznamné

ovliviiyje distribuce tuku do konkrétnich dep.

1.3. TUKOVA DEPA KOLEM SRDCE

Tukova tkan plni fadu fyziologickych funkei, které vyznamné ovliviiuji srdce. Slouzi jako
energeticka zasobarna, mechanickd ochrana, termoizolacni vrstva a zéroven ovliviiuje
kardiomyocyty svou endokrinni (pfes krevni ob&h) a  parakrinni (pasivni
difuzi ptes intersticium a cytoplasmatické membrany) ¢innosti.

Energetickd funkce tukové tkané spociva v wukladani TAG, kter¢é mohou byt
mobilizovany jako zdroj energie pro kardiomyocyty, jelikoz az 70 % ATP produkce v srdci
pochazi pravé z oxidace MK. Nadmérna akumulace lipidii vSak muze vést k lipotoxickym
a prozanétlivym ucinktim, které prispivaji k posSkozeni kardiomyocytli, rozvoji srdecni
hypertrofie a dysfunkce (Iacobellis, 2021; Salans, Cushman, Weismann, 1973).

Tukova tkan je lokalizovana také v blizkosti cév, kde napomdha udrzovat jejich
elasticitu béhem pulzujicitho pohybu pii systole a diastole. Tuk zde plsobi jako poddajna
vrstva, kterd umoznuje cévam volnou roztaznost pii pulzni vin€, coz by v ptipadé ptitomnosti
rigidnéjsiho vaziva nebylo mozné (Lu, Jiang ef al., 2022).

Prestoze ma tuk obklopujici srdce pfevazné unilokuldrni charakter, nckteré studie
naznacuji ptitomnost UCP1 aktivni tkdn€ v epikardidlnim depu, coZ by mohlo svéd¢it o jeji
termogenni aktivit€. Nicméng, jak upozoriiuji ve své studii autofi Sack, Fain a kol,
myokardialni kontrakce je dostate¢nym tepelnym zdrojem (Sack, Fain ef al., 2013).

Tukova tkan zaroven predstavuje endokrinni a parakrinni orgédn, ktery ovliviiuje
energetickou homeostazu, metabolismus glukdzy, inzulinovou senzitivitu a zanétlivé procesy

prostednictvim sekrece adipokint.
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1.3.1. ANATOMICKE ROZLISENI TUKOVE TKANE KOLEM SRDCE
Tukova tkan obklopujici srdce se obecné fadi mezi VAT. V ramci konkrétni oblasti vyskytu
rozliSujeme tuk kolem srdce mezi intramyokardidlni (IMAT), epikardidlni, perikardialni
(PAT), parakardialni (pCF) ¢i perivaskularni (PVAT) (obr. €. 3, Histologicky preparat €. 1
v kapitole 3.4.).

= ;
A \:"‘ fibrézni perikard .
& b pane_'.a!_n_\ list p_enkardu )
_‘,;?’ — i visceralni list perikardu ~.
/ {

" parakardialni tuk
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Obr. ¢ 3 — Schéma umisténi EAT, PAT a pCF (prevzato od (Soucek, Novak, 2018).

PAT je v publikacich zabyvajici se lidskymi pacienty casto definovana jako
kombinace EAT a pCF, ptestoze se tyto tkané¢ liSi jak embryologicky, tak anatomicky.
Ackoli EAT a PAT tvofi jen malé procento celkového télesného tuku, jejich lokalni
parakrinni ¢inky mohou mit vyznamny vliv na srdce a piipadny rozvoj KVO (EAT piimo
priléha k myokardu, tudiz je uizce spojen i s vyvojem KVO) (Mahabadi, Massaro et al., 2009).
Oproti tomu PAT a pCF jsou odd€leny od myokardu vrstvami perikardu a maji odlisny
embryonalni pivod. Zatimco EAT vznikd ze splanchnopleurického mezodermu a nachazi
se mezi myokardem a visceralnim perikardem, PAT pochazi z thorakalnitho mezenchymu
alezi mezi visceralnim a parietdlnim perikardem. pCF je také odvozen z thorakdlniho
mezenchymu a nachazi se za fibrozni vrstvou perikardu (Petrosino, Longenecker et al., 2021;

Yamaguchi, Cavallero ef al., 2015; Soucek, Novak, 2018).

1.3.2. INTRAMYOKARDIALNI TUKOVA TKAN

IMAT se nachazi ptimo v srde¢ni svaloving, kde plni fyziologickou roli jako zdroj energie
a mechanickd opora. Pfesto tvoii méné nez 1 % celkové hmotnosti srdce (Szczepaniak,
Dobbins ef al., 2003). Adipocyty v této tkani se interkaluji mezi kardiomyocyty, nezptsobuji
zanétlivé reakce a nepiekazeji v srdecni funkci (obr. €. 4) (Kim, Choe, 2007).
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S pfibyvajicim vékem dochazi k postupnému néarGstu mnozstvi IMAT, coz lze
pozorovat zejména v pravé komote (RV) srdce, méné casto v komote levé (LV) (Kim, Choe,
2007; Kimura, Matsuo et al.,, 2010). U starSich jedinci IMAT postupné infiltruje myokard
od epikardu smérem k endokardu, coz je povazovana za fyziologickou soucast procesu
starnuti (viz obr. 4) (Kimura, Matsuo et al, 2010; Lorin de la Grandmaison, Le Bihan,
Durigon, 2001). Pokud dojde k excesivni akumulaci tukové tkané, adipocyty mechanicky
odd€luji svalova vldkna, avSak kardiomyocyty nenahrazuji (vyjimkou je situace,
kdy poskozeny myokard napt. v disledku infarktu myokardu podléha nahrazeni fibrotukovou
tkani) (Kimura, Matsuo et al., 2010).

Obr. ¢. 4 — Ukazka fyziologické akumulace IMAT (prevzato a upraveno z (Kimura, Matsuo
et al., 2010)). Na obr. mizeme krome EAT videt i IMAT (Sipka), ktery nezapricinuje zanét
ani fibrotizaci tkané. Barveno H&E, zveétseni 40x.

U obéznich jedinch mize dojit k nadmérné akumulaci tuku v myokardu, coz vede
k srde¢ni steatéze. Tento stav zpiisobuje funkéni poskozeni srdce a mize vyvolat srde¢ni
selhani (SS) (van der Meer, Hammer ef al., 2007). Navic, vzhledem k nizké regeneracni
schopnosti srde¢ni tkané, dochdzi bcéhem starnuti k poklesu poctu plné¢ funkénich
kardiomyocytt, zatimco objem IMAT nariistd (Olivetti, Melissari ef al., 1991; Tansey, Aly,
Sheppard, 2005).

1.3.2. PERIKARDIALNI TUKOVA TKAN

vvvvvv

depo v rozvoji srdecnich onemocnéni (Kim, Kim et al, 2021), nez PAT. Nicméné, studie
autori Rosito, Massaro a kol.,, 2008 ukazala rozdilné role EAT a PAT: zatimco EAT
byl spojen s kalcifikaci korondrnich tepen, PAT souvisel s kalcifikaci abdominalni aorty,
coz podtrhuje rozdilné parakrinni G¢inky téchto tukovych dep. U této studie vSak mize byt

problém v definici, protoZze zkoumany perikardialni tuk byl pravdépodobné perivaskularni.
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Z tohoto diivodu bych rada zminila, ze je nutné klast diiraz na spravné urceni tukového depa,
které sledujeme.

Prestoze se EAT jevi jako hlavni hra¢ v patogenezi KVO, métfeni mnozstvi PAT
zustava uziteCné diky jeho potencialu slouzit jako biologicky marker akumulace visceralniho
tuku. Snadno se diky vyuziti vypocetni tomografie (CT) kvantifikuje, coz nasledné usnadinuje
reprodukovatelnost studii (Rosito, Massaro et al., 2008; Cheng, Dey et al., 2010). Studie
autortd Kim, Kim a kol. ukazala, Ze osoby s vys§i akumulaci PAT byly starSiho veéku, Castéji
muzi, konzumovaly vyS$§i mnoZstvi alkoholu a cigaret, trpély hypertenzi, DM2T,
dyslipidemii, mély zvySené hodnoty glukozy a cholesterolu v krvi a celkové mély vyssi riziko
vyskytu KVO (Kim, Kim et al., 2021). Co se tyce prevalence ischemické choroby srdecni
(ISCH), z porovnavanych hodnot: BMI, obvod pasu (WC), mnozstvi PAT a VAT je PAT
nejvic asociovana s vyskytem ISCH, ale také se strukturdlnimi a funkénimi zménami srdce
(Mahabadi, Massaro et al., 2009; Kim, Kim et al., 2021).

Studie autortt Hua, Chen a kol. ukazuje dtleZitost presného umisténi PAT. Autofi
analyzovali lokalizaci PAT samostatné kolem LV 1 RV. Ob¢ komory jsou vystaveny stejnym
systétmovym faktorim, avSak lokdlni u¢inky PAT mohou byt odliSné v zdvislosti na jeji
poloze. Autofi udavaji, Ze akumulace PAT je vys$si u RV v porovnani s LV, pficemz mnoZzstvi
tukové tkané nemusi korelovat s BMI — u obéznich pacientii byl pozorovan nizsi obsah PAT
nez u pacientii s normalnim BMI. Tento nalez podporuje hypotézu, Ze konkrétni lokalizace
se sérovymi biologickymi markery typu IL-6 a CRP, které byvaji zvySené u obéznich jedinct
a jsou spojovany se zanétem. To naznacuje, Ze pusobeni tukové tkan€¢ na LV je spiSe
z lokdlniho PAT, nez z distdln¢ naakumulované tukové tkané (kde jesté zavisi, zda se jedna
0 obezitu subkutanni, nebo visceralni) (Hua, Chen et al., 2014).

Nahromadéni PAT je spojeno s patologiemi, jako jsou napf. hypertrofie LV
a diastolickd dysfunkce, a celkové pfedstavuje riziko alterace struktury LV. Coz znamena,
ze by PAT mohla slouZit jako novy marker pro diagnostiku remodelace srdce (Kim, Kim
etal 2021).

Vysoka ptitomnost PAT ovlivituje srdecni funkci i mechanicky, prostfednictvim
ventrikularni interdependence. Tento jev popisuje situaci, kdy roztaZzeni jedné komory
ovliviiuje roztazitelnost komory druhé. U pacientl s vysokym obsahem PAT mlZe dochazet
k restrikci expanze a kontrakce komory v disledku omezeného prostoru v perikardiu,

coz ovlivni srde¢ni ¢innost (Zamani, 2024; Shaver, Reddy et al., 2001).
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Kvantifikace a dalsi vyzkum PAT tedy zGstavaji dilezitymi oblastmi
kardiovaskularniho vyzkumu, v€etné nutnosti spravné nomenklatury jednotlivych srde¢nich

tukovych dep.

1.3.3. PARAKARDIALNI TUKOVA TKAN

pCF predstavuje v dnesni dobé¢ méné prozkoumané tukové depo, jejiz vyznam by nemél byt
prehlizen. Mnoho autord pCF spojuje s PAT a EAT do jednoho srde¢niho depa, ackoliv
se depa 1i8i v anatomické lokalizaci. pCF je odd¢leno od myokardu dvéma vrstvami perikardu
a obklopuje srdce z jeho vnéjsi strany (Soucek, Novak, 2018).

Tukova tkan obecné slouzi nejen jako zasobarna energie, ale také jako sekre¢ni organ,
ktery ovlivituje lokdlni a systémovy metabolismus. U obéznich jedinci prochazi pCF
maladaptivni remodelaci, ktera vede ke zvétSeni velikosti adipocytl, zméndm v sekrecnim
profilu tkan¢ smérem k inflamatornimu fenotypu, ke snizeni mitochondrialniho poctu
a ke zhorSeni metabolické flexibility. Tyto procesy pak zvySuji riziko rozvoje KVO, véetné
vysSiho rizika onemocnéni korondrnich artetii (CAD) (Petrosino, Longenecker et al., 2021;

Haberka, Machnik et al., 2019; Ueda, Shiga et al., 2018).

kontrola staii 7D
"3 velikost adipocytu
800
600 B
g
400
T =
) A 200
>\ "
/ - 0!
50pm /, . .4' kontrola stari

Graf ¢ 2 — Histologickd analyza parakardidlni tukové tkdané (prevzato a upraveno
z (Petrosino, Longenecker et al., 2021)). ZD, :zdpadni dieta. Tkdané pro pripravu
histologickych preparatii byly odebirany z Sestimésicnich mysi (kontrola), dvacetimésicnich
mysi (stari) a skupina ZD byla Sest mésicii stara a dvandct tydnit krmena ZD.

Nartst pCF je u mys$i asociovan se starnutim a s konzumaci HFD. Objem pCF
také pozitivné koreluje s WC a BMI a u lidi je jeho zvySeny objem nejCastéji spojovan
s obezitou. Studie autorii Petrosino, Longenecker a kol. histologickymi technikami prokéazala
zménu parakardialnich adipocytli, kdy u obéznich jedincii pfevazuji unilokularni adipocyty
oproti smisenému vyskytu multilokularnich i unilokularnich adipocytt v kontrolnich vzorcich

(graf &. 2) (Petrosino, Longenecker ef al., 2021).
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Tyto nalezy podtrhuji dualezitost parakardidlniho tuku jako regulatoru
kardiometabolického zdravi prostfednictvim prozanétlivého fenotypu. Ackoliv se pCF lisi
od jinych tukovych dep asociovanych se srdcem, je stile ¢asto zaménovan s EAT ¢i PAT.
Zvyseny objem pCF pozitivné koreluje s obezitou, vyssim BMI a WC, pficemz adipocyty

meéni svij fenotyp v zavislosti na veéku, ¢i dietni intervenci.

1.3.4. PERIVASKULARNI TUKOVA TKAN

PVAT obklopuje cévni systém, coz ma nasledky jak mechanické, tak humoralni (at’ jiz diky
difuzi adipokini k cévni stén¢, nebo vasa vasorum). Nejen, ze poskytuje vaskulatuie
mechanickou ochranu, ale ptes parakrinni a endokrinni mechanismy reguluje vaskularni tonus
a ovliviiuje fyziologické i patologické procesy v cévni sténé. Zdrava PVAT vykazuje
protektivni u€inky, vCetné¢ antikontraktilniho efektu zprostiedkovaného pomoci adiponektinu,
NO aj. vasodilatacnich adipokinli, ¢imz podporuje optimalni funkci cévniho endotelu.
Nicméné jeji dysfunkce, spojend s metabolickymi poruchami, hypertenzi, obezitou
nebo starnutim, se vyznamné podili na rozvoji vaskularnich onemocnéni, zejména
aterosklerozy (Queiroz, Sena, 2020).

ABDOMINALNI THORAKALNI
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Obr. ¢ 5 — Histologické porovnani thorakdlni a abdomindlni PVAT (prevzato a upraveno
z (Padilla, Jenkins et al., 2013)). Histologické snimky zachycuji epididymalni WAT,
subskapularni BAT, abdominalni a thorakalni PVAT u mladsich a starSich potkanii. Barveni
H&E. 10x zvétseno.

Periaortalni adipocyty zaujimaji u Cloveka unilokularni fenotyp (Gao, Zeng et al.,
2005), avsak PVAT u hlodavcti vykazuje variabilitu v morfologii a funkei podle toho, v jaké
oblasti aorty se nachdzi. Thorakalni PVAT (tPVAT) ma u hlodavct multilokuldrni charakter,

zatimco v abdomindlni Casti aorty najdeme adipocyty unilokularni (viz obr. €. 5). tPVAT
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produkuje protizdnétlivé cytokiny a mRNA pro UCPI, zatimco abdomindlni PVAT
se vyznacuje tvorbou prozanétlivych molekul, jako jsou leptin, TNF-a a IL-6 (Padilla, Jenkins
et al., 2013).

Starnuti, obezita aj. patologické procesy zpusobuji vyznamné strukturdlni a funkéni
zmény PVAT, zejména zvySeni objemu PVAT, hypertrofii adipocytti, pfesun fenotypu
od multilokularniho na unilokularni, a s tim i zménu v sekreci cytokinii proinflamatornim
smeérem. ZvySend produkce prozanétlivych adipokini ptispiva k rozvoji aterosklerotickych
zmén, vaskularni hypertenze, oxidativniho stresu, remodelace cévni stény a dalSich KVO:
konkrétni senescentni zmeény zahrnuji hypertrofii subintimy a medie — tj. ztluSténi cévni stény,
hromadéni kolagenu, degeneraci elastinu a kalcifikaci, ¢imz cévni sténa ztraci svou pruznost
(Queiroz, Sena, 2020).

Tukova tkan, véetné PVAT, obsahuje kromé¢ adipocytii 1 dalsi bunécné populace,
které mohou mit dalekosahlejsi disledky na organismus. Jednou z bunéénych populaci jsou
makrofagy, konkrétn¢ makrofdgy asociované se sympatickymi neurony (SAMs), které
ovliviiuji metabolismu norepinefrinu  (NE). SAMs jsou schopny vychytavat NE
prostiednictvim transportéru Solute Carrier Family 6 Member 2 (Slc6a2) a nasledné jej
degradovat pomoci enzymu monoaminoxidazy A (MAOa), avSak samy nejsou schopny NE
syntetizovat (Pirzgalska, Seixas et al., 2017). Aktivace sympatického nervového systému
vede ke zvyseni transportu NE do SAMs a zméné jejich fenotypu k prozanétlivym smérem.
Vychytavani NE ma také vliv na cévni tonus, nebot’ omezuje dostupnost NE pro hladkou
svalovinu cév, coz snizuje vazokonstrikéni odpoveéd (Ayla-Lopez, Jackson et al., 2015;

Queiroz, Sena, 2020).

1.3.5. EPIKARDIALNi TUKOVA TKAN
EAT predstavuje specifickou formu visceralniho tuku, kterd se u mySiho modelu témef
nevyskytuje. U Clovéka tvoii pfiblizné 20 % hmotnosti srdce a mize pokryvat az 80 %
jeho povrchu (Antonopoulos, Antoniades, 2017). Nejvétsi akumulace je v oblasti sulcus
atrioventricularis a interventricularis a podél hlavnich vétvi koronarnich arterii (Conte,
Petraglia, et al., 2022; Sedmera, Bardova et al., pfipravuje se 2025). S pfibyvajicim vékem
dochazi k jejimu ztlustovani. U osob starSich 65 let je EAT o 22 % veétSi ve srovnani
s mlad$imi jedinci, pfi¢emz narust je vyrazng€j$iu Zen (+17 %) (Abbara, Desai ef al., 2006).
Histologicky se epikardidlni adipocyty jevi unilokularné, avSak studie autort Sack,
Fain a kol. prokézala expresi genu pro UCP1. Zda ma EAT vyznamnou termogenni aktivitu,

zustava otdzkou, nicméné pravdépodobnéjsi funkcei je tepelnd izolace a mechanickd ochrana
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srdecnich struktur pied tenzi a torzi zpiisobenou srdecnimi kontrakcemi a pulsaci cév, jelikoz
o tvorbu tepla se postara samotna ¢innost kardiomyocytt (Sacks, Fain et al., 2013).

Diky sdilené mikrocirkulaci s myokardem EAT nejen poskytuje energii pracujicim
kardiomyocytim ve form¢ volnych MK, ale zaroven chrani srdce pfed jejich nadmérnou
expozici tim, ze je ukladd (Venteclef, Guglielmi er al., 2015). Timto zpisobem
mize omezovat lipotoxické ucinky MK, které by mohly ptispivat k rozvoji srde¢ni dysfunkce.

EAT je také aktivnim endokrinnim a parakrinnim organem. Komunikuje s myokardem
prostiednictvim sekrece adipokint, ale tento mechanismus mtize mit i patologické nasledky,
zejména pokud EAT vykazuje prozanétlivy fenotyp (coz je patrné u pacientll s obezitou
a diabetem). Mezi epikardialni adipocyty interkaluji imunitni bunky, které produkuji
prozanétlivé cytokiny (zejména TNF-a a IL-6), a tim ptispivaji k rozvoji aterosklerotickych
procesii. Nicméné parakrinni a endokrinni komunikace probiha také “opacnym smérem”,
tedy mezi srdcem a EAT, pomoci tzv. “reverse signaling”. Tento fenomén byl pozorovan
u pacientl s koronarni ateroskler6zou a SS, u kterych kviili vyskytu KVO dochazi ke zméné
genove exprese v EAT smérem k prozanétlivému fenotypu (Shimabukuro, Hirata et al., 2013;
Burgeiro, Fuhrmann et al, 2016). Proteomicka analyza autorti Salgado-Somoza, Teijeira-
Fernandez a kol. navic odhalila zvySenou expresi redoxnich proteintli, ve srovnani se SSWAT,
coz naznacuje adaptaci EAT na zvySeny lokalni oxidativni stres, pravdépodobné jako reakce
na signaly z myokardu (Salgado-Somoza, Teijeira-Fernandez et al., 2010).

Dalsi vyznamnou funkci EAT je jeji uloha v srde¢ni automacii. EAT mutze infiltrovat
do subepikardiadlnich vrstev a narusit elektro-mechanickou integritu kardiomyocytl, coz mize
iniciovat vznik arytmii. Jeji objem je navic povazovan za rizikovy faktor pro rozvoj fibrilace
sini (FS). U obéznich jedincti EAT ¢asto hypertrofuje, coZ vede k mechanickému utlacovani
srdeCnich struktur (Mahajan, Lau et al., 2015).

Proto je zvySeny objem EAT Ccasto asociovdn s vys$Sim kardiovaskularnim rizikem.
AvSak problém vidim v jeho interpretaci v klinickych studiich. Naptiklad studie autorii
Mahabadi, Lehmann a kol. analyzovala vztah mezi objemem EAT a vyskytem FS. Pokud byl
méfen pouze absolutni objem EAT, byla nalezena silnd asociace s FS. AvSak pfi zahrnuti
velikosti levé sin€ (LA) tato souvislost ztratila na signifikanci, coZ naznacuje, Ze samotny
objem EAT nemusi byt nezavislym prediktorem FS (Mahabadi, Lehmann et al., 2014).

Dalsi aspekt, ktery komplikuje hodnoceni EAT, je jeho nerovnomérna distribuce
kolem srdce. Regiondlni depa EAT se li$i svym proteomem, transkriptomem a metabolickymi

vlastnostmi v zavislosti na své lokalizaci. Napiiklad EAT obklopujici LA se svymi
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vlastnostmi 1i§i od EAT v okoli koronarnich arterii, coz mize mit rozdilny dopad na srde¢ni

fyziologii i patogenezi KVO (lacobellis, 2022).

1.3.5. SHRNUTI

Tukovou tkan obklopujici srdce rozdélujeme na nékolik specifickych dep, které se v literatuie
mezi sebou Casto zaménuji. Kazdé z jednotlivych dep vSak vykazuje nékdy podobné,
ale nékdy i charakteristické¢ fyziologické 1 patologické vlastnosti. pCF je spojovana
se starnutim a obezitou, pfi¢emz jeji objem s vékem nartistd. PAT je Castéjsi u starSich muzi
se zhorSenym Zivotnim stylem a jeji zvySeny objem koreluje s prevalenci ISCH
a se strukturalnimi 1 funk¢nimi zménami srdce. EAT, vzhledem ke své anatomické blizkosti
myokardu a koronarnim arteriim, zasadné ovliviluje srde¢ni funkci, avSak jeji studium
u mysich modeli je naro¢ngjsi. IMAT se u starSich jedinct vyskytuje fyziologicky, pficemz
adipocyty nutné neodd¢luji svalova vldkna a nemusi vést ke zhorSeni srdecni funkce. PVAT
vykazuje morfologické a funkéni rozdily v zavislosti na své lokalizaci v ramci cévniho

systému, piicemz se vyznamné li§i mezi hrudni a abdominalni oblasti.

1.4. STARNUTI

Starnuti je komplexni proces definovan jako postupné, ¢asové zavislé zhorSovani funkci tkéni
a organl, které je doprovazeno zménami v télesné kompozici, struktuie a funkci organt,

energetickém metabolismu a endokrinnich systémech (Owesny, Grune et al., 2023).

1.4.1. VLIV STARNUTI NA TUKOVOU TKAN

Tukova tkan, ktera je nejvétSim endokrinnim organem a klicovym regulatorem energetické
bilance, s pfibyvajicim vékem ztraci svou funkEnost a stavd se zdrojem chronickych
zanétlivych procesi, které dale ovliviuji zdravi celého organismu (Liu, Wu et al., 2020).
S pfibyvajicim vékem se tukova tkan ze scWAT redistribuje do jinych oblasti (obr. ¢. 6)
a kvili pfebyte¢nému hromadéni MK ve formé TAG dochazi k hypertrofii subkutannich
adipocytii. Bunky vSak hypertrofovat nedovedou vécné, a tak se MK ukladaji
do visceralnich/ektopickych dep. (Vyraz “ektopické depo” je souhrnné oznaceni pro oblast
bunc¢k netukového plvodu, kterd za fyziologického stavu obsahuje pouze omezeny pocet
adipocytii. Béhem vysokého kalorického pfijmu se oblasti zvétSuji, coz vede k prebytecné
akumulaci tukovych buné€k v srdci, jatrech, intraabdominalnim (viscerdlnim) depu, pankreatu
nebo kosterni svaloving.) (Gustafson, Smith, 2015; Lakowa, Trieu et al, 2015). Z tohoto
diivodu miizeme pozorovat redistribuci tukové tkané¢ — podkozni tukové tkan se zmenSuje,

zatimco visceralni narusta.
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Nasledkem hypertrofie je kromé redistribuce tuku i hypoxie adipocyti. Hypoxie
spousti zanétlivé procesy, v jejichz dasledku adipocyty zacinaji produkovat vétsi mnozstvi
prozanétlivych cytokind, které rekrutuji do mista zanétu imunitni buniky (Zhang, Ou et al.,
2023). Klasicky aktivované M1 makrofagy dale zvySuji produkci zanétlivych mediatora.
Tento stav, v anglictiné oznacovany jako ,,low-grade systemic inflammation*, postupné
zasahuje ivzdalené organy a pfispiva k rozvoji metabolickych onemocnéni (Darsy, Tseng,

2019; Zoico, Rubele et al., 2019).

]
[l

() ﬁ

- SOWAT - scWAT = acWAl
»
< - VAT “— VAT - VAT
- scWAT - scWAT
- scWAT
MLADI A HUBENI OBEZNI STARNOUCI

Obr. ¢ 6 — Redistribuce tukové tkané v zavislosti na véku a obezité (prevzato a upraveno
z (Reyes-Farias, Fos-Domenech et al., 2021)).

Béhem starnuti dochazi také k utlumu funkce BAT (viz kapitola 1.3.1.), ktera ztraci
své termoregulacni schopnosti snizenim UCP1 aktivity, coz pfispiva k naruSeni metabolické
rovnovahy a k dalSimu ukladani energie ve form¢ visceralniho tuku (dalsi disledky starnuti
vizobr. ¢. 7) (Wang, Xu, Li, 2022). Zéaroven vytvofeny zanét, doprovazeny zvySenou
produkci reaktivnich kyslikovych forem (ROS), poSkozuje mitochondrie a omezuji respiracni

funkce bun€k (Darcy, Tseng, 2019).

SPOLECNE
OBEZNi STARNOUCI
A TVAT T bunééna senescence 1 VAT
T SAT T WAT infiltrovan imunitnimi butikami 4 SAT N 2 . g
T hypertrofie, hyperplasie 1 sekrece prozanétlivych cytokinii T hypertrofie adipocyti
1 adipogenni kapacita VAT T dysfunkee preadipocytii lMZ Py . " (
TWAT infiltrovan M1 1 fibréza 1Thl /Th2 pomér h
1Thl 1 apoptéza WAT adipocytii TVAT infiltrovan lymfocyty

Obr. & 7 — Spolecné znaky starnuti a obezity (prevzato a upraveno z (Reyes-Farias, Fos-
Domenech et al., 2021)).
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Regulace zanétlivych procesi v tukové tkani, podpora mitochondrialnich funkci
nebo ovlivnéni redistribuce tuku by mohly byt UCinnymi strategiemi v boji proti
metabolickym porucham spojenym se starnutim. Fyzické aktivita napiiklad dokéze zmensSit
velikost adipocytti snizenim obsahu lipidd v bunkach, zlepsit mitochondrialni aktivitu

a podpotit celkovou metabolickou rovnovahu (Gollisch, Brandauer, 2008).

1.4.2. VLIV EPIKARDIALNI TUKOVE TKANE NA STARNOUCI
ORGANISMUS

Jak uz bylo zminéno, starnuti je komplexni biologicky proces, ktery je charakterizovan
zménami v télesné kompozici, vCetné redistribuce tukové tkdné. Tento proces je spojen
s nartistem visceralniho tuku, ktery ptispiva k indukci low-grade inflammation — chronického,
nizkostupiiového zanétu, jenz hraje roli v patofyziologiit KVO. V ramci VAT ptedstavuje
EAT vyznamnou tkan v kardiovaskularnim systému. Diky své anatomické poloze piimo
obklopuje myokard a koronarni cévy a svou metabolickou aktivitou ovliviiuje srde¢ni tkan
prostfednictvim endokrinni, parakrinni a vasokrinni signalizace. ZvySené mnozstvi EAT
je spojovano s vysSim rizikem ISCH, FS, SS a kalcifikaci koronarnich cév. Tento negativni
vliv je obzvlasté vyrazny u starSich osob, kde dochazi k progresivni akumulaci VAT 1 EAT,
coz z nich ¢ini vyznamné rizikové faktory kardiovaskularnich komplikaci (Conte, Petraglia
et al., 2022).

EAT neni pouhou zasobdrnou energie, ale je vysoce metabolicky aktivni tkani,
ktera produkuje Siroké spektrum prozanétlivych cytokini a dalSich mediatort ovliviiujicich
srdecni tkan. Mezi typické patii interleukiny (IL-1, IL-6, IL-8, IL-18), TNF-a, CRP
a transformujici rastovy faktor beta (TGF-B). Tyto medidtory indikuji vyskyt zanétlivého
mikroprostiedi, které posSkozuje tkané a vede k jejich degeneraci, podporuje progresi
ateroskler6zy, myokardialni fibrozy a endotelialni dysfunkce koronarnich cév. Studie autorti
Gritsenko, Green a kol. poukédzala na korelaci mezi tloustkou EAT a hladinami
prozanétlivych cytokind, coz doklada jeji aktivni Gllohu v patogenezi KVO (Gritsenko, Green
et al., 2020).

Zvyseny objem EAT piimo koreluje s hypertrofii LV, coZ potvrzuje vyznam této tkané
v patogenezi SS a diastolické dysfunkce. Se zvétSujicim se objemem EAT dochazi
k mechanickému tlaku na myokard, coZ miZe ovliviiovat diastolickou relaxaci srde¢ni
svaloviny. Dal$im mechanismem mulzZe byt systémovéa souvislost, kdy vyssi objem EAT
koreluje s vét§im mnozstvim VAT a vyssi celkovou télesnou hmotnosti, coz vede k vetsi

srdecni zatézi. Také prozanétlivé a lipotoxické faktory produkované EAT podporuji
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myokardialni fibrozu, hypertrofii kardiomyocyti a endotelidlni dysfunkci (Iacobellis, Ribaudo
et al., 2004; Tacobellis, Corradi, Sharma 2005; Iacobellis, Bianco, 2011). Studie autora
Austys, Dobrovolskij a kol. navic prokazala pozitivni korelaci mezi hypertenzi a objemem
EAT iu osob s fyziologickou télesnou hmotnosti (Austys, Dobrovolskij et al., 2019).

EAT uzce souvisi s metabolickym syndromem a IR. Studie autori Mazzoccoli,
Dagostino a Greco ukazala, ze star$i jedinci maji signifikantné vyssi objem EAT, pficemz
tento nariist souvisi s obezitou, vyS§Sim mnozZstvim VAT, dyslipidémii (vysoké mnoZstvi
lipoproteinu s nizkou hustotou (LDL), nizké mnoZstvi lipoproteinu s vysokou hustotou
(HDL), hypertriglyceridémie), arteridlni hypertenzi, zvySenymi hladinami inzulinu a niz$i
inzulinovou senzitivitou. Pohlavi také hraje roli — muzi maji v priméru vice EAT neZ Zeny
(Mazzoccoli, Dagostino, Greco, 2012).

Asociace mezi EAT a metabolickym syndromem byla prokdzana i ve studii autort
Kalmpourtzidou a kol. U pacientii s tlouStkou EAT >8 mm existuje pozitivni korelace
s hladinami glukozy. Tato souvislost je klinicky vyznamnd, nebot’ IR, jakoZto soucast
metabolického syndromu, piispiva k rozvoji hyperglykemie, endotelidlni dysfunkce
a proaterogennich zmén, ¢imz déle posiluje roli EAT jako markeru kardiometabolického
rizika. ZvySeny objem EAT mulZe negativné ovlivitovat metabolismus glukdzy, coz vede
k progresivnimu naruSeni gluk6zové tolerance, rozvoji IR a vzniku hyperglykemie. Dochazi
k aktivaci zanétlivych procest a zvySené stimulaci cévni stény, coz urychluje tvorbu ateromu
aprispivd ke vzniku hypertenze (ktera mj. ndsledné mize podporovat dalsi
aterosklerotické zmény a mize pfispét 1 k rozvoji DM2T prostiednictvim poskozeni
piivodnych arterii k Langerhansovym ostrivkiim), ¢imz dochdzi k zacarovanému
kruhu metabolickych a kardiovaskularnich dysfunkci. Bez ohledu na to, zda se jedna
o fyziologické nebo patologické starnuti, ob& formy jsou spojeny se zménami v distribuci
télesné¢ho tuku, véetné akumulace EAT. Monitorovani EAT tak mtze pfedstavovat uZite¢ny
nastroj pro predikci rizika vzniku KVO, popft. jejich progrese (Kalmpourtzidou, Napoli et al.,
2024).

Z klinického hlediska byla zvySend tloustka EAT (>7 mm) spojena s Cast&jSim
vyskytem arteridlni hypertenze, hyperlipidemie a hypertrofie LV. Soucasné studie Nabati,
Favaedi a kol. identifikovala vyznamnou asociaci mezi objemem EAT a kalcifikaci aortaIni
chlopné&, coz naznacuje jeji roli v progresi aortalni stendzy (AS) (Nabati, Favaedi et al., 2018).
Bylo také prokdzano, ze vys$i objem EAT je spojen s t&€z8i formou korondrni stendzy,

coz potvrzuje jeho uzky vztah k aterosklerotickym procestim (Iacobellis, Bianco, 2011).
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Jednou z vyhod EAT jako markeru kardiometabolického rizika je moZnost
neinvazivniho méfeni pomoci echokardiografie, jejiz vyhody pfedstavuji dostupnost,
spolehlivost a reprodukovatelnost. Studie autord Malavazos, Di Leo a kol. prokazala,
ze tloustka EAT koreluje s objemem IMAT, ktera ptimo ovlivituje funkci srdce. To umoziuje
véasnou identifikaci pacientd se zvySenym rizikem KVO (Malavazos, Di Leo ef al., 2010).

EAT je metabolicky aktivni organ, ktery hraje klicovou roli v patogenezi KVO
u starnouci populace. Jeji vazba na low-grade inflammation, IR, hypertrofii LV
a aterosklerozu podtrhuje jeji vyznam jako markeru kardiometabolického rizika.
Monitorovani EAT muize ptispét k Casné identifikaci rizikovych pacientli a potencialné slouzit
jako terapeuticky cil pfistrategiich zaméfenych na redukci VAT, zlepSeni inzulinové
senzitivity a snizeni zanétlivé aktivity. Cilend redukce EAT by mohla pfedstavovat novy

ptistup v prevenci a lécbé KVO spojenych se starnutim.

1.4.3. VLIV STARNUTI NA HNEDOU TUKOVOU TKAN
Pti¢iny vékem podminéného ubytku BAT zahrnuji atrofické a funkéni zmény tkané, véetné
redukce objemu BAT (obr. ¢. 8) snizeni mitochondrialni funkce, poklesu exprese UCPI,
zmén v sympatické a endokrinni signalizaci. To vSe vede ke sniZzeni termogenni kapacity
organismu (Zoico, Rubele et al., 2019). Tento proces je doprovazen tzv. ,,zbélavanim* BAT,
pii kterém dochézi k expanzi bilych tukovych dep, akumulaci unilokuldrnich lipidovych
kapének v adipocytech, a tudiz zvétSeni jejich priméru na tkor pavodnich multilokularnich
struktur (Goncalves, Machado et al., 2017).

Starnuti, obdobn¢ jako obezita, je rovnézZ doprovazeno zvySenou infiltraci makrofagt
a nadmérnou akumulaci TAG, coz dale urychluje “zbélavani” BAT. Dusledkem téchto zmén
je omezena schopnost BAT reagovat na chladovou stimulaci, coz je zplisobeno poklesem
exprese UCP1 a snizenou proliferacni kapacitou bunc¢k (Gao, Jiang, Wu, 2019). Tento
s vékem asociovany pokles termogenni aktivity je Castecné zplsoben zvySenou produkei
prozanétlivych mediatort a aktivaci prozanétlivych imunitnich bun€k v tukové tkani, jejichz
M1 makrofagy, které produkuji TNF-a (faktor inhibujici expresi UCP1) podporujici apoptdzu
adipocytil a naruSujici adrenergni signalizaci nezbytnou pro aktivaci BAT (Sakamoto, Nitta
et al, 2016). Cili “zb&lavani” BAT pozname pomoci infiltrace inflamatornich imunitnich
bunék do hnédé tukové tkang, sniZenim poctu mitochondrii a intracelularnich lipidovych

kapének a snizenou expresi UCP1.
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Obr. ¢ 8 — Vyskyt tukovych dep, které obsahuji hnédé a béZové adipocyty (prevzato
a upraveno z (Zhang, He et al., 2022)).

U mladych a starych hlodavci mize byt rozdil v aktivit¢ BAT zptsoben hypertrofii
nebo hyperplazii adipocytli, pficemz bylo prokazano, ze chladovd expozice vyvolava
u mladych jedinci v BAT vyrazné vyssi bunécnou proliferaci nez u starych (az 20nasobné
vyssSi efektivita proliferace po chladové adaptaci). To naznacuje, ze BAT ve stafi ztraci
schopnost proliferace. Nabizela by se tudiz hypotéza, ze tento jev mize byt disledkem zmén
v sympatické signalizaci. Jelikoz NE ovliviluje aktivitu a proliferaci adipocyti v BAT,
tudiz alterace v sympatické signalizaci u starSich hlodavci mize ovlivnit proliferaci v tkani
(Florez-Duquet, McDonald, 1998).

Termogeneze v BAT je regulovdna sympatickym nervovym systémem.
Dalo by se o¢ekavat, ze snizeni sympatické aktivity s vékem povede k redukci aktivity BAT.
Nicméné, autofi Florez-Duquet a McDonald ukazuji, ze s v€kem se aktivita sympatického
systému naopak zvysuje. To naznacuje, zZe problém nespociva v samotné nervové signalizaci,
ale spiSe v postreceptorovych mechanismech odpovédi BAT na NE. U starych hlodavcii byl
po podani NE zaznamendn ubytek netfesové termogeneze v porovnani s mladymi jedinci,
coz ukazuje na poruchy v signalnich drahdch nezbytnych pro aktivaci UCP1. S vé&kem
dochazi 1 k poklesu denzity B-adrenergnich receptorti, coz miize dale ptispivat k nizsi aktivité
BAT (Florez-Duquet, McDonald, 1998).

Kromé NE ovlivituji produkci UCP1 i dal§i hormony, véetné kortikosteroidi, inzulinu

a TH. Kortikosteron ma inhibicni efekt na expresi UCPI, zatimco inzulin stimuluje
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jeho produkci prostfednictvim aktivace sympatického nervového systému. TH jsou rovnéz
klicové pro regulaci UCPI1, avSak jejich ucinek vyzaduje opét soucasnou piitomnost
sympatického signalu (Florez-Duquet, McDonald, 1998).

Celkove lze tici, ze zmény souvisejici se starnutim BAT, vcetné snizeni termogenni
aktivity, zanétlivych procesii a poklesu termogenné aktivnich adipocytti, piredstavuji
vyznamny faktor ovliviiujici metabolické zdravi a schopnost organismu adaptovat
se na chladové podminky ve vy$§im véku. Zpomaleni téchto zmén by mohlo mit terapeuticky

potencial pii prevenci metabolickych onemocnéni spojenych se starnutim a obezitou.

1.4.4. VLIV WAT A BAT NA KARDIOVASKULARNI ZDRAVi

Ateroskler6za je chronické onemocnéni tepen spojené se zanétlivymi zménami a ukladanim
lipidi do cévni stény. Nové poznatky naznacuji, ze vyznamnym faktorem je také tukova tkan
a jeji hormonalni aktivita. Adipokiny, jako leptin a adiponektin, ovliviiuji zanét a funkci cév,
¢imz mohou urychlovat aterosklerotické zmény.

Formace ateromu je komplexni proces zahrnujici klicové bunéné a molekularni
mechanismy. K zasadnim momentim patii vazba a penetrace lymfocyti na vaskularni
endotel, proliferace a migrace buncék hladké svaloviny do intimy cévni stény
a transendotelidlni migrace makrofagii, které¢ vedou k jejich akumulaci v aterosklerotickém
platu. Tento proces je spojen s obliteraci cévy, tvorby trombu a sklerotizaci, kdy ostré nanosy
ateromu mohou zpiisobit poskozeni krevnich desticek a tvorbu fibrinu (aktivni forma
koalgula¢niho faktoru I), coz dale zvysSuje riziko trombo6zy (Tousoulis, Psarros et al., 2014).

Zviteci modely ukazuji, ze tukova tkan, zejména sekretovany leptin, hraje vyznamnou
roli v progresi koronarni aterosklerdzy. U prasat s metabolickym syndromem bylo prokazano,
ze zvySené hladiny leptinu v tukové tkéni obklopujici koronarni arterie zhorSuji endotelidlni
dysfunkci tim, Ze snizuji produkci NO prostiednictvim proteinkinazy C B (PKC-B),
ktera fosforyluje endotelialni NO syntazu. Tukova tkan, jako aktivni endokrinni organ,
produkuje fadu adipokini, které ovliviiuji patogenni medidtory aterogeneze, vcetné
chemotaxe, zanétu a endotelidlni dysfunkce. ZvySeny objem PVAT a s ni spojena
hypoadiponektinemie a chronicky zanét predstavuji silné rizikové faktory pro rozvoj
koronérni aterosklerdzy. Riziko vzniku ICHS vS8ak neni ddno pouze zvySenim prozanétlivych
cytokinii, ale také snizenim ochrannych protizdnétlivych adipokinii, zejména adiponektinu,
jehoz nizké hladiny jsou spojeny s vyssi pravdépodobnosti vzniku aterosklerotickych zmén

(Payne, Borbouse et al., 2011).
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1.4.5. SHRNUTI

Starnuti je komplexni biologicky proces charakterizovany zménami v télesné kompozici,
metabolické aktivité a funkci organd, pficemz vyznamné ovliviiuje tukovou tkan. Dochazi
k redistribuci tuku se zvysenim VAT, coz pfispiva k rozvoji tzv. low-grade inflammation,
metabolické dysfunkci a kardiovaskularnim komplikacim. Hypertrofie adipocytt, ektopicka
akumulace lipidi a zanétliva aktivace imunitnich bun¢k pfispivaji k nartstu IR, endotelialni
dysfunkce a aterosklerozy. Zvlaste¢ pak ptispiva EAT, ktera svou endokrinni a parakrinni
aktivitou negativné ovliviiuje srde¢ni tkan a ptispiva k hypertrofii LV, fibréze myokardu
a progresi koronarnich onemocnéni. Sou€asné¢ dochazi ke sniZzeni funkce BAT, coz dale
naruSuje energetickou homeostazu. Klinicky je zvySeny objem EAT asociovan s vyS$$im
rizikem SS, ICHS a metabolického syndromu, coz zdaraznuje jeho vyznam jako markeru

kardiometabolického rizika.

1.5. RIZIKO PRITOMNOSTI NADMERNEHO MNOZSTVI EAT

EAT predstavuje specifickou oblast visceralniho tuku, kterd svou anatomickou blizkosti
vyznamn¢ ovliviiuje myokard, a to nejen mechanicky, ale také prostfednictvim ptimého vlivu
na bunécné procesy. Nadmérna akumulace EAT je spojena se srdecni dysfunkci, steatdozou

a zvySenym rizikem vyskytu KVO a jeji mnoZzstvi se zvySuje s nartstajicim vékem a obezitou.

1.5.1. OBEZITA JAKO SYSTEMOVY RIZIKOVY FAKTOR

Obezita je multifaktorialni onemocnéni, které je charakteristické zménami v télesné
kompozici, funkci organti, zanétlivych markerech a energetickém metabolismu (Wang, Liao,
2012). Metabolické zmény uzce spojeny s obezitou jsou napt. hyperlipidemie, hyperglykemie,
IR, hyperinzulinemie, hypertenze, DM2T a dalsi. Tyto komorbidity zvySuji riziko KVO
(Calligaris, Lecanda et al., 2013), proto je nutné spravné diagnostikovat pacienty a vyhnout
se pripadnému riziku dopadu obezity na jejich zdravi.

Podle Svétové zdravotnické organizace je obezita definovdna jako abnormalni
akumulace tukové tkané¢ vedouci k poSkozeni zdravi. Nejcastéji se klasifikuje pomoci BMI
(Owesny, Grune, 2023), ktery vSak neposkytuje pifesné informace o poméru tukové
a netukové hmoty. Z tohoto divodu je vhodné&j$i vyuzit pomér obvodu pasu k obvodu boki
(WHR), které lépe vystihuje mnozstvi VAT (Lee, Pedley et al., 2018). Proto je lepSim
markerem visceralni obezity nez BMI a zarovenl prediktorem metabolického profilu, tudiz
poskytuje spolehlivéjsi obraz o zdravotnim stavu pacienta. Pfesto je i toto méfeni omezeno

svou schopnosti ptfesné kvantifikovat viscerdlni tuk, zejména u morbidné¢ obéznich
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nebo starSich jedinci, kde mize byt méfeni ovlivnéno nadbytkem scWAT (Mazzoccoli,

Dagostino et al., 2012).

1.5.2. PROC JE NUTNE SLEDOVAT VAT

Nejrizikovejsi skupiny pacientii pro akumulaci visceralni tukové tkan€ jsou obézni a starnouci
populace. Starnuti je pfirozeny proces spojeny s fadou zmén, véetné zvySeného hromadéni
VAT. VAT je zdrojem prozanétlivych a profibrotickych molekul — jako ptiklad bych chtéla
uvést osteopontin (OPN), jehoZ hladiny se béhem starnuti zvySuji. OPN podporuje proliferaci
fibroblastii a pfispiva k depozici extracelularni matrix v srde¢ni tkadni, coz vede k hypertrofii
a fibrotizaci. Studie autort Sawaki a kol. ukazala, Zze odstranéni VAT muze snizit fibrotizaci
a obnovit srde¢ni funkci (Sawaki, Czibik et al., 2018).

OPN je jen jedna z mnoha molekul, které viscerdlni tuk produkuje a alteruje
tak fyziologické funkce v srde¢ni tkdni. Je nezbytné si uvédomit, ze VAT ovliviiuje
organismus primarn¢ svou anatomickou pfitomnosti — neptisobi pouze systémove, ale lokalné
(Lima-Martinez, Blandenier et al 2012). Na rozdil od scWAT, kde expanze probiha
piredevsim hyperplasii adipocytl, je riist VAT charakterizovan ptedevSim hypertrofickym
zvétSovanim bunck, kterd mize (jak bylo uvedeno v kapitole 1.2.3) podporovat infiltraci
prozanétlivych markofagli. Navic, musime brat v potaz 1 zilni drendz VAT — viz “portalni
teorie”, kterou pomohli potvrdit autofi studie Rytka, Wueest a kol. Zatimco scWAT odvadi
své metabolické produkty (jako jsou adipokiny nebo volné MK) do systémové cirkulace
prostiednictvim duté Zily, VAT je u lidi napojena na portalni obéh (u mysi tvoii nejvétsi VAT
depo gonadalni tuk, ktery na portalni obéh napojen neni — ale autofi zde transplantovali
epididymalni tukové depo do mesenteria, které uz na portalni ob&h napojen je). Dusledkem
tohoto uspofddani dochdzi k pfimému exponovani jater vys§im koncentracim volnych MK
a prozanétlivych cytokinil (pochdzejicich jak z VAT, tak z gastrointestindlniho traktu), coz ma
zasadni dopady na jaterni metabolismus, vcetné rozvoje IR (Rytka, Wueest et al., 2010).
Proto kazdé viscerdlni depo predstavuje lokdlni modulaéni efekt na danou oblast, jelikoz
se nachazi v blizkosti jednotlivych organd. Proto m4 pro organismus VAT mnohem

vyznamnéjsi patofyziologické nasledky neZ nadmérna akumulace scWAT.

1.5.3. PROC EAT PREDSTAVUJE RIZIKO

EAT vytvati specifickou oblast viscerdlniho tuku, kterd pifimo obklopuje srde¢ni struktury
a ovliviluje kardiovaskularni funkce. Jeji mnozstvi a distribuce se liSi mezi jedinci v zavislosti
na genetickych faktorech, etnicité, pohlavi a véku, avSak pfesné mechanismy, které tyto

rozdily urcuji, zstavaji dosud nejasné. Studie autord Mazzoccoli, Dagostino a kol. ukazala,
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ze mnozstvi EAT pfimo koreluje s mirou obezity a zaroven se s vékem zvySuje,
coz naznacuje pozitivni vztah mezi starnutim a tloustkou EAT (graf ¢. 3) (Mazzoccoli,
Dagostino et al., 2012).
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Graf ¢ 3 — Mnoistvi EAT se zvySuje s naristajicim vékem (prevzato a upraveno
z (Mazzoccoli, Dagostino et al., 2012)).

Obezita a starnuti ptispivaji nejen k nartastu EAT, ale 1 k jeho potencidlnim
patologickym ucinkiim na kardiovaskularni systém. Excesivni mnozstvi MK dopravovanych
do myokardu pietizi jeho kapacitu pro oxidaci MK, které se zacnou do myokardu ukladat
(nehled¢ na infiltraci adipocytii do myokardu) a vysledkem je dysfunkce kardiomyocyta
a srdecni steatdza (Iacobellis, 2023). NaruSena oxidace MK, a tedy i zvySena akumulace MK,
muze vést k hypertrofii LV. Pokrocilé zmény, jako je fibroza a apoptdza kardiomyocyta,
mohou narusit diastolickou relaxaci a plnéni srdce, coz v kone¢ném diisledku ovliviiuje 1 jeho
systolickou funkci. Tyto stavy byly pozorovany u morbidné obéznich pacienti, u nichz
je zvySeny objem EAT spojen se zvétSenim LV a RV a posSkozenim diastolického plnéni
arelaxaci (lacobellis, Ribaudo ef al., 2004). Naopak jedinci se subkutdnni obezitou maji
mensi objem EAT a jejich LV zmény nejsou tak vyrazné. JelikoZ se EAT nachazi 1 v oblasti
pfedsini a ousek, mize jeho nadmérnd akumulace piedstavovat fyzickou prekazku,
coz zabrani efektivni dilataci pfedsini a ovlivni plnéni komor (Iacobellis, 2023).

EAT upravuje srde¢ni funkci nejen mechanicky, ale také prostiednictvim svého
piimého vlivu na buné¢né procesy. Vyznamnym objevem v tomto sméru byla prace autorti
Shaihov-Teper, Ram a kol., kterd jako prvni prokdzala vliv EAT na vznik FS prostfednictvim
extracelularnich vezikul odvozenych z EAT (EAT-derived extracellular vesicles, EAT-EV).
Extracelularni vezikuly jsou membranou obalené struktury vylu€ované riiznymi buiikami
obsahujici proteiny, nukleové kyseliny a lipidy. Nékteré z téchto molekul maji prozanétlivé,

profibrotické a proarytmogenni vlastnosti, které podporuji atridlni myopatii a FS, coz dale
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potvrzuje roli EAT nejen jako energetického zasobniku, ale i jako aktivniho uc€astnika
patogeneze srde¢nich onemocnéni (Shaihov-Teper, Ram et al., 2021).

Tento komplexni vztah mezi EAT, metabolickymi zménami a srde¢ni funkci
zdaraziuje potiebu presnéjsiho hodnoceni EAT jako prediktoru kardiovaskuldrniho rizika.
Porozuméni jeho fyziologickym a patologickym vlastnostem by mohlo ptispét k vyvoji
novych terapeutickych strategii zamétenych na prevenci srde¢nich komplikaci spojenych

s obezitou.

1.5.4. SHRNUTI

EAT pfedstavuje specifickou formu viscerdlniho tuku, ktery pifimo obklopuje srde¢ni
struktury a vyznamné ovliviiuje jejich funkci. Obezita a starnuti ptispivaji k jeji akumulaci,
coZz je spojeno s metabolickymi a strukturdlnimi zménami v myokardu, vcetné
kardiomyocytarni dysfunkce, srdecni steatdzy, hypertrofie LV a fibrozy. Mechanismy
pusobeni EAT zahrnuji nejen mechanicky vliv na srde¢ni tkan, ale také produkci
prozanétlivych a profibrotickych faktord, které podporuji rozvoj srdeCnich obtizi. Plisobeni
EAT je lokalni a hodnoceni jeho nadmérné akumulace, vzhledem k uzkému propojeni mezi
EAT a metabolickymi poruchami, by mohlo byt vyhodné pii determinaci kardiovaskularniho

rizika u jednotlivych pacienti.
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2. CILE PRACE

Tato diplomovéa prace se zaméfuje na experimentdlni studium tukové tkané¢ v okoli srdce

u mysiho modelu. Experimenty byly provadény na inbrednich kontrolnich a dKO mysich,

které byly vybrany na zaklad¢ ptedchozi studie prokazujici jejich predispozici k hromadéni

tukové tkané (Morgan, Shekhar et al., 2024) a tedy i k vy$s$i nadchylnosti pro rozvoj obezity

(Prazienkova, Funda et al., 2021). Hlavni cile prace jsou nasledujici:

1.

Zavedeni experimentidlniho modelu — ovéfit, zda je pouzity model starych,
obéznich a geneticky modifikovanych mys$i vhodny pro studium tukové tkané
v okoli srdce.

Identifikace  specifickych  anatomickych oblasti, ve kterych dochazi
k excesivni akumulaci tukové tkéané¢ asociované se srdcem u modelového
organismu.

Zhodnoceni morfologickych zmén tukové tkdn€ u modelového organismu
ve smyslu analyzy velikosti bunck, Ubytku multilokulanich, ¢i nartstu

unilokularnich adipocytl v konkrétnich depech, pfitomnosti zanétu v tukové tkéani

a urCeni, ve kterych oblastech se zanét nejcastéji vyskytuje.
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3. METODY A MATERIAL

3.1. SEZNAM POUZITYCH PRISTROJU

Automatické pipety
HistoCore Arcadia C
Micro CT/PET Albira
Microtom Leica RM2255
Mikroskop Olympus BX53
Mini centrifuga

pH metr

PMOD

Software GraphPad prism
Software NIS elements AR
Termokomora

Tiepacka WT 12

Vaha OHAUS Pioneer PA114C
Vortex Genie 2

Zaznamové zatizeni Olympus DP74

Gilson, Francie

Leica Biosystems, CR

Bruker Corp., USA

Leica Biosystems, CR
Olympus, Japonsko

Cleaver Scientific, Anglie
Schoeller Instruments, s.r.o., CR
Technologies LLC, Svycarsko
GraphPad Software, USA
Nicon, Japonsko

Robbins Scientific Corp, USA
Biometra, Némecko

OHAUS, USA
Scientific

Industries,

Olympus, Japonsko

3.2. SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALI{

ABC kit

Citratovy pufr

DAB (3,3’-diaminobenzidin) tablety D4418-50SET
Dako Pen S2002

Etanol

H,0,

Koriiské sérum S-2000

Kozi sérum S-1000

Metanol

Montovaci médium

PBS pufr

Purifikovand mac-2 monoklonalni protilatka proti mysi
Sekundarni protilatka BA-100 proti krali¢imu IgG
Sekundarni protilatka BA-2000 proti mysimu IgG
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Vector, USA
Sigma-Aldrich s.r.o., USA
Sigma-Aldrich s.r.o., USA
Dako Denmark A/S, Dansko
Penta, CR

Penta, CR

Vector, USA

Vector, USA

Penta, CR

Sigma-Aldrich s.r.o., USA
Sigma-Aldrich s.r.o., USA
Cedarlane Labs, Kanada
Vector, USA

Vector, USA

USA



Tween P-1379 Sigma-Aldrich, s.r.o., USA
UCP1 C4/98 Ptipravena v nasi laboratofi
(Teodoro, Zouhar et al., 2014)

Vodny roztok eozinu Sigma-Aldrich s.r.o., USA
Vodny roztok hematoxylinu Sigma-Aldrich s.r.0., USA
Xylen Penta, CR

3.3. LABORATORNI ZVIRATA

Pro experimentélni ¢ast studie bylo pouzito celkem Sest samic laboratornich mysi, z toho tfi
myS$i WT a tfi mySi dKO. Bylo prokazano, Zze dKO mysSi maji vyssi predispozici k rozvoji
obezity v porovnani s WT jedinci (Morgan, Shekhar ef al., 2024) a zaroven NPFFR2 KO
mySi vykazuji naruSenou termogenni odpovéd BAT behem excesivniho piijmu kalorii
(Zhang, Ip et al., 2018).

Mysi se narodily v Centru PIGMOD (CPP) ve Vestci a ve véku 3 mésict byly
importovany do zvéfince Akademie véd CR. Po celou dobu experimentu byla zajiiténa
manipulace se zvifaty v souladu se zasadami 3R (Replacement, Reduction, Refinement). Mysi
byly chovany za standardnich podminek pii teploté chovu 23 + 2 °C, svételny
rezim: 12/12 hodin. Mysi byly krmeny standardni dietou a ve v€ku 4-5 mésicti byl zahajen
jiny dietni rezim — HFD, ktery trval 7 mésicii. Krmivo bylo pfipraveno podle slozeni — viz
tabulka ¢. 3. Mysi byly chovany v jednotlivych klecich samostatné (n = 6) a nebyla jim
omezena dostupnost vody ani potravy. Hmotnost mySi byla zaznamendvana meésic pred
zaCatkem dietni intervence a 4 mésice béhem konzumace HFD. Poté byly naposledy zvazeny
pted usmrcenim. Diivodem bylo dosazeni plato faze, kdy mysi na vaze jiz neptibiraly.

Zivina Obsah (% kcal)

Tuky 60
Sacharidy @ 27
Bilkoviny 13
Tabulka ¢. 3 — SloZeni HFD; viz Morgan, Shekhar et al., 2024.

3.4. ANATOMICKA VSUVKA
Pted rozborem ziskanych vysledkli je nutné vyjasnit metodiku identifikace a klasifikace
jednotlivych typii tukovych dep — EAT, IMAT, PVAT, PAT a pCF.

V ramci této studie nebyla pCF hodnocena, nebot’ pfi extrakci srdce nebyl tento tuk
zahrnut do analyzy. PAT byla definovana jako tukova tkan, kterd nezasahovala do myokardu

ani na né&j nenaléhala; zahrnovala tedy veskerou tukovou tkan mimo oblast kardiomyocytii
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a jejich bezprostifedniho okoli. PVAT byla definovana jako tuk pfiléhajici k cévnim strukturdm
bez ohledu na to, zda se jednalo o aortu, zily nebo koronarni arterie. Pokud nebylo mozné
mikroskopicky odlisit EAT od PVAT, tuk v okoli koronarnich cév byl kategorizovan
jako PVAT. EAT byla hodnocena jako tukova tkan pfiléhajici pfimo k myokardu, pfi¢emz jeji
distalni hranici smérem od myokardu tvofila membranova struktura. Pokud se tukova tkan
nachazela za touto membranou a byla vzdalena od myokardu, byla klasifikovana jako PAT.
IMAT byla definovana jako jakakoli tukova tkan uvniti myokardu, kterd nebyla asociovana
s cévnimi strukturami.

Precizni anatomickd identifikace jednotlivych tukovych dep byla klicovym aspektem
tohoto experimentu. Vzhledem k casto nejednoznaéné terminologii v odborné literatuie

povazuji za nezbytné zahrnout podrobny popis metodologie hodnoceni téchto tkani.

RG0S
5 Wy 7

Histologicky prepardat ¢. 1 — Popis srdce a tkdni s nim asociovanych. Tukova depa byla
analyzovana s durazem na co nejpresnéjsi lokalizaci vyskytu, véetnée rozliseni konkrétnich dep
i vztahu k srdecnim strukturam. Sipky ukazuji na tukovou tkar, chl, chlopné; La, levé ousko;
LA, leva predsin, LV, leva komora; RV, prava komora. Imunohistochemické barveni MAC-2,
pritomnost antigenu je zvyraznéna hnédou barvou. Zvetseni 20x, méritko 1 mm.
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4. PRAKTICKA CAST

Pted odbérem tkani byly vSechny mysi nejprve zvazeny a nasledné podrobeny zobrazovacimu
vySetfeni. Zobrazeni bylo provedeno pomoci CT skeneru Bruker Albira za celkové inhalacni
anestezie indukované isofluranem. Po ukonceni méfeni byly mysi eutanazovany podsttizenim
krénich cév. Bezprostfedné poté byla provedena pitva, pii niz bylo odebrano srdce, gonadalni,
inguindlni a interskapularni tukova tkan. Vsechny tkané byly zvézeny a nasledné fixovany
v 10 % neutralnim roztoku formalinu. Pfed vlozenim do fixaniho roztoku bylo srdce
uprostied pri¢né rozptleno. Po dokonceni fixace byly vzorky zality do parafinovych blokd,
ze kterych byly nésledné ptipraveny 3 pm tenké histologické tfezy. Tkanové fezy byly
vytvofeny pomoci rotaéniho mikrotomu Leica RM2235 (Leica Biosystems, CR). Z kazdého
vzorku byly nejprve ziskdny dva fezy o tlouStce 3 um, které byly umistény na jedno podlozni
sklicko a zahrnuty do analyzy. Nasledn¢ bylo odfiznuto 10 fezt, které k vyhodnoceni pouzity
nebyly. Tento postup byl cyklicky opakovéan, pficemz po kazdé sérii 10 fezli byly opét

odebrany dva 3 um fezy a preneseny na dal$i podlozni sklicko pro analyzu.

4.1. POSTUP PRAKTICKE CASTI

Pro histologické zpracovani bylo pouzito celkem Sest vzorkl srdce (n = 6), které byly krajeny
v celém rozsahu s cilem ziskat 3D pohled na morfologii organu. U vzorkl tukové tkané byla
analyzovana Ctyfi depa — gonadalni tukova tkan (gWAT), subkutanni tukova tkan (scWAT)
a interskapularni hnéda tukova tkan (iBAT), pfiCemz z kazdého z nich byla pfipravena tti
histologickd sklicka. Nasledn¢ byly provedeny tfi typy histologického barveni umoznujici
detailni analyzu bunécné struktury a piitomnosti specifickych markeri. Barveni
hematoxylinem a eosinem (H&E) bylo pouzito nejen k posouzeni celkové histologické
struktury vzorkl, ale i k uréeni konkrétni lokalizace srde¢niho tuku, a pro vyhodnoceni
velikosti adipocytll. Imunohistochemické barveni na UCP1 slouzilo k detekci bunék
exprimujicich UCP1, markeru hnédé tukové tkang, a imunohistochemické barveni na MAC-2
(galektin-3) umoZnilo identifikaci makrofagh v tukové tkani. Skli¢ka se vzorky byla vybirana

systematicky, viz tabulka ¢. 4.

H&E UCP1 MAC-2
Srdce 1 2 3

4 5 6

7 8 9

10 11 12
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13 14 15
16 17 18
19 20 21
22 23 24
25 26 27
28 29 30
31 32 33
34 35 36
37 38 39
40 41 42
43 44 45
gWAT 1 2 3
SCWAT 1 2 3
iBAT 1 2 3

Tabulka & 4 — Proces vybéru skel na histologicka barveni.
Jedno podlozni sklicko obsahovalo 4 fezy srde¢ni tkan¢ nebo 2 fezy tukové tkané

(1IBAT, scWAT, gWAT). Pocet potizenych snimku na jeden fez srde¢ni tkani byl variabilni
v zavislosti na mnozstvi pfitomné tukové tkdn¢ v daném depu. Pro analyzu bylo pouzito
6 mysi a aplikovany 3 typy histologického barveni.

V piipad¢ srdec¢ni tkané bylo v priméru pofizeno 155 snimkii na jedno barveni
u jednoho srdce, coz odpovida v priméru 930 snimkitim pro vSech 6 srdci (155 x 6). Celkovy
pocet snimkti pro vSechna barveni (3 x 930) Cinil piiblizn¢ 2790.

U vzorkl iBAT, scWAT a gWAT byly pouzZity pro kazdou tkan 3 sklicka (tj. jedno
pro kazdé barveni). Pficemz kazdé¢ sklicko obsahovalo 2 fezy a kazdy fez byl sniman 3x.
To odpovidd 18 snimkiim na jedno depo u vSech barveni a celkem 54 snimkim pro iBAT,
scWAT a gWAT dohromady. Po secteni vSech snimki ze srde¢ni a tukové tkané byl celkovy

pocet ziskanych snimkili v priméru zhruba* 2898.

4.2. BARVENT HEMATOXYLINEM EOSINEM

H&E barveni je nejCastéji pouzivanou histologickou metodou, kterda umoziuje detailni
vizualizaci tkanovych struktur. Principem této metody je selektivni barveni bunéénych slozek
na zéklad¢ jejich chemickych vlastnosti. Hematoxylin pusobi jako bazické barvivo,

které ma afinitu ke kyselym strukturdm. Proto se napt. DNA v bunécnych jadrech po barveni
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jevi tmave fialové. Naproti tomu eosin je kyselé barvivo, které barvi bazické struktury, jako
je naptiklad cytoplazma, nebo kolagen. Proto tyto struktury vidime na vzorku riizove.

POUZITE ROZTOKY

Xylen (Penta, CR)

96% etanol, 75% etanol, 50% etanol (Penta, CR)

vodny roztok hematoxylinu (Gill III Hematoxylin Labonord) (Merck KGaA, Némecko)

Vodny roztok eosinu (Aqueous Eosin-Y Labonord) (Merck KGaA, Némecko)

Montovaci médium (Eukitt quick-hardening mounting medium) (Merck KGaA, Némecko)

Vzorky byly postupné deparafinovany a hydratovany. Nejprve byly inkubovany 2x
po 15 minutach v xylenu, ndsledn¢ po dobu 10 minut v 96%, 75% a 50% etanolu. Poté byly
vzorky oplachnuty destilovanou vodou (2 min) a inkubovdny v hematoxylinu po dobu
5 minut. Nasledovalo dal$i oplachnuti vodou a inkubace v eosinu po dobu 10 minut.
Po findlnim oplachu byly vzorky kratce dehydratovany pomoci vzestupné alkoholové tady
v 50%, 75% a 96% etanolu a po ususeni zamontovany v montovacim médiu.

Vyhodnoceni vzorkl bylo provedeno pomoci svételného mikroskopu Olympus BX56
(Olympus, Japonsko), pfiCemz digitdlni snimky byly ziskany prostfednictvim kamerového
syst¢tmu DP74 (Olympus, Japonsko). Jedno podlozni sklicko obsahovalo 4 fezy srdce nebo
2 fezy tukové tkané (iBAT, scWAT, gWAT). Pocet potfizenych snimkti na jeden fez srde¢nich
tkéni byl variabilni v zavislosti na mnozstvi pfitomné tukové tkan¢ v daném depu. V piipadée
srde¢ni tkan€¢ bylo v priméru pofizeno 155 snimkG na jedno barveni u jednoho srdce,
coz odpovida v priméru 930 snimkim pro vSech 6 srdci. U vzorka iBAT, scWAT a gWAT
bylo pro H&E barveni pouzito jedno podlozni sklicko se 2 fezy. Kazdy fez byl sniman 3x,
tj. 6 snimk na podlozni skli¢ko a 18 snimkt pro iBAT, scWAT a gWAT pro H&E barveni.

Pofizené snimky byly nésledné zpracovany pomoci softwaru NIS Elements AR
(Nikon, Japonsko), kde byla méfena a zaznamenavéna velikost jednotlivych adipocytl
pomoci automatického prahovéani. Nekompletni adipocyty z diivodu piesazeni obrazu snimku
nebyly v pfipad€ analyzy velikosti adipocyti hodnoceny, stejné jako objekty s velikosti
pod 100 pum’ z dévodu potencialng patné vyhodnocovaci schopnosti programu u takto
malych bunék. Navic nemiZeme vyloucit ani moZznost, Ze by takto malé adipocyty byly

vyrazné poskozené (viz obr. €. 9).
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Obr. ¢ 9 — Prabéh histologické analyzy pomoci programu NIS Elements. Priklad
vyhodnoceni velikosti adipocytii. Vyhodnoceni probihalo pomoci automatického prahovani.

4.3. IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI NA DETEKCI UCP1

Imunohistochemické barveni je pouzivano k vizualizaci specifickych antigent v tkénich.
Princip spoc¢ivd v navazani primarni protilatky na cilovy antigen, ptiCemz detekce miize byt
dale zesilena pomoci sekundarni protilaitky a vhodného vizualiza¢niho systému. V tomto
kroku experimentu bylo imunohistochemické barveni pouzito k detekci UCP1 pro naslednou
analyzu jeho zastoupeni v tkénich. Pro tuspésnou detekci bylo nutné obnovit antigeny
maskované¢ béhem fixace formaldehydem, minimalizovat nespecifické vazby a zajistit
dostatecnou citlivost barveni.

Nejprve byly vzorky deparafinovany a rehydratovany pomoci xylenu a sestupné
alkoholové tady (viz krok v kapitole 4.2.) Nasledné¢ byly vlozeny do citratového pufru,
ktery slouzi k obnové antigenicity (= obnovit schopnost plsobit jako antigen). Fixace
formaldehydem totiz vytvaii kovalentni vazby mezi proteiny, coz miize maskovat epitopy
a branit vazb& protilatek. Tepelny “antigen-retrieval” (pii 95 °C) v citratovém pufru
tyto vazby rozruSuje, ¢imz umoziluje pfistup protilatek k cilovému antigenu. Aby se zabranilo
nespecifické peroxiddzové aktivité, kterd by mohla generovat falesné pozitivni signaly
v pozdégjSich krocich barveni (béhem pouziti DAB), byl pouzit 3% roztok peroxidu vodiku
(H20,) v metanolu. Pro zvySeni dostupnosti protilatek v tkani byl aplikovan Tween, ktery
snizuje povrchové napéti a umoznuje lepSi penetraci protilatek do tkané. K blokovani
nespecifickych vazebnych mist bylo pouzito 10% kozi sérum, ¢imZz minimalizujeme riziko

nespecifické vazby primarni protilatky.
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Nasledné¢ byly vzorky inkubovany s primarni protilaitkou (anti-UCPI1), ktera
je specificka pro cilovy antigen UCP1. Pro vazbu na primarni protildtku a zesileni signdlu
byla pouzita sekundarni biotinylovana protilatka vyrobena, v naSem piipade, v koze proti
krali¢imu IgG. Biotinovad znacka umoziuje naslednou vazbu avidinu (obsazenym v ABC
kitu), ¢imz dochazi ke zvyseni citlivosti detekce. ABC kit obsahuje jak avidin, tak peroxidazu.
Avidin m& vysokou afinitu k biotinu, coz umoznuje vytvofeni stabilnich avidin-biotin
komplexi s navdzanou peroxiddazou, ¢imZ se vyznamné zesiluje signal barveni a zvysi
citlivost detekce. V zavére¢ném kroku byl aplikovan DAB (3,3’-diaminobenzidin), ktery pti
interakci s peroxidazou generuje hnédé zbarveni (nasledek oxidace DAB) v mistech vyskytu
proteinu UCP1. To v§e umoziuje snadnou detekci a analyzu UCP1 pozitivnich bun¢k pod
svételnym mikroskopem.

POUZITE ROZTOKY

Xylen (Penta, CR)

96%, 75%, 50% etanol (Penta, CR)

Citratovy pufr (pH = 6) (Sigma-Aldrich s.r.o0., USA)
30% H,0, (Penta, CR)

100% metanol (Penta, CR)

PBS (pH =7.,4):
NaCl 1.06504 24 g (Merck KGaA, Némecko)
KCl P3911 1,2 g (Merck KGaA, Némecko)
Na2HPO4 - 12 H20 KH2PO4 716590 8,4 g (Merck KGaA, Némecko)
KH2PO4 795488 0,6 g (Merck KGaA, Némecko)

Kozi sérum S-1000 (Vector, USA)

Primarni protilatka C4/98, vyvinuta v kralikovi proti mySimu fiznimu proteinu, pfipravena

v nasi laboratofi podle Teodoro, Zouhar et al., 2014.

Sekundarni protilatka BA-1000 proti krali¢imu IgG, vyvinuta v koze (Vector, USA)

ABC kit PK-6100 (Vector, USA)

DAB (3,3’ — diaminobenzidin) tablety D4168 (Merck KGaA, Némecko)

Montovaci médium (Eukitt quick-hardening mounting medium) (Merck KGaA, Némecko)
Vzorky byly nejprve deparafinovany a rehydratovany pomoci xylenu a sestupné

alkoholové tfady. Tento proces zahrnoval inkubaci v xylenu 2x na 15 min, ndsledovanou

10 min inkubacemi v 96%, 75% a 50% etanolu. Poté byly vzorky na 5 minut vloZeny

do destilované vody a nésledné pieneseny do citratového pufru (pH 6,0), kde byly inkubovany

40



pfi teploté¢ 95°C po dobu 30 minut, pfiemz po 15 minutdich byl pufr vyménén.
Po vychladnuti byly vzorky oplachnuty v destilované vodé po dobu 5 minut. Nésledovalo
ponechani vzorkl v 3% roztoku H,O; v metanolu po dobu 10 minut. Nasledn¢ byly pfeneseny
do 0,1% roztoku Tweenu v PBS na 20 minut. Poté nésledovalo oplachnuti v PBS
(2x na 15 min) a nasledna inkubace v 10% kozim séru (fedéno v PBS) v boxu se zvySenou
vlhkosti po dobu 30 min. Déle byla bez oplachu aplikovana primarni protilatka (anti-UCP1),
ktera byla fedéna v PBS obsahujici 1% kozi sérum v koncentraci 1:4000. Inkubace probihala
pies noc pii 4 °C v boxu se zvySenou vlhkosti. Nésledujici den byly vzorky dvakrat
oplachnuty v  PBS (15 minut) a nasledné inkubovany se sekundarni biotinylovanou
protilatkou (fedénou v PBS v koncentraci 1:200) po dobu jedné hodiny, opét v boxu
se zvySenou vlhkosti. Po inkubaci byly vzorky opét oplachnuty v PBS (2x po 15 minutach)
a mezi tim byl pfipraven roztok pomoci ABC kitu (smichdnim 20 pl roztoku A, 20 pl roztoku
B a 1960 ul PBS), coz bylo nasledn¢ aplikovano na vzorky, které byly inkubovany v boxu
se zvySenou vlhkosti po dobu jedné hodiny. Nasledoval opét oplach v PBS (2x na 15 min),
poté byla provedena inkubace vzorkl s DAB (2 tablety rozpusténé v 5 ml H,O), pficemz doba
inkubace se pohybovala od 1 do 6 minut v zavislosti na intenzité¢ vyvoje hnédé barvy. Vzorky
byly pribézné kontrolovany pod mikroskopem pro optimalizaci doby barveni. Po dosazeni
pozadované intenzity barveni byly vzorky vloZzeny do destilované vody a postupné
dehydratovany ve vzestupné alkoholové tadé (50%, 75% a 96% etanol, pokazdé po dobu
10 minut). Po ususeni byly vzorky zamontovany v montovacim médiu.

Mikroskopicka analyza byla provedena na svételném mikroskopu Olympus BX56
(Olympus, Japonsko) a digitadlni snimky byly zaznamenany pomoci kamerového systému
Olympus DP74 (Olympus, Japonsko). Béhem analyzy jednotlivych fezli byla urCovana
co nejpresnéjsi lokalizace tukovych dep. Pro kvantitativni analyzu zastoupeni UCP1 pozitivni
tkané na digitalné pofizenych histologickych snimcich byl pouZit software NIS Elements AR
(Nikon, Japonsko). Pomoci tohoto softwaru byla u kazdého snimku meéfena plocha

odpovidajici BAT a WAT, resp. UCP1 pozitivnich a negativnich adipocytl (viz obr. 10).
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Obr. ¢ 10 — Prabéh histologické analyzy pomoci programu NIS Elements. Priklad
vyhodnoceni zastoupeni UCPI+ adipocytii. Vyhodnoceni probihalo jako urceni plochy
vyskytu BAT viici plose celkového tuku na snimku.

4.4. IMUNOHISTOCHEMICKE BARVENI NA DETEKCI
MAKROFAGU, MAC-2

Imunohistochemické barveni je metoda slouzici k vizualizaci specifickych antigena
v tkanovych fezech. Jeho principem je vazba primarni protilatky na cilovy antigen, pfi¢emz
detekce mlize byt zesilena pouzitim sekundéarni protilatky a vhodného vizualizacniho systému.
V této casti experimentu bylo imunohistochemické barveni pouzito k detekci MAC-2
(galektinu-3), coZ je marker asociovany s makrofagy. Mac-2 gen je exprimovan ve vysokych
hodnotach u aktivovanych makrofag a jeho proteinovy produkt je exportovan z cytozolu
do extracelularniho média. Proto se barveni MAC-2 pouzZivda ke studiu pfitomnosti
a distribuce makrofagl v riznych tkéanich, vcetné tukové tkané, pfi hodnoceni zanétlivych
procesli. Miize ndm proto pomoci ur€it rozsah infiltrace makrofagy, resp. tvorbu CLS struktur.
Nicméné, Mac-2 antigen je protein vazajici se obecné na glykované proteiny vyskytujici
seina jinych bunkdch — napf. monocytech, lymfocytech, neutrofilnich granulocytech,
endotelidlnich bunikach, nebo i ¢asto v naSem piipadé na erytrocytech. Proto jsme jako dalsi
rozliSovaci znak pouzivali tvarové rozliSeni CLS.

Vzorky byly nejprve deparafinovany, protoZze parafin obklopujici tkan zabraiuje
priniku roztoki a protilatek. Xylen slouzi k jeho odstranéni, zatimco alkoholové ftady
umoznuji postupnou rehydrataci tkan€ a odstranéni zbytkl rozpoustédel. Zaveére¢né ponoteni

do destilované vody zajisti, Ze tkan je pIn¢ hydratovana a ptipravend na dalsi kroky barveni.
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I u tohoto barveni potfebujeme blokovat endogenni peroxiddzovou aktivitu, ktera, pokud
je pritomnd v tkani, mize pii pouziti DAB generovat faleSné pozitivni signaly. Proto je
vzorek oSetten H,O,, ktery tuto aktivitu inhibuje. Dal$im krokem je inkubace vzorkd, v tomto
pripadé, s konskym sérem, které obsahuje proteiny blokujici nespecificka vazebna mista
v tkéni, ¢imz se minimalizuje nespecifickd vazba protilatek a zajistuje vyssi presnost detekce.
Primarni protilatka (anti-MAC-2/galectin-3) je specifickd pro cilovy antigen a vaze se na n¢j.
Nasledna sekundarni protilatka, ktera byla (v tomto pfipad€) vyvinuta v koni proti mySimu
IgG, ma na sob& navazany biotin, coz umoziuje dalsi zesileni signalu. Biotin v sekundarni
protilatce se vaZze na avidin obsazeny v ABC kitu, ¢imZ vznikaji avidin-biotin komplexy
s navazanou peroxidazou. S peroxidazou reaguje DAB, coz vede k tvorbé hnédé srazeniny
v mistech vyskytu cilového proteinu. Tim je umoZnéna snadnd vizualizace sledovaného
antigenu pod mikroskopem. Pro lepS$i orientaci v tkani je vzorek jest¢ inkubovan
v hematoxylinu, ktery barvi buné¢na jadra modie. Tento krok nejen usnadniuje morfologickou
analyzu tkang, ale zarovenl poskytuje kontrast k hnédému signilu DAB, ¢imz zvySuje
celkovou ¢itelnost preparatu.

POUZITE ROZTOKY

Xylen (Penta, CR)

96%, 75%, 50% etanol (Penta, CR)

30% H,0, (Penta, CR)

100% metanol (Penta, CR)

PBS (pH =7.,4):
NacCl 1.06504 24 g (Merck KGaA, Némecko)
KCl P3911 1,2 g (Merck KGaA, Némecko)
Na2HPO4 - 12 H20 KH2PO4 716590 8,4 g (Merck KGaA, Némecko)
KH2PO4 795488 0,6 g (Merck KGaA, Némecko)

Koriské sérum S-2000 (Vector, USA)

Primarni protilatka Cedarlane CL8942 AP, proti MAC-2/galectin-3 (Cederlane Labs, Kanada)
Sekundarni protilatka BA-2000 proti mysimu IgG (Vector, USA), vyvinuta v koni

ABC kit PK-6100 (Vector, USA)

DAB (3,3’ — diaminobenzidin) tablety D4168 (Merck KGaA, Némecko)

Vodny roztok hematoxylinu (Gill III Hematoxylin Labonord) (Merck KGaA, Némecko)

Montovaci médium (Eukitt quick-hardening mounting medium) (Merck KGaA, Némecko)
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Vzorky byly nejprve deparafinovany a rehydratovany pomoci xylenu a sestupné
alkoholové tady. Tento proces zahrnoval inkubaci v xylenu 2x na 15 min, nasledovanou
10 min inkubacemi v 96%, 75% a 50% etanolu. Poté byly vzorky na 5 minut vloZeny
do destilované vody. Nasledovala inkubace v 1% roztoku H,O, v metanolu po dobu 30 minut
a oplach v PBS, 2x na 15 min. V dal$im kroku byly vzorky inkubovany po dobu 30 minut
s konskym sérem (1:50 fedéné v PBS) v prostiedi se zvySenou vlhkosti pti pokojové teploté.
Poté byla bez oplachu aplikovana primarni protilatka prott MAC-2 (fedénad v PBS v poméru
1:4000), kterd se nechala inkubovat pies noc pii 4 °C v boxu se zvySenou vlhkosti.
Nasledujici den byly vzorky ponechiny v PBS (2x po dobu 15 minut) a inkubovany
se sekundarni protilatkou proti mySimu IgG (fedéni 1:200 v PBS) po dobu 30 minut v boxu
se zvySenou vlhkosti. Poté nasledovalo dalsi dvojité oplachnuti v PBS (2x 15 minut) a mezi
tim byl pfipraven roztok pomoci ABC kitu (smichanim 20 pl roztoku A, 20 pl roztoku B
a 1960 ul PBS). Vzorky byly po oplachu v PBS inkubovany s ABC kitem, opét v prosttedi
se zvySenou vlhkosti, po dobu 30 minut. A poté, naposledy, dvakrat oplachnuty v PBS (2x
15 minut). Nasledn€, po dobu 1 minuty a 30 sekund, byl aplikovan DAB (2 tablety DAB
rozpusténé v 5 ml H,O). Po ukonfeni inkubace byly vzorky oplachnuty v destilované vodé
a obarveny hematoxylinem po dobu 40 sekund. Vzorky byly kontrolovany pod mikroskopem
pro optimalizaci doby barveni (plati pro DAB 1 hematoxylin). Po zavérecném oplachu
v destilované vodé byly vzorky dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou (v 50%, 75%
a96% etanolu, pokazdé po 10 minutach). Nakonec byly vzorky usuSeny a zamontovany
v montovacim médiu.

Mikroskopicka analyza byla provedena na svételném mikroskopu Olympus BX56
(Olympus, Japonsko) a zidznamového zatfizeni Olympus DP74 (Olympus, Japonsko).
Vyhodnoceni digitdlnich snimk probihalo pomoci softwaru NIS Elements AR (Nikon,
Japonsko). Analyza se zaméfovala na kvantifikaci pfitomnych makrofagi v jednotlivych
tukovych depech (pomoci néstroje “faxonomy”), ptiCemz byl zaznamenavan pomér CLS
k adipocytim jako indikator zanétlivé odpovédi v tkéni. Za MAC-2+ CLS byly povazovany
pouze ty adipocyty, které byly alespont z 50 % obklopeny souvislou vrstvou makrofagh

(viz obr. €. 11, hnédé zbarveni).
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Obr. ¢ 11 — Prubéh histologické analyzy pomoci programu NIS Elements. Priklad
vywhodnoceni MAC-2+ CLS (na obrazku hnédou barvou). Vyhodnoceni probihalo urcenim
poctu CLS struktur viici poctu adipocyti na snimku.

4.5. VYPOCETNI TOMOGRAFIE

Vypocetni tomografie je zobrazovaci metoda, jejimz principem je rotace zdroje rentgenového
zéaieni kolem sledovaného objektu. Zafeni je schopno prochazet tkanémi, které ho pohlcuji,
a jeho zbytkova intenzita je zachycovana detektorem umisténym na opacné stran¢ od zdroje.
Jakmile zdroj zareni dokonci jednu celou rotaci, ziskand data jsou prevedena do pocitace,
ktery na zékladé¢ matematickych algoritmli rekonstruuje 2D virtudlni fezy organismu
o tloustce 1-10 mm (tomografické snimky). Tento proces se opakuje v nékolika rovinach,
dokud neni ziskan dostate¢ny pocet fezli pro vytvotfeni 3D obrazu sledovaného objektu.
Vysledny CT obraz je zalozen na rozdilné schopnosti tkani absorbovat rentgenové zareni.
Napt. kostni tkan, s vy$§im obsahem mineralii, absorbuje zafeni ve vyrazné vyS$$im mnozstvi
v porovnani s mékkymi tkdnémi svysokym podilem vody. Mira absorbce zéafeni
je kvantifikovana v Hounsfieldovych  jednotkach (HU), které jsou standardizovany
vii¢i hodnotam pro vzduch (-1000 HU) a vodu (0 HU) (Jung, 2021).

Pted zobrazovacim vySetfenim byly mySi zvazeny a nasledné v inhala¢ni anestezii
pomoci isofluranu (1-3% objemu vzduchu) podrobeny CT skenovéani pomoci Micro CT/PET
Albira (Bruker Corp., USA). Rekonstrukce obrazovych dat byla provedena v programu
PMOD (PMOD Technologies LLC, Svycarsko), kde bylo pomoci automatického prahovani

vyhodnoceno mnoZzstvi tukové tkan€ v srde¢ni oblasti.
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4.6. STATISTICKE VYHODNOCENI

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v softwaru GraphPad Prism (GraphPad Software,
USA), ktery byl zaroven pouzit pro tvorbu grafi. K posouzeni statistické vyznamnosti rozdilti
mezi jednotlivymi skupinami byl aplikovan neparovy studentsky T-test, ¢i linedrni regrese.
Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na p<0,05. K posouzeni statistické
vyznamnosti rozdilii mezi jednotlivymi tukovymi depy byla aplikovana dvoucestna ANOVA.
Hladina statistické vyznamnosti byla opét stanovena na p<0,05.

Analyza histologickych preparatt ve svételném mikroskopu zahrnovala na identifikaci
tukovych dep s diirazem na jejich pfesnou lokalizaci v ramci srdecni tkané. Obrazova data
byla kvantifikovana pomoci softwaru NIS Elements AR (Nikon, Japonsko), pficemz byla
hodnocena velikost adipocytli, procentudlni zastoupeni UCP1 tkan€¢ a celkovy pocet
adipocytli, v€etné ptitomnosti makrofagh v jednotlivych tukovych oblastech. Vysledky byly
zprimérovany pomoci aritmetického priiméru a byla stanovena smérodatna odchylka.

Déale byla vyhodnocena primérnd télesnd hmotnost mySi, hmotnost jednotlivych
tukovych dep, primérna velikost adipocytii, procentudlni zastoupeni UCP1 pozitivni tkané
a celkovy pocet bunék mezi dKO a WT mySmi. I v tomto piipadé byly vysledné hodnoty

uvedeny jako aritmeticky pramér + smérodatna odchylka.
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5. VYSLEDKY

V této cCasti jsou prezentovany vysledky analyzy tukovych dep v jednotlivych
experimentalnich skupinach (WT vs dKO). Hodnocené parametry zahrnuji télesnou hmotnost
my$i, hmotnost jednotlivych tukovych dep, velikost adipocytli v jednotlivych depech,

zastoupeni UCP1 aktivni tkan¢ a pfitomnost MAC-2 pozitivnich bungk.

5.1. VLIV GENOTYPU NA TELESNOU HMOTNOST

Experimenty byly provadény na dKO mysich, které byly 12 mésici staré. HFD jim byla
podéavana po dobu sedmi mésicii az do dne disekce. Cilem prace bylo posoudit vliv genotypu
na télesnou hmotnost a distribuci tukové tkan€. Soucasné byla analyzovana korelace mezi
télesnou hmotnosti a hmotnosti visceralni a subkutanni tukové tkané. Bylo pfedpokladéno,
7e dKO mysi budou mit vyssi podil tukové tkané, zejména ve visceralni oblasti, a tudiZ budou

vykazovat zvySenou predispozici k rozvoji obezity.
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Graf ¢. 4 — Porovndni celkové télesné hmotnosti (g) mezi genotypy. VIiv genotypu
na celkovou télesnou hmotnost nebyl statisticky signifikantni (neparovy T-test).

Analyza télesné hmotnosti neprokézala statisticky vyznamné rozdily mezi WT a dKO
skupinou (graf €. 4), tudiz hypotéza o predispozici dKO mysi k vy$§imu obsahu tukové tkané
a vyssi télesné hmotnosti nebyla potvrzena. Ob& skupiny vykazovaly srovnatelné hodnoty
celkové télesné hmotnosti, coz naznacuje, Ze genotyp dKO mySi nemusi byt hlavnim
faktorem pro rozvoj a zachovani obezity v takto vysokém v€ku. U dvou jedinci, WTH3
s ostatnimi subjekty, ackoliv byly vS§echny krmeny HFD. Tento ndlez naznacuje moZnou
souvislost mezi niz8i té€lesnou hmotnosti a star§Sim vékem, coZ by z diivodu katabolickych
procesii spojenych s pokrocilym vékem a zhorSenou schopnosti ukladdat energii mohlo vést
k niz§i hmotnosti jedinci. Protoze kdyz se podivame na graf ¢. 5, vidime, ze béhem HFD
ze zaCatku nabiraly na hmotnosti stejné intenzivné, jako ostatni subjekty. Existuje také

moznost, Ze genotyp ovliviiuje spiSe dynamiku nértstu té€lesné hmotnosti nez jeji kone¢nou
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hodnotu (graf ¢. 5), kdy byl zaznamenan signifikantni rozdil mezi WT a dKO skupinou. Nelze
vyloucdit existenci platd faze, kdy mysSi po dosazeni urcitého bodu dosdhnou maximalni

télesné hmotnosti bez ohledu na genetické predispozice.
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Graf ¢. 5 — Narust télesné hmotnosti v pribéhu dietni intervence. U dKO mysi jsme
prokazali signifikantni narist hmotnosti v porovnanim s WT mysmi. Po dosazeni plato faze
u obou kmenii viak obezita piilis nepostupuje. Sipka ukazuje na pocatek HFD. Pomoci
statistického testu dvoucestna ANOVA jsme potvrdili viiv genotypu na nariist hmotnosti v case
(p<0,001). Data z paralelné probihajici studie (Morgan, Shekhar et al., 2024).

Pfed usmrcenim byla experimentalni zvifata podrobena mikro-CT skenovani s cilem
zjistit mnozstvi tukové tkané asociované se srdcem u WT a dKO skupiny. Primérny objem
srde¢ni tukové tkané dosahoval u dKO skupiny vysSiho trendu (viz graf ¢. 6) ve srovnani
s WT skupinou, avSak vysledek nebyl statisticky signifikantni. Pfi pohledu na individuélni

hodnoty Ize pozorovat pomérné¢ vysokou miru variability v rdmci obou skupin, kdy nejvyssi

v wvr

Cwwvr

jedinct. Vysledky naznacuji, ze tato variabilita, a tedy 1 mnoZzstvi tukové tkané kolem srdce,
by mohlo byt ovlivnéno (spiSe nez genotypem) stupném obezity.
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Graf ¢. 6 — Objem srdecni tukové tkané méreny pomoci CT. Pomoci neparového T-testu
jsme neprokazali signifikantni rozdil mezi skupinami.

48



Po usmrceni experimentalnich zvifat byly odebrany ctyfi tkdn€ — srdce, scWAT,
gWAT a iBAT (ktery byl pouzit pouze jako pozitivni kontrola pro pfitomnost UCP1
pozitivnich bun¢k). Nasledné byla provedena analyza hmotnosti jednotlivych tukovych dep,
az na tukova depa asociovana se srdcem. U téchto dep analyza hmotnosti provedena byt
nemohla z divodu rizika poskozeni vazby na srde¢ni struktury. Cilem této analyzy bylo
zjistit, zda genetickd modifikace ovliviiuje ukladdani tukové tkané a jeji distribuci mezi

visceralni a subkutanni oblasti.

A Hmotnosti sf sl(rdcgrrtl‘ r(ljeasociovam’rch B Procentualni zastoupeni se srdcem neasociovanych
ukovych dep tukovych dep z celkové télesné hmotnosti
5 o o WT oz 0.5 o WT
@ o
=4 o dKO =g
= = o dKO
g 58 04
S o %o %‘E
B S E 0.3
X olo =0
2 " C
2 4 % £ 0.2
: 5
- 0
g o =3 0.1
= E3
0- g2
. 0 x 0.0-
gWAT scWAT IBAT gWAT scWAT iBAT

Graf ¢. 7 — Zastoupeni vybranych dep tukové tkané mezi genotypy. Na grafu A vidime trend
k vyssi hmotnosti gWAT ve srovnani se scWAT, vcetné vyssiho procentudlniho zastoupeni
gWAT v organismu na grafu B. Rozdil mezi skupinami vSak nebyl statisicky signifikantni
(neparovy T-test).

Vysledky analyzy neprokazaly statisticky vyznamné rozdily v hmotnosti tukové tkané
mezi WT a dKO skupinou (graf ¢. 7). Ob¢é skupiny vykazovaly srovnatelnou hmotnost
tukovych dep. Tento nalez naznaCuje, ze samotny genotyp neni hlavnim determinantem
ani celkového mnozstvi télesného tuku, ani jeho uklddani do konkrétnich oblasti. Ptestoze
jsme ocekavali, Ze dKO mySi budou mit vyS$$i predispozici k obezité, tato hypotéza
se po dosazeni plat6 faze télesné hmotnosti nepotvrdila.

Dale byl u obou skupin pozorovan trend k vys$§i hmotnosti gWAT ve srovnani
se scWAT (graf ¢. 7). dKO mysi vykazovaly tendenci k niz§i hmotnosti u obou tukovych dep
ve srovnani s WT mySmi. Tento trend zlstal zachovan i po normalizaci dat na celkovou
télesnou hmotnost, avSak rozdily mezi skupinami opét nebyly statisticky vyznamné. Nélez
odpovida o€ekavani, Ze se zvySujicim vékem a progresi obezity dochdzi k redistribuci tukové
tkan¢ a preferencnimu ukladani tuku do visceralnich oblasti na tikor subkutanni tukové tkané.
Vysledky také naznacuji, Ze tato redistribuce neni ovlivnéna genotypem, ale spiSe kombinaci

faktori jako jsou v€k a nadmérny energeticky piijem.
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Mezi experimentdlnimi zvifaty se nachdzeji i individudlni rozdily. Mysi s nizsi
celkovou télesnou hmotnosti vykazovaly niz§i hmotnosti jednotlivych tukovych dep (graf
¢. 7). Tento jev byl patrny u jedincti v obou genetickych skupinach. Dusledkem mtize byt opét
vysoky veék mysi, jelikoz z divodu katabolickych procesti jim nemusi efektivné nartstat
jak télesnd hmotnost, tak ani hmotnost konkrétnich tukovych dep. I tak se u Stihlejsich jedinci
hromadil tuk vice ve viscerdlnich oblastech. VSechna experimentalni zvitata byla
v pokrocilém veéku. Takze 1 kdyZ nebyla podle definice obézni, byla stara. Disledkem vékem
podminénych zmén v organismu muze dojit také k redistribuci tukové tkané a mize hrat
urcitou roli v ukladani tuku v preferen¢nich lokalitach.

Tudiz v€k (spole¢né s energetickym piijmem) mlze byt podstatnym faktorem nejen
pro narlst celkové télesné hmotnosti a akumulaci tukové tkang, ale 1 pro redistribuci tuku

do konkrétnich tukovych dep.

5.2. LOKALIZACE ADIPOCYTU

Vzorky srdci s okolnimi tkdnémi a tukovych tkani byly histologicky zpracovany (viz kapitola
4.1.). Po barveni H&E byly jednotlivé fezy analyzovany pomoci svételného mikroskopu
(Olympus BX53). Hlavnim cilem analyzy bylo identifikovat pfitomnost adipocyti a urcit
jejich distribuci a asociaci s jednotlivymi srde¢nimi oddily (prava piedsin, prava komora, leva
predsin, levd komora (RA, RV, LA, LV)), pfipadné¢ s cévnim zdsobenim. Prestoze PVAT
nebyla detailné rozliSena dle anatomické lokalizace (periaortdlni, perikoronarni, kolem
dolni/horni duté Zily, plicnich tepen ¢i plicnich Zil), histologickéd analyza odhalila ptitomnost
unilokularnich 1 multilokularnich adipocytli, coz svéd¢i o heterogennim slozeni této tukové
tkang.

Pro kvantifikaci velikosti adipocytl byly pofizeny digitalni snimky pomoci zdznamového
zatizeni Olympus DP74 (Olympus, Japonsko), které byly nasledné analyzovany
pomoci softwaru NIS Elements. Pro kazdy snimek byla vypoctena plocha prifezu adipocytu,
kterd se pouziva jako marker jeho velikosti. Jak ukazuje tabulka €. 5, ne u vSech
pozorovanych subjektli byla pfitomna stejnd/vSechna tukovad depa. Vzhledem k tomu,
ze jednotlivé fezy srdce a okolni tkdn€ byly od sebe vzdalené 3-30 um (viz kapitola 4),
je pravdépodobné, Ze pokud adipocyty v konkrétni oblasti pfi histologické analyze nebyly

zaznamenany, opravdu je tkan postradala.
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dKOH1 |dKOH4 |dKOH6  |WTH2 WTH3 WTHS

1. metabolicky vyznamna tukova depa

2.tukova depa u pravé poloviny srdce

3. tukovd depa u levé poloviny srdce

LV IMAT

4. tuk - perivaskularni

Tabulka ¢ 5 — Vyskyt tukovych dep véetné velikosti adipocytii. Modre jsou oznaceny lokality,
ve kterych byla pritomnost tukové tkané zaznamendna, vcetné primérné plochy priirezu
jako indikace velikosti unilokuldrniho adipocytu. Cervenou barvou jsou vyznaceny oblasti,
kde tukova tkan detekovana nebyla. Tyto vysledky naznacuji existenci preferencniho ukladani
tuku do specifickych anatomickych oblasti. NaméFené hodnoty jsou uvedeny v um’.

Vysledky ukazaly, Ze vyssSi télesna hmotnost je asociovdna s vétSi velikosti adipocyttl
ve vétSiné tukovych dep (Histologicky preparat ¢. 2). Vyjimku tvotily mysi s vyrazné nizsi
télesnou hmotnosti (WTH3, dKOH4), které mély adipocyty mensi. Primérna velikost

adipocytll byla ve vSech métenych depech (krom& scWAT a iBAT) nesignifikantné vyss
u dKO mysi ve srovnani s WT, a to 1 v€etné¢ EAT a IMAT.

WTH3 - PVAT dKOH1 - PVAT

Histologicky prepardt ¢. 2 — Porovndni velikosti adipocytit mezi genotypy na piikladu PVAT
depa. Snimek A zobrazuje histologicky preparat PVAT u mysi s nizsi télesnou hmotnosti.
Jeji telesnda hmotnost byla nizsi ve srovnani s mysi dKOHI, jejiz PVAT je vyobrazena
na snimku B. Z obou preparati je patrné, zZe adipocyty (Sipky) u dKOHI dosahovaly vetsich
rozmeéri nez u WTH3. 100x zvétseni. Meéritko 200 um. Barveni H&E.
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5.2.1. IMAT

IMAT se obecné vyskytuje nejcastéji v RV, nasledné¢ v LV, zejména v oblasti apexu.
Piekvapivé u naSich vzorkli u WT mysi nebyla piitomnost IMAT v RV prokazéna. Moznym
vysvétlenim by mohla byt absence EAT v této oblasti, jelikoz u jedinct, u nichz byla IMAT
zaznamenana, byla ve stejné oblasti ptitomna i EAT. Tento vztah naznacuje, ze velikost EAT
by mohla byt prediktorem vyskytu IMAT (viz Histologicky preparat ¢. 3, kde se nachazi
IMAT 1 EAT u stejné¢ho jedince).

dKOH6
EAT

WTH2 R SRt g
RA PAT ANE

[ . { T . "
; ; \ S RVAT Y

Histologicky prepardat ¢. 3 — Porovnani miry infiltrace a velikosti adipocytit u stejnych
jedincu v rozdilnych depech. Snimek B zachycuje EAT u dKO mysi. Na obr. A
je znazornéna IMAT u stejného jedince, pricemz nedochazi k agresivni infiltraci adipocytu
do myokardu, coz je patrné i na snimku D u WT mysi (oznaceno Sipkou IMAT). Adipocyty
v IMAT dosahuji mensi velikosti v porovnani s RA PAT na snimku C, prestoze se jednad

vvr

o stejného jedince. 100x zvétseni u snimku A, B, C, meritko 200 um, 200x zvétseni u snimku
B, meritko 100 um. Barveni H&E.

U jedinct s niz$i télesnou hmotnosti byla IMAT detekovana vyhradné v LV. Adipocyty
v této oblasti dosahovaly menSich velikosti v porovnani s obéznimi jedinci. Tento ndlez
naznacuje, ze u StihlejSich jedinci se IMAT mulze vyskytovat z divodu star§itho veku.
Adipocyty nedosahuji velkych velikosti (hodnoty v tabulce €. 5), tudiz by se nemuselo jednat
o excesivni akumulaci tukové tkané do tohoto depa, jelikoz takto malé adipocyty v nizkém
poctu nemusi naruSovat ¢innost myokardu (viz Histologicky preparat ¢. 3).

Pritomnost intramyokardidlnich adipocytlii byla cast€$si u dKO mysi a vyskyt
byl zaznamenan nejen vLV, ale i vRA a RV. Ackoliv primérnd velikost adipocytil
nedosahovala u dKO mysi statisticky vyznamné vyssi velikosti v porovnani s WT jedinci,

zaznamenali jsme urcity trend (graf ¢. 8). Tento nalez by byl v souladu s hypotézou, ze dKO
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myS$i maji vyssi télesnou hmotnost a tim padem i vétsi a pocetnéjsi adipocyty. Jelikoz mezi
dKO a WT jedinci nebyl pozorovan vyznamny rozdil v celkové télesné hmotnosti, je mozné,

ze na preferencni ukladani tuku v intramyokardidlnich oblastech ma vliv genotyp.
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Graf ¢. 8 — Zastoupeni tukové tkané mezi genotypy ve vSech méienych depech. MiZeme
z grafu zaznamenat trend vyssi velikosti adipocytit u dKO skupiny, avsak rozdil mezi
genotypy nebyl u zadného z tukovych dep statisticky vyznamny (neparovy T-test). Dale byla
na porovnani rozdiliit mezi jednotlivymi depy pouzita dvoucestna ANOVA, kde opét vysledek
nebyl signifikantni.

5.2.2. EAT
EAT byla také Castéji ptitomna u dKO mysi, zejména v prave ¢asti srdce (RA, RV). Byla vsak
detekovana i v LV, kde adipocyty dosahovaly vétsich rozméri (2397,67 um®) jak u dKO,
tak u WT mySi v porovnani s pravostrannymi srde¢nimi oddily. Tento rozdil v distribuci
a velikosti adipocyti mezi levou a pravou stranou srdce muze naznaCovat rozdilné
mechanismy ukladani tuku v jednotlivych c¢astech srdce. U dKO mySi byla pozorovéana
tendence k vétsi velikosti adipocytt 1 v téchto depech (viz Histologicky preparat €. 4)
Podobn¢ jako IMAT byla EAT detekovadna i1 u jedincl s niz$i télesnou hmotnosti.
U téchto mysi byly adipocyty menSi ve srovnani s jedinci s vy$§i hmotnosti (graf €. 9).
Nicméné, mald velikost adipocyti v EAT u StihlejSich mysSi (velikost se pohybovala
0d 307,90 pm® do 679,85 pm’; hodnoty viz tabulka & 5) naznaluje, Ze tato tkai neplni

primarné zasobni funkci, ale pravdépodobné se podili na metabolické a regula¢ni aktivité.
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Histologicky preparat ¢. 4 — EAT u dKO jedinci. His
epikardialni adipocyty v RA u dKO jedincii (vyznaceno Sipkou). 100x zvétSeni u snimku A,
meritko 200 um,; 200x zvétseni u snimku B, meritko 100 um. Barveni H&E.

Alternativni hypotézou mize byt tvrzeni, ze mnozstvi EAT neni primarné
determinovano procentualnim zastoupenim télesného tuku, ani genotypem, ani celkovou
hmotnosti jedince, ale je ptfitomen jako fyziologicka struktura. U lidi je EAT detekovatelné
i u hubenych osob a patologicky plisobi v obdobi zvyseného zastoupeni celkového télesného

tuku, kdy se mnozstvi EAT zvysuje.
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Graf ¢. 9 — Zavislost velikosti epikardidlnich adipocytii na télesné hmotnosti mysi. Graf
zndzoriuje trend pozitivni korelace mezi télesnou hmotnosti a velikosti epikardidlnich
adipocytii u WT a dKO skupiny. Statistické testy (linedrni regrese) neprokazaly signifikantni
rozdil mezi genotypy, ani vliv télesné hmotnosti na velikost adipocyti.

5.2.2. DALSI TUKOVA DEPA KOLEM SRDCE

Nejvetsi adipocyty v oblasti srdce byly zaznamenany v PAT, zejména v pravé ¢asti srdce (RV

PAT, Histologicky preparat ¢. 5, snimek B). To mliZe souviset se skutecnosti, Ze perikardidlni

depo obsahovalo nejvice unilokularnich adipocyttl, a to zejména v porovnani s PVAT, kde ¢im
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blize byly fezy kmeni aorty, tim vys$si byl podil multilokularnich adipocytt (viz Histologicky

preparat €. 5, snimek A).

WTH2 -, ¥ WTH2
PVAT ' Y RV PAT
o < D "
dKOH1 e _ ds\%a
PVAT r 8 g .
 e— —

Histologicky prepardt ¢. 5 — Porovndni velikosti a fenotypu adipocytii. Na snimku B jsou
unilokuldarni adipocyty v oblasti RV PAT, zatimco snimek A ukazuje pritomnost
multilokuldrnich adipocytu (Sipka) v PVAT u téhoz jedince, které dosahuji mensich velikosti.
Velikost adipocytit mezi WT a dKO jedinci se v PVAT vizuelné [isi, jak je patrné ze snimkii A
a C, pricemz u dKO jedincii unilokularni adipocyty dosahuji vétsich rozmeérii. Presto
se jejich celkova velikost jevi menSi v porovnani s jinymi viscerdlnimi depy, jako je
napr. gWAT, zobrazen na snimku D. 100x zvétseni, méritko 200 um. Barveni H&E.

PVAT vykazovala odlisné charakteristiky ve srovnani s ostatnimi tukovymi depy.
U dKO mysi se unilokularni adipocyty v PVAT jevily vétsi nez u WT mysi (viz Histologicky
preparat ¢. 5, snimek A, C), avSak celkova velikost bunék dosahovala v tomto depu nizsiho
trendu ve srovnani s jinymi tukovymi depy (viz Histologicky preparat ¢. 5, snimek C, D, graf
¢. 8). Tento rozdil mlze souviset s vyS$§im zastoupenim multilokularnich adipocyti v PVAT
uWT mysi, zatimco dKO mysi vykazuji trend ke zvétSovani adipocytl. To naznacuje,
ze velikost adipocytii v PVAT muze byt vice ovlivnéna genotypem neZ télesnou hmotnosti.
Pokud by mezi WT a dKO mySmi existoval signifikantni rozdil, coZ naSe data nepotvrzuji

(neparovy T-test; p>0,05), geneticky profil by mohl hrat roli v regulaci PVAT.

5.3. VELIKOST ADIPOCYTU VE VYBRANYCH DEPECH

Analyza grafi odhalila rozdilné trendy mezi WT a dKO mySmi ve vztahu mezi télesnou
hmotnosti a velikosti adipocytd v jednotlivych tukovych depech (graf ¢. 10). Pro hodnoceni
byla vybrana Ctyfi tukova depa tak, aby splitovala podminku, Ze alesponi u péti mysi ze Sesti
byla v téchto depech detekovana tukova tkan. U dKO skupiny byl pozorovan vzestupny trend,

kdy pfi zvySujici se télesné hmotnosti se zvétSovaly i1 adipocyty. Tento efekt byl vyrazng;si
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nezu WT myS$i, u nichz nebyl trend mezi télesnou hmotnosti a velikosti adipocytii
v n¢kterych depech viibec zaznamenan (graf ¢. 10, PVAT). Strmost regresnich pfimek mezi
skupinami naznaCuje rozdily ve velikosti bunck, pficemz u dKO mysi dochazelo

k nesignifikantnimu, ale vyraznéj§imu narastu velikosti adipocyti v porovnani s WT

skupinou.
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Graf ¢. 10 — Velikost adipocytii v porovnani s télesnou hmotnosti mysi ve vybranych depech.
Porovnani velikosti adipocytit mezi WT a dKO skupinou nebyla ani u jednoho vybraného
tukového depa statisticky signifikantni (linedrni regrese, podminka p<0,05), az na PVAT,
kde rozdil mezi genotypy byl pomoci linedrni regrese prokazan jako signifikantni (p<0,05).

S nartGstem télesné hmotnosti stoupa velikost adipocyti v dusledku akumulace MK
v lipidovych kapénkach. Pozorovali jsme rozdily ve velikosti adipocyti mezi StihlejSimi
a obéznimi jedinci (viz graf €. 10 a tabulka €. 6). Z naSich dat vyplyva, ze Stihlej$i mysi mély
0 25 % mensi velikosti adipocytli a 0 50 % niz8§i hmotnost VAT nez obézni jedinci, a zaroven
mensi adipocyty jak v gWAT, tak v PAT. Tato zjisténi podporuji hypotézu, Ze s rostoucim

objemem VAT dochézi k vy$si akumulaci tuku v okoli srdce.
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Skui Vaha Velikost gWAT | Velikost LV pAT | Velikost RV pAT
upina
gWAT (g) | adipocyti (um?) adipocytt (um?) adipocyti (um?)

obézni

B 1,9575 6670,59 2044,1521* 3704,26*
mysi
Stihlejsi

B 0,945 4983,78 381,14* 350,19*
mysi

Tabulka ¢ 6 — Prumérna velikost adipocytit u mysi s odlisSnou télesnou hmotnosti bez ohledu
na genotyp. Stihlejsi mysi mély o 25 % mensi adipocyty ve srovnani s obéznimi jedinci. Obézni
(dKOI1, WTH2, WTHS5, dKOH6), stihlejsi (WTH3, dKOH4), detailni hodnoty v tabulce ¢. 5).
Statisticky vyznamné vysledky oznaceny * (nepdarovy T-test, p<0,5).

Z ptedchozich analyz vyplyva, ze mezi WT a dKO skupinou nebyl zjistén
signifikantni rozdil v télesné hmotnosti. Pfesto WT mysi obecné vykazovaly tendenci k mensi
velikosti adipocytit v porovnani s dKO jedinci. Pti detailn€jSim pohledu na individualni
subjekty lze pozorovat, Ze StihlejSi mysSi (bez zavislosti vlivu genotypu) mély mensi
adipocyty, zatimco u obéznich mysi se vyskytovaly adipocyty o vétsi velikosti (Histologicky
preparat ¢. 6). Tento jev podporuje hypotézu, Ze vyssi télesna hmotnost pozitivné koreluje

s veétsi velikosti adipocytl bez ohledu na genotyp.

dKOH4 - scWAT dKOH1 - scWAT

A BOO DRl ORI B

Histologicky preparadt ¢. 6 — Velikost adipocytii v zavislosti na télesné hmotnosti. Na snimku
A vidime velikost subkutannich adipocytii u mysi, ktera vazila 29,98 g. Na snimku B vidime
velikost adipocytui ve stejném depu u mysi, ktera vazila 52,48 g. Obé mysi byly genotypem
dKO. Mezi adipocyty presto miuZeme pozorovat rozdil ve velikosti. 100x zvétSeni, méritko
200 um. Barveni H&E.

Naopak u PVAT byl mezi genotypy rozdil zaznamenan. Zatimco u WT mysi zlstavala
velikost adipocytii konstantni bez ohledu na télesnou hmotnost, u dKO mysi dochazelo
k jejich zvétSovani se zvySujici se télesnou hmotnosti (graf ¢. 10). Tento rozdil by mohl
souviset s rozdilnym zastoupenim multilokularnich adipocytti a odliSnou termoregulacni
kapacitou mezi genotypy. WT mysi si pravdépodobné udrzuji vyssi podil multilokularnich

adipocytli v PVAT pro zachovéni termogeneze. Zatimco u dKO mysi by mohlo dochazet
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k jejich pfeméné na unilokularni adipocyty s ndslednym zvétSovanim jejich velikosti
pfi naristu télesné hmotnosti (viz Histologicky preparat ¢. 7).
WTH2 - PVAT + IMAT _ dKOH1 - PVAT

A Yok B T2 i (ST H7N =i
L # 2 el R4 e

L A 3
RS

Histologicky preparidt ¢. 7 — Fenotypickd variabilita perivaskularnich adipocytit v zavislosti
na genotypu. U WT mysi (snimek A) je patrné vysoké zastoupeni multilokularnich adipocytu
(Sipka). Naproti tomu u dKO mysi (snimek B) jsou multilokularni adipocyty pritomny
v menSim mnozstvi, pricemz prevazuji adipocyty unilokuldarni. Zvétseni 100x, méritko 200 um.
Barveni H&E.

Mezi analyzovanymi tukovymi depy byly nejCastéji detekovany PVAT a PAT v LV,
coZ naznacuje, Ze tyto oblasti predstavuji primarni mista akumulace tuku v mySim srdci.
Ptitomnost adipocytti ve zminénych depech u vétSiny sledovanych mysi podporuje hypotézu,
ze PVAT a LV PAT hraji klicovou roli ve fyziologii a patofyziologii organismu jako dvé

nejhojnéji zastoupena tukova srdecni depa.

5.4. ZASTOUPENI UCP1+ BUNEK V ANALYZOVANYCH
DEPECH

Po imunohistochemickém barveni byly vzorky analyzovany pomoci svételné mikroskopie
scilem co nejpfesnéji lokalizovat tukovou tkdn v konkrétnich anatomickych oblastech.
U konkrétnich dep byly pofizeny mikroskopické snimky. Nasledna kvantifikace snimka
byla provedena pomoci softwaru NIS Elements, ktery umoznil stanoveni poméru mezi UCP1-
pozitivni a UCP1-negativni tkani v jednotlivych tukovych depech.

Celkovéa analyza ukazala, Ze vyskyt UCP1+ bunck byl ve vétSin€ zkoumanych oblasti
nizky (graf ¢. 11). Dominantni depo piedstavuje PVAIT, kde zastoupeni UCP1+ bunck
dosahovalo 29,1 % u WT a 36,5 % u dKO mysi. Také jsme zaznamenali trend k vy$Simu
zastoupeni UCP1+ bunék u dKO mysi ve srovnani s WT skupinou, ale vysledky nenabyvaly
statisticky vyznamnych hodnot. SkuteCnost, Ze ze vSech tukovych dep asociovanych
se srdcem piedstavuje pravé PVAT dominantni depo obsahujici UCP1+ adipocyty naznacuje

vyznamnost PVAT pro organismus, kdyZz zistadva multilokularni tkan zachovéna navzdory
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progresi obezity a veéku, na rozdil od klasickych BAT dep (napt. iBAT), jejichz objem
se s vékem a obezitou snizuje.
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Graf ¢. 11 — Procentualni zastoupeni UCPI aktivni thané ve vSech méienych depech. Mezi
genotypy neni statisticky signifikantni rozdil v pritomnosti UCPI1+ bunék v jednotlivych
depech (neparovy T-test), ani pokud porovname pritomnost UCPI+ adipocytii mezi
jednotlivymi depy (dvoucestnd ANOVA, kde opét vysledek nebyl signifikantni).
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gWAT a scWAT nevykazovala zaddnou detekovatelnou UCP1 aktivitu (graf ¢. 11).
Coz odpovida literarnim udajim naznacujicim, ze WAT neobsahuje hnédé¢ ani bézové
adipocyty ve vyznamném mnozstvi. Tento vysledek potvrzuje unilokuldrni charakter téchto
dep a absenci pfimé termogenni funkce. Termogenni funkci u mysi predstavuji jina depa,
nez gWAT nebo scWAT (viz Histologicky preparat €. 8).
WTH2 - PVAT dKO1 - scWAT

A B

Histologicky prepardat ¢. 8 — Histologické zobrazeni ne/piitomnosti UCPI aktivni tkdané.
Na prepardtu A jsou patrné multilokuldarni UCP1+ adipocyty v PVAT depu, ktera vykazovala
nejvyssi pozitivitu UCPI ze vSech analyzovanych tukovych dep. Tento preparat lze porovnat
s preparatem B, ktery pochazi ze subkutinniho depa, kde byla zaznamenana 0% pritomnost
UCPI+ adipocytu. 100x zvétseni, méritko 200 um. Imunohistochemické barveni
na pritomnost UCPI proteinu, ktery je vizualizovan hnédym zbarvenim.
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Z analyzy dat vyplyva, Ze s rostoucim vékem a télesnou hmotnosti dochazi k poklesu
zastoupeni UCP1+ adipocytt. Pfestoze v n€kterych tukovych depech byla jejich pfitomnost
zaznamenana, jejich podil zlstaval nizky. U mysi je EAT obecné povazovana za obtizné
detekovatelné tukové depo a dosud nebylo jednoznaéné prokdzano, ze by obsahovalo
UCP1+ adipocyty. Existuji vSak studie u lidi, které¢ na zédkladé mRNA analyz naznaCovaly
moznost pfitomnosti UCP1+ adipocyti v EAT (Nedergaard, Cannon, 2013), avSak pfimy
dikaz pomoci imunohistochemie chybél. Vzhledem k tomu, Ze pracujeme s mySim modelem,
ktery obsahuje minimalni mnozstvi EAT, je jeji detekce vcetné ptipadné piitomnosti
UCP1+ adipocytli ndrocna. Zde jsme vSak mohli potvrdit vyskyt EAT u dKO 1 WT modelu.
Ve vsech subjektech byla pozorovana absence UCPI1+ adipocytti v EAT (viz Histologicky
preparat ¢. 9). Tento nalez podporuje tvrzeni, Ze EAT neplni termogenni funkci.
Tudiz e pravdépodobné, Ze pracovni myokard sdm o sob¢ vytvaii dostate¢né mnozstvi tepla.

dKOH1 - RA EAT

PVAT

’ ’ EAT

Histologicky prepardt ¢. 9 — EAT jako UCPI negativni tkai. Prepardt zahrnuje PVAT
a EAT. Je patrné, Ze PVAT obsahuje multilokularni adipocyty, zatimco v EAT jejich
pritomnost nebyla zaznamendna. 100x zvétseni, méritko 200 pum. Imunohistochemické
na pritomnost UCPI proteinu, ktery je vizualizovan hnédym zbarvenim.

Mirné zastoupeni UCP1+ adipocytl bylo detekovano také v PAT, zejména v oblastech
RV a LA (graf ¢. 11). Tento nalez by mohl byt ¢astecné ovlivnén technickymi faktory
souvisejicimi s histologickym zpracovanim vzorkii, kdy mohlo dojit k odtrzeni casti
perivaskularniho tuku a pfi vyhodnoceni se mohl jevit jako PAT. Pfesto vSak v ostatnich
srdecnich tukovych depech byla pfitomnost UCP1+ bun€k minimalni.

Vétsina  srdecni  tukové tkané byla tedy detekovana u modelu geneticky
modifikovanych starych mysi na HFD jako unilokuldrni a pravdépodobné plni spiSe
metabolickou a strukturalni funkci nez funkci termogenniho depa. Zaroven tento vysledek
podporuje hypotézu, Ze s nariistajici obezitou a vékem jedince dochédzi ke snizeni podilu

UCP1 aktivnich adipocytl, nebot tyto mySi vykazovaly celkové niz8§i zastoupeni
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UCP1+ tkan€. Celkové analyza metabolicky vyznamnych tukovych dep ukazala rozdily
v zastoupeni UCP 1+ bun¢k mezi jednotlivymi tukovymi depy. Nejvyssi UCP1 pozitivita byla

zaznamenana v PVAT, zatimco ostatni depa se vyznacovala pfevazné unilokularni morfologii.

5.5. ZASTOUPENI MAC-2+ CLS V ANALYZOVANYCH DEPECH

Kvantifikace zanétlivé odpoveédi byla provedena na zakladé¢ detekce MAC-2 pozitivnich
bunék (makrofagll) vmezefenych mezi adipocyty. Mac-2 antigen je protein vazajici
se na cukerné zbytky vyskytujici se na makrofazich (ale i jinych buiikdch — napt. monocytech,
lymfocytech, neutrofilnich granulocytech nebo endotelidlnich bunikach). Pomoci softwaru
bylo urceno procentudlni zastoupeni MAC-2+ CLS (nekroticky/apoptoticky umirajicich
adipocytti obklopenych makrofagy, jejichz ukolem je adipocyty zfagocytovat) vzhledem
k celkovému poctu adipocytt v jednotlivych tukovych depech.

15+
o WT
o dKO

=N
o
1

Pfitomnost MAC-2+ CLS (%)
[4) ]
1

0-

gWAT scWAT RA PAT RV PAT LA PAT LV PAT EAT IMAT PVAT

Graf ¢ 12 — Pritomnost MAC-2+ CLS ve viech méienych tukovych depech. Nepdrovy
T test, p<0,05 u porovnani genotypu v gWAT. U ostatnich dep se mezi genotypy neprokdzal
statisticky vyznamny rozdil (neparovy T-test), ani pri porovnani pritomnosti MAC-2+ CLS
v ramci jednotlivych tukovych dep (dvoucestna ANOVA).

Graf ¢. 12 znazornuje zastoupeni MAC-2+ CLS v jednotlivych tukovych depech opét
udvou experimentdlnich skupin, dKO a WT. Zastoupeni MAC-2+ CLS je vyjadieno
v procentech z celkového poctu bunék v daném depu. Nejvyssi podil MAC-2+ CLS byl
zaznamenan v gWAT, pti¢emz dKO jedinci vykazovali vyssi infiltraci makrofagl ve srovnani
s WT skupinou (viz Histologicky preparat ¢. 10, snimek A, C). Tento nalez naznacuje,

ze u dKO mysi mize dochéazet k zesilené zanétlivé odpovédi ve VAT, piipadné mize zaviset
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ina dynamice nartistu hmotnosti — viz tendence dfiveéjSitho nastupu obezity u dKO jedinct
v kapitole 5.1. Porovnanim hodnot mezi gWAT a scWAT bylo zjisténo, ze viscerdlni depa
vykazuji vyssi trend k potencidlnimu rozvoji zanétu nez subkutanni depa (viz Histologicky

preparat 10, snimek A, B), 1 v ramci jednoho jedince.

WTH3 L/
gWAT & AL 7

Histologicky prepardat ¢. 10 — MnoZstvi MAC-2+ CLS v ramci vybranych tukovych dep.
U WT jedincii jsme zaznamenali nizsi pritomnost MAC-2+ CLS oproti dKO (snimek A a C),
tudiz se u nich vyskytovala nizsi mira zanétu. Na snimku A a B vidime porovnani mezi
visceralnim a subkutannim depem u stejného jedince. MnozZstvi MAC-2+ CLS je
u visceralniho depa vyssi. Meritko 200 um. Imunohistochemické barveni MAC-2, pritomnost
antigenu je zvyraznéna hnédou barvou.

Pti interpretaci vysledkti v nékterych depech, zejména pravé v EAT a IMAT, je nutna
opatrnost. Kvantifikace MAC-2 pozitivnich bun€k byla provadéna na zékladé jejich poméru
k celkovému poctu adipocytl. AvSak v téchto depech bylo adipocytii vyrazné méné nez
v jinych sledovanych oblastech, napi. v PAT. Z tohoto divodu mohlo dojit k nadhodnoceni
relativniho zastoupeni makrofagli, tudiz i1 pfitomnosti zanétu. Proto je vhodné zaméfit
se predev§im na srovnani mezi WT a dKO v ramci jednotlivych dep, spiSe nez na piimé
porovnani mnoZstvi zanétu mezi jednotlivymi depy (Histologicky preparat ¢. 11).

Nejpiesnéjsi stanoveni zanétlivého profilu bylo mozné v gWAT, scWAT a PAT, kde
bylo zastoupeni adipocytit dostatecné pro spolehlivy vypocet relativni pfitomnosti makrofagt.

Naproti tomu v EAT, IMAT a PVAT byla analyza komplikovangjsi.
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Histologicky prepardt & 11 — Ukdzka analyzy viscerdlnich dep. Sipka na snimku B ukazuje
na IMAT, ktery v porovnani s gWAT na snimku A obsahuje podstatné méne adipocyti.
To miize nadhodnocovat pomer MAC-2+ bunék k celkovéemu mnozstvi adipocytii v daném
depu. Snimek B obsahuje PVAT depo (Sipka), ve kterém maji adipocyty multilokularni
charakter. Z ditvodu jejich fenotypu opet nebylo mozné kvalitne analyzovat miru MAC-2+
bunék v porovnani se snimkem A. 100x zvétseni, meritko 200 pum. Imunohistochemické
barveni MAC-2, pritomnost antigenu je zvyraznéna hnédou barvou.

Vsechny subjekty nevykazovaly pfitomnost tukové tkan¢ ve vSech méfenych depech,
a krom¢ obsazeni relativné nizkého poctu adipocyti v EAT a IMAT, PVAT navic zahrnovalo
jak unilokularni, tak multilokularni adipocyty. Kvantifikace makrofagt byla provedena pouze
na unilokuldrnich buiikach, coz mohlo ovlivnit vysledné hodnoty zanétu. Proto je i zde, u
PVAT, vhodné zamétit se spiSe na srovnani mezi WT a dKO nez na absolutni hodnoty.

V ostatnich depech, zahrnujicich scWAT, PVAT a PAT, byly rozdily mezi
experimentalnimi skupinami méné vyrazné. PVAT vykazoval mirné vys$si zastoupeni MAC-
2+ bunék u WT jedincii ve srovnani s dKO mySmi (Histologicky preparat ¢. 12), coz by
mohlo naznacovat odli$né regulaéni mechanismy zanétlivé odpovédi mezi genotypy v okoli
cév. Jak uz bylo vySe zminéno, PVAT je z velké €asti multilokularni tukové depo. Proto je i
zde vhodné porovnavat genotypy nez konkrétni procentudlni hodnoty.

PVAT

WTH2 - dKOH6 - PVAT

b WA Rl L

gt s e NS

Histologicky prepardt ¢. 12 — Vyskyt MAC-2+ bunék u WT a dKO mysi v PVAT. Snimek A
u WT jedince obsahuje vice MAC-2+ CLS v porovnani se snimkem B u dKO mysi.
100x zvetseni, meritko 200 um. Imunohistochemické barveni MAC-2, pritomnost antigenu

je zvyraznéna hnédou barvou.
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Tyto vysledky zdaraziuji roli tukové tkan€é jako imunometabolického organu
a ukazuji, Ze jeji zanétlivy stav neni homogenni napfi¢ celym organismem, ale je specificky
pro jednotlivé anatomické oblasti.
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Graf ¢. 13 — Vztah mezi velikosti adipocytii a intenzitou zanétu v ramci méienych dep.
Linearni regrese, p>0,05 u vsech dep kromé LV PAT, tam p<0,05.

Graf ¢. 13 znazoriiuje vztah mezi velikosti adipocytli a intenzitou zanétu, priCemz
zanétlivy stav tukové tkdné je reprezentovan piitomnosti MAC-2+ CLS. S akumulaci MK
v adipocytu dochézi ke zvétSovani jeho lipidové kapénky. Adipocyt ma omezenou kapacitu
expanze, a pii dosazeni kritické velikosti podléha bunéénému stresu, coz mize vést k jeho
apoptotické nebo nekrotické bunééné smrti. Tento proces iniciuje imunitni odpoveéd’, pii niz
dochazi k infiltraci makrofagl, které fagocytuji umirajici adipocyty. Makrofagy formuji CLS,
dochazi k produkci prozanétlivych cytokini a rozvoji zanétlivé reakce. Z tohoto diivodu jsme
analyzovali souvislost mezi velikosti adipocytii a mirou zanétlivé odpovédi s cilem ovéfit
hypotézu, zda vétsi adipocyty vykazuji vyssi zdnétlivy profil. Zjistili jsme, Ze z hodnocenych
tukovych dep nevyplyva pozitivni korelace mezi velikosti adipocytli a intenzitou zanétlivé
odpovédi.

Na grafu ¢. 13 jsou zndzorn€na jak viscerdlni, tak subkutdnni depa s tim, Ze stejnou
barvou jsou oznafena vSechna méfend srde¢ni depa. U tukové tkané obklopujici srdce byla
zaznamenana vyS$$i infiltrace makrofagii 1 v mistech s menSimi adipocyty (PVAT, EAT,
IMAT), tudiz z grafu vyplyva negativni trend mezi velikosti adipocytii a intenzitou zanétu,
resp. nezaleZi jen na velikosti adipocytl, ale také na konkrétnim mistu vyskytu. V piipadé
PVAT je vSak nutné vzit v ivahu metodologické omezeni spocivajici v analyze vyhradné
unilokuldrnich adipocytli, cozZ mohlo ovlivnit vysledné hodnoty zanétlivé odpovédi. U EAT

a IMAT mohou byt vysledky zkresleny nizkym celkovym poctem adipocytl, nicméné
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pritomnost MAC-2+ bun¢k byla v téchto depech prokazatelnd. To naznacuje, ze tukova depa
s mensimi adipocyty mohou podléhat vyssi infiltraci imunitnich bungk.
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Histologicky prepardt ¢ 13 — Vyskyt MAC-2+ bunék u gonaddlniho depa a depa
asociovaného se srdcem. Na snimku A vidime vyssi pritomnost MAC-2+ CLS a vétsi velikost
adipocytii oproti PAT na snimku B. 100x zvétSeni, méritko 200 um. Imunohistochemické
barveni MAC-2, pritomnost antigenu je zvyraznéna hnédou barvou.

S adipocyty asociovanymi se srdeCnimi strukturami byly porovnany gWAT a scWAT,
které vykazovaly vyssi celkovou miru zanétlivé infiltrace (viz Histologicky preparat ¢. 13).
Nicmén¢, nejvétsi adipocyty v gWAT a scWAT nevykazovaly nejvy$$i miru infiltrace
makrofagii, coz bylo v rozporu s o¢ekavanim. V piipad¢ scWAT byl pozorovan pozitivni trend
mezi velikosti adipocytii a mirou infiltrace MAC-2+ bun¢k, avSak u gWAT tento trend nebyl
patrny. V grafu ¢. 14 jsme nerozliSovali dKO a WT jedince, analyza se soustiedila pouze
na vztah mezi velikosti adipocytli a mirou zanétu. Na zéklad¢ naSich vysledkl jsme zjistili,
ze gWAT vykazuje vyssi prozanétlivy profil v porovnani se scWAT. Zanétlivy stav v scWAT
je prevazné zavisly na velikosti adipocytti. Konkrétn€, s rostouci velikosti subkutannich
adipocytli miizeme pozorovat zvySujici se trend pfitomnosti zdnétu. Naopak u gWAT jsme
vramei jednotlivych jedinci neidentifikovali pozitivni korelaci ani trend mezi velikosti
adipocytli a mirou zancétu. Ackoliv jsou adipocyty v gWAT vétsi neZz v scWAT, vysledky
analyzy nevykazuji korelaci napfic jedinci.

Vysledky této analyzy poukazuji na roli tukové tkan€ jako imunometabolického
organu a ukazuji, Ze zanétlivy stav adipocytll neni homogenni napfi¢ jednotlivymi tukovymi
depy. Nejvyssi mira zanétu byla pozorovana v PVAT, EAT a gWAT. CoZ naznacuje, Ze tyto
tkané mohou predstavovat vyznamny zdroj prozanétlivych cytokinl.. ZvySeny zanét v PVAT
miize mit dasledky pro kardiovaskularni zdravi, jelikoZ pfimo obklopuje myokard a cévni
struktury, zatimco vysokd infiltrace makrofagh v gWAT miZze pfispivat k rozvoji

metabolického syndromu a souvisejicich komorbidit.
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Graf ¢. 14 — Vztah mezi velikosti adipocytii a intenzitou zanétu v ramci méienych dep.
Linearni regrese, p>0,05 u vsech dep kromé LV PAT, tam p<0,05.
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6. DISKUZE
6.1. UVOD

S rostouci prevalenci KVO asociovanych s obezitou a starnutim se zvySuje nejen potieba
identifikace markera slouzicich jako ukazatele kardiovaskularniho rizika, ale i potieba vyvoje
novych terapeutickych strategii cilenych na tyto patologie.

Studium tukové tkadné asociované se srdcem piedstavuje kliCovy krok k pochopeni
jejirole ve fyziologickych i patologickych procesech. Pro detailni analyzu jeji funkce,
interakci s kardiovaskularnim systémem a vlivu na srde¢ni strukturu a Cinnost je nezbytné
vyuziti vhodného experimentdlniho modelu. Odbornd literatura piinasi cetné dikazy
onegativnim dopadu EAT na kardiovaskularni zdravi. Klinické studie potvrzuji jeji
vyznamnou piitomnost u lidi (Mazurek, Zhang et al, 2003) a naznacuji, Ze po dosazeni
urcitého objemu (> 5 mm) mize EAT nabyvat patologického charakteru. Vzhledem k tomu,
7ze se jedna o metabolicky aktivni tkan s pfimym vlivem na srde¢ni funkce, je nezbytné
zamétit se na strategie jeji modulace — at’ uz prostfednictvim redukce télesné hmotnosti
nebo farmakologickych intervenci.

Vyskyt EAT nemusi byt ptimo zavisly na véku, BMI, WHR ani WC, tedy na celkovém
procentudlnim zastoupeni télesného tuku. Tato tukova tkan je pfitomna jak u obéznich,
tak u stihlych jedinct, pfiCemz patologické dusledky jeji existence uzce souvisi s jejim
objemem. Cim vét§i mnozstvi EAT, tim vyrazn&j$i je jeji negativni dopad na organismus.
Na zaklad¢ téchto skutecnosti jsme si kladli otazky: Jakym zptasobem EAT a dalsi tukova
depa asociovana se srdcem u naSeho mysiho modelu funguji — resp. kde se nejvice ukladaji?
V jakych depech dosahuji adipocyty nejvétSich velikosti? Jaka je jejich morfologie? Jsou tato
tukova depa u mysi skutecné ptitomna? Obsahuji multilokularni, ptipadné¢ UCP1+ adipocyty?
Dochdzi u nich k zanétlivym procesim? A pfedev§im — je mysi model vhodny pro studium

tuku kolem srdce, pokud maji byt ziskané poznatky aplikovatelné na lidsky organismus?

6.2. JE MYSI MODEL VHODNY PRO STUDIUM TUKOVE
TKANE V OKOLI SRDCE?

Studium tukové tkdn€¢ v okoli srdce je vyznamné pro pochopeni jejiho vlivu
na kardiovaskuldrni systém, zejména v souvislosti s obezitou, stafim a vyskytem
metabolickych poruch. PiestoZze myS$i model mize poskytnout ur¢ité poznatky o ukladani
perikardialniho tuku, mnohem vyznamné;j$i dopad na lidsky organismus ma tuk epikardidlni

a vyuziti mySiho modelu pro studium EAT ptedstavuje limitaci. Divodem jsou anatomické
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a funk¢ni rozdily mezi hlodavcei a lidmi, které ovliviuji jak distribuci, tak 1 vlastnosti tukové
tkané v okoli srdce. Proto jsme se snazili najit lepsi mysi model, ktery byl nejen geneticky
modifikovany (dKO), ale my$i zahrnuté do experimentu byly rok staré a dlouhodobé
(7 mésict) krmené HFD. Ani s touto intervenci se ndm nepodaiilo prokazat vyznamnost
myS$iho modelu pfi studiu EAT. Naakumulovaného epikardialniho tuku mély i takto vybrané
mysi stale velmi omezené mnozstvi a dva jedinci, pravdépodobné vlivem veku, jiz ztraceli

na hmotnosti.

6.3. VISCERALNI VS SUBKUTANNI TUK: FAKTORY
OVLIVNUIJICI JEJICH UKLADANI{

Na zaklad¢ predchozich porovnani jsme ptedpokladali, ze dKO mysi budou vykazovat vyssi
celkové mnozstvi tukové tkang, a to zejména vzhledem k jejich rychlejSimu nartstu télesné
hmotnosti pti podavani HFD ve srovnani s WT jedinci. Tento pfedpoklad se vSak nepotvrdil.
Vysledky analyzy celkové télesné hmotnosti a hmotnosti jednotlivych tukovych dep
naznacuji, ze genotyp neovliviiuje celkové mnozstvi akumulace tukové tkang, ale predev§im
dynamiku nartistu télesné hmotnosti. Jakmile jedinci dosahnou plato faze, k dalSimu nartstu
hmotnosti jiz nedochazi.

Vyznamnou roli zde sehrava také energeticky piijem, coz ma dulezit¢ implikace
1 pro lidskou populaci, kde nadmérnd kalorickd zatéz nejen zvySuje celkovy objem tukoveé
tkéan¢, ale prispiva také k jejimu visceralnimu ukladani (Lakowa, Trieu et al., 2015), coz mize
nepiizniveé pusobit na kardiovaskularni zdravi. NaSe data potvrzuji podobny jev i u mysi,
kdy visceralni depa (zejména gWAT) vykazovala trend k vétSi velikosti adipocytlh a vyssi
hmotnosti neZ depa subkutanni. Tento trend byl patrny i u starSich StihlejSich jedincti (WTH3,
dKOH4), u kterych doslo k ubytku celkové télesné hmotnosti, avSak viscerdlni depa si u nich
hmotnost ovliviluje celkové mnozstvi VAT, stafi zGstdvd vyznamnym faktorem

jeho akumulace.

6.4. LOKALIZACE A VELIKOST ADIPOCYTU ASOCIOVANYCH
SE SRDCEM

V ramci naSeho vyzkumu jsme analyzovali myS$i model dKO s cilem zjistit, zda tento genotyp
ovlivityje télesnou hmotnost jedince a zda je vhodnym modelem pro studium lidského tuku
kolem srdce. JelikoZ jsme zaznamenali, Ze se s pfibyvajicim v€kem a progresi obezity

redistribuuje tukova tkan preferencné do visceralnich oblasti, véetné VAT kolem srdce, bylo
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nasim cilem zjistit, zda tento proces souvisi s danym genotypem, a zda se VAT bude zvysené
ukladat i v epikardidlnim depu. Na zdklad¢ ziskanych dat jsme vSak nezaznamenali zadny
signifikantni vliv genotypu na redistribuci tukové tkané. Tento proces byl spise determinovan
kombinaci faktorti, jako je v€k a nadmérny energeticky piijem — resp. nadmérna télesna
hmotnost. U lidi je zndmo, Ze vyssi vék a obezita zvysuji pravdépodobnost akumulace EAT.

U WT ani dKO mysi jsme vSak tento jev neprokazali.

6.4.1. CHARAKTERIZACE EAT U MYSI: ANATOMICKE A FUNKCNI
ODLISNOSTI OD LIDSKEHO MODELU

EAT ptedstavuje specifickou formu visceralniho tukového depa, kterd se u mysi
vyskytuje ve velmi omezené mife. Zatimco u ¢lovéka tvori pfiblizn€ 20 % hmotnosti srdce
a mize pokryvat az 80 % jeho povrchu (Antonopoulos, Antoniades, 2017), u mysi je jeji
vyskyt minimalni. U clovéka je EAT distribuovana ptedevSim v oblasti sulcus
atrioventricularis a podé€l korondrnich cév smérem k apexu srdce (Mazurek, Zhang et al.,
2003). U mysi je ptritomnost EAT omezena vyhradné na atrioventrikuldrni brazdu,
kde se vyskytuje pouze ve velmi malém mnozstvi. Toto mnozstvi zlistdva konstantni
anezvysSuje se ani pii celkovém nartstu objemu tukové tkané v jinych tukovych depech
(Mazurek, Zhang et al., 2003; Sedmera, Bardova et al., manuskript v ptiprave). Tato vyrazna
odlisnost v distribuci EAT naznacCuje, Ze mySi model neni optimalni pro studium této
specifické tukové tkané. V ramci naseho experimentu se nepodafilo jednoznacné urcit,
zdabyla EAT lokalizovana v oblasti atrioventrikularni brazdy. Jeji piritomnost byla
zaznamenana, avsak ve vyrazn¢ mensim rozsahu ve srovnani s lidskym modelem. Distribuce
EAT nebyla kontinudlni a nejCastéji byla zaznamendna v oblasti RA (= nejcastéjsi vyskyt
nikoliv ve smyslu vyskytu kontinudlni vrstvy pokryvajici cely povrch komor, jak by tomu
bylo u lidského srdce, ale ve smyslu, ze nejvyssi pocet jedinci mélo tuk ulozeno
v epikardialni vrstvé v RA — viz tabulka ¢. 5). Stale plati, ze EAT byla spiSe ojedinélym
nalezem.

Dalsi rozdily byly pozorovany také v distribuci EAT mezi pravou a levou srdecni
komorou. Zatimco u lidi EAT pokryva myokard RV ve tfikrat vétSim rozsahu neZ myokard LV
(Corradi, Maestri et al, 2004), coz mize byt zpisobeno bud hypertrofii epikardidlnich
adipocytil v okoli RV, nebo faktem, Ze RV ma mensi tloustku myokardu v porovnani s LV,
tudiz se tim ovlivni i samotny pomér obsahu myokardu k obsahu tuku. V naSich vysledcich

pozorovanych na mysich se vSak tento konkrétni pomér nepotvrdil.
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Prestoze je detekce EAT u mysi obecné obtiznd, v ramci naSeho experimentu jsme
jeji ptitomnost zaznamenali. Nase data naznacila, ze primérnd velikost epikardialnich
adipocyti nabyvala u dKO modelu vyssiho trendu ve srovnani s WT. I tak si ale epikardidlni
adipocyty zachovavaly mensi velikost v porovnadni s ostatnimi tukovymi depy (vyjimkou
multilokuldrniho PVAT — viz graf ¢. 8). Analyza velikosti epikardidlnich adipocytti ukazala
vzrustajici trend v zavislosti na celkovém podilu télesného tuku. Histologické snimky vSak
zaroven odhalily ptitomnost EAT u StihlejSich jedincii, coz naznacuje, ze celkové mnoZstvi
tuku neni jedinym determinantem vyskytu EAT. Vysledky podporuji hypotézu, ze i vék muze
predstavovat vyznamny faktor podporujici akumulaci tuku do epikardidlni oblasti. Piesto
uobéznich a starych mySi pozorujeme namisto expanze EAT piedevSim expanzi PAT
a dalsich visceralnich tukovych dep (gWAT). Coz naznacuje, ze starnuti nevede k akumulaci

EAT ve stejné mite jako u lidi a tuk se hromadi ptfevazné v jinych oblastech.

6.4.2. CHARAKTERIZACE OSTATNICH DEP ASOCIOVANYCH
SE SRDCEM

IMAT tvofti u lidi méné nez 1 % celkové hmotnosti srdce (Szczepaniak, Dobbins et al., 2003)
a s vékem jeho pfitomnost nartista. Adipocyty této tkadn¢ se interkaluji mezi kardiomyocyty,
pricemz nemusi nutné vyvolavat zanétlivé reakce ani zasadné ovliviiovat srde¢ni funkei (Kim,
Choe, 2007). V ramci naSeho experimentu byla IMAT nejméné zastoupenym tukovym depem,
kdy ani u starSich a obéznich mySi nebylo pozorovano dostatecné mnozstvi IMAT,
které by mohlo zéasadn€¢ ovlivnit srde¢ni funkci. Distribuce IMAT mezi jednotlivymi
srdecnimi oddily byla variabilni. V RA byla IMAT detekovdna pouze u jednoho jedince
(dKOH®6), v RV u dvou, v LV u ¢tyi a v LA nebyl pfitomen. Z hlediska genotypu bylo IMAT
cast¢j$i u dKO jedincii, coZ odpovida jejich vyssi predispozici k visceralnimu ukladani tuku.
U mysSi WTH2 nebylo nalezeno IMAT, ale ani EAT, coZ naznacuje moZnou souvislost mezi
ptitomnosti obou tukovych dep. Pozorovali jsme, Ze u mysi, u nichz bylo detekovano EAT,
se objevovala 1 IMAT, a to bez ohledu na télesnou hmotnost jedince. Tento jev naznacuje,
ze EAT muze ovliviovat infiltraci adipocyti do myokardu, avSak vzhledem k minimalni
ptitomnosti EAT u mysi neni pravdépodobné, ze by méla zasadni dopad na srde¢ni funkci.

V naSem experimentu jsme identifikovali pfitomnost PVAT u vSech zkoumanych
jedinctl, coZ naznauje, Ze mySi model mize byt vhodny pro studium PVAT z hlediska
ptitomnosti tukové tkané. Nicméné, existuji zdsadni rozdily mezi lidmi a mySmi ve velikosti
PVAT adipocytli a mnozstvi tukovych kapének v tukovych bunkéch, coz mize mit disledky
pro rozvoj KVO. U mysi PVAT vykazuje, na rozdil od lidského modelu, ptevazné
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multilokuldrni charakter (a to i u modelu starych, obéznich mysi na HFD), coz miize
implikovat zvySené protektivni u€inky na cévni endotel a naznacuje, Ze remodelace této tkané
smérem k BAT je zadouci (Gao, Zeng et al., 2005; Padilla, Jenkins et al., 2013). Navzdory
témto rozdilim Ize mysi model vyuzit ke studiu strukturadlnich zmén PVAT, naptiklad
ke kvantifikaci zvySeni objemu tukové tkan€, hypertrofie adipocytt, ztraity UCP1 aktivity,
¢i méfeni pritomnosti adipokinl, vcetné jejich vlivu na kardiovaskularni systém, rozvoj
aterosklerozy, hypertenze ¢i remodelaci cévni stény (Queiroz, Sena, 2020).

Zvysené mnozstvi VAT u lidi uzce koreluje s vy$§im WC a rizikem metabolickych
a kardiovaskularnich komplikaci. Se zvySujicim se objem VAT a scWAT roste
pravdépodobnost akumulace tuku v oblasti srdce, coz miiZze vést k patologickym zménam
srdec¢ni funkce (Goncalves, Machado et al., 2017). NaSe data ukazuji trend nartstu podilu
VAT se zvySujici se télesnou hmotnosti. Mysi s vyssi velikosti gonadalnich (visceralnich)
adipocytll maji vyssi velikost perikardidlnich adipocytt, tj. dochdzi k vyssi akumulaci tuku
v okoli srdce. Studie autort Hua, Chen a kol. uvadi, ze akumulace PAT je vys$§i v RV
nez v LV, pficemz jeji mnozstvi nemusi piimo korelovat s BMI (Hua, Chen ef al., 2014). Nase
data tento fenomén potvrzuji (viz tabulka ¢. 6). Adipocyty v LV a RV PAT byly u stihlejSich
mysi priblizné¢ 5-10% mensi nez u obéznich jedincii, coz naznacuje, ze télesna hmotnost
vyznamn¢ koreluje s velikosti perikardidlnich adipocytt.

Jelikoz je EAT povazovana za hlavni faktor v patogenezi srdecnich onemocnéni,
véetné¢ ICHS, FS, SS, kalcifikace koronarnich tepen, aterosklerozy a metabolického
syndromu, studium EAT by mélo predstavovat prioritu na rozdil od PVAT ¢i jinych tukovych
dep. Vzhledem k vyraznym rozdilim v objemu a distribuci EAT mezi mySim a lidskym
modelem se vSak myS$i model jevi jako nevhodny pro komplexni studium téchto
patologickych procesii. Na rozdil od EAT jsou PVAT a PAT v naSem mySim modelu velmi

dobfte detekovatelné a vykazuji variabilitu odpovidajici riznym metabolickym stavim.

6.5. ANALYZA UCP1 EXPRESE V SRDECNI TUKOVE TKANI
U STAREHO A OBEZNIHO MYSIHO MODELU

V ramci této studie jsme se zamétili na analyzu tukové tkdn€ asociované se srdcem u starych
a obéznich mysi s cilem zjistit, zda v této lokalité dochazi ke ztraté¢ UCP1 pozitivity.

Vysledky ukazaly, ze ze vSech sledovanych srdec¢nich tukovych dep vykazovalo
nejvyssi zastoupeni UCP1+ adipocytii PVAT. PVAT tak predstavovalo oblast s nejvy$Sim

podilem BAT charakteristik v porovnani s ostatnimi srde¢nimi depy. Nicméné,
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pti histologickém porovnani adipocytli v BAT a PVAT se zda, ze PVAT adipocyty jsou vétsi
nez typické BAT adipocyty a svou morfologii odpovidaji spise bézovym adipocytim.

Naopak v scWAT ani gWAT jsme u starych a obéznich jedinci neidentifikovali zadné
UCP1+ adipocyty a stejny fenomén jsme mohli zaznamenat i v pripadé¢ EAT. Histologicky
se epikardidlni adipocyty prezentuji jako unilokularni bunky, avs$ak studie autorii Sack, Fain
a kol prokéazala v EAT expresi mRNA pro UCP1 a naznacuji jeji potencidlni termogenni
aktivitu. Presto zlistdva otazkou, zda EAT k termogenezi piispivd, nebo zda jeji primarni
funkci je poskytovat tepelnou izolaci, mechanickou ochranu a signalizaci pomoci
endokrinnich a parakrinnich molekul (Sack, Fain et al, 2013). NaSe analyza se proto zamétila
na imunohistochemické zobrazeni UCP1+ bun¢k a neprokazala pritomnost UCP1+ adipocytti
v EAT u myS$iho modelu. Toto zjisténi indikuje minimalni ¢i zcela absentni termogenni
aktivitu této tkan€. Produkce tepla je pravdépodobné =zajisStovana spiSe aktivitou

kardiomyocytl neZ epikardialnimi adipocyty.

6.6. ANALYZA PRITOMNOSTI CLS V SRDECNI TUKOVE
TKANI U MYSIHO MODELU

Z dosavadnich studii zabyvajicich se kvantifikaci makrofagové infiltrace vime, Ze je mozné
pozorovat piitomnost makrofaghi v tukové tkani pomoci mysSiho modelu. V této préaci jsme
se vSak soustiedili na identifikaci pfitomnosti makrofagli i v jinych tukovych oblastech,
s dirazem na tukova depa asociovana se srdcem. S piibyvajicim vékem dochézi ke zvySené
infiltraci prozanétlivych bunék do tukové tkan¢ (Zhang, Ou et al., 2023).

Sledovani vlivu zanétlivych procesti na EAT je u myS$i zna¢né limitovano minimalni
ptitomnosti adipocytii v tomto depu. Ackoli existuji studie zabyvajici se zanétem tukové tkané
u mysi, vétSina z nich se orientuje na jina visceralni depa, zejména gWAT (Weisberg, McCann
et al., 2003; Medrikova, Jilkova et al. 2011). Je prokazano, ze viscerdlni tukova depa obsahuji
vice prozanétlivych bunék ve srovnani s ostatnimi tukovymi depy. V souladu s témito
poznatky jsme v naSem experimentu zaznamenali u WT jedincti dvojnasobné a u dKO jedinct
az Sestinasobné vyssi mnozstvi MAC-2+ CLS ve viscerdlnim depu v porovnani se scWAT.
Analyza dat ukazala, Ze u dKO zvifat dochazi ve visceralnim depu k téméf dvojnasobné vyssi
zanétlivé odpovedi v porovnani s WT jedinci, coZ potvrzuje zvyseny zanétlivy profil tohoto
konkrétniho tukového depa.

Tato data naznacuji, Ze ackoliv je obezita vyznamnym faktorem ovliviiujicim velikost
adipocyti a distribuci tukové tkan€¢, samotnid velikost bunék nemusi byt hlavnim

determinantem celkového mnozstvi zanétlivého procesu v tkani. Zavisi také na misté vyskytu
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konkrétniho depa, které analyzujeme. To podporuje hypotézu o komplexnim vztahu mezi
metabolickym zdravim, télesnou hmotnosti a distribuci tukové tkané€, jehoz pochopeni

je kli¢ové pro porozuméni patofyziologie kardiometabolickych onemocnéni.

6.6.1. ZANET A MAKROFAGY

Makrofagy ptitomné v tukové tkani vykazuji dynamickou odpovéd’ na zmény v energetické
bilanci, zejména na hladovéni a ubytek hmotnosti. Pozorovali jsme, ze Stihlej$i mysi
vykazovaly vyssi podil MAC-2+ CLS (makrofagli) ve VAT (gWAT) ve srovnani s obéznimi
jedinci (viz graf ¢. 13). Autofi Kosteli, Sugaru a kol. uvadi, Ze kalorické restrikce u mysi
krmenych HFD vedla k pocatecnimu nardstu infiltrace makrofagt, ktery byl nasledné
redukovan pti delSim trvani hmotnostni redukce. Obezita je induktorem aktivace imunitniho
systému a imunitnich bunék, véetné makrofagl, které produkuji prozéanétlivé cytokiny,
¢imz ptispivaji k rozvoji systémového zanétu. Lze ocekavat, Ze pokud obezita indukuje
aktivaci makrofagli, pak by sniZeni poctu adipocyti v disledku redukce hmotnosti mélo vést
k poklesu makrofagové infilfrace. Nicméné, studie autorti Kosteli, Sugaru a kol. neprokazala
pozitivni korelaci mezi infiltraci makrofdgli a redukci poctu adipocyti béhem hubnuti.
To naznacuje, Ze akumulace makrofagli neni pfimym disledkem poklesu poctu adipocyti,
ale souvisi s jinymi metabolickymi procesy. ProtoZe pii snizovani hmotnosti se neméni pocet
adipocytt, ale jejich velikost (Kosteli, Sugaru et al., 2010).

U hlodavct s rostouci télesnou hmotnosti byla podle autorti Kosteli, Sugaru a kol.
(2010) pozorovana pozitivni korelace mezi velikosti adipocytii a mnozstvim makrofagu.
Nase vysledky tuto souvislost potvrdily jen ¢astecné. Analyza velikosti adipocytli bez ohledu
na hmotnost mysi ukazala, ze v gWAT tato korelace neplati (viz graf ¢. 14). Na druhé strané
nase data ukazuji, Ze u jedinct s vétSimi lipidovymi kapénkami v scWAT dochazi k vyssi
infiltraci makrofagli (viz graf €. 14). Tento nalez proto vyvolava otdzku, jaké faktory kromé
velikosti adipocytii ovliviluji makrofagovou infiltraci.

Srovnani télesné hmotnosti a stupné zanétu naznacuje, Ze zvySena lipolyticka aktivita
souvisi s vy$§i akumulaci makrofagi, jak jsme pozorovali v gWAT (graf ¢. 14) (ktery
vykazuje vyssi lipolytickou aktivitu nez scWAT (Hoffstedt, Arner ef al,, 1997)). Konkrétné,
ptitomnost MAC-2+ CLS dosahovala u §tihlejSich mysi 8,09 %, zatimco u obéznich 6,96 %.
Ackoli tento rozdil nebyl statisticky signifikantni, naznacuje ur€ity trend. Nejvyssi infiltrace
makrofagl byla podle autorii Kosteli, Sugaru a kol. zaznamenéna v dob&é maximalni lipolyzy,

kdy byly v cirkulaci pfitomny nejvysSi hladiny volnych MK. To podporuje hypotézu,
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ze lipolyza stimuluje akumulaci makrofagut, které nasledn¢ uvolnéné MK fagocytuji (Kosteli,
Sugaru et al., 2010).

U obéznich jedincti se ¢asto nachazeji makrofagy obsahujici mnohocetné lipidové
kapénky nebo velké multinukledrni makrofagy s unilokularni lipidovou kapénkou. Hladovéni
bylo spojeno se zvySenou tvorbou lipidovych kapének v makrofazich, coz naznacuje,
ze béhem energetického deficitu dochazi k adaptaci makrofagli na zvysenou fagocytézu MK.
Tento proces pravdépodobné piedstavuje soucdst koordinované odpovédi na negativni
energetickou bilanci, kterd vede ke snizeni extracelularnich koncentraci volnych MK a chrani
adipocyty pred lipotoxicitou. Na =zakladé¢ téchto poznatkli byla navrZzena hypotéza,
7e negativni energetickd bilance vede k mobilizaci TAG zasob a aktivaci lipolyzy,
coZ v pocatecni fazi hubnuti u obéznich jedincii vyvolava zvySenou makrofagovou infiltraci.
Vysledky naznacuji, ze béhem inicidlni fize hmotnostni redukce dochazi k narGstu poctu
makrofagii, avSak nejednd se o CD11c+ prozanétlivé makrofagy, které tvoii CLS. Tento fakt
naznacuje, ze makrofagova odpovéd’ na akutni lipolyzu neni nutné spojena se zvySenym
zanétem, jelikoz nedochazi k indukci M1 makrofagti (CD11c+), ktera je typicka pro obezitu
a chronickou expozici volnym MK (Kosteli, Sugaru et al, 2010). V nasi studii jedinec
resp. ptitomnosti MAC-2+ CLS, dosahujici 11 % v gWAT. Je vSak dilezit¢é poznamenat,
ze naSe analyza se zaméfovala pouze na MAC-2+ makrofidgy, tudiz nebyla provedena
diferenciace mezi M1 a M2 subpopulacemi.

Celkove¢ lze konstatovat, ze lokdlni lipidové fluktuace jsou klicovym regulatorem
rekrutace makrofagli do tukové tkané. Jakmile jsou makrofagy v tukové tkani pritomny, plni
roli pufracniho systému, ktery snizuje lokdlni koncentrace lipidi a pfispivd k udrzeni

homeostazy lipidového metabolismu.

6.6.2. AKTIVACE MAKROFAGU

Lipolyza v tukové tkani probiha v nékolika formach, které se 1iSi svou regulaci
a fyziologickou funkci. Bazalni lipolyza pfedstavuje kontinualni uvoltovani volnych MK
z adipocytll 1 v absenci negativni energetické bilance. Jeji intenzita je zvySend u obéznich
jedinct a pozitivné koreluje s velikosti adipocytl. Naproti tomu stimulovand lipolyza
je hormondlné a autonomné ftizeny proces, pii némz dochédzi k mobilizaci lipidi z tukové
tkan€ v reakci na negativni energetickou bilanci. Tento proces mobilizuje lipidy z tukové
tkané pro systémové vyuziti jako energeticky substrat. Obézni jedinci vykazuji vyssi Groven

bazalni lipolyzy, coz je spojeno se zvySenou infiltraci makrofagl v tukové tkani v porovnani
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s hubenymi jedinci. U obéznich jedincd, u kterych dochazi k redukci hmotnosti, dochézi
souCasn¢ ke zvysSeni jak bazalni lipolyzy, tak lipolyzy stimulované. Coz vede k vyraznému
narustu celkové lipolyzy a nasledné i k vyssi infiltraci makrofagi, jejichz ukolem je regulace
lokalnich koncentraci volnych MK (Jacobson, Smith 1972; Marin, Andersson et al., 1992;
Kosteli, Sugaru ef al., 2010). Nase analyza ukazala rozdilné vztahy mezi velikosti adipocytii
a infiltraci makrofagli v zavislosti na typu tukové tkané. V gWAT byl pozorovan mirné
negativni trend mezi velikosti adipocytli a intenzitou zanétu (vétSi adipocyty — nizsi
pritomnost MAC-2+ CLS), zatimco v scWAT byl tento trend opacny (vEétsi adipocyty — vyssi
pritomnost MAC-2+ CLS). U tukovych dep asociovanych se srdcem byl zanét udrzovan
pod hladinu 5 % (podobné jako scWAT) i co se ty¢e adipocytii s velikosti presahujici
2000 um?. Avsak EAT, IMAT a PVAT vykazovala zanét vyssi (7-9 %), 1 kdyz se velikost
adipocytli pohybovala pod 2000 um?. Potencialn¢ by tedy mohla tato depa piedstavovat
oblasti s vys§i lipolytickou aktivitou, coZzu EAT autofi Marchington a Caroline (1990)
potvrdili.

Experimentalni studie ukdzaly, ze deplece makrofagh vede ke zvySeni lipolyzy
a uvolnovani volnych MK, coz naznacuje, ze makrofagy hraji aktivni roli v tlumeni lipolyzou
makrofagy nebyly CDI1lc+, tudiz se vtomto kontextu jednalo o alternativné aktivované
M2 makrofagy. Visceralni tukovd depa vykazuji vyssi bazalni lipolyzu a vySsi obsah
makrofagii nez subkutanni depa (Marin, Andersson et al., 1992; Kosteli, Sugaru et al., 2010).
Tento trend potvrzuji i naSe data, ktera ukazuji vyssi infiltraci makrofagti v gWAT v porovnani
se scWAT.

Hypertrofie adipocytii (akcelerovand obezitou) vede ke zvySené apoptotické
a nekrotické smrti bunék. Tento proces je vyznamnym stimulem aktivace makrofagi
a pravdépodobné predstavuje dalsi mechanismus, ktery ptfispiva k jejich akumulaci v tukové
tkani a formaci CLS (Cinti, Mitchell et al, 2005). Rist adipocytll je zarovenl spojen
se snizenou lokalni perfuzi tkané, coz vede ke vzniku oblasti s mikrohypoxii. Tento stav
aktivuje zanétlivé signalni drahy, které se podileji na remodelaci vaskulatury a rekrutaci
imunitnich bunék (Ye, Gao et al, 2007). Makrofagy fagocytuji piebyte¢né¢ MK, avSak
kapacita pro jejich ukladani je omezena. Pti jejim piekroceni dochazi k patologickym staviim,
viz ptipad aterosklerozy. Chronickd elevace lipolyzy u obéznich jedinch tak vede
k perzistentni stimulaci makrofagové infiltrace, pfi¢emz dochazi ke zméné fenotypu
makrofaglh smérem k prozanétlivé CD11c+ subpopulaci (Cinti, Mitchell et al., 2005; Kosteli,
Sugaru et al,, 2010).
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Makrofagy ptispivaji k regulaci lokalnich koncentraci volnych MK béhem stavi
zvySené lipolyzy a chrani adipocyty pied lipotoxicitou. U hubenych jedinci je bazalni
lipolyza nizkd, adipocyty uklddaji minimalni mnozstvi lipidi a makrofagové infiltrace
je omezena. Pii aktivaci lipolyzy vSak dochazi k akutnimu zvyseni koncentraci volnych MK,
coz vede krychlé akumulaci makrofagh bez vyrazné zanétlivé odpovédi. Makrofagy
zde slouzi primarn¢ k lokalni regulaci lipidového metabolismu a mohou pfispivat ke snizeni
stresu adipocytll (Kranendonk, Visseren et al., 2014). Po snizeni lipidovych zasob a poklesu
bazalni lipolyzy makrofdgova infiltrace ustupuje. Nedochazi zde tedy k chronickému zanétu
jako u obéznich jedinci, ktefi maji akumulaci tuku v hypertrofovanych adipocytech spojenou
se zvySenou bazalni lipolyzou. Dochdzi u nich k chronickému uvolhovani volnych MK
a perzistentni rekrutaci makrofagt (Kosteli, Sugaru et al., 2010). NaSe data potvrzuji, Ze vétsi
adipocyty v gWAT obsahuji vice makrofagli v porovnani s ostatnimi tukovymi depy. Ale
v srde¢ni tukové tkani mensi adipocyty vykazuji také vysokou makrofagovou infiltraci.
Tento jev muze byt disledkem zvySené lipolyzy v téchto depech, ¢i pfitomnosti lokéalniho
zanétu, kdy mohou makrofagy vykazovat prozanétlivy fenotyp.

Celkove vysledky potvrzuji, ze makrofagy v tukové tkani dynamicky reaguji na zmény
v metabolismu lipidi. Zatimco u obéznich jedincti vede chronickd stimulace lipolyzy
k perzistentnimu makrofagovému zanétu a metabolické dysfunkci, u StihlejSich jedinci

se jednd o prechodnou adaptivni odpovéd’, ktera ptispiva k regulaci lipidové homeostazy.

6.7. PATOFYZIOLOGIE A ZDRAVOTNI RIZIKA — IMPLIKACE
TUKOVE TKANE KOLEM SRDCE

KVO jsou jednou z celosvétovych hlavnich pficin morbidity a mortality. Mezi rizikové
faktory ptispivajici k jejich rozvoji patii nejen hypertenze, dyslipidemie, ¢i diabetes mellitus,
ale také tukova tkan v okoli srdce a cév. V této kapitole se zabyvame z KVO zejména AS, FS
a CAD.

AS je degenerativni onemocnéni aortdlni chlopné, které se vyznacuje progresivni
kalcifikaci a zanétlivymi procesy. Jednim z rizikovych faktorli pro rozvoj AS je zvySeny
objem VAT, ktera prostfednictvim produkce prozanétlivych cytokinii a ROS ptispiva k rozvoji
zan&tu v chlopni (Conte, Petraglia et al., 2022). Ackoliv jsme se v na$i studii nezamétovali
pfimo na chlopenni vady, zaznamenali jsme vy$§i objem VAT u obéznich mysi, které
vykazovaly vétsi hmotnost gWAT a vetsi adipocyty. Tento nalez podporuje hypotézu,

ze zvysené mnozstvi VAT u obéznich jedinci by mohlo pfispivat k rozvoji AS. Daéle bylo
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zjiSténo, zZe tloustka EAT je u lidskych pacientl signifikantné asociovana s AS, a to nezavisle
na véku, pohlavi a kardiovaskularnich rizikovych faktorech (Mahabadi, Kahlert et al., 2017).

FS je arytmie, jejiz patogeneze je spojena s prozanétlivymi procesy, které vedou
ke strukturalni remodelaci pfedsini prostiednictvim modulace homeostazy vapniku, apoptozy
kardiomyocyti a fibrézy. Navic FS muze sama indukovat zanétlivou odpovéd, ¢imz
se vytvari bludny kruh zhorSujici pribéh onemocnéni (Conte, Petraglia et al., 2022). V nasi
praci jsme analyzovali zanétlivou infiltraci v PAT ptedsini (2,24 %) ve srovnani s PAT v okoli
komor (1,64 %). Tento rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny, tudiZ nelze jednoznaéné
potvrdit souvislost mezi objemem PAT a zanétlivymi procesy pfispivajicimi k FS. Nicméné
nalez mirn¢ vyssi infiltrace v oblasti predsini odpovida hypotéze, ze PAT by mohla ptispivat
k patogenezi FS.

CAD je chronické aterosklerotické postizeni koronarnich tepen, na jehoZ patogenezi
se vyznamn¢ podili zanétlivé procesy. EAT se nachazi v tésném kontaktu s myokardem
a koronarnimi tepnami, pfi¢emZ mize parakrinné modulovat cévni procesy. U pacientl
s CAD dochazi ke zméné makrofagové polarizace, kdy se zvySuje podil M1 na ukor M2.
Studie autorti Hirata, Tabata a kol. ukazala pozitivni korelaci mezi pomérem M1/M2
makrofagli a zavaznosti CAD (Hirata, Tabata et al, 2011). V naSem modelu jsme
se nezam¢étili na pfimou analyzu polarizace makrofagti, nicméné vysoka ptitomnost MAC-2+
CLS v epikardidlnim tuku naznacuje potencialni roli této tukové tkané v kardiovaskularnich
zanétlivych procesech. Béhem mikroskopické analyzy jsme vSak nezaznamenali dostatecnou
pritomnost EAT u mysi, coz omezuje validitu mySiho modelu pro studium téchto procesu
(MAC-2+ CLS se v EAT vyskytovalo kolem 10 %, ale epikaridalnich dep jako takovych bylo
u mysi detekovdno malo).

Visceralni tukova depa ptedstavuji metabolicky aktivni tkdn, kterd prostfednictvim
produkce prozanétlivych cytokinli, ROS a modulace makrofdgové polarizace hraje roli
v patogenezi KVO. Nase experimentdlni data naznacuji, Ze zvySeny objem VAT u obéznich
jedincti by mohl byt spojen s vyssim rizikem AS. Déle jsme pozorovali mirn€ vyssi zanétlivou
infiltraci v PAT pfedsinich, coz mize podporovat hypotézu o roli PAT v patogenezi AF.
V ptipadé CAD byla jiz diive prokazana souvislost mezi polarizaci makrofagh v EAT
a progresi tohoto onemocnéni (Hirata, Tabata et al, 2011). Celkové nalezy podporuji
hypotézu, Ze VAT, EAT a PAT nejsou pouhymi pasivnimi zdsobarnami energie, ale aktivnimi

regulatory zanétlivych procesti, které¢ mohou ovliviiovat kardiovaskularni zdravi.
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Zavér

S vyuzitim mySich modeld kmene dKO a WT jsme prostfednictvim CT skenu
a histologickych metod analyzovali distribuci, fenotyp a velikost adipocytii v jednotlivych
tukovych depech, véetné zastoupeni CLS struktur slouzicich jako znamka pfitomnosti zanétu.

1. Na zéklad¢ ziskanych dat jsme identifikovali, Ze mySi model, a to ani za podminek
vyssiho véku, obezity, ¢i genetické manipulace, neni vhodny pro studium EAT. Vliv
genotypu se neprokazal jako signifikantné vyznamny z hlediska naristu télesné
hmotnosti, ani nezplsobil zvySenou akumulaci EAT na uroven srovnatelnou
s Clovékem. Vysledky navic naznacuji, ze distribuce tukové tkané v mySim organismu
neni striktn€ zavisla na celkové télesné hmotnosti — resp. tato zavislost je patrna pouze
pro urcita tukova depa. U mysi dochdzi namisto expanze EAT pfedevs$im k expanzi
PAT a visceralnich tukovych dep. Pro jiné oblasti, jako je PVAT, se mysi model mlize
potencialné jevit jako vhodny, avSak je nutné zachovavat obezietnost pfi interpretaci
morfologickych charakteristik adipocyti.

2. Rozlisili jsme jednotliva tukova depa asociovana se srdcem a ukdzali, Ze PAT spole¢né
s PVAT jsou nejcastéjSi oblasti vyskytu adipocyti ve smyslu pfitomnosti téchto dep
u vétSiny sledovanych jedinct.

3. PVAT byla v praci jinych autort identifikovana jako hlavni tukové depo s pretrvavajici
termogenni schopnosti, ktera se zachovava navzdory nartistajiciho véku a obezity.
Ackoliv existuji studie uvadéji expresi mRNA pro UCP1 v EAT, v nasem experimentu
jsme imunohistochemicky neprokézali piitomnost multilokularnich adipocyti
v epikardidlnimu depu. Zaznamenali jsme piitomnost CLS v tukové tkani u starych
1 obéznich jedinct, avSak prekvapive také u StihlejSich jedincii. Tento ndlez naznacuje,
ze hypertrofie adipocytli nemusi byt jedinym faktorem spojenym s makrofagovou
infiltraci do tukové tkané. Navrhli jsme, ze tukova depa asociovand se srdcem mohou
predstavovat oblasti s vyssi lipolytickou aktivitou. To potvrzuje i pozorovani, ze depo
s nejvysSim vyskytem CLS predstavovala gWAT, které ma lipolytickou aktivitu

nejvyssi.
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