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Abstrakt

Pfes dostupnou a efektivni terapii hypercholesterolémii a hypertenze je v zapadnim svété
mortalita v disledku kardiovaskuldrnich chorob stdle velice vysoka. Zanétlivé zmény v arterialni
sténé, ale i vtukové tkdni hraji zasadni roli vrozvoji aterosklerézy. Makrofagy se uplatniuji
v procesu aterogeneze jiz od iniciace rozvoje, kdy jesté ve formé monocytl adheruji a migruji do
arterialni stény v disledku aktivace endotelu a stimulace prozanétlivé plsobicimi latkami. Je
znamo, Ze tukova tkan je vyznamnym endokrinnim organem a soucasti tukové tkané je velké
mnoZstvi makrofagl schopnych produkovat fadu prozanétlivé plsobicich cytokinG a pfispivat
k rozvoji mirného chronického zanétu, zasadniho v rozvoji aterosklerdzy.

Ve vzorcich subkutanni, visceralni a perivaskularni tukové tkané (SAT, VAT, PVAT) od zdravych
subjektd jsme analyzovali makrofagy a jejich polarizaci, genovou expresi prozanétlivych cytokin( a
vliv latek uvolnénych VAT na miru adheze monocytl k endotelu. V nékterych analyzach doplnili o
vzorky SAT, VAT a PVAT od pacientl s angiologicky potvrzenou chorobou perifernich cév (PAD).
Vysledky jsme porovnavali jednak mezi skupinami zdravych a nemocnych subjektli, mezi
jednotlivymi typy tukové tkané v ramci skupin (SAT, VAT, PVAT) a déle jsme analyzovali ptipadné
vztahy k rizikovym faktorlm kardiovaskularnich chorob.

Vzorky tukové tkané skupiny PAD vykazovaly vyznamné vyssi genovou expresi vSech sledovanych
prozanétlivych genl a to nejvice v pfipadé VAT. Nicméné v genové expresi nebyly nalezeny
signifikantni rozdily mezi jednotlivymi typy tukové tkané a rozdily nebyly nalezeny ani ve vztahu
k rizikovym faktordm kardiovaskularnich chorob. Produkty VAT analyzované prostrednictvim
kondicionovanych médii VAT (ATCM ziskanych inkubaci VAT v kultivanim médiu in vitro)
vyznamné zvysily miru adheze monocytl k takto ovlivnénému endotelu. Déle jsme prokazali, ze
v tomto procesu z ndmi sledovanych cytokinl hraji nejzasadnéjsi roli IL-18 a TNF-a. V ptipadé
ackoli MCP-1 a RANTES rostla mira adheze monocytl k endotelu s jejich rostouci koncentraci v
ATCM, ale jejich selektivni inhibice nevedla ke snizeni miry adheze monocytl k endotelu.
Ovlivnéni endotelidlnich bunék ATCM vedlo k prozanétlivym zméndm v genové expresi, doslo k
vyznamnému zvySeni exprese adheznich molekul (ICAM-1, VCAM-1) a prozanétlivého IL-6 a
zaroven ke sniZeni exprese protizanétlivého TGF-p.

Pratokovou cytometrii se nam podafilo definovat fenotypy polarizovanych makrofagl v tukové
tkani na zakladé povrchovych znakl a vliv jednotlivych rizikovych faktor(i kardiovaskularnich
chorob na proporce prozanétlivé a protizanétlivé polarizovanych makrofagu. Prokazali jsme vztah
mezi rostouci koncentraci nonHDL cholesterolu a proporci prozanétlivé polarizovanych
makrofagli, pficemZz VAT vykazovala uzsi vztah nez SAT. Obezita vedla k vyssi proporci
prozanétlivych makrofagl pouze v SAT. V pfipadé VAT bylo zastoupeni prozanétlivych populaci
makrofagli zvySeno ve vztahu k pohlavi (muzi), véku nad 51 let, ale i v disledku
hypercholesterolémie. Lécba statiny naopak vedla ke sniZeni zastoupeni prozanétlivych populaci
makrofagli ve VAT. Uzavirdme tedy, Ze jsme prokazali vztah proporce prozanétlivych makrofagl

v tukové tkani k hlavnim rizikovym faktorim aterosklerdzy.



Abstract

Despite the availability of effective therapy of hypercholesterolemia and hypertension,
cardiovascular mortality continues to be very high in the Western world. Inflammatory changes
occurring in the arterial wall as well as in the adipose tissue play a major role in the development
of atherosclerosis. Macrophages are involved in the process of atherogenesis as early as
atherosclerosis begins to develop, when, still as monocytes, they migrate and adhere to the
arterial wall as a result of endothelial activation and stimulation by pro-inflammatory substances.
Adipose tissue has long been recognized as an important endocrine organ, with part of adipose
tissue made up by a large amount of macrophages capable of producing a large number of
pro-inflammatory cytokines, which contribute to the development of low-grade chronic
inflammation important in the development of atherosclerosis.

In samples of subcutaneous, visceral and perivascular adipose tissue (SAT, VAT, and PVAT,
respectively) obtained from healthy subjects (living kidney donors, LKD), we analyzed
macrophages and their polarization, gene expression of pro-inflammatory cytokines and the
effect of substances released by VAT on the level of monocyte adhesion to the endothelium. In
some analyses, we included samples of SAT, VAT and PVAT obtained from patients with
angiography-documented peripheral arterial disease (PAD). Results were compared both between
the groups of healthy and diseased subjects and between individual types of adipose tissue (SAT,
VAT, PVAT); in addition, we sought to analyze their relationship to cardiovascular risk factors.
Adipose tissue samples of the PAD group exhibited significantly higher gene expression of all the
pro-inflammatory genes assessed, most significantly in VAT; however, otherwise no significant
differences were found between the individual types of adipose tissue or their relation
to cardiovascular risk factors. The products of VAT analyzed using adipose tissue-conditioned
media (ATCM, obtained by incubation of VAT in a culture medium in vitro) significantly increased
the level of monocyte adhesion to the treated endothelium. Besides, we demonstrated that,
among the cytokines studied, the critical role in the process of atherogenesis is played by IL-1B
and TNF-a. While, in the case of with MCP-1, RANTES and IL-10, the level of adhesion to the
endothelium increased with their increasing concentrations in ATCM, their selective inhibition did
not document any major effect on the monocyte adhesion. Moreover, ATCM was shown
to provoke pro-inflammatory changes in gene expression, as documented by increased expression
of adhesion molecule (ICAM-1, VCAM-1) as well as pro-inflammatory IL-6 genes and decreased
expression of the anti-inflammatory TGF-B gene.

Using flow cytometry, we were able to define the phenotypes of polarized macrophages based on
the surface markers in adipose tissue and the influence of individual cardiovascular risk factors on
the proportions of polarized pro-inflammatory (M1) and anti-inflammatory (M2) macrophages.
We demonstrated a relationship between increasing concentrations of non-HDL cholesterol and
the proportion of M1 polarized macrophages, with VAT exhibiting a closer association compared
with SAT. Obesity was associated with a higher proportion of pro-inflammatory macrophages only
in SAT. Regarding VAT, the proportion of pro-inflammatory macrophage populations was higher in
men, in those aged >51 years and, also, in individuals with hypercholesterolemia. By contrast,
statin therapy was associated with a decrease in the proportion of macrophage populations in
VAT. In conclusion, we have demonstrated a relation between the proportion
of pro-inflammatory macrophages in adipose tissue and the major risk factors of atherosclerosis.
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Seznam zkratek

Anglicky nazev

Cesky nazev

AT Adipose tissue Tukova tkan
ATCM Adipose tissue conditioned media Kondiciované médium z tukové tkané
B2M Beta 2 microglobuline Beta 2 mikroglobulin
BMI Body mass index Body mass index
BSA Bovin serum albumin Hovézi sérovy albumin
Damage/Danger-associated Molekularni vzory
DAMP
molecular patterns poskozeni/nebezpedi
HDL High density lipoprotein Vysokodenzni lipoprotein
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HMG-CoA
coenzyme A koenzym A
C-reaktivni protein méreny
hsCRP High sensitivity C-reactive protein
vysokosenzitivni metodou
Human umbilical vein endothelial Lidské endoteliadlni buriky z pupecni
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ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1 Intercelularni adhezni molekula 1
IFN-y Interferon gamma Interferon gamma
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nuclear factor kappa light chain
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patterns patogeny
PBS Phosphate buffered saline Fosfatovy pufr

RANTES (CCL5)
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SCAB SREBP cleavage-activating protein Protein aktivujici Stépeni SREBP
SelE Selectin E Selektin E

Sterol regulatory element-binding Proteiny vazajici se na regulacni
°REBP proteins elementy sterol(
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VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1 Vaskuldrni adhezni molekula 1




1. Uvod

Ateroskleréza neboli kornaténi cév je chronické zanétlivé onemocnéni charakterizované
ukladanim lipid( do plaku uvnitf cév. Ackoli klinické pfiznaky nastavaji az po radé dekad rozvoje
aterosklerdzy, Ize do jisté miry predikovat riziko vyskytu akutnich komplikaci, z nichZz nej¢asté;jsi
jsou infarkt myokardu, cévni mozkové prihody ¢i ischemickd choroba dolnich koncetin. K tomu
slouzi sledovani hladin triglycerid(, nizkodenznich (LDL) a vysokodenznich (HDL) lipoproteinovych
Castic a jejich poméru, apolipoprotein A-l, apolipoprotein B-100 a Lp(a), dale pak hladiny
fibrinogenu a fibrinolytické kapacity. Rovnéz diabetes melitus, koureni a obezita jsou povazovany

za zasadni rizikové faktory rozvoje kardiovaskularnich chorob.

V poloviné devadesatych let prof. Stary popsal Sest fazi rozvoje aterosklerotického plaku, které
nasledné jesté doplnil na osm fazi (I-VIIl) viz Obrazek 1 (Stary, 2000; Stary et al., 1995; Stary et al.,
1994). Faze | se vyznacuje pouze mikroskopickymi zménami v cévni sténé s drobnymi Zlutymi
teckami — pocatecnimi loZisky lipidovych depozit. Histologické zmény jsou zcela minimalni,
obvykle detekovatelné v oblastech vétveni velkych arterii u déti pfipadné u dospélych v mistech
senzitivnich pro rozvoj aterosklerdzy. Ktémto zméndm dochdzi jiz velmi brzy, kazdé druhé
osmimési¢ni dité ma koronarni arterie infiltrované pénovymi burikami a makrofagy (Stary, et al.,
1994). Dochazi ke zménam endotelu, které vedou ke zvySeni infiltrace do cévni stény
imunokompetentnimi burikami. Druhy typ (faze Il) se vyznacuje jiz pfitomnosti tzv. fatty streaks —
»tukovymi pruhy“. Jedna se o Zluté zbarvena intracelularni lipidova loZiska patrna na vnitini strané
intimy. V této fazi dochazi ke zvyseni tvorby pénovych bunék, které vznikaji z makrofaga a bunék
hladké svaloviny cév akumulaci lipidovych kapének. Lipidy v extracelularnim prostoru jsou pouze
v malém mnoZstvi ve formé lipidovych kapének a lipoproteinovych ¢astic. Faze Il byva také nékdy
oznaCovdna jako preaterom. Histologicky je charakterizovana extracelularnimi lipidovymi
kapénkami, a to v takovém mnozstvi, Ze tyto materidly tvofi loZiska mezi vrstvami bunék hladkého
svalstva a navic dochazi k adaptivnimu tloustnuti intimy. Lipidova loZiska jiz v této fazi narusuji
koherenci vrstev arteridlni stény. Tyto inicidlni faze rozvoje aterosklerézy jsou obvykle bez
jakychkoli klinickych manifestaci. Pokrocilé faze rozvoje (IV a V) se vyznacuji pritomnosti
tzv. fibrous cap — vazivové cepicky vIumen cév. Tloustka plaku odrazi mimo jiné i mnozstvi
lipidového jadra, bunécéné debris a krystalG cholesterolu a drobnych kalciovych krystalkl. V této
fazi je jiz omezen pritok krve cévou, nicméné je arterie jesté schopna kompenzovat pritok krve
svoji roztaznosti, a tedy nedochazi kvyznamné obstrukci. V dalsi fazi (V) dochazi k ztlusténi
vazivové Cepicky doprovazenému kumulaci drobnych trombotickych udalosti uvniti |ézi
aterosklerotického plaku bez klinické manifestace. P¥i destabilizaci plaku, napftiklad ztencenim

vazivové Cepicky v dusledku pUsobeni matrix-metaloprotedz, muiZe dochazet k poruseni
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povrchové vrstvy a tvorbé trombu na odhalenych strukturach (faze VI). Faze VII a VIl jsou
charakteristické tvorbou kalcifikaci a dalsi fibrotizaci. Nicméné ve skutecnosti se jednotlivé faze
rozvoje velmi prolinaji. Stejné velky plak v lidskych karotidach muze byt velmi lipidovy a mékky,

nebo naopak silné kalcifikovany s jasnymi trombotickymi loZisky.

Intima ve vysoce namahanych oblasti Intimav mirné& namahanych oblasti arterii

LAl v

I. 1zolované makrofagy a pénové buiiky | moznost regrese faze

Akumulace lipidi a
buné#k je rychlejsi u

vice namahanych ‘b T ‘I, T I-l1l k normalnimu stavu
oblasti cév, ne v
oblastech méné | Il. Vicevrstevna formace pénovych bunék

namahanych * T \l; T

lll. 1zolované extracelularni lipidové kapénky

v v

~—1 IV. Konfluentni formace extracelularniho lipidového jadra

v

V. Tvorba svalovo-vazivovych vrstev ==y Fibréza féze VI
prispiva k typu V
zvyiuje tloustku
a pevnost a vede
-t K redukci lumen

Epizody mohou rychle vést k okluzi cév
] 1

b V1. Poskozeni povrchu, tvorba hematom a trombd

) VII. Pfevazujici kalcifikace

\—p VIII. Pfevaiujici zmény pojivové tkané

Obrazek 1 Schéma vyvoje aterosklerotického plaku. Prevzato a upraveno ze Stary, Natural
History and Histological Classification of Atherosclerotic Lesions, Volume: 20, Issue: 5, Pages:

1177-1178, DOI: (10.1161/01.ATV.20.5.1177)

Cirkulujici cholesterol v lipoproteinovych ¢asticich v krevnim obéhu je esencidlni pro fyziologické
procesy jako je syntéza steroidnich hormon(, Zluovych kyselin, ale i pro prosté déleni bunék
a s nim spojenou tvorbu bunéénych membran. V krevnim obéhu je cholesterol prevazné ve formé
ester(, minoritné ale i ve volné formé. Cholesterol je pfijiman z potravy a transportovan v podobé
chylomikroni ze stfeva do jater, které jsou hlavnim regulacnim organem pro homeostazu
cholesterolu (Gylling, 2004). Ke ztratam cholesterolu dochazi nejvice prostrednictvim Zlucovych
kyselin uvolnénych do tenkého stfeva, a to i pfes vyznamnou resorpci v ramci cyklu Zlu¢ovych

kyselin. Cholesterol je syntetizovan také de novo, a to prevaziné v jatrech, ale i v tenkém strevu,
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odkud je nasledné transportovan do obéhu v podobé VLDL (lipoproteinové ¢astice o velmi nizké
hustoté) obsahujici na svém povrchu lipoprotein apoB-100. V jatrech je syntéza cholesterolu
regulovana SREBP-proteiny (sterol regulatory element-binding proteins) a HMG-CoA reduktazou
(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reduktaza) (Ness, 2015; Shao & Espenshade, 2012). Tyto
transkripcni faktory a klicové enzymy syntézy ovliviuji lipogenezi a lipidovou homeostazu — pfi
vysoké koncentraci cholesterolu nedochazi ke Stépeni SREBP pomoci SREBP cleavage-activating
protein (SCAB), SREBP je tedy neaktivni a tvorbu cholesterolu inhibuje (Ness, 2015; Shao, et al.,
2012). Prebytecny intracelularni cholesterol je odstrafiovan pomoci HDL lipoproteinovych ¢astic
cestou tzv. reverzniho transportu cholesterolu. HDL ¢astice jsou produkované prevainé jatry
(70-80 %) a tenkym stfevem (Zhou et al., 2015). Hlavni lipoproteinovou ¢astici zprostfedkujici

reverzni transport cholesterolu jsou malé HDL obsahujici apoAl (Zhou, et al., 2015).

Ackoli chronicka hyperlipidémie je zasadni vrozvoji kardiovaskuldrnich chorob, aZ polovina
pacientd sinfarktem myokardu nema rizikové hladiny lipida v krevni plasmé (Ridker, 1999)
a pouhé monitorovani hladin plasmatickych lipidi se ukazalo jako nedostatec¢né pro predikci
kardiovaskularnich chorob (Khot et al., 2003). Jiz koncem sedmdesatych let Ross publikoval teorii
rozvoje aterosklerdzy tzv. ,Response to injury theory” (Ross et al.,, 1977). Podle této teorie
plUsobenim zanétlivych procest dochazi k poruse integrity endotelu jak mezi endotelidlnimi
bunkami, tak i mezi endotelem a extraceluldrnimi strukturami cévni stény (Ross, et al., 1977).
V dasledku proudéni krve mizZe dochazet az k deskvamaci takto poruseného endotelu (Ross, et
al., 1977). Ackoli v dobé zverejnéni teorie nebyly zndmy konkrétni bioaktivni latky zodpovédné za
tyto procesy, jiz bylo jasné, Ze v aterogenezi hraji dllezitou Ulohu nejen lipidy a lipoproteinové
Castice, ale i dalsi mediatory iniciujici rozvoj zanétlivych odpovédi, aktivace endotelu a proliferace

bunék hladké cévni svaloviny.

Koncem devadesatych let Ridker (Ridker et al., 2000) prokazal, Ze C-reaktivni protein méreny
vysoce citlivou metodou (hsCRP) je velmi dobrym prediktorem akutnich kardiovaskularnich pfihod
(Ridker et al., 2002). CRP je protein akutni faze zanétu, fadi se mezi tzv. pentraxinové proteiny
a jeho nativni forma se sklada z péti nekovalentné spojenych podjednotek (Myles et al., 1990). Je
produkovan hepatocyty jako tzv. protein akutni faze a jeho produkce rapidné roste stimulaci
prozanétlivymi cytokiny, zejména stimulaci IL-6 (Taylor & van den Berg, 2007). K rapidnimu
vzristu hladin CRP pfispiva rozpad jeho pentamerické formy, v disledku stimulace prozanétlivymi
stimuly (Taylor, et al.,, 2007). Kromé fluktuace v pribéhu infekce, nebo zanétu dochazi
i k vyznamnym fluktuacim v ramci hormondlnich zmén, jako je menopauza (Ebong et al., 2016).
Nicméné dochazi také kvyznamné fluktuaci i vramci jednotlivych fazi menstruacniho cyklu

(Gaskins et al., 2012). Ridker inovativné zacal méfit hsCRP a zjistil, Ze dlouhodobé zvysené
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hodnoty vintervalu normalniho rozmezi (3-10 mg/l) velmi dobfe predikuji riziko akutnich
kardiovaskuldrnich komplikaci (Ridker, 2001). Tyto vysledky dokonce stimulovaly klinicky vyzkum
zaméreny na pfimé ovlivnéni imunitniho systému. Vramci letosSniho 87. Kongresu Evropské
aterosklerotické spolecnosti Ridker prezentoval recentni vysledky z klinické studie CANTOS
(Canakinuamb Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study, studie Ccitala 556 jedincu
s diabetem melitus 2. typu). Dlouhodobé uzivani canakinumabu, protilatky proti vyznamnému
prozanétlivému cytokinu IL-1B, vyznamny prozanétlivy cytokin, vedlo kvyznamnému sniZzeni
mortality a hs-CRP (Aday & Ridker, 2018). Tyto vysledky dokumentuji zadsadni roli zanétlivych

procest v rozvoji kardiovaskularnich chorob.

1.1. Uloha endotelu v rozvoji ateroskleroézy
Endotel tvofi semipermeabilni monovrstva endotelidlnich bunék vystylajici vnitfni stranu cév. Je
zasadni pro udrZeni homeostdzy krevniho fecisté. Podili se na regulaci kardiovaskularniho
systému, ovliviiuje vyménu latek mezi lumen cév a jeji sténou, koagulaci, angiogenezi a v
neposledni fadé se podili na reakci pfi zanétlivé odpovédi (Pries & Kuebler, 2006). Naruseni
fyziologické funkce vede k narusené endotelidlni odpovédi. Dysfunkce endotelu je nedilnou
soucasti patogeneze mnoha chorob véetné aterosklerdzy, hypertenze, ale i sepse a zanétlivych

stavl (Bermejo-Martin et al., 2018).

Dysfunkce endotelu je povaZovana za klicovou nejen v iniciaci, ale také dalsi progresi aterogeneze.
K dysfunkci endotelu dochazi nej¢astéji a nejdfive ve vysoce namahanych oblastech, v oblastech
s turbulentnim proudénim (obvykle v cévnich bifurkacich), ale i v disledku chronické stimulace
prozanétlivymi cytokiny a chronickym zanétlivym stavem (Chiu & Chien, 2011; Steyers & Miller,
2014). V dusledku hemodynamického stresu dochazi v burikdch endotelu k prozanétlivym
zménam a nasledné k rozvoliiovani mezibunécénych spojl (VE-Cadherin a PECAM-1) (Conway et
al., 2013), coZ vede k aktivaci endotelu, zvyseni adhezivity, permeability, k rozvoji oxidativniho
stresu a klokdlnim zanétlivym zméndm (Liao, 2013). V animalnim modelu s vyuzitim Zilni
arterializace (by-passem propojeny Zilni segment s arteridlnim obéhem, coZ vede ke strukturaini
a funkéni reorganizaci cévni stény v reakci na nové lokdlni biomechanické prostiedi) se jiz
v prvnich dnech po zavedeni bypasu zvysila genova exprese selektinu E (SelE) a vaskularni adhezni
molekuly 1 (VCAM-1) a k infiltraci makrofagd (Chiu, et al., 2011; Kwei et al., 2004). Kromé
hemodynamického stresu pfispiva k dysfunkci endotelu i plsobeni oxidativniho stresu, glykace

(Messner & Bernhard, 2014), chronicky zvySena hladina LDL c¢astic a jejich oxidovanych forem (Li

-13 -



& Mehta, 2005) a v neposledni fadé aktivace endotelu prozanétlivymi cytokiny (C. H. Zhang,
2008).

Nejcastéji byva s rozvojem aterosklerdzy a endotelidlni dysfunkce spojovana hyperlipidemie, ktera
byva silnym inicidlnim spoustéem onemocnéni. Hyperlipidemie je definovdna jako chronické
zvySeni hladin triglyceridd a cholesterolu v krevni plasmé. Pocatecni hyperlipidemie vede
k aktivaci endotelu prostrednictvim Caspase-1-Sirtuin-1 signaliza¢ni drdhy (Yin et al., 2015).
Castice oxidovaného LDL (oxLDL) in vitro snizuji migraci endotelidlnich bunék, na druhou stranu
stimuluji migraci a proliferaci bunék hladké svaloviny cév. To snizuje schopnost regenerace
endotelu pfi jeho poskozeni a vede ke zvySenému oxidativnimu stresu (Rosenbaum et al., 2012).
Dalsim dusledkem vysokych koncentraci cholesterolu v krevnim obéhu vede v arteridlni sténé
Casto ke vzniku krystall cholesterolu intraceluldrné. Dlouhou dobu nebylo jisté, zda k tomu
dochazi i pfimo v endotelidlnich bunkach. Recentni prace Yvone Baumer prokdzala, Ze nejen
in vitro, ale i in vivo v duasledku vysokocholesterolové diety (u APO E-/- mysi) dochazi

k intracelularni formaci krystalkd cholesterolu (Baumer et al., 2017).

1.2. Monocyty a makrofagy v rozvoji aterosklerozy
Makrofagy, jak jiz jejich nazev napovidd, jsou velké bunky nespecifické imunity, jejichz stézejni
funkci je schopnost fagocytdzy. Vznikaji diferenciaci z kmenovych bunék kostni difené, odkud jsou
vyplavovany ve formé monocytl. K nasledné preméné na makrofagy dochdzi v tkanich, tato
proména je provazena morfologickymi a funkénimi zménami. Typickou vlastnosti makrofagl je
schopnost fagocytdzy a to jak cizorodého materidlu na zdkladé tzv. PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) — potencidalné nebezpecnych molekularnich vzorl, tak i télu vlastnich
apoptotickych/nekrotickych bunék a bunééného debris prostfednictvim rozpoznani DAMPs
(damage/dnger-associated molecular patterns), a dalsich ¢astic jako naptiklad lipoproteinovych
Castic (X. Zhang & Mosser, 2008). Dalsi vyznamnou funkci makrofagl je antigen-prezentujici

schopnost pro T-lymfocyty.

Makrofagy se vyznacuji vysokou heterogenitou, ktera je dlsledkem jejich polarizace vlivem
signal(l z mikroprostiredi. Tato heterogenita umozZnuje pfizplsobeni funkce potifebam in situ.
vychazi z in vitro experimentd, kdy naivni makrofagy byly stimulované Th1 a Th2 burikami (Mills et
al., 2000). Thl bunécna odpovéd je typickda svou produkci interferonu y (IFN-y), coZ vede

k polarizaci makrofagl (M1) v prozanétlivém sméru na tzv. klasicky aktivované makrofagy. Naopak
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Th2 bunéénd odpovéd je spojena s produkci protizanétlivych cytokint (IL-4, IL-5, IL-10) a stimulaci
diferenciace na M2 makrofagy, tzv. alternativné aktivované. Tato cesta byla plivodné oznacovana
jako inhibice aktivace makrofagl (Mills, et al., 2000). Je tfeba zdlraznit, Ze acC je tato
nomenklatura zaloZzend na oznaceni na zakladé interakci s Thl a Th2 lymfocyty, polarizace
makrofagll jako takova neni zavisla na skutecné pritomnosti T bunék, ale pouze na vlivu kombinaci

.....

(Trial et al., 2016).

Funkéné je pro M1 makrofagy typickd zvySena produkce NO, ktery inhibuje proliferaci nejen
patogennich mikroorganismu, ale obecné vsech bunék. Déle se tyto makrofagy vyznacuji vysokou
antigen-prezentujici schopnosti a vysokou produkci prozanétlivych cytokind a chemokinl (TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-12, IL-2, MCP-1). M2 makrofagy vykazuji zvySenou expresi argindzy, enzymu
katalyzujiciho Stépeni argininu na ornitin a mocovinu, coz ptispiva k proliferaci bunék a hojeni,
mimo jiné i diky tomu, Ze je ornitin prekurzorem tvorby polyamind (Mills, et al., 2000).
M2 makrofagy jsou také typické vysokou produkci protizanétlivych cytokinl (IL-10, TGF-B) (Lu et
al.,, 2013). Takto polarizované makrofagy nasledné reaguji i pti dalsi stimulaci ligandy Toll-like
receptorll (TLR). TLR jsou proteinové struktury fungujicich jako jedna z prvnich linii obrany proti
patogendm schopnych na bunécném povrchu rozeznat cizi a tedy potencidlné nebezpecné
antigeny, jejichz typickym zastupcem je lipopolysacharid (LPS), hlavni slozka vnéjsi membrany
gramnegativnich bakterii. Stimulace LPS u M2 makrofagl vyvold zvysSeni produkce ornitinu,

obdobna stimulace M1 vede k narlstu produkce NO a citrulinu (Lu, et al., 2013).

Ukazalo se, Ze tento zakladni koncept neodpovida Sirokému spektru fenotypd makrofagtl in vivo.
V novéjSim konceptu prozanétlivé M1 makrofagy vznikaji stimulaci IFN-y a LPS pfipadné TNF-a
(Mantovani et al., 2004). Protizanétlivé M2 makrofagy jsou jiz v této praci rozdéleny na M2a
vznikajici stimulaci kombinaci IL-4 a IL-13. Vedle toho M2b vznikaji stimulaci pres TLR (LPS)
v kombinaci s IL-1R agonisty (IL-1a, IL-1B, IL-18, IL-33) a M2c vznikaji stimulaci IL-10 (Mantovani,
et al.,, 2004; Palomo et al.,, 2015). Jednotlivym subtypim M2 makrofagl v in vitro studiich
pozornost vénuje nejvice vyzkum zaméreny na karcinomy, proto jsou tyto fenotypy makrofagu
také casto oznacovany jako tumor-asociované makrofagy. | pozdéji objeveny subtyp M2d se radi
mezi tumor-asociované makrofagy (Duluc et al., 2007; Wang et al., 2010). In vitro vznika stimulaci
IL-6 v kombinaci s leukémii inhibujicim faktorem (LIF) a M-CSF (monocytové kolonie stimulujici
faktor) (Duluc, et al., 2007). V poslednich letech byly popsany makrofagy M4 a Mox (vznika
stimulaci oxidovanymi fosfolipidy) s jasnym proaterogennim efektem (Bobryshev et al., 2016;

Gleissner et al., 2010). Na druhou stranu jsou definovany makrofagy HA-mac, M(Hb) a Mhem

(stimulované volnym hemem v hematomech) s protektivnimi Ucinky (Bobryshev, et al., 2016;
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Erbel et al.,, 2015; Kadl et al., 2010). PfestozZe roste pocet popsanych fenotypu, stale se jedna
ovyznamné zjednoduseni Sirokého spektra fenotypl makrofagli vhodného v ramci in vitro
experimentl. Na rozdil od in vitro experimentd, tkanové makrofagy vykazuji velmi vysokou

variabilitu v zavislosti na typu tkané, ale i prosttedi in situ (Gordon & Pluddemann, 2017).

Makrofagy se ve velkém mnozstvi nachazeji i v aterosklerotickych placich. Stejné jako makrofagy
v jinych tkanich se vyznacuji znacnou tkanovou a lokalni variabilitou. Popis fenotypd makrofagd
invivo navic komplikuje jejich vyznamna autofluorescence, ktera interferuje s metodami

vyuzivajicimi fluorescencni znaceni makrofagu, jakou je napfiklad pritokova cytometrie.

Jak bylo zminéno vyse, jiz prvni mikroskopické zmény ve sténach arterii jsou doprovazeny masivni
infiltraci monocyt(d/makrofagd do cévni stény, kde vychytavaji nadbytecné lipidové castice.
Makrofagy v cévnich sténdch mohou hrat zdsadni Ulohu. Na jedné strané jsou schopny kumulovat
nadbytecné LDL castice, na druhé strané se nadbytku intraceluldrniho cholesterolu
zbavuji reverznim transportem na castice HDL. HDL castice z perifernich tkdni transportuji
cholesterol do jater odkud je v podobé ZluCovych kyselin vyloucen z organismu (Rader et al.,
2009). Cholesterol je v optimalnim mnozstvi pro buriky esencidlni, nicméné jeho vyrazny nadbytek

pUsobi cytotoxicky.

Kromé reverzniho transportu se makrofagy uplatiuji pfi eferocytdze, tedy procesu receptorem
zprostiedkované fagocytézy umirajicich a mrtvych bunék a jejich zbytkd. Pravé pfi selhani tohoto
mechanismu pak debris z mrtvych bunék prohlubuje lokdlni zanét v disledku tzv. sekundarni
nekrézy (Schrijvers et al., 2005). ZvySena akumulace mrtvych bunék vytvari tzv. nekrotické jadro
v placich. Receptor MerTK (c-Mer tyrosin kinaza) je esencidlni pro eferocytézu a jeho defekt vede
k akceleraci tvorby aterosklerotického plaku a nekrézy vném (B. S. Cai et al, 2017).
Proteolytickym Stépenim MerTK se uvolfiuje tzv. sol-Mer, tedy solubilni Mer, jehoZ hladina u lidi
uzce koreluje s nekrézou plaku a ischemickymi symptomy (B. S. Cai, et al., 2017). Vyznam MerTK
posiluji experimenty na mysim modelu, kdy inhibice jeho $tépeni vyznamné snizuje riziko nekrdozy

a destabilizace plaku (B. S. Cai, et al., 2017).

Lidské krevni monocyty jsou tradicné rozdélovany na zdkladé miry exprese dvou povrchovych
markerQ - lipopolysacharidovy receptor (CD14) a nizkoafinitni receptor pro imunoglobulin G
(CD16) (Ajami & Steinman, 2018). Klasicky aktivované monocyty s povrchovym znakem CD14
(CD14++CD16-), neklasické exprimujici na povrchu v nizké mife CD14 ve vysoké mife CD16
(CD14+CD16++) a intermedialni CD14+ bunky s nizkou expresi CD16 (CD14+CD16+). Rozdéleni

subpopulaci a typické pomérné zastoupeni v krevnim vzorku je zndzornéno na Obrdazek 2.
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Obrazek 2: Rozdéleni lidskych krevnich monocytd méfenych priitokovou cytometrii.

Kdyz jsme pred lety zacinali, zdala se problematika polarizace lidskych makrofagli na zakladé
literatury (zejména prehlednych ¢lank() jasna. Jiz nase pocatecni experimenty, ale ukazaly, Ze je
aplikace animdlnich dat na lidské tkanové makrofagy velmi omezena. Vzhledem k Sirokému
spektru a vysoké plasticité makrofagl, dodnes nejsou jasné definované a popsané in vivo fenotypy
makrofagl (Mitsi et al., 2018). Pro analyzu makrofagl v lidské tukové tkani jsme vysli zjiz
znamych povrchovych znakl krevnich monocytd, které jsme doplnili o dalsi znaky pro zpfesnéni
fenotypl. Relativhé recentni prace Thalera ukazuje, Ze pravé intermedidlni monocyty
(CD14+CD16+) hraji zésadni roli v tkdnich pti chronickém zanétu (Thaler et al.,, 2016), coz je
vsouladu i snaSimi vysledky analyz makrofagl infiltrovanych do tukové tkané ve vztahu
k rizikovym faktorim kardiovaskularnich chorob (Kralova et al., 2015; Kralova Lesna et al., 2016;
Kralova Lesna et al., 2018; Kralova Lesna et al., 2015; Lesna et al., 2017; Poledne et al., 2016).
CD14+CD16+ monocyty vykazuji vyssi produkci ROS a vyssi kapacitu indukce proliferace T bunék

ve srovnani s dalSimi dvéma subtypy (Zawada et al., 2011).

Kromé zminénych zékladnich povrchovych znak( (CD14 a CD16) jsme vybrali dalsi povrchové
znaky makrofagl (CD36 a CD163) pro zpfesnéni analyzy jejich fenotypl v lidské tukové tkani.
CD36 se radi mezi tzv. skavengerové receptory. Kromé makrofagli se nachazi na povrchu fady
typl bunék véetné adipocytl a svalovych bunék, kde se zasadné podili na vychytavani mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem (Vroegrijk et al., 2013), ddle se nachazi i na endotelidlnich burikach,
erytrocytech nebo krevnich desti¢kach (Collot-Teixeira et al., 2007). U makrofagt byl CD36 popsan
nejdrive jako fyziologicky receptor oxLDL, ktery se téZ podili na akumulaci esteri cholesterolu

v makrofazich (Nozaki et al., 1995). Pozdéji se ukazalo, Ze jeho absence vede ke sniZzeni produkce
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prozanétlivych cytokind (L. Cai et al., 2012). CD36 se také podili na fagocytéze bunécného debris,
coz v nékterych situacich, jako je tfeba v oblastech s akutnim nahromadénim nekrézy v dlsledku
postiZeni ischemii, mUZe plsobit protektivné (Woo et al., 2016). ZvySena hladina prozanétlivych
cytokin( (IL-1, 1L-18) vede ke zvySeni exprese CD36 makrofagl, na druhou stranu anti-inflamacni

TGF-B, ale i jinak prozanétlivé pUsobici LPS a IFN-y sniZuji jeho expresi (Choromanska et al., 2017).

CD163 patfi do rodiny na cystein bohatych skavengerovych receptori (Buechler et al., 2000).
v CD14+CD16- monocytech/makrofazich (Buechler, et al., 2000; Tippett et al., 2011). Jeho exprese
je stimulovana protizanétlivymi cytokiny jako je IL-10, na druhou stranu stimulace prozanétlivymi

(TNF-a, LPS, IFN-y) jeho expresi sniZuje (Buechler, et al., 2000).

1.3. Adhezni kaskada

Proces migrace monocytl do cévni stény probihd kaskadovité. Zacind adhezi k endotelu,
nasledovaného tzv. rollingem — valenim adherované bunky po endotelu a findlni extravazaci
monocytu z krevniho obéhu do oblasti probihajiciho zanétu - do vnitfnich vrstev cévy, pfipadné
dale do vnitfnich organl (Gerhardt & Ley, 2015). V cilové lokalité dochazi k jejich diferenciaci
v zavislosti na cytokinovém prostiedi (Gerhardt, et al., 2015). V oblasti aktivace endotelu dochazi
ke zvySeni exprese selektinl — hlavné E-selektinu (SelE) a P-selektinu (SelP), které se fadi do
rodiny Ca’*-dependentnich lektinG. Tyto lektiny vaii sialylované a fukosylované sacharidové
ligandy (napf. sialomuciny, O-glykosidované cukerné ligandy SelP glykoproteinovém ligandu 1
(PSGL-1)) a zprostiedkovavaji prvotni zachyceni a rychly rolling po endotelu (Cejkova et al., 2016;
Galkina & Ley, 2007; Martins et al., 2007).

Nicméné vazby selektinl nejsou za fyziologického toku krve dostateéné silné a zajistuji zejména
reverzibilni zpomaleni proudicich leukocytl a stimulaci dalSich adheznich mechanism( (Ma et al.,
2004). Po prvotni interakci SelP a SelE a jeho ligandu dochazi k dalSimu zpomaleni leukocytu
pomoci SelE, jehoZ exprese je silné stimulovana prozanétlivymi cytokiny (Kunkel & Ley, 1996),
a nasledné se pridavaji vazby B, integriny (s lymfocyty funkéné asociovany antigen 1 (LFA-1), velmi
pozdni antigen 4 (VLA-4)) a jejich imunoglubulinové ligandy (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, ICAM-4,
ICAM-5 a JAM-A a déle VCAM-1 a fibronektin) (Imai et al., 2010; Sen et al., 2013). Pevné adheze
leukocytl k endotelu tvofi zvlasté interakce mezi integriny a jejich ligandy ICAM-1 a VCAM-1 (Tan
et al., 2000; Woollard & Geissmann, 2010). Za fyziologickych podminek endotel kontinualné

exprimuje ICAM-1, VCAM-1 endotel exprimuje aZz v disledku stimulace prozanétlivymi cytokiny
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(Cook-Mills et al., 2011). Finalni fazi je transmigrace leukocytl pfes endotel, k némuz dochazi
dvéma cestami - paracelularni cestou, kdy dochazi k remodelace mezibunécénych spojli v dlisledku
transmigrace leukocytl, nebo transcelularni cestou (prdnikem endotelidlni burnky) (Gerhardt, et

al., 2015; Mamdouh et al., 2009).

1.4. Tukova tkan
Subklinicky chronicky zanét provazi vSechna stadia rozvoje aterosklerdzy, tedy od endotelidlni
dysfunkce aZ po destabilizaci aterosklerotického plaku (Libby, 2012; Libby et al., 2009). Tukova
tkan byla dlouho vnimana zejména jako zdsobdrna energie a orgdn hrajici roli v termoregulaci,
nicméné v poslednich dekddach byla prokazana jeji vyznamnad Jdloha v patogenezi
kardiovaskuldrnich a metabolickych chorob. Tukova tkan je vyznamnym zdrojem endokrinné
pUsobicich latek, které se podileji zejména na rozvoji chorob spojenych metabolismem
a s chronickym zanétem (Kershaw & Flier, 2004). Pozdéji bylo prokazano, Ze tukova tkan je
zdrojem desitek latek ovliviiujicich nejen metabolismus, ale i imunitni systém a muazZe mit
negativni, ale i pozitivni vliv na rozvoj kardiovaskuldrnich chorob, tyto produkty zacaly byt

oznacovany jako tzv. adipokiny (Kershaw, et al., 2004).

Tukovou tkan Ize rozliSovat bud' z hlediska lokalizace na subkutanni, visceralni a perivaskularni,
nebo podle jeji morfologie a funkce na hnédou a bilou tukovou tkan. Tukova tkan neni tvorena
pouze adipocyty, ale tvofi ji i fada dalSich bunécnych typu, které tvofi tzv. stromavaskularni frakci
(SVF). SVF tvofi mnozstvi typl bunécnych vcetné bunék imunitniho systému, fibrocyty,
mezenchymalni kmenové burky, preadipocyty a dalsi. V nasem vyzkumu se zaméfujeme

na subkutanni, visceralni a perivaskularni tukovou tkan.

1.4.1. Hnéda a bila tukova tkan a jejich vztah ke kardiovaskularnim chorobam
Hnéda a bild tukova tkan se zasadné lis§i metabolickymi procesy, které v nich probihaji. Adipocyty
bilé tukové tkané tvoti hlavni zdsobarnu energie uchovavané ve formé intraceluldrnich kapének
lipidl, které mohou byt mobilizovany lipolyzou stimulovanou noradrenalinem a glukagonem
(Duncan et al., 2007). Buniky hnédé tukové tkané se vyznacuji velkym mnoZstvim mitochondrii,
na jejichZ vnitfni membrané se nachazi tzv. rozprahujici proteiny (UCP1 a UCP2, uncoupling
protein 1/2). Hnéda tukova tkan se uplatiuje pfi netfesové termogenezi, pri které spotfebovava
triglyceridy a cholesterol z krevniho obéhu (Berbee et al., 2015; Khedoe et al., 2015). Protonovy

potencial na vnitfni mitochondrialni membrané vznikly z odbouravani triglyceridd a glukdzy neni
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vSak vyuzit na tvorbu ATP (adenosintrifosfat), ale prostifednictvim UCP1 dojde ke zkratu a uvolnéni
energie ve formé tepla. Mali hlodavci maji loZiska hnédé tukové tkané nejvice v podkoZi v oblasti
interskapularni, dale maji drobna loZiska v axilarni, kranialni a peritonedlni oblasti (Schoettl et al.,
2018). Lidsti novorozenci se rodi svelkym mnozZstvim hnédé tukové tkané hlavné v oblasti
interskapularni, axilarni a v oblasti krku (van den Berg et al., 2017). S vékem hnédé tukové tkané
ubyv3, ale i dospélym jedinciim zUstavaji drobna lozZiska v supraklavikularni oblasti, v oblasti krku
a dale podél obratlG patere, aorty a ledvin (van den Berg, et al., 2017; Virtanen et al., 2009).
Prestoze hnéda tukova tkan predstavuje minoritni zastoupeni, je vysoce vaskularizovdna a zd3 se,
Ze diky vysoké spotrebé glukdzy a lipidd mlze plsobit protektivné proti rozvoji aterosklerozy
a rozvoje dalSich metabolickych chorob (dyslipidemie, insulinova rezistence) snizenim triglyceridd

a cholesterolu v krevnim obéhu (Festuccia et al., 2011).

Pfi dlouhodobém vystaveni chladu dochazi ke zmnozeni hnédé tukové tkané a reverzibilni
preméné bilé tukové tkané na prechodnou tzv. béZzovou az hnédé podobnou tukovou tkan
prostfednictvim procesu zvanym béZzovéni nebo hnédnuti (beiging, browning) (Zingaretti et al.,
2009). Toto bylo poprvé popsano u hlodavcl, kdy dochazelo k hnédnuti adipocytl po adrenergni
stimulaci (Xue et al.,, 2007). Pozdéji bylo zjisténo, Ze proces hnédnuti tukové tkané mulze byt
stimulovdn i eozinofilnimi granulocyty a alternativné aktivovanymi makrofagy infiltrovanymi do
tukové tkané (Qiu et al., 2014). Alternativné aktivované makrofagy produkuji katecholaminy,
které stimuluji lokalni hnédnuti tukové tkané (Nguyen et al., 2011; Qiu, et al., 2014). Recentni
prace prokazuji ulohu UCP1 a UCP2 i jako transportéru aspartatu a glutamatu pres
mitochondridlni membranu (Monne et al., 2018). Tento mechanismus je pravdépodobné evolucné
velmi stary a mohl se uplatiovat pfi vyméné redukujicich ekvivalentli z mitochontrie v rdmci
fotorespirace (Monne, et al., 2018). UCP1 se pravdépodobné také uplatriuje v adaptaci na redoxni
stres, kdy v disledku lokalné zvysené hladiny laktatu dochazi ke zvyseni jeho exprese a tim snizeni

redoxniho tlaku (Carriere et al., 2014).

1.4.2. Anatomické rozdéleni tukové tkané ve vztahu ke kardiovaskularnim
chorobam

Tukova tkan se mezi jednotlivymi lokalitami lisSi morfologii i funkci. RozliSujeme tukovou tkan

subkutanni (SAT) a visceralni (VAT). Perivaskularni (PVAT) tukova tkan obklopujici cévy byva nékdy

fazena do visceralni tukové tkané. Subkutanni tukova tkan byva povazovana za méné dllezitou

z hlediska kardiovaskularnich a metabolickych chorob vzhledem k nizsi expresi prozanétlivych

cytokinll ve srovnani s VAT (Porter et al., 2009).
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Podrobnéji Ize VAT u ¢lovéka rozliSovat na omentalni tukovou tkan, ktera transverzalné obklopuje
stfeva a Zaludek, mesenterickou tukovou tkan lokalizovanou hloubéji obklopujici vnitfni organy
a retroperitonealni tukovou tkan oblopujici ledviny v retroperitoneu. Mezi VAT byva fazena
i epikardialni a perikardiadlni tukova tkan pfriléhajici k srdci. MnoZstvi epikardidlni tukové tkané
fada praci spojuje sincidenci a zavainosti kardiovaskularnich chorob (Jeong et al.,, 2007;

Shemirani & Khoshavi, 2012; Taguchi et al., 2001).

Perivaskuldrni tukova tkan (PVAT) byla dlouhou dobu prehlizena a povaZzovana za pouhou pasivni
oporu cév. Caroline M. Pond ve své prehledné praci uvadi, Ze anatomové zabyvajici se lidskou
srovnavaci anatomii prehlizeli a odstranovali PVAT, protoze byla povazovdna za nekonzistentni
a bezvyznamnou strukturu, kterou nema smysl se zabyvat (Pond, 2017). Nicméné neptitomnost
fyzické bariéry mezi PVAT a cévni sténou ddva PVAT mozZnost ptfimo ovliviiovat homeostazu cévni
stény (Fernandez-Alfonso et al., 2018). U zvifeciho modelu obezitou indukované zmény v PVAT
vedou ke zvyseni tvorby aterosklerotickych lézi (Takaoka et al., 2009). Tento proces stimuluje
a akceleruje nerovnovdha produkce prozanétlivych adipokin a zvysena infiltrace

imunokompetentnich bunék do PVAT (Fernandez-Alfonso, et al., 2018).

Bioaktivni latky uvolriované tukovou tkani produkuji jednak pfimo z adipocytd, ale i dalsi buriky
tzv. SVF tvorené velkym mnozstvim bunék bilé krevni fady, mezi které patii i makrofagy schopné
produkovat velké mnoZzstvi cytokind pulsobicich prozanétlivé. Je prokdzano, Ze tyto prozanétlivé
produkty makrofagl v tukové tkani zhorsuji inzulinovou signalizaci a pfrispivaji tim k rozvoji
inzulinové rezistence (Arkan et al., 2005; Baker et al., 2011; Gual et al., 2005; Hirosumi et al.,
2002). Mnozstvi makrofagl a hlavné polarizace se lisi jak mezi jednotlivymi depozity tukové tkané,
tak v zavislosti na patofyziologickych podminkach. U zvifecich modell obezity makrofagy mohou
tvofit az 40 % bunék SVF tukové tkané, pricemz se jedna jak o in situ makrofagy, tak i infiltrované
makrofagy pochazejici z krevniho obéhu (Weisberg et al., 2003). Prace Amana (Amano et al.,
2014) ukazuje, Ze v pfipadé geneticky obézniho kmene (ob/ob) mysi mize dokonce dochazet
i k proliferaci makrofagt in situ v tukové tkani. | vysledky Waqase potvrzuji, Ze makrofagy v tukové
tkani nepochazi pouze zinfiltrace a nasledné diferenciace monocytd krevniho obéhu, ale i z

proliferace in situ (Waqas et al., 2017).
Adipokiny

Prvnim objevenym hormonem reflektujicim dlouhodobou zasobu energie v podobé tukové tkané
byl leptin (Y. Y. Zhang et al., 1994). U¢astni se adaptace na zménu hmotnosti (Strohacker et al.,
2014). Jeho hladina pozitivné koreluje s mnozstvim tukové tkané bez vztahu k véku a pohlavi

nejen v animalnim modelu, ale i u lidi (Liuzzi et al., 1999). Jiz v devadesatych letech byla nalezena
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uzka spojitost mezi koncentraci leptinu v krevni plasmé a kardiovaskularnimi chorobami (Liuzzi, et
al., 1999). Byl také prokazan negativni vliv zvySenych hladin leptinu pfi chronickych zanétlivych
onemocnéni jako nealkoholova steatohepatitida (NESH), chronicky plicni zanét, chronické stfevni
zanéty, nebo pri autoimunitnich onemocnénich (Hoffmann et al.,, 2019; La Cava, 2017).
V animalnim modelu subfyziologické a fyziologické hladiny leptinu sniZuji plasmatické koncentrace
i expresi prozanétlivych cytokinG v tukové tkani (Hoffmann, et al.,, 2019). Tato studie také
prokazuje, Zze pfi nizkych hladindch leptinu dochazi k pomalejSimu vyvoji aterosklerotického plaku.
Naopak v pfipadé stimulace monocytl vysokou koncentraci leptinu dochazi k vyznamnému

zvyseni exprese prozanétlivych cytokinl (Zarkesh-Esfahani et al., 2001).

Objevem leptinu se zvysil zdjem o endokrinni schopnosti tukové tkané a jiz v roce 1996 byl
objeven dalsi hormon - adiponektin. Jeho plvodni oznaceni bylo velmi ambicidézni - Adipose Most
Abundant Gene Transcript 1 (apM1) (Maeda et al.,, 1996). Hladina adiponektinu, na rozdil od
leptinu, klesa s rostoucim BMI (body mass index) jak u zvifat, tak i u lidi (Arita et al., 1999; Hu et
al., 1996; O'Brien et al.,, 2018). Adiponektinu jsou pripisovany vyznamné ateroprotektivni
(Okamoto et al., 2002) a antiinflamacni tcinky (Turer & Scherer, 2012), dale pak zvysuje senzitivitu
k insulinu (Ruan & Dong, 2016). Pfima souvislost mezi jeho koncentraci a stabilitou plaku vsak
prokazana nebyla (Marino et al.,, 2018). Pomér leptinu a adiponektinu se ukazal jako lépe
reflektujicim riziko kardiovaskularnich chorob, a to zejména u diabetikl 2. typu (Chou et al., 2014;
Satoh et al., 2004). Tento pomér dobfe koreluje s tloustkou intimy a médie (Norata et al., 2007).
V recentnim prehledném c¢lanku Fruhbeck popisuje tento pomér leptinu a adiponektinu jako
vyborny znak metabolickych poruch zejména v tukové tkani (Fruhbeck et al., 2018). Respektive
pfipousti, Ze metabolicky zdravi obézni jedinci maji vyssi pomér adiponektinu a leptinu, nez
metabolicky nemocni obézni. ZvySeni tohoto poméru mulZe sniZovat rizika akutnich

kardiovaskularnich pfihod (Fruhbeck, et al., 2018).

Mezi dalsi adipokiny fadime resistin a omentin jejichZ produkce roste s adipozitou a vyvoldva
insulinovou resistenci (Steppan et al., 2001). Protilatky neutralizujici resistin u zvifeciho modelu
pUsobi proti insulinové resistenci (Steppan, et al., 2001). Omentin-1 je pfevazné produkovan ve
visceralni tukové tkani (Yang et al., 2006). Tento hormon obdobné jako resistin plisobi protektivné
proti insulinové resistenci prostfednictvim aktivace Akt fosforylace (Yang, et al., 2006).
Yamakawaki prokazal vasodilata¢ni vliv omentinu na potkani aortu (Yamawaki et al., 2010).
V lidskych endotelidlnich burikdch omentin inhibuje expresi prozanétlivého TNF-a prostfednictvim
al.,, 2011). Intenzivni zadjem o produkty tukové tkané vedl| k objeviim dalSich adipokini vcetné

cytokin( s jiz znamymi imunitnimi vlastnostmi. Dalsi dalezité adipokiny jsou shrnuty viz tabulka 1.
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Cytokiny/adipokiny Zakladni dalezité vlastnosti
TNF-a Dominantné produkovany imunokompetentnimi burikami, stimulace
produkce kyslikovych radikalt
stimulace exprese adheznich molekul SelgE, ICAM-1, VCAM-1 a dalSich
cytokint CXCL2,CXCL6, kolonie stimulujici faktor 1 (Kuldo et al., 2005; S.
Y. Park et al., 2008; Viemann et al., 2006)
IL-6 Stimulace produkce CRP v jatrech, snizuje senzitivitu v inzulinu (Held et
al., 2017)
Prispivaji k polarizaci makrofagli prozanétlivym smérem (Luckett-
Chastain et al., 2016)
Zvyseni adhezivity endotelu (Watson et al., 1996)
IL-1B 1 adheze leukocytl v endotelu
M produkce prozanétlivych cytokinl, chemokint, matrix metaloproteaz
M proliferace bunék cévni hladké svaloviny
(Libby, 2017)
IL-8 Destabilizace plaku
Prokoagulacni efekt
Prediktor pro akutni korondrni syndrom
(Cavusoglu et al., 2015)
IL-10 Protizanétlivy
J, expresi prozanétlivych cytokini v monocytech
J' adheze a adheznich molekul v endotelidlnich burikach
Inhibice v animalnim modelu vede k akceleraci aterosklerdzy
(Mtairag et al., 2001)
MCP-1 Zvysuje extravazaci monocytl z krevniho obéhu
Plasmatické koncentrace rostou se rozvojem aterosklerdzy
(Basurto et al., 2019)
Adiponektin J exprese adheznich molekul
Antioxidacni
Protizanétlivy
Insulin senzitizujici
Vasoprotektivni
(Katsiki et al., 2017)
Leptin Signal nasycenosti (v animalnim modelu blokuje pfibyvani hmotnosti
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(Hoffmann, et al., 2019))
Prozanétlivy

Insulindesensitizujici

Negativni vliv na neointimalni formaci (Hubert et al., 2017)

Visfatin

Vnitfni enzymovd nicotinamide fosforibosyltransferdzova aktivita —
zasadni pti syntéze NAD+

Primy vliv na proliferaci bunék hladké svaloviny a angiogenezi

ZvySuje aktivitu matrix metaloprotedz a adheznich molekul (ICAM-1,
VCAM-1, SelE), coZ prispiva k destabilizaci plaku

(Pitoulias et al., 2017)

Tabulka 1 Vybrané adipokiny a jejich vlastnosti.

-24 -



2. Cile studie

= Popsat fenotypy makrofagl v lidské tukové tkani a jejich vztah krizikim rozvoje
kardiovaskuldrnich onemocnéni.

=>» Porovnat genovou expresi prozanétlivych cytokin( v jednotlivych depozitech tukové
tkané (SAT, VAT, PVAT) u Zivych darc( ledvin a dale je porovnat s expresi u pacientu
s prokazanou aterosklerdzou perifernich arterii.

=>» V kondicionovanych médiich ziskanych inkubaci tukové tkané zméfit koncentrace
uvolnénych cytokinl (ATCM). Zavést a zméfit vliv téchto produktl tukové tkané na
adhezi monocytll k endotelu a stanovit genovou expresi v ovlivnénych endotelidlnich

bunkach.
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3. Metody

Charakteristika analyzované skupiny

U¢astnici studif byli detailné informovéni o smyslu, cili a struktufe studie a podepsali informované
souhlasy s Ucasti ve studii. Studie byly schvdleny Etickou komisi Institutu klinické a experimentalni

mediciny a Thomayerovy nemocnice.

Analyzovana skupina LKD ve srovndni s vysledky dlouhodobé studie post-MONICA, popisujicim
prdmérnou ¢eskou populaci (Cifkova et al., 2010), méla mirné nizsi BMI, celkovy cholesterol, nizsi
prevalenci hypertenze a diabetu mellitu 2. typu. Jednalo se tedy o mirné zdravé;jsi skupinu v rdmci
pridmérné Ceské populace. Pocty a konkrétni primérné hodnoty analyzovanych skupin je
rozepsano ve vysledcich jednotlivych analyz. Do nékterych analyz byly zahrnuty i vzorky od
pacientl s angiologicky prokazanou chorobou perifernich cév (PAD). Skupina PAD ve srovnani
s LKD byla v prdméru starsi, méla vyssi koncentrace cholesterolu a hsCRP, ale v BMI se skupiny

nelisily.
Koncentrace lipoproteint

Pfed zahajenim operace byla LKD a pacientlim s PAD odebrana krev na laéno (min 10 hod la¢néni).
Plasma byla separovana do 30 minut od odbéru. Koncentrace cholesterolu a triglyceridi byly
kvantifikovany Hoffmann-LaRoche pfimou metodou - enzymatickym kitem HDL-C plus 3rd
generation (Roche) na Cobas Mira+ autoanalyzatoru (Roche). Koncentrace non-HDL cholesterolu
byla dopocitana jako rozdil celkového cholesterolu a frakce HDL cholesterolu. Data od LKD a od

pacientd s PAD byla analyzovana identickymi metodami.
Izolace stromovaskularni frakce (SVF) tukové tkané

SAT, VAT a PVAT byla odebrana peroperaéné od Zivych darct ledvin (LKD) béhem nefrektomie,
pripadné vramci rekonstrukce perifernich arterii od pacientl s angiograficky potvrzenou
chorobou perifernich cév (PAD). Vzorky byly odebirdny ze stejnych lokalit. VAT byl odebiran
z oblasti vné Gerotovy fascie a PVAT byl odebiran z vnéjsku rendlni arterie. Po ocisténi od vSech
viditelnych zbytk( vazivové tkané a cév byla tukova tkan nastfihana na malé kousky (asi 2 mm)
a pres filtr byly vzorky promyty fosfatovym pufrem (PBS), aby se odstranila rezidua krve. Ocisténa
tkan byla inkubovana v roztoku kolagendzy (2 mg/ml kolagenazy v roztoku PBS s pfidanym

2% albuminem) a inkubovany ve vodni lazni asi 15 min pfi 37°C. Homogenat byl filtrovan pres

-26 -



50 um filtr a centrifugovan. Takto izolovana stromovaskularni frakce byla analyzovdna pomoci

pratokové cytometrie (CyAn; Beckman Coulter).
Pritokova cytometrie

Pro rozliseni jednotlivych fenotypl monocytl/makrofaglh byly pouZity monoklondlni protilatky
s navazanymi fluorochromy (CD14, Phycoerythrin-Cyanine; CD16, Phycoerythrin-Texas Red X;
CD36, FITC; CD163 Phycoerythrin, PE/Clone RM 3/1). Data byla hodnocena v softwaru Kaluza
(Beckman Coulter). Viabilita analyzovanych bunék byla hodnocena pomoci 7-AAD
(7-Aminoactinomycinu D) a pouze vzorky s viabilitou nad 75 % byly zafazeny do analyz. Gate pro
rozdéleni CD16+ a CD16- populace byl vytvoren na zdkladé jasné viditelného prechodu u paralelné

méreného vzorku krve stejného jedince.

Na zakladé nasich predchozich vysledk( (Kralova Lesna, et al., 2015), ale i publikované literatury
(Barros et al., 2013; Krychtiuk et al., 2014) jsme hodnotili buriky CD14+CD16+ s vysokou expresi
CD36 jako prozanétlivé (tzv. M1) a CD14+ bez exprese CD16 (CD16-) ale exprimujici CD163 jako

.....

fenotypy z celého spektra makrofagu.
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Obrazek 3 Gateovaci strategie pro definovani populaci polarizovanych makrofagi v tukové
tkani. Po vybrani CD14+ populace bunék je gate pro CD16+ buriky vytvoreny podle krve (A), kde je
jasné viditelna hranice, pouZzit pro rozdéleni CD14+CD16+ a CD14+CD16- makrofagd v SVF tukové
tkané (B). Obr. C znazorfiuje vybranou populaci CD14+ bunék vybranych pro dalsi gateovani.
CD14+CD16+ populace dale tvofi vyznamnou populaci bunék s vysokou expresi CD36 a mensi
populaci s nizkou expresi CD36 (D). Naopak CD14+CD16- majoritni ¢ast bunék exprimuje i CD163
(E) povazované za znak protizanétlivych makrofagu.

Genova exprese
Pro analyzu genové exprese tukové tkané byly vzorky tukové tkané ihned po odebrani zmrazeny
v tekutém dusiku a uchovavany pfi -80°C aZz do analyzy. Z pfiblizné 200 mg tukové tkané byla
izolovana RNA pomoci TRIzol Reagent (Molecular Research Centre). V pfipadé ovlivnénych
endotelidlnich bunék analyzovanych v posledni diskutované studii byla RNA izolovana pomoci
RNeasy Plus mini kit (Qiagen). Po odstranéni rezidui DNA pomoci DNase | (Sigma Aldrich), cDNA
byla prepsana podle instrukci vyrobce za uziti kitu High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix kit (Life

Technologies). Nasledné byla méfena mira exprese sledovanych cytokinl pomoci Corbett Life
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Science Rotor Gene 3000 (Qiagen) za pouziti 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (Solise

BioDyne).

V tukové tkani byly analyzovany geny TNF-a (tumor necrosis factor a), MCP-1 (CCL2, C-C motiv
chemokin ligand 2) a IL-6 (Interleukin 6). Beta-2-microglobulin (B2M) byl pouzit pro normalizaci.
Mira exprese sledovanych gen( byla porovnavana mezi jednotlivymi depozity tukové tkané (SAT,
VAT, PVAT) a zaroven mezi zdravymi zivymi darci ledvin a pacienty s prokdzanou aterosklerézou

perifernich arterii (PAD).

Pro analyzu genové exprese v endotelidlnich bunkach byly pouzity nasledujici nukleotidové
sekvence primerd: MCP-1, IL-6, syntaza oxidu dusnatého 3 (NOS3), transformujici ristovy faktor B
(TGF-B), selektin E (SelE), intercelularni adhezni molekula 1 (ICAM-1), vaskularni adhezni molekula
1 (VCAM-1). Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) bylo pouZito jako endogenni
kontrola pro normalizaci. Relativni genova exprese byla vyhodnocena pomoci metody AACt (Pfaffl,

2001) srovnané k negativni kontrole (bez stimulace).

Kondicionovana média
Pro analyzu vlivu produktl tukové tkané na adhezi monocytl k endotelu byla vytvorena
tzv. kondicionovana média, kterymi byly nasledné ovliviovdny endotelidlni buriky v in-vitro
modelu. lhned po odebrani vzork(i VAT od LKD byl vzorek v aseptickych podminkach ocistén od
viditelné vazivové tkané, cév a zbytkl krve. Takto ocisténé a na malé kousky nastfihané vzorky
tkané (2 mm?) byly inkubovany v odpovidajicich mnoZstvich kultivaéniho média (1 g VAT
respektive SVF izolované z 1 g VAT v 1 ml roztoku endotelidiniho bazalniho média 1 (Lonza) s 0,2 %

bovinnim sérovym albuminem bez mastnych kyselin (Sigma Aldrich)) po dobu 24 hodin.

Stromovaskularni frakce (SVF) byla ziskdna natrdavenim ocisténého vzorku VAT v roztoku
kolagenazy (c=0,002 g/ml, Sigma-Aldrich) v PBS s pridavkem 2 % BSA. Po natraveni byla bunééna
frakce filtrovana a centrifugovana, v ramci tohoto procesu jsou odmyty plné diferencované
adipocyty. SVF izolovana z 1 g VAT byla inkubovana v 1 ml stejného kultivacniho média, jako bylo
pouzito pro ATCM. Po 24 hodinach bylo kondicionované médium ze SVF (SVFCM) odebrano

a centrifugovdno pro odstranéni bunék v roztoku.

Odebrana kondicionovana média (ATCM a SVFCM) byla skladovana pfi -80°C az do dalSich analyz.
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Méreni adheze monocytt k endotelu
V adheznim modelu byla mira adheze hodnocena na zakladé intenzity fluorescence adherovanych
monocytll THP-1 (ECACC lot. 88081201) k ovlivnénym endotelidlnim bunkam (primarni linie
HUVEC -Human Umbilical Vein Cells, Lonza, lot. 369948).

THP-1 bunky byly kultivovany v RPMI-1640 (Biosera) s 10% fetdIlniho bovinniho séra (FBS)
(Gibco™), 2 mM L-glutaminu (Sigma Aldrich) a 100 U/ml penicilin-streptomycinu (Biosera). Buriky
HUVEC byly kultivovany v endotelidlnim ristovém médiu 2 BulletKit (Lonza, CC-3156 & CC-4176).

PIné konfluentni vrstva endotelidlnich bunék byla ovlivnéna ATCM (pfipadné SVFCM) v 5%
koncentraci v EBM-2 s 2 % FBS v hexaplikatu na 96-jamkovych ¢ernych desti¢kach s ¢irym dnem.
Inkubace s TNF-a (10ng/ml, R&D Systems) byla pouzita jako pozitivni kontrola. Po 24hodinach
bylo médium odstranéno a pfidany THP-1 buriky znacené pomoci calcein-AM (calcein-
acetoxymethyl, Molecular Probes). Po 30 minutach inkubace byly monocyty odmyty a na zakladé

intenzity fluorescence byla vyhodnocena mira adheze monocytl k endotelu.

Koncentrace cytokinii mérenych v kondicionovanych médiich a krevnim séru
Koncentrace cytokin( IL-18, MCP-1, TNF-a, MCP-1, IL-4, IL-5, IL-10, CXCL5 a RANTES
v kondicionovanych médiich byly méfeny pomoci Luminex performance assay (R&D Systems Inc).
Desticky byly ¢teny pomoci Luminex 100 analyzer (PerkinElmer Life Inc.) a vyhodnoceny pres

XPONENT software (Luminex).
Hs-CRP

CRP mérené vysokosenzitivni metodou (hsCRP) byl méren immunoturbidimetrickou analyzou

(Cobas Mira Plus, Roche).
Statisticka analyza

Neni-li u jednotlivych vysledkd uvedeno jinak, jsou data prezentovana jako primér +SD pro
spojité proménné a procenta * SD pro kategorické proménné. Meziskupinové srovnani spojitych
proménnych a linedrni regrese byly provedeny pomoci neparového t-testu a korelacni analyzy
byly provedeny softwarem GraphPad Prism, verze 6. Hodnoty P vyssi nez 0,05 byly povaZzovany za
statisticky nesignifikantni. Pro vyhodnoceni cytokind mérené Luminex assay byl pouZit Mann-

Whitney test.
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4. Vysledky

4.1. Prozanétliva genova exprese vtukovych tkanich pacienti

s aterosklerozou

Proinflammatory gene expression in adipose tissue of patients with atherosclerosis.
S. Cejkova, I. Kralova Lesnd, J. Fronék, L. Janousek, A. Kralova, J. Zdychovd, F. Thieme, R.

Poledne

Physiol. Res. 66: 633-640, 2017

PFi porovnani skupiny pacientl s prokazanou chorobou perifernich arterii (PAD) a zdravé skupiny
zivych darcl ledvin (LKD) (Tabulka 2 2) byli pacienti s PAD vyznamné starsi nez LKD (61 + 12,9 let
PAD, 46 + 10,5 let LKD, p<0,001). Primérné BMI srovnatelné v obou skupinach (26,3 + 3,8 kg.m™
LKD, 27,4 + 4,8 kg.m™ PAD). Prevalence koufeni, hypertenze a diabetu mellitu 2. typu byla
vyznamné vyssi u skupiny PAD ve srovnani s LKD. Cetnost kouFeni a prevalence hypertenze ve
skupiné PAD vyznamné vyssi (koufeni 79,2 % PAD vs. 28,6 % LKD, hypertenze 79,2 % PAD vs.
25,7 % LKD) ve srovnani se zdravou skupinou. Pouze jeden jedinec ze skupiny LKD vykazoval
zvysenou hladinu glukdzy na lacno (>7 mol/l), nicméné klinickad diagndza diabetu nebyla nasledné

potvrzena.

Koncentrace prozanétlivého TNF-a v krevni plasmé byla vyznamné vyssi u skupiny pacientd s PAD
(4,86 + 1,4 pg/ml) ve srovnani s LKD (2,14 = 0,9 pg/ml) (p<0,001). Stejné tak byl nalezen vyznamny
rozdil ve sledovaném hsCRP (11,79 + 7,0 PAD vs. 1,5 + 0,48 LKD, p<0,02). | pfes velké rozptyly
hodnot hsCRP je rozdil mezi skupinami signifikantni. PAD pacienti byli rozdéleni do dvou skupin

(A,B) podle stupné stendzy Arteria iliaca communis a Arteria iliaca externa.

Genova exprese vsech sledovanych gen( byla signifikantné vyssi u VAT pacientd s PAD ve srovnani
s LKD ve vSech sledovanych genech (TNF-a 5-nasobné, p<0,05; MCP-1 3,6-nasobné, p<0,05; IL-6
18,8-nasobné, p<0,001) (obrazek 4). V pripadé PVAT pouze exprese TNF-a byla signifikantné vyssi
ve skupiné pacientld s PAD neZ u LKD (4,6-ndsobné, p<0,01), zatimco pfi srovnani ostatnich
sledovanych genU se jejich exprese vyznamné nelisila. V pripadé SAT nebyl Zadny vyznamny rozdil
genové exprese jednotlivych genli mezi skupinami nalezen. P¥i rozdéleni skupiny LKD do 50 let
anad 50 let nebyl mezi podskupinami vyznamny rozdil v genové expresi sledovanych gend.
Navzdory vyznamnému rozdilu ve véku mezi LKD a pacienty s PAD je tedy velmi
nepravdépodobné, Ze by tato skute¢nost mohla hrat dlleZitou roli v genovém vyjadieni obou
skupin.
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Pfi analyze genové exprese skupiny pacientl s PAD z hlediska zavaZnosti onemocnéni, méreného
na zakladé stupné arteridlni stendzy, Zadny vyznamny rozdil v genové expresi TNF-a, MCP-1 a IL-6
nebyl zjistén. Porovnani kufdakd a nekurakd ve skupiné LKD neukdzalo zadné vyznamné rozdily

v genové expresi.

Zivi darci ledvin Pacienti s PAD Signifikance
(n=35) (n=24)
Vék (roky) 46+ 10 61+ 13 p<0,0001
BMI (kg.m™) 26,3+3,8 27,4+4,8 p=0,489
Kurak, n (%) 10 (28,6 %) 19 (79,2 %) p<0,0001
Hypertenze, n (%) 9 (25,7 %) 19 (79,2 %) p<0,0001
Diabetes mellitus 2. Typu, n (%) 0 (0 %) 7 (29,2 %) p<0,001

Tabulka 2: Characteristics of the analyzed populations
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Obrazek 4: Relativni genova epxrese TNFa, MCP-1, a IL-6 v SAT, VAT a PVAT Zivych darcti ledvin
(n=35) (LKD) a pacientti s PAD (n=24). Srovnani genové exprese mezi LKD a pacientd s PAD je
znazornéno formou boxplotu. Svétle jsou zndzornény hodnoty LKD a tmavé jsou znazornény

hodnoty pacientl s PAD. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001.
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Vzhledem ktomu, Ze sledované cytokiny jsou typicky produktem prevainé makrofagl
infiltrovanych v tukové tkani, bylo analyzovdano mnoiZstvi makrofagdl na gram tukové tkané
a zdroven porovnan mezi sledovanymi skupinami osob. Pfi srovnani mnoZstvi makrofagd
zjisténych pritokovou cytometrii nebyly zjistény rozdily stejného typu tukové tkané mezi
skupinami v pfipadé VAT (11001 + 10351 CD14+ monocytl/g u LKD, 11457 + 12462 CD14+
monocytl/g u pacientl s PAD) a PVAT (11494 + 12347 CD14+ monocytli/g u LKD a 15500 + 13222
CD14+ monocytl/g u pacientd s PAD) vyznamné rozdily nebyly zjistény. Pouze SAT pfi porovnani
mezi skupinami vykazoval rozdil na hranici vyznamnosti (7411 + 8527 CD14+ monocytl/g u LKD
a 20721 + 23312 CD14+ monocytd/g u pacientd s PAD). Lze tedy uzavfit, Ze mnozstvi makrofagd

v tukovych tkdnich nehraje zasadni roli v analyze genové exprese.

Zaveér
Zvysena exprese prozanétlivych genl ve VAT pacientld s prokazanou PAD by zfejmé mohla
souviset s prozanétlivou polarizaci rezidencnich makrofagl v této tukové tkani. Vyssi genova
exprese ve VAT jsou vsouladu i s plasmatickou koncentraci prozanétlivych markerd — TNF-a
a hsCRP. Nase data potvrzuji daleZitost tukové tkané v rozvoji aterosklerdozy. Nicméné zlstava
nezjisténo, zda ndmi dokumentované zmény vtukové tkani jsou pfi¢inou pFfitomného
patofyziogického stavu, nebo zda tento prozadnétlivy stav existoval jiz daleko dfive u skupiny

jedincl nachylnych k rozvoji aterosklerdzy.
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4.2. Vliv cytokint produkovanych tukovou tkani na adhezi monocyti

k endotelu

The effect of cytokines produced by human adipose tissue on monocyte adhesion to the
endothelium.
Cejkova S, Kubatova H, Thieme F, Janousek L, Fronék J, Poledne R, Kralova Lesna I.

Cell Adh Migr. 2019

Prdmérné parametry zakladnich klinickych a laboratorni hodnot (vék - 46,2 + 12,1 let, BMI 26,1 *
4,20 kg.m'z, celkovy cholesterol 5,41 + 1,52 mmol/l, hsCRP 1,88 + 2,36mg/l) jsou srovnatelné
u muzld i Zen a jsou srovnatelné s prdmérnou ¢eskou populaci (srovnani s publikovanymi vysledky
post-MONICA (Cifkova, et al., 2010)), pouze Cetnost kurak( byla v nasi skupiné vyssi (46,7 %),

na druhou stranu v nami analyzované skupiné bylo BMI mirné nizsi.

Vliv ATCM na miru adheze monocytt k endotelu

Prvni hlavni vysledek (obrazek 5):

Stimulace endotelidlnich bunék pomoci ATCM vyznamné zvysila adhezi monocytl ve srovnani
s negativni kontrolou (kultivovany jen v zdkladnim médiu). Kokultivace s ATCM zvysila miru
adheze monocytl o ¢tvrtinu (ATCM 50,8 % + 5,6 vs. negativni kontrola 40,6 % + 5,4, p<0,0001).
Pozitivni kontrola, kde byly endotelidlni buriky kokultivovany s pfidavkem TNF-a (10 ng/ml),
dale zvysila miru adheze monocytli (60,0 % + 7,5, p<0,0001). Jedna se vsak o fadové vyssi

koncentrace tohoto cytokinu, nez je koncentrace fyziologicka.
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Obrazek 5: ATCM vyznamné zvysilo miru adheze monocytl k endotelu ve srovnani k negativni
kontrole (NK) bez stimulace ATCM. TNF-a (10ng/ml) pouZity jako pozitivni kontrola zvysil adhezi
monocytl k endotelu oproti NK i ATCM. Graf je doplnén o obrazky zfluorescenéniho

zobrazovaciho systému JulLl. *** p<0,0001 srovnano k NK; §§ p<0,001 srovnano k ATCM.

Druhy hlavni vysledek (obrazek 6):

S rostouci koncentraci IL-1p (p<0,0001, r=0,82), TNF-a (p<0,0001, r=0,70), MCP-1 (p<0,0001,
r=0,69) a RANTES (CCL2, p<0,01, r=0,54) v ATCM signifikantné vzrlstala i mira adheze
monocytll k endotelu. Tyto vysledky jsou vsouhlase se znamymi vlastnostmi téchto
prozanétlivych cytokinl. Nejuzsi vztah mezi mirou adheze monocytl k endotelu a koncentraci
cytokind vykazovaly IL-1B a TNF-a. Zadny vztah mezi mirou adheze a koncentraci IL-4, IL-5

a CXCL5 nebyl nalezen. Nicméné prekvapivé mira adheze proporcéné rostla i s koncentraci IL-10

.....
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Pro kontrolu, zda takto nizké koncentrace mohou vést ke zvySeni miry adheze monocytl
k endotelu, byl proveden kontrolni separatni pokus, kde byly endotelidlni bunky stimulovany
koncentraci IL-1B (200 pg/ml) a TNF-a (30 pg/ml) méfenou v ATCM. | takto nizké koncentrace

vedly k velmi vyznamnému zvyseni adheze monocytl k endotelu (obrazek 7).
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Obrazek 6: Korelace miry adheze a koncentrace jednotlivych cytokinii mérenych v ATCM. Osa x

je zndzornéna v log, skale.
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Obrazek 7: Stimulace endotelialnich bunék IL-1R a TNF-a v primérnych koncentracich méfenych

v ATCM. IL-1R (200 pg/ml) a TNF-a (30 pg/ml). *** p<0,001.

Vliv selektivni inhibice cytokinl
Pro kontrolu skutecného efektu jednotlivych cytokin(, jsme v samostatném experimentu vyuZili
selektivni inhibice téch cytokin(, které vyznamné ovlivnily miru adheze monocytl k endotelu.
Vysledky zndzornuje obrazek 8. Inhibice IL-18 a TNF-a vyznamné snizila adhezi monocytl

k endotelu oproti stimulaci ATCM. Inhibice MCP-1 a RANTES nevedla k vyznamné zméné adheze

monocytl k ovlivnénych endotelidlnim bunkam.
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Obrazek 8: Vliv selektivni inhibice cytokini béhem stimulaci endotelialnich bunék. *** p<0,001

vztazeno k NK, §§§ p<0,001 vztazeno k ATCM stimulaci.
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Genova exprese v endotelidlnich burikach ovlivhénych ATCM a SVFCM
Kromé analyzy vlivu smési produktl VAT prostfednictvim ATCM na miru adheze monocytl
k endotelu, byla v paralelné béZicim pokusu analyzovana genova exprese v ovlivnénych
endotelidlnich burikdch. Inkubace s ATCM signifikantné zvysila genovou expresi adheznich molekul
VCAM-1 (1,60-ndsobné, p<0,01) a ICAM-1 (4,07-nasobné, p<0,01) oproti negativni kontrole
(obrazek 9). Navic kokultivace s ATCM zvysila expresi IL-6 (2,64-nasobné, p<0,001) zaroven snizila
expresi TGF-B (0,59-nasobné, p<0,001) ve srovnani s kontrolnim médiem. Genova exprese MCP-1
a SelE nebyla signifikantné ovlivnéna (p=0,090 respektive p=0,088). Ze vsech sledovanych molekul
pouze genova exprese SelE pozitivné korelovala s mirou adheze monocytl k endotelu (p<0,0001,

r=0,73).

1 genova exprese

Relativn

Obrazek 9: Vliv ATCM na relativni genovou expresi v endotelidlnich bunikach. Hodnoty jsou

vztaZzené k negativni kontrole bez stimulace. ** p<0,01, *** p<0,001

Zvysend genova exprese adheznich molekul VCAM-1, ICAM-1 a SelE v disledku stimulace ATCM
byla ¢astecné snizena selektivni inhibici IL-1R, TNF-a a MCP-1 (obrazek 10). K nejvétsimu snizeni
exprese doslo v pripadé SelE, jehoZ genova exprese byla snizena pldsobenim inhibitord proti IL-1pB,
TNF-a i MCP-1. K nejvétsimu poklesu doslo v dlsledku inhibice TNF-a (3,17 £ 0,71 vs. 13,4 + 2,52,
p<0,001). Inhibice TNF-a vyznamné snizila i expresi ICAM-1 (1,34 + 0,91 vs. 3,34 + 0,68, p<0,01)
asice méné, ale presto vyznamné snizZila expresi ICAM-1 i inhibice MCP-1 (1,21 + 0,33 vs.
3,03 £0,71, p<0,05). Genova exprese VCAM-1 byla signifikantné snizena pouze v pfipadé inhibice
IL-1B (0,77 £ 0,18 vs. 3,34 £ 0,68, p<0,05).
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Obrazek 10: Relativni genova exprese adheznich molekul stimulované ATCM a ATCM s pfidanim
selektivnich inhibitord. Inhibice vybranymi selektivnimi inhibitory sniZila genovou expresi
adheznich molekul - VCAM-1, ICAM-1 a SelE. Hodnoty jsou vztazené k negativni kontrole
(nestimulované buriky). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001.

Srovnani ATCM a SVFCM
Pro priblizeni zdroje cytokinl jsme v paralelnim soboru parovych vzork ATCM a SVFCM (n = 8)
porovnali koncentrace jednotlivych cytokinl (obrdzek 11). Absence rozdilu mezi koncentraci IL-1B
a vyssi prmérna koncentrace TNF-a méfena v SVFCM ve srovnani s ATCM znaci, Zze zdrojem
téchto cytokin(l jsou primarné zdrojem bunky SVF a ne adipocyty, které jsou v ramci izolace SVF
odmyty. Vyssi koncentrace TNF-a ve SVFCM oproti ATCM mizZe byt zplsobena zhorsenou difuzi
z celé tukové tkané oproti jednotlivym bunkdm v ptipadé SVF. Zatimco vyznamné vysSsi
koncentrace IL-10, IL-6, MCP-1 a RANTES v ATCM neZz v SVFCM naznacuji, Ze zdrojem jsou

primarné adipocyty.
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Obrazek 11 Porovnani koncentraci cytokinti mérenych v sadé parovych vzorkii ATCM a SVFCM.
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Porovnani extrémnich kvartil miry adheze

V dalsi analyze jsme srovnavali extrémni kvartily miry adheze (tabulka 3Tabulka 3). Nejvétsi rozdily
pfi srovnani genové exprese extrémnich kvartil vykazoval gen VCAM-1 (4,36 + 3,1 vs. 1,01 £ 0,8,
p=0,011). Obdobny trend vykazovala genova exprese MCP-1 (3,19 £ 2,6 vs. 0,80 + 0,04, p=0,022).
Genova exprese TGF-B pfi srovnani extrémnich kvartil (0,40 £ 0,9, 0,60 + 0,2) vykazovala hrani¢ni
hodnoty signifikance (p=0,063). Ackoli byla nalezena vyznamné zvySeni exprese ICAM-1 a IL-6

v dlsledku stimulace ATCM, v pfipadé porovnani extrémnich kvartil nebyl nalezen Zadny rozdil.

horni kvartil dolni kvartil P hodnota
VCAM-1 4,36+3,1 1,01+0,8 0,011
SelE 19,45+ 29,5 0,33+0,2 0,088
ICAM-1 7,89 £ 10,7 1,37+0,83 0,107
TGF-B 0,600,2 0,40+0,2 0,063
IL-6 2,00+1,1 2,84+1,0 0,130
MCP-1 3,19+2,6 0,80 + 0,04 0,022
NOS3 1,22+0,3 1,34+0,6 0,619

Tabulka 3: Srovnani genové exprese miry adheze extrémnich kvartil miry adheze monocytu

k endotelu.

Vztah meazi rizikovymi faktory kardiovaskularnich chorob a produkce cytokini tukovou tkani

Vztah mezi kardiovaskularnimi chorobami, jako je pohlavi, vék, BMI, koufeni a koncentrace hsCRP,
a hladinou jednotlivych sledovanych cytokinli v ATCM nebyl nalezen. Neni tedy prekvapeni, Ze
tento vztah nebyl nalezen ani k mife adheze monocytl k endotelu. Pouze v pfipadé srovnani BMI
v ramci extrémnich kvartil miry adheze byly rozdily na hranici vyznamnosti (25,8 + 2,96 kg.m™ vs.
28,9 + 2,97 kg.m?, p=0,064). Toto srovnani miZe byt ovlivnéno relativné nizkym poctem

sledovanych jedinci v jednotlivych skupinach.

Zavér
Cytokiny uvolnéné lidskou VAT zvySuji adhezi monocytld k endotelu a vedou k prozanétlivym
zménam genové exprese v ovlivnénych burnkach endotelu. Navic jsme prokazali, Ze vtomto
procesu ze sledovanych cytokinll se nejvyznamnéji uplatriuji IL-1p a TNF-a na zvyseni miry adheze

monocytl k endotelu.

-40-



4.3. Vztah mezi non-HDL cholesterolem a fenotypy makrofagi v

lidské tukové tkani

The relationship between non-HDL cholesterol and macrophage phenotypes in human adipose

tissue.

Poledne R, Kralova Lesna |, Kralova A, Fronek J, Cejkova S.

J Lipid Res. 2016 Oct;57(10):1899-1905. Epub 2016 Aug 1.

Analyzovana skupina LKD (Citala 47 subjektd (vék 46,1 + 10,6 let) spridmérnym BMI
25,75 + 3,58 kg.m'z. Koncentrace celkového cholesterolu byla 4,40 * 0,95 mmol/l a nonHDL
cholesterolu 3,24 + 0,92 mmol/l. Prevalence hypercholesterolémie (nad 5 mM) a vysoké
koncentrace non-HDL cholesterolu byly minoritni - pét subjektll mélo dyslipoproteinémii, pét bylo

[éCeno statiny a dva uZivali antihypertenznimi léky.

S rostouci koncentraci nonHDL cholesterolu rostlo mnoistvi prozanétlivé polarizovanych
makrofagli makrofagl (CD14+CD16+) infiltrovanych ve VAT i v SAT (obrazek 12A-B a 13A-B). Uzky
vztah srostouci koncentraci non-HDL cholesterolu vykazovalo zastoupeni prozanétlivé
polarizovanych makrofagl (CD14+16+) ve VAT. V pfipadé rozsifeni fenotypu o znak CD36, tedy

analyzu populace prozanétlivych fagocytujicich makrofagll (CD14+16+36M¢"

), doslo ke zuzeni
vztahu a zvyseni signifikance mezi rostouci koncentraci nonHDL a proporci takto polarizovanych
makrofagli ve VAT. V pfipadé SAT tyto vztahy byly méné vyznamné, ale dosahovaly hranice
signifikance (obrazek 12C-D a 13C-D). V ptipadé plné diferencovanych prozanétlivych makrofag
(CD14+CD16+CD36™") signifikance nemizi ani p¥i vyélenéni hodnot non-HDL cholesterolu nad

4 mmol/| (obrazek 12E a 13E) a uplatriuje se tedy i v rozmezi fyziologickych koncentraci nonHDL

cholesterolu.

Naopak anti-inflamacni fenotyp makrofagli (CD14+16-163+) vykazoval zcela opacny trend v obou
typech tukové tkané (obrazek 12F a 13F). V pfipadé VAT byl tento vztah opét vyznamnéjsi, nez
v pripadé SAT.
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Visceralni tukova tkan
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Obrazek 12 Vztahy mezi jednotlivymi subpopulacemi makrofagti VAT a koncentraci non-HDL

cholesterolu.
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Subkutanni tukova tkan
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Obrazek 13 Vztahy mezi jednotlivymi subpopulacemi makrofagl SAT a koncentraci non-HDL

cholesterolu.

Zavér
Vysledky prokazuji prekvapivy vztah mezi hladinou non-HDL cholesterolu a polarizaci makrofagl

prozanétlivym smérem ve VAT a SAT s dominanci ve VAT u zdravych jedinct, LKD.
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4.4. Prediktory kardiovaskularnich chorob a polarizace makrofagi

v lidské tukové tkani

Cardiovascular disease predictors and adipose tissue macrophage polarization: Is there a link?

Ivana Kralova Lesnd, Marek Petras, Sona Cejkova, Anna Kralova, lifi Fronék, Libor Janousek, Filip
Thieme, Tomas Tyll, Rudolf Poledne
Eur J Prev Cardiol. 2018

Celkem bylo analyzovano 79 vzork( VAT (52 od LKD a 27 od pacient( s angiograficky prokazanou
chorobu perifernich arterii (PAD)), a 70 vzork( SAT (devét osob nesouhlasilo s odbérem této
tkané). Antropometrické a biochemické vlastnosti subjekt( viz tabulka 4. Proporce makrofagl

v tukové tkani je vyjadiena v procentech z celkového poctu makrofagud (tabulka 5).

LKD (n = 52) PAD (n =27)
Pohlavi 19/33 17/10*
Vék (roky) 46,0 + 10,6 64,9 + 8, 5***
BMI (kg.m?) 259+3,6 26,7 4,4
KuFaci, n (%) 18 (34,6 %) 23 (85,2 %)***
Hypertenze, n (%) 10 (19,2 %) 19 (70,4 %)***
Lécba statiny, n (%) 5(9,6 %) 19 (70,4 %)***
Celkovy cholesterol (mmol/l) 4,35+0,88 3,91 +£0,93*
LDL-cholesterol (mmol/l) 2,53+0,78 2,29+0,72
HDL-cholesterol (mmol/1) 1,19+0,36 0,88 +2,67***
hsCRP (mg/l) 1,57 +2,46 4,60 +9,32**

Tabulka 4 Antropometrické a biochemické parametry subjektli. Hodnoty jsou uvedené jako

pramér + SD, nebo jako incidence. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Statisticka analyza

Subjektiim bylo pfifazeno skére na zdkladé pritomnosti (1) a nepfitomnosti (0) rizikového
parametru kardiovaskularnich chorob (CVD). Hrubé rozdily proporci jednotlivych podskupin
makrofagl byly odhadnuty s 95% intervaly spolehlivosti zaloZenymi na normalni distribuci. Rozdily
vzdjemné adjustované pro vSechny uvazované prediktory byly vypocteny univariantni nebo
multivariantni linerani regresi za pouziti Bayesovského pfistupu s pomoci algoritmu Metropolis —
Hastings, ktery umoznuje pracovat s malym souborem dat stejné jako s velkym. Byla pouzita
prisna kritéria, ve kterych byly rozdily vyjadreny jako prlimér a byl pouzit 99% posteriorni interval
pravdépodobnosti. Asociace proporce makrofagovych subtypl s odpovidajicimi prediktory CVD
byly hodnoceny s 99% Bayesovskym intervalem spolehlivosti vzajemné adjustovaného rozdilu
mezi subjekty s pfitomnym a chybéjicim prediktorem. Pokud Bayesovské intervaly spolehlivosti
neobsahovaly 0, vzdjemné adjustovany rozdil byl povazovan za relevantni a proporce makrofagu

byla hodnocena jako ovlivnéna pfislusSnym prediktorem.

Proporce subtypl makrofagh v nizkorizikové skupiné, v tzv. nulové populaci (nepfitomnost
74dného rizikového znaku - populace 7en nekufacky, <50 let, BMI <30 kg.m? bez
hypercholesterolémie a hypertenze, tabulka 5) byla odvozena z matematického modelu, jehoz

prijatelnost byla ovérena na malém souboru subjekt splnujicich kritéria pro nulovou populaci.

SAT VAT
Analyzovana Nulova Analyzovana Nulova
% makrofagl v tukové tkani populace populace populace populace
(SD) (%) (SD) (%)
CD14+CD16+ 51,8+ 14,6 37,8+1,7 55,5+13,0 43,8+1,6
CD14+CD16+CD36"&" 36,1 +15,3 23,6+1,23 399+13/4 294+1,3
CD14+CD16+ CD36™" CD163+  22,0+11,5 16,4+3,1 16,9%8,9 13,4+2,2
CD14+CD16+ CD36™" CD163—~  15,0+10,5 13,5+2,8 24,0%13,7 22,2%3,3
CD14+CD16+CD36"°"CD163+ 13,6+7,8 9,0+0,8 13,7+8,5 7,3£0,7
CD14+CD16-CD163+ 46,7 £ 15,1 51,7+1,8 42,9+13,0 46,5+ 1,6

Tabulka 5 Procentudlni zastoupeni jednotlivych populaci makrofagl v SAT a VAT

prumeérné hodnoty pro nulovou populaci.
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Obrazek 14 znazornuje vztah individualnich rizikovych faktor( a jednotlivych populaci makrofagt
v SAT a VAT. Obezita (BMI > 30kg.m™) v tomto modelu vedla k nar(istu zastoupeni prozanétlivé
polarizovanych (CD14+CD16+) a fagocytickych prozanétlivych (CD14+CD16+CD36"") makrofagl
pouze v pfipadé SAT. A zaroven signifikantné snizenému zastoupeni protizanétlivych makrofagu

(CD14+CD16-CD163+).

V pfipadé VAT piekvapivé nedosSlo k vyznamnému ovlivnéni proporci polarizovanych populaci
makrofagll v zavislosti na obezité. Ve skupiné muzli bylo hrani¢né vyznamné vyssi zastoupeni
prozanétlivych makrofagl (CD14+CD16+), ale pfi upfesnéni pomoci znaku CD36 doslo
k vyznamnému zvyseni zastoupeni prozanétlivych fagocytujicich makrofagl
(CD14+CD16+CD36h‘gh) ve srovnani s nulovou populaci. Starsi populace vykazovala také vyznamné

zvysené zastoupeni prozanétlivych polarizovanych makrofaga.

Vsouladu s predchozimi vysledky i vtéto komplexni analyze zahrnujici i soubor jedincl
s angiograficky potvrzenou PAD byl potvrzen uzky vztah mezi zastoupenim polarizovanych
makrofagli a hypercholesterolémii (definovana jako naméfend koncentrace cholesterolu
>5 mmol/l nebo statinovd |écba hypercholesterolémie). PFitomnost hypercholesterolémie
ivtomto rozSiteném modelu vyznamné zvysila zastoupeni prozanétlivych makrofagd
(obrazek 14). Soucasné hypercholesterolémie sniZila zastoupeni protizanétlivého fenotypu
makrofagl (CD14+CD16-CD163+) naopak vyznamné snizila ve srovnani s nulovou populaci.
Zajimavé je také, Ze 1écba statiny naopak vyznamné sniZila proporci prozanétlivych makrofaga ve

srovnani s nulovou populaci. Tyto vztahy vsak byly potvrzeny pouze u VAT.
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SCAT Mu#i VEk =51 let BMI > 30 kg.m 2 Hypercholesterolémie Lé&ba statiny
CD14+CDl6+ |—-—| - —a— —a— — i
CD14+CD16+CD36hieh (- - I — —— e
CD14+CD16+CD36hieh CD163- »—l—| i }—‘—I—{ - Pt
CD14+CD16-CD163+ e —— —— —a— e
0 0 0 0 0
pokles nariist pokles narist pokles nériist pokles narist pokles nérist
VAT Muzi Viék > 51 let BMI > 30 kg.m-2  Hypercholesterolémie Lécba statiny
CDI14+CD16+ | —— —— F——i e
CD14+CD16+CD36hieh - e —— L e
CDI14+CD16+CD36highCD163- +———H —— P > <— .
CD14+CD16-CD163+ e e —e—i —— He—i
0 0 0 0 0
pokles narist pokles narlst pokles nériist pokles narist pokles ndrist

Obrazek 14 Vztah rizikovych faktorti ve vztahu k nejvice zastoupenym fenotyptim makrofagt

v tukové tkani.

Zaveér

Vysledky potvrdily vliv kardiovaskularnich

rizikovych faktorG na proporci

prozanétlivych

makrofagll v lidské tukové tkani. Zatimco pohlavi, vék a hypercholesterolémie zvysily proporci

prozanétlivé polarizovanych makrofagl, |é¢ba statiny méla opacny vliv ve VAT. Obezita zvysila

proporci prozanétlivych makrofagl pouze v SAT.

-47 -




5. Diskuze

Makrofagy se vyznacuji vysokou variabilitou v zavislosti na lokdlnim polarizujicim mikroprostfedi. Na
zédkladé literarnich Udaji jsme vybrali zakladni povrchovy znak CD14, jako obecny marker pro
monocyty/makrofagy. CD14 je vsak exprimovan i na povrchu dendritickych bunék, proto byla pro
vsechny nami sledované fenotypy makrofagl nezbytna i koexprese dalSiho CD znaku (¢imz se omezila
moznost zahrnuti dendritickych bunék do analyzy). Dalsim sledovanym znakem byl CD16, ktery
v kombinaci s CD14 je exprimovany u prozanétlivym smérem polarizovanych makrofagl v tkanich
(CD14+CD16+) (Coen et al., 2010). Pro analyzu jsme tedy vyuZili sledovani znakd, které jiz byly pouzity
k definici fenotypu monocytd v krevnim fedisti (CD14+16-, CD14+16+ a CD14"°"16++) (Ajami, et al.,
2018; Thaler, et al., 2016). Definici fenotyptd makrofagl v tukové tkani, prozanétlivych makrofagl
CD14+CD16+ a naopak protizanétlivych CD14+CD16-, jsme pouzili jiz v nasi starsi praci (Kralova Lesna,
et al., 2015). V dalsi publikaci jsme upresnili charakterizaci fenotypl s pouZitim dalSich povrchovych
markerd — CD36 a CD163. Ukazali jsme, Ze prozanétlivé makrofagy, CD14+CD16+, zahrnuji
i vyznamnou populaci s vysokou expresi CD36 (CD14+CD16+CD36™") (Kralova Lesna, et al., 2016).
Exprese tohoto markeru na prozanétlivych makrofazich je s nejvétsi pravdépodobnosti zplsobena
jeho vlastni funkci transportéru lipida véetné oxLDL, a navic se uplatiiuje i v procesu fagocytdzy (L.
Cai, et al., 2012; Nozaki, et al., 1995). Dalsi sledovany marker CD163 byl ve zvysené mife exprimovan
na povrchu CD14+CD16- makrofagl (CD14+CD16-CD163+). CD14+16+ a CD14+CD16+CD36™8" jsme
tedy definovali jako prozanétlivé makrofagy, na druhou stranu CD14+CD16- a CD14+CD16-CD163+
jako protizanétlivé makrofagy v tukové tkani. Nepfimym dikazem nasi vhodné definice populaci
makrofagll je, Ze u subpopulaci s takto definovanym prozanétlivym fenotypem byl potvrzen vztah

k hlavnim rizikovym faktordm kardiovaskularnich chorob.

S rostouci koncentraci nonHDL cholesterolu rostlo zastoupeni prozanétlivych fenotypl makrofagl
ve VAT u LKD. Vyznamnost této korelace dale rostla spostupnym upfesnénim fenotypu
(CD14+CD16+CD36™") a byla vyznamna i pii vylouceni jedinct s hypercholesterolémii. Vztah
koncentrace nonHDL cholesterolu k proporci prozanétlivych makrofagl v SAT mél podobny charakter
jako u VAT, ale vyznamnost korelaci byla pouze hranicni. Lze tedy predpokladat, Zze VAT je
senzitivnéjsi ke zvysSujicim se koncentracim nonHDL cholesterolu, nez SAT. Zrcadlové opacny vztah
jsme zjistili u proporce protizanétlivych makrofagli (CD14+CD16-CD163+) ke koncentraci nonHDL
cholesterolu v obou sledovanych tukovych tkanich. Peled a Fisher predpokladaji, Ze v dlsledku
vyssich koncentraci nonHDL (hlavné tedy VLDL a LDL) dochazi ke zvySeni infiltrace prozanétlivymi
makrofagy do arterialni stény a jejich nasledné polarizaci prozanétlivym smérem (Peled & Fisher,

2014). Tento efekt autofi vysvétluji tfemi hlavnimi mechanismy (1) v dUsledku vysoké hladiny
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cholesterolu se hromadi intracelularni krystalky cholesterolu v monocytech/makrofazich, coz
stimuluje uvolnovani prozanétlivého IL-1B (Rajamaki et al., 2010); (2) in vitro oxLDL aktivuje
povrchové TLR makrofagl a aktivuje prozanétlivé signalizacni kaskady (CD14-TLR4-MD2 nebo CD36—
TLR4-TLR6), které v dusledku vedou k aktivaci k NF-kB; (3) zvySené koncentrace cytoplasmatického

cholesterolu mohou ucinit buriky citlivéjsi na ligandy, a tim zvysit zanétlivé reakce.

V dalsi praci jsme soubor dat od zdravych LKD, doplnili o obdobny soubor dat pacientl s PAD
a spojeny soubor analyzovali Bayesovskou analyzou. Tato analyza umozZnuje pracovat i s relativné
omezenym mnozstvim dat jako se soubory podstatné rozsahlejSimi. Literarni Udaje naznacuji, Ze
vznik dalsich fenotyp( souvisi s metabolismem tukové tkané, predevsim lokalni koncentrace volnych
mastnych kyselin a dale vnéjsich vlivl intravazalni koncentrace glukdzy a inzulinu (Kratz et al., 2014).
Do kompletni Bayesovské analyzy jsme tedy navic zaradili dalsi podskupiny fenotypl makrofagt

(CD14+CD16+CD36"8"CD163+, CD14+CD16+CD36™€"CD163-).

Bayesovskou analyzou spojeného souboru zdravych osob a pacientl s PAD jsme potvrdili vztah
populaci polarizovanych makrofagtd k jednotlivym rizikovym faktorm u VAT a SAT (pohlavi, vék, BMI
>30 kg.m?, hypercholesterolémii a lé¢ba statiny). U obéznich jedinc byla v SAT vyznamné vyssi
proporce prozanétlivych makrofagti (CD14+CD16+ i CD14+CD16+CD36™"). Ve VAT se tento vliv
neprojevil. Tento ndlez je pfekvapivy, protoze VAT je povazovana za tukovou tkan vice asociovanou
s prozanétlivym stavem a chorobami souvisejicimi s obezitou (Gruzdeva et al., 2018). | kdyZ je tento
nas nalez vkontradikci s pfevazujicim ndazorem v literatufe, naSe nalezy jsou v souhlasu
publikovanymi vysledky, také prokazujicich uzsi vztah mezi obezitou a prozanétlivymi zménami v SAT
nez ve VAT (Spoto et al., 2014). Fakt, Ze polarizace makrofagli v tukové tkani je ovlivnéna i jinymi

faktory nez mnozstvim tukové tkané popsali i dalsi autofi (Klimcakova et al., 2011).

Bayesovska analyza spojeného souboru potvrdila i nds plvodni nalez korelace proporce makrofagt
v tukové tkdani s koncentraci nonHDL cholesterolu ve VAT u LKD. Na tomto rozsifeném
souboruukazala, Ze pritomnost hypercholesterolémie zvysila polarizaci prozanétlivym smérem ve
VAT (CD14+CD16+CD36™"). Dale prokazala, e hypercholesterolémie vedla ke zvydeni proporce
dal$iho fenotypu (CD14+CD16+CD36"8"CD163-) a vyznamnému poklesu protizanétlivych makrofagd
(CD14+CD16-CD163+) ve VAT.

Velmi prekvapivym ndlezem Bayesovské analyzy je signifikantni snizeni proporce prozanétlivych
makrofagli ve VAT u jedincu lIéCenych statiny. Tento nas nalez je zcela plvodni a je v souladu s tim, Ze
jiz nékolik studii prokazalo, Ze terapie statiny nevede jen ke sniZeni cholesterolu, ale ovliviiuje i zanét

obecné (Kwon et al., 2017; Nissen et al., 2005; S. J. Park et al., 2016; Ridker et al., 2018). Nase studie
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polarizace makrofagli v tukové tkani.

Z dalsich rizikovych faktor( Bayesovska analyza prokazala vliv muZského pohlavi a véku, zvysujici
proporci prozanétlivych makrofagli ve VAT. V SAT se tyto vlivy neprojevily. Lze se domnivat, Ze
v pfipadé véku tento vztah muzZe byt do jisté miry ovlivnén jednak zastoupenim postmenopauzélnich
Zen, kdy v menopauze obecné dochazi k rozvoji prozanétlivych zmén (Kralova, et al., 2015; Poledne et
al., 2009) a obecné starsi populaci pacientl s PAD, jejichz tukova tkan vykazuje obecné vice
prozanétlivy charakter ve srovnani se skupinou LKD (Cejkova et al., 2017). Zaroven tyto vysledky

potvrzuji spravnost nasich definic fenotypt makrofagu.

K analyze mechanismu vlivu tukové tkané na celkovy prozanétlivy stav jsme analyzovali genovou
expresi prozanétlivych cytokinli ve vzorcich obou porovnavanych skupin. Zjistili jsme vyssi exprese
prozanétlivych cytokind, TNF-a, MCP-1 i IL-6 ve VAT pacientl s PAD ve srovnani zdravou populaci,
coz je v souladu s plasmatickymi vyznamné vyssimi koncentracemi hsCRP a prozanétlivého cytokinu
TNF-a u PAD nez LKD. V porovnani s VAT byly rozdily v genové expresi PVAT méné vyznamné
a signifikantni pouze u exprese TNF-a. Tento nas ndlez velmi dobfe odpovidd vysledkiim Cheng
(Cheng et al., 2008), prokazujici vyssi exprese IL-6 a TNF-a v PVAT pacientl s koronarni chorobou ve
srovnani se zdravymi kontrolnimi subjekty. Tyto ndlezy podporuji vyznam tukové tkané, zejména VAT
v rozvoji chronického zdnétu, ktery pfispiva k rozvoji aterosklerdzy. V SAT nebyly nalezeny rozdily
v genové expresi mezi obéma skupinami.V analyze genové exprese spojeného souboru LKD a PAD
jsme nenasli vyznamné vztahy k expresi prozanétlivych cytokind u Zadné z analyzovanych tukovych
tkani v zavislosti na rizikovych faktorech kardiovaskularnich chorob (vék, koureni, hypertenze, mira

postizeni perifernich tepen pacientd s PAD).

V nadvaznosti na prokdzané vztahy mezi proporci prozanétlivych makrofagli a rizikovymi faktory
aterosklerdzy ve sledovanych souborech byl v dalsi praci analyzovan vliv produktd tukové tkané na
extravazaci monocytl z krevniho obéhu prostfednictvim zmén v adhezivité monocyt k ovlivnénym
bunkam endotelu in vitro. V téchto experimentech jsme poufZili kondicionovand média (ATCM)
ziskand inkubaci VAT odebranych od LKD v kultivacnim médiu. Takto ziskanymi kondicionovanymi
médii jsme testovali mozny vliv na adhezi monocytl k endotelu v in vitro modelu. Nejdfive jsme
prokazali, Ze kondicionovand média ztukové tkané vyznamné zvysuji miru adheze monocytl
k endotelu. Pfi analyze vlivu jednotlivych cytokinli méfenych v kondicionovanych médiich na miru
adheze jsme zjistili, Ze prokazatelné stimulujici vliv maji IL-1B, TNF-a, MCP-1, RANTES a IL-10. Tyto
cytokiny (s vyjimkou IL-10 )prokazatelné prozanétlivé a ptispivaji k rozvoji kardiovaskularnich chorob

a metabolickych chorob (Braunersreuther et al., 2008; Caer et al., 2017; Hajer et al., 2008). Vliv
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vzrUstajicich koncentraci IL-4, IL-5 a CXCL5 se neprokazal. ProtoZe v nasich experimentech s ATCM se
jednalo o fadové nizsi koncentrace ve srovnani s koncentracemi pouzivanymi pfi in vitro pokusech
(Cecrdlova et al., 2016; Raices et al., 2008), potvrdili jsme v separatnich pokusech jejich vliv pridanim
IL-1B a TNF-a v prdmérnych naméfrenych hodnotach v ATCM. | takto nizké koncentrace cytokin(
velmi vyznamné zvysSily miru adheze monocytl k endotelu, coZ potvrzuje pouZitelnost ATCM
v analyze adhezibility in vitro a genové exprese v endotelidlnich burikach. Vedle potencujiciho vlivu
téchto prozanétlivych cytokin vykazoval signifikantni pozitivni korelaci s mirou adheze monocytt
Tento prekvapivy ndlez je v souhlase s vysledky Gimena, ktery také prokdzal jeho prozanétlivy vliv na
endotel (Gimeno et al., 2003). Tento nalez mohl byt zplsoben synergii IL-10 s jinou slozkou ATCM.
KdyZ jsme testovali Géinek IL-10 pfidaného do kultivaéniho média oddélené na adhezi monocyti
stejnym modelem, doslo k mirnému nesignifikantnimu zvySeni miry adheze, ale nepochybné nevedla
ke snizeni miry adheze, vrozporu se starSi praci, kde pouZivali srovnatelné koncentrace IL-10

(Mtairag, et al., 2001).

Vedle analyzy vlivu smési produktl VAT prostfednictvim ATCM na miru adheze monocyti
k endotelu, byla v paralelné béZicim pokusu analyzovand genova exprese v endotelidlnich burikach.
Plasobeni ATCM dale vedlo k vyznamnému zvyseni genové exprese adheznich molekul — VCAM-1
a ICAM-1, které se uplatiuji pravé v iniciaci adheze monocytli k endotelu, na niZz navazuje jejich
migrace do cévni stény a pripadné dale do tkani (Galkina, et al., 2007). Pozitivni ovlivnéni genové
exprese SelE bylo nesignifikantni. Plsobeni ATCM dale vedlo ke zvySeni genové exprese IL-6 a naopak
tkan muaze svymi produkty aktivovat endotel a pfispivat tak k naruseni jeho regulacnich vlastnosti
(Bozic et al., 2015; Hung et al., 2010; Sena et al., 2013). Zvysend exprese IL-6 navic mlze prispivat
i k lokaIni polarizaci infiltrovanych makrofagli prozanétlivym smérem (Luckett-Chastain, et al., 2016)
zejména v pfipadé synergie s dalSimi prozanétlivymi cytokiny (IL-1B a TNF-a) produkovanymi
makrofdgy (Bing, 2015; Kitagawa et al., 2018). Nase nalezy zvysené adhezibility a genové exprese
adheznich molekul a prozanétlivych cytokint plsobenim ATCM potvrzuji, Ze produkty VAT mohou
pfimo pfispivat k rozvoji aterosklerdzy prostfednictvim zvySseného poétu monocytl/makrofagd

infiltrovanych do cévni stény stejné jako infiltraci monocyt(/makrofdgi do tukové tkané.

Dale jsme testovali vliv selektivni inhibice jednotlivych cytokinl (IL-1B, TNF-a, MCP-1, RANTES) na
miru adheze monocytd k endotelu preinkubaci s ATCM. Mira adheze byla snizena pouze selektivni
inhibici IL-1B a TNF-a. Zatimco inhibice MCP-1 a RANTES vyznamné nesniZila miru adheze monocytd
k endotelu. Ackoli MCP-1 a RANTES vykazovaly v pfedchozich pokusech také velmi uzké vztahy mezi

jejich koncentraci a mirou adheze, jak je jiz zminéno vyse, hraji zftejmé podpUrnou roli, oproti IL-1
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a TNF-a. Selektivni inhibitory pridané k ATCM navic snizily genovou expresi adheznich molekul.
Inhibitor IL-1B v ATCM signifikantné snizil genovou expresi vSech analyzovanych adheznich molekul
(VCAM-1, ICAM-1, SelE), TNF-a inhibitor sniZil signifikantné genovou expresi ICAM-1 a SelE
a nejmensi vliv opét vykazovala inhibice MCP-1. Tyto vysledky opét podporuji majoritni vliv IL-1p

a TNF-a.

Pro priblizeni bunécného zdroje jednotlivych cytokinli jsme paralelné analyzovali sadu parovych
vzorklli (n=8) ATCM a SVFCM, pricemZ izolaci SVF dochazi k odstranéni plné diferencovanych
plovoucich adipocytl. V tomto pfipadé je také zapotiebi pFipustit, Ze uvolnéni cytokinli tukovou tkani
do ATCM je pravdépodobné do jisté miry ovlivnéno difuzi, zatimco v ptipadé SVFCM je zkresleni
difuzi nepravdépodobné a jedna se spiSe o cytokiny uvolnéné ptfimo z bunék SVF. IL-10, IL-6, MCP-1
a RANTES vykazovaly vyssi koncentrace v ATCM, a lze tedy predpokladat, Ze jsou produkovany
prevazné adipocyty. Oproti tomu koncentrace IL-1B byla namérena v obou sadach paralelnich vzorku
srovnatelna a v pripadé TNF-a dokonce vyssi v SVFCM neZz v ATCM, coZ naznaluje, Ze tyto cytokiny
jsou produkovany primarné bunkami SVF. V souladu s publikovanymi pracemi lze uvaZovat,
Ze v rdmci bunék obsazenych ve SVF vyznamnou cast produkce IL-1B a TNF-a tvofi pravé makrofagy

(Bing, 2015; Sims & Smith, 2010; Vicennati et al., 2002; Weisberg, et al., 2003).

Nase studie nepotvrdila vliv obecnych kardiovaskularnich rizikovych faktor(, jako je koureni, BMI,
pohlavi, nebo hsCRP ani na produkci cytokinG pomoci VAT, ani na jejich na adhezi monocytl
k endotelu. Pravdépodobné tento vliv neni dostatecné silny, aby se odrazil v nasem poctu
analyzovanych vzorkl. Ackoli nebyl nalezen vztah mezi obezitou a koncentracemi cytokinl
produkovanych VAT, byly potvrzeny Uzké vztahy mezi vétSinou mérenych cytokinli a mirou adheze
monocytl k endotelu. Mohlo by to byt zplsobeno tim, Ze mnoho studii potvrzujicich vyznam obezity
na prozanétlivy stav VAT, je zaméfena na morbidné obézni subjekty nebo na subjekty s urcitymi
zdravotnimi komplikacemi. Nami analyzovani LKD musi byt dostate¢né zdravi, aby mohli byt zafazeni
do transplantacniho programu. Ani naSe neddvnd studie zameérend na genovou expresi
prozanétlivych cytokinl u srovnatelnych typ( subjektl vSak nepotvrdila vztah k obezité nebo jinym

kardiovaskularnim rizikovym faktorim (Cejkova, et al., 2017).

Vliv nizkomolekularnich latek produkovanych tukovou tkani, mize tedy pfimo prispét k rozvoji
aterosklerdzy jednak zvysenim poctu monocytl ve sténé cévy, ale i zvysenim infiltrace makrofagl do

tukové tkané, a tedy zpétnou vazbou zvysit prozanétlivy charakter tukové tkané.
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6. Zaver

Diky unikatnimu projektu transplantace ledvin od Zijicich darcli v prazském IKEM se nam podafilo
charakterizovat polarizované fenotypy makrofagl v lidské tukové tkani na zakladé miry exprese
povrchovych markerli mérenych priatokovou cytometrii. U takto definovanych populaci makrofagl
jsme prokdzali uzké wvztahy srizikovymi faktory kardiovaskuldrnich chorob, jako je
hypercholesterolémie, obezita, pohlavi a vék, ale i ovlivnéni statinovou Iécbou. Analyzou genové
exprese prozanétlivych cytokinQ jsme zjistili vyznamné vyssi exprese vSech sledovanych gen
u skupiny PAD neZ LKD. Tyto vysledky nas privedly k otazce, zda tukova tkan muize pfimo svymi
produkty stimulovat migraci monocytl z krevniho obéhu. Vysledkll zin vitro adhezniho modelu

potvrdily, Ze latky uvolnéné zlidské VAT vedou kvyznamnému zvyseni adheze monocytl

k endotelidlnim bunkam, inicialnimu kroku pro jejich dal$i migrace z krevniho obéhu.

-53-



7. Reference

Aday, A. W., & Ridker, P. M. (2018). Antiinflammatory Therapy in Clinical Care: The CANTOS Trial and
Beyond. Frontiers in Cardiovascular Medicine, 5. doi: ARTN 62 10.3389/fcvm.2018.00062

Ajami, B., & Steinman, L. (2018). Nonclassical monocytes: are they the next therapeutic targets in
multiple sclerosis? Immunology and Cell Biology, 96(2), 125-127. doi: 10.1111/imcb.12004

Amano, S. U., Cohen, J. L, Vangala, P., Tencerova, M., Nicoloro, S. M., Yawe, J. C,, . . . Aouadi, M.
(2014). Local Proliferation of Macrophages Contributes to Obesity-Associated Adipose Tissue
Inflammation. Cell Metabolism, 19(1), 162-171. doi: 10.1016/j.cmet.2013.11.017

Arita, Y., Kihara, S., Ouchi, N., Takahashi, M., Maeda, K., Miyagawa, J., . . . Matsuzawa, Y. (1999).
Paradoxical decrease of an adipose-specific protein, adiponectin, in obesity. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 257(1), 79-83. doi: DOI 10.1006/bbrc.1999.0255

Arkan, M. C., Hevener, A. L., Greten, F. R., Maeda, S, Li, Z. W,, Long, J. M., . . . Karin, M. (2005). IKK-
beta links inflammation to obesity-induced insulin resistance. Nature Medicine, 11(2), 191-
198. doi: 10.1038/nm1185

Baker, R. G., Hayden, M. S., & Ghosh, S. (2011). NF-kappaB, inflammation, and metabolic disease. Cell
Metab, 13(1), 11-22. doi: 10.1016/j.cmet.2010.12.008

Barros, M. H. M., Hauck, F., Dreyer, J. H., Kempkes, B., & Niedobitek, G. (2013). Macrophage
Polarisation: an Immunohistochemical Approach for Identifying M1 and M2 Macrophages.
Plos One, 8(11). doi: UNSP 80908 10.1371/journal.pone.0080908

Basurto, L., Gregory, M. A., Hernandez, S. B., Sanchez-Huerta, L., Martinez, A. D., Manuel-Apolinar, L.,
. .. Sanchez-Arenas, R. (2019). Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and fibroblast
growth factor-21 (FGF-21) as biomarkers of subclinical atherosclerosis in women.
Experimental Gerontology, 124. doi: UNSP 110624 10.1016/j.exger.2019.05.013

Baumer, Y., McCurdy, S., Weatherby, T. M., Mehta, N. N., Halbherr, S., Halbherr, P., . . . Boisvert, W.
A. (2017). Hyperlipidemia-induced cholesterol crystal production by endothelial cells
promotes atherogenesis. Nature Communications, 8. doi: ARTN 1129 10.1038/s41467-017-
01186-z

Berbee, J. F. P., Boon, M. R., Khedoe, P. P. S. J., Bartelt, A., Schlein, C., Worthmann, A., . .. Rensen, P.
C. N. (2015). Brown fat activation reduces hypercholesterolaemia and protects from
atherosclerosis  development. Nature  Communications, 6. doi: ARTN 6356
10.1038/ncomms7356

Bermejo-Martin, J. F., Martin-Fernandez, M., Lopez-Mestanza, C., Duque, P., & Almansa, R. (2018).
Shared Features of Endothelial Dysfunction between Sepsis and Its Preceding Risk Factors
(Aging and Chronic Disease). Journal of Clinical Medicine, 7(11). doi: ARTN 400
10.3390/jcm7110400

Bertani, F. R., Mozetic, P., Fioramonti, M., luliani, M., Ribelli, G., Pantano, F., . . . Rainer, A. (2017).
Classification of M1/M2-polarized human macrophages by label-free hyperspectral
reflectance confocal microscopy and multivariate analysis. Scientific Reports, 7. doi: ARTN
8965 10.1038/s41598-017-08121-8

Bing, C. (2015). Is interleukin-1 beta a culprit in macrophage-adipocyte crosstalk in obesity?
Adipocyte, 4(2), 149-152. doi: 10.4161/21623945.2014.979661

Bobryshev, Y. V., lvanova, E. A, Chistiakov, D. A., Nikiforov, N. G., & Orekhov, A. N. (2016).
Macrophages and Their Role in Atherosclerosis: Pathophysiology and Transcriptome Analysis.
Biomed Research International. doi: Artn 9582430 10.1155/2016/9582430

Bozic, M., Alvarez, A., de Pablo, C., Sanchez-Nino, M. D., Ortiz, A., Dolcet, X., . . . Valdivielso, J. M.
(2015). Impaired Vitamin D Signaling in Endothelial Cell Leads to an Enhanced Leukocyte-
Endothelium Interplay: Implications for Atherosclerosis Development. Plos One, 10(8). doi:
ARTN e0136863 10.1371/journal.pone.0136863

Braunersreuther, V., Steffens, S., Arnaud, C., Pelli, G., Burger, F., Proudfoot, A., & Mach, F. (2008). A
novel RANTES antagonist prevents progression of established atherosclerotic lesions in mice.

-54-



Arteriosclerosis ~ Thrombosis and  Vascular  Biology, 28(6), 1090-1096. doi:
10.1161/Atvbaha.108.165423

Buechler, C., Ritter, M., Orso, E., Langmann, T., Klucken, J., & Schmitz, G. (2000). Regulation of
scavenger receptor CD163 expression in human monocytes and macrophages by pro- and
antiinflammatory stimuli. Journal of Leukocyte Biology, 67(1), 97-103.

Caer, C., Rouault, C., Le Roy, T., Poitou, C., Aron-Wisnewsky, J., Torcivia, A., . . . Andre, S. (2017).
Immune cell-derived cytokines contribute to obesity-related inflammation, fibrogenesis and
metabolic deregulation in human adipose tissue. Scientific Reports, 7. doi: ARTN 3000
10.1038/s41598-017-02660-w

Cai, B. S., Thorp, E. B., Doran, A. C., Sansbury, B. E., Daemen, M. J. A. P., Dorweiler, B., . . . Tabas, I.
(2017). MerTK receptor cleavage promotes plaque necrosis and defective resolution in
atherosclerosis. Journal of Clinical Investigation, 127(2), 564-568. doi: 10.1172/Jci90520

Cai, L., Wang, Z,, Ji, A. L., Meyer, J. M., & van der Westhuyzen, D. R. (2012). Scavenger Receptor CD36
Expression Contributes to Adipose Tissue Inflammation and Cell Death in Diet-Induced
Obesity. Plos One, 7(5). doi: ARTN e36785 10.1371/journal.pone.0036785

Carriere, A., Jeanson, Y., Berger-Muller, S., Andre, M., Chenouard, V., Arnaud, E., . . . Casteilla, L.
(2014). Browning of White Adipose Cells by Intermediate Metabolites: An Adaptive
Mechanism to Alleviate Redox Pressure. Diabetes, 63(10), 3253-3265. doi: 10.2337/db13-
1885

Cavusoglu, E., Marmur, J. D., Yanamadala, S., Chopra, V., Hegde, S., Nazli, A, . . . Eng, C. (2015).
Elevated baseline plasma IL-8 levels are an independent predictor of long-term all-cause
mortality in patients with acute coronary syndrome. Atherosclerosis, 242(2), 589-594. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2015.08.022

Cecrdlova, E., Petrickova, K., Kolesar, L., Petricek, M., Sekerkova, A., Svachova, V., & Striz, |. (2016).
Manumycin A downregulates release of proinflammatory cytokines from TNF alpha
stimulated human monocytes. Immunology Letters, 169, 8-14. doi:
10.1016/j.imlet.2015.11.010

Cejkova, S., Kralova-Lesna, |., & Poledne, R. (2016). Monocyte adhesion to the endothelium is an
initial stage of atherosclerosis development. Cor Et Vasa, 58(4), EA419-E425. doi:
10.1016/j.crvasa.2015.08.002

Cejkova, S., Kralova Lesna, I., Fronek, J., Janousek, L., Kralova, A., Zdychova, J., & Poledne, R. (2017).
Pro-inflammatory gene expression in adipose tissue of patients with atherosclerosis. Physiol
Res, 66(4), 633-640.

Cifkova, R., Skodova, Z., Bruthans, J., Adamkova, V., Jozifova, M., Galovcova, M., . . . Lanska, V. (2010).
Longitudinal trends in major cardiovascular risk factors in the Czech population between
1985 and 2007/8. Czech MONICA and Czech post-MONICA. Atherosclerosis, 211(2), 676-681.
doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2010.04.007

Coen, P. M., Flynn, M. G., Markofski, M. M., Pence, B. D., & Hannemann, R. E. (2010). Adding exercise
to rosuvastatin treatment influence on C-reactive protein, monocyte toll-like receptor 4
expression, and inflammatory monocyte (CD14+CD16+) population. Metabolism-Clinical and
Experimental, 59(12), 1775-1783. doi: 10.1016/j.metabol.2010.05.002

Collot-Teixeira, S., Martin, J., McDennott-Roe, C., Poston, R., & McGregor, J. L. (2007). CD36 and
macrophages in atherosclerosis. Cardiovascular Research, 75(3), 468-477. doi:
10.1016/j.cardiores.2007.03.010

Conway, D. E., Breckenridge, M. T., Hinde, E., Gratton, E., Chen, C. S., & Schwartz, M. A. (2013). Fluid
Shear Stress on Endothelial Cells Modulates Mechanical Tension across VE-Cadherin and
PECAM-1. Current Biology, 23(11), 1024-1030. doi: 10.1016/j.cub.2013.04.049

Cook-Mills, J. M., Marchese, M. E., & Abdala-Valencia, H. (2011). Vascular cell adhesion molecule-1
expression and signaling during disease: regulation by reactive oxygen species and
antioxidants. Antioxid Redox Signal, 15(6), 1607-1638. doi: 10.1089/ars.2010.3522

Duluc, D., Delneste, Y., Tan, F., Moles, M. P., Grimaud, L., Lenoir, J., . . . Jeannin, P. (2007). Tumor-
associated leukemia inhibitory factor and IL-6 skew monocyte differentiation into tumor-

-55-



associated macrophage-like cells. Blood, 110(13), 4319-4330. doi: 10.1182/blood-2007-02-
072587

Duncan, R. E., Ahmadian, M., Jaworski, K., Sarkadi-Nagy, E., & Sul, H. S. (2007). Regulation of lipolysis
in adipocytes. Annual Review of Nutrition, 27, 79-101. doi:
10.1146/annurev.nutr.27.061406.093734

Ebong, I. A,, Schreiner, P., Lewis, C. E., Appiah, D., Ghelani, A., & Wellons, M. (2016). The association
between high-sensitivity C-reactive protein and hypertension in women of the CARDIA study.
Menopause-the Journal of the North American Menopause Society, 23(6), 662-668. doi:
10.1097/Gme.0000000000000609

Erbel, C., Wolf, A,, Lasitschka, F., Linden, F., Domschke, G., Akhavanpoor, M., . . . Gleissner, C. A.
(2015). Prevalence of M4 macrophages within human coronary atherosclerotic plaques is
associated with features of plaque instability. International Journal of Cardiology, 186, 219-
225. doi: 10.1016/j.ijcard.2015.03.151

Fernandez-Alfonso, M. S., Somoza, B., Tsvetkov, D., Kuczmanski, A., Dashwood, M., & Gil-Ortega, M.
(2018). Role of Perivascular Adipose Tissue in Health and Disease. Comprehensive Physiology,
8(1), 23-59. doi: 10.1002/cphy.c170004

Festuccia, W. T., Blanchard, P. G., & Deshaies, Y. (2011). Control of Brown Adipose Tissue Glucose
and Lipid Metabolism by PPARgamma. Front Endocrinol (Lausanne), 2, 84. doi:
10.3389/fendo.2011.00084

Fruhbeck, G., Catalan, V., Rodriguez, A., & Gomez-Ambrosi, J. (2018). Adiponectin-leptin ratio: A
promising index to estimate adipose tissue dysfunction. Relation with obesity-associated
cardiometabolic risk. Adipocyte, 7(1), 57-62. doi: 10.1080/21623945.2017.1402151

Galkina, E., & Ley, K. (2007). Vascular adhesion molecules in atherosclerosis. Arteriosclerosis
Thrombosis and Vascular Biology, 27(11), 2292-2301. doi: 10.1161/Atvbaha.107.149179

Gaskins, A. J., Wilchesky, M., Mumford, S. L., Whitcomb, B. W., Browne, R. W., Wactawski-Wende, J.,
. . . Schisterman, E. F. (2012). Endogenous Reproductive Hormones and C-reactive Protein
Across the Menstrual Cycle. American Journal of Epidemiology, 175(5), 423-431. doi:
10.1093/aje/kwr343

Gencer, B., Auer, R., de Rekeneire, N., Butler, J., Kalogeropoulos, A., Bauer, D. C,, . . . Rodondi, N.
(2016). Association between resistin levels and cardiovascular disease events in older adults:
The health, aging and body composition study. Atherosclerosis, 245, 181-186. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2015.12.004

Gerhardt, T., & Ley, K. (2015). Monocyte trafficking across the vessel wall. Cardiovasc Res, 107(3),
321-330. doi: 10.1093/cvr/cvv147

Gimeno, M. J., Pascual, G., Garcia-Honduvilla, N., Prieto, A., de Mon, M. A., Bellon, J. M., & Bujan, J.
(2003). Modulatory role of IL10 in endothelial cell damage and platelet adhesion. Histology
and Histopathology, 18(3), 695-702.

Gleissner, C. A,, Shaked, 1., Little, K. M., & Ley, K. (2010). CXC Chemokine Ligand 4 Induces a Unique
Transcriptome in Monocyte-Derived Macrophages. Journal of Immunology, 184(9), 4810-
4818. doi: 10.4049/jimmunol.0901368

Gordon, S., & Pluddemann, A. (2017). Tissue macrophages: heterogeneity and functions. Bmc
Biology, 15. doi: ARTN 53 10.1186/s12915-017-0392-4

Gruzdeva, O., Borodkina, D., Uchasova, E., Dyleva, Y., & Barbarash, O. (2018). Localization of fat
depots and cardiovascular risk. Lipids in Health and Disease, 17. doi: ARTN
21810.1186/s12944-018-0856-8

Gual, P., Le Marchand-Brustel, Y., & Tanti, J. F. (2005). Positive and negative regulation of insulin
signaling  through  IRS-1  phosphorylation.  Biochimie, 87(1), 99-109. doi:
10.1016/j.biochi.2004.10.019

Gylling, H. (2004). Cholesterol metabolism and its implications for therapeutic interventions in
patients with hypercholesterolaemia. Int J Clin Pract, 58(9), 859-866.

-56-



Hajer, G. R., van Haeften, T. W., & Visseren, F. L. J. (2008). Adipose tissue dysfunction in obesity,
diabetes, and vascular diseases. European Heart Journal, 29(24), 2959-2971. doi:
10.1093/eurheartj/ehn387

Held, C., White, H. D., Stewart, R. A. H., Budaj, A., Cannon, C. P., Hochman, J. S,, . . . Investigators, S.
(2017). Inflammatory Biomarkers Interleukin-6 and C-Reactive Protein and Outcomes in
Stable Coronary Heart Disease: Experiences From the STABILITY (Stabilization of
Atherosclerotic Plaque by Initiation of Darapladib Therapy) Trial. Journal of the American
Heart Association, 6(10). doi: ARTN e005077 10.1161/JAHA.116.005077

Hirosumi, J., Tuncman, G., Chang, L. F., Gorgun, C. Z., Uysal, K. T., Maeda, K., . . . Hotamisligil, G. S.
(2002). A central role for JNK in obesity and insulin resistance. Nature, 420(6913), 333-336.
doi: 10.1038/nature01137

Hoffmann, A., Ebert, T., Kloting, N., Kolb, M., Gericke, M., Jeromin, F., . . . Kralisch, S. (2019). Leptin
decreases circulating inflammatory IL-6 and MCP-1 in mice. Biofactors, 45(1), 43-48. doi:
10.1002/biof.1457

Hu, E., Liang, P., & Spiegelman, B. M. (1996). AdipoQ is a novel adipose-specific gene dysregulated in
obesity. Journal of Biological Chemistry, 271(18), 10697-10703. doi: DOI
10.1074/jbc.271.18.10697

Hubert, A., Bochenek, M. L., Schutz, E., Gogiraju, R., Munzel, T., & Schafer, K. (2017). Selective
Deletion of Leptin Signaling in Endothelial Cells Enhances Neointima Formation and
Phenocopies the Vascular Effects of Diet-Induced Obesity in Mice. Arteriosclerosis
Thrombosis and Vascular Biology, 37(9), 1683-+. doi: 10.1161/Atvbaha.117.309798

Hung, M. J., Cherng, W. J.,, Hung, M. Y., Wu, H. T., & Pang, J. H. S. (2010). Interleukin-6 inhibits
endothelial nitric oxide synthase activation and increases endothelial nitric oxide synthase
binding to stabilized caveolin-1 in human vascular endothelial cells. Journal of Hypertension,
28(5), 940-951. doi: 10.1097/HJH.0b013e32833992ef

Cheng, K. H., Chu, C. S., Lee, K. T., Lin, T. H., Hsieh, C. C., Chiu, C. C., . . . Lai, W. T. (2008).
Adipocytokines and proinflammatory mediators from abdominal and epicardial adipose
tissue in patients with coronary artery disease. International Journal of Obesity, 32(2), 268-
274. doi: 10.1038/sj.ijo.0803726

Chiu, J. J., & Chien, S. (2011). Effects of Disturbed Flow on Vascular Endothelium: Pathophysiological
Basis and Clinical Perspectives. Physiological Reviews, 91(1), 327-387. doi:
10.1152/physrev.00047.2009

Choromanska, B., Mysliwiec, P., Choromanska, K., Dadan, J., & Chabowski, A. (2017). The role of
CD36 receptor in the pathogenesis of atherosclerosis. Advances in Clinical and Experimental
Medicine, 26(4), 717-722. doi: 10.17219/acem/62325

Chou, H. H,, Hsu, L. A.,, Wu, S., Teng, M. S, Suns, Y. C., & Ko, Y. L. (2014). Leptin-to-Adiponectin Ratio
is Related to Low Grade Inflammation and Insulin Resistance Independent of Obesity in Non-
Diabetic Taiwanese: A Cross-Sectional Cohort Study. Acta Cardiologica Sinica, 30(3), 204-214.

Imai, Y., Shimaoka, M., & Kurokawa, M. (2010). Essential roles of VLA-4 in the hematopoietic system.
International Journal of Hematology, 91(4), 569-575. doi: 10.1007/s12185-010-0555-3

Jeong, J. W., Jeong, M. H., Yun, K. H., Oh, S. K., Park, E. M., Kim, Y. K., . . . Park, J. C. (2007).
Echocardiographic epicardial fat thickness and coronary artery disease. Circulation Journal,
71(4), 536-539. doi: DOI 10.1253/circj.71.536

Kadl, A., Meher, A. K., Sharma, P. R., Lee, M. Y., Doran, A. C., Johnstone, S. R,, . .. Leitinger, N. (2010).
Identification of a Novel Macrophage Phenotype That Develops in Response to Atherogenic
Phospholipids via Nrf2. Circulation Research, 107(6), 737-U155. doi:
10.1161/Circresaha.109.215715

Kadoglou, N. P. E., Tahmatzidis, D. K., Giannakoulas, C., Kapelouzou, A., Gkontopoulos, A., Parissis, J.,
... Kottas, G. (2015). Serum levels of novel adipokines, omentin-1 and chemerin, in patients
with acute myocardial infarction: KOZANI STUDY. Journal of Cardiovascular Medicine, 16(5),
341-346. doi: 10.2459/Jcm.0000000000000053

-57-



Katsiki, N., Mantzoros, C., & Mikhailidis, D. P. (2017). Adiponectin, lipids and atherosclerosis. Curr
Opin Lipidol, 28(4), 347-354. doi: 10.1097/MOL.0000000000000431

Kershaw, E. E.,, & Flier, J. S. (2004). Adipose tissue as an endocrine organ. Journal of Clinical
Endocrinology & Metabolism, 89(6), 2548-2556. doi: 10.1210/jc.2004-0395

Khedoe, P. P.S. )., Hoeke, G., Kooijman, S., Dijk, W., Buijs, J. T., Kersten, S., . . . Rensen, P. C. N. (2015).
Brown adipose tissue takes up plasma triglycerides mostly after lipolysis. Journal of Lipid
Research, 56(1), 51-59. doi: 10.1194/jlr.M052746

Khot, U. N., Khot, M. B., Bajzer, C. T., Sapp, S. K., Ohman, E. M., Brener, S. J., . .. Topol, E. J. (2003).
Prevalence of conventional risk factors in. patients with coronary heart disease. Jama-Journal
of the American Medical Association, 290(7), 898-904. doi: DOI 10.1001/jama.290.7.898

Kitagawa, T., Yamamoto, H., Hattori, T., Sentani, K., Takahashi, S., Senoo, A., . . . Kihara, Y. (2018).
Tumor Necrosis Factor-alpha Gene Expression in Epicardial Adipose Tissue is Related to
Coronary Atherosclerosis Assessed by Computed Tomography. Journal of Atherosclerosis and
Thrombosis, 25(3), 269-280. doi: 10.5551/jat.41178

Klimcakova, E., Roussel, B., Kovacova, Z., Kovacikova, M., Siklova-Vitkova, M., Combes, M., . . . Langin,
D. (2011). Macrophage gene expression is related to obesity and the metabolic syndrome in
human subcutaneous fat as well as in visceral fat. Diabetologia, 54(4), 876-887. doi:
10.1007/s00125-010-2014-3

Kralova, A., Kralova Lesna, I., Fronek, J., Cejkova, S., Sekerkova, A., Janousek, L., . . . Poledne, R.
(2015). Macrophage phenotypes in the adipose tissue of postmenopausal women. Physiol
Res, 64 Suppl 3, S427-433.

Kralova Lesna, I., Kralova, A., Cejkova, S., Fronek, J., Petras, M., Sekerkova, A, . . . Poledne, R. (2016).
Characterisation and comparison of adipose tissue macrophages from human subcutaneous,
visceral and perivascular adipose tissue. J Transl Med, 14(1), 208. doi: 10.1186/s12967-016-
0962-1

Kralova Lesna, I., Petras, M., Cejkova, S., Kralova, A., Fronek, J., Janousek, L., . . . Poledne, R. (2018).
Cardiovascular disease predictors and adipose tissue macrophage polarization: Is there a
link? Eur J Prev Cardiol, 25(3), 328-334. doi: 10.1177/2047487317743355

Kralova Lesna, |., Poledne, R., Fronek, J., Kralova, A., Sekerkova, A., Thieme, F., & Pitha, J. (2015).
Macrophage subsets in the adipose tissue could be modified by sex and the reproductive age
of women. Atherosclerosis, 241(1), 255-258. doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2015.03.018

Kratz, M., Coats, B. R., Hisert, K. B., Hagman, D., Mutskov, V., Peris, E., . . . Becker, L. (2014).
Metabolic dysfunction drives a mechanistically distinct proinflammatory phenotype in
adipose tissue macrophages. Cell Metab, 20(4), 614-625. doi: 10.1016/j.cmet.2014.08.010

Krychtiuk, K. A., Kastl, S. P., Pfaffenberger, S., Pongratz, T., Hofbauer, S. L., Wonnerth, A, . . . Speidl,
W. S. (2014). Small high-density lipoprotein is associated with monocyte subsets in stable
coronary artery disease. Atherosclerosis, 237(2), 589-596. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2014.10.015

Kuldo, J. M., Westra, J., Asgeirsdottir, S. A., Kok, R. J., Oosterhuis, K., Rots, M. G., . . . Molema, G.
(2005). Differential effects of NF-kappa B and p38 MAPK inhibitors and combinations thereof
on TNF-alpha- and IL-1 beta-induced proinflammatory status of endothelial cells in vitro.
American  Journal of Physiology-Cell  Physiology, 289(5), (C1229-C1239. doi:
10.1152/ajpcell.00620.2004

Kunkel, E. J., & Ley, K. (1996). Distinct phenotype of E-selectin-deficient mice - E-selectin is required
for slow leukocyte rolling in vivo. Circulation Research, 79(6), 1196-1204. doi: Doi
10.1161/01.Res.79.6.1196

Kwei, S., Stavrakis, G., Takahas, M., Taylor, G., Folkman, M. J., Gimbrone, M. A., & Garcia-Cardena, G.
(2004). Early adaptive responses of the vascular wall during venous arterialization in mice.
American Journal of Pathology, 164(1), 81-89. doi: Doi 10.1016/50002-9440(10)63099-4

Kwon, O., Kang, S. J., Kang, S. H,, Lee, P. H., Yun, S. C., Ahn, J. M,, . . . Park, S. J. (2017). Relationship
Between Serum Inflammatory Marker Levels and the Dynamic Changes in Coronary Plaque

-58 -



Characteristics After Statin Therapy. Circulation-Cardiovascular Imaging, 10(7). doi: ARTN
005934 10.1161/CIRCIMAGING.116.005934

La Cava, A. (2017). Leptin in inflammation and autoimmunity. Cytokine, 98, 51-58. doi:
10.1016/j.cyt0.2016.10.011

Lesna, I. K., Cejkova, S., Kralova, A., Fronek, J., Petras, M., Sekerkova, A., . . . Poledne, R. (2017).
Human adipose tissue accumulation is associated with pro-inflammatory changes in
subcutaneous rather than visceral adipose tissue. Nutr Diabetes, 7(4), e264. doi:
10.1038/nutd.2017.15

Li, D. Y., & Mehta, J. L. (2005). Oxidized LDL, a critical factor in atherogenesis. Cardiovascular
Research, 68(3), 353-354. doi: 10.1016/j.cardiores.2005.09.009

Liao, J. K. (2013). Linking endothelial dysfunction with endothelial cell activation. Journal of Clinical
Investigation, 123(2), 540-541. doi: 10.1172/)ci66843

Libby, P. (2012). Inflammation in Atherosclerosis. Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology,
32(9), 2045-2051. doi: 10.1161/Atvbaha.108.179705

Libby, P. (2017). Interleukin-1 Beta as a Target for Atherosclerosis Therapy Biological Basis of CANTOS
and Beyond. Journal of the American College of Cardiology, 70(18), 2278-2289. doi:
10.1016/j.jacc.2017.09.028

Libby, P., Ridker, P. M., Hansson, G. K., & Ather, L. T. N. (2009). Inflammation in Atherosclerosis From
Pathophysiology to Practice. Journal of the American College of Cardiology, 54(23), 2129-
2138. doi: 10.1016/j.jacc.2009.09.009

Liuzzi, A., Savia, G., Tagliaferri, M., Lucantoni, R., Berselli, M. E., Petroni, M. L., . . . Viberti, G. C.
(1999). Serum leptin concentration in moderate and severe obesity: relationship with clinical,
anthropometric and metabolic factors. International Journal of Obesity, 23(10), 1066-1073.
doi: DOI 10.1038/sj.ij0.0801036

Lu, J. Y., Cao, Q., Zheng, D., Sun, Y., Wang, C. Q,, Yu, X, ... Wang, Y. P. (2013). Discrete functions of
M-2a and M-2c macrophage subsets determine their relative efficacy in treating chronic
kidney disease. Kidney International, 84(4), 745-755. doi: 10.1038/ki.2013.135

Luckett-Chastain, L., Calhoun, K., Schartz, T., & Gallucci, R. M. (2016). IL-6 influences the balance
between M1 and M2 macrophages in a mouse model of irritant contact dermatitis. Journal of
Immunology, 196.

Ma, Y. Q. Plow, E. F., & Geng, J. G. (2004). P-selectin binding to P-selectin glycoprotein ligand-1
induces an intermediate state of alphaMbeta2 activation and acts cooperatively with
extracellular stimuli to support maximal adhesion of human neutrophils. Blood, 104(8), 2549-
2556. doi: 10.1182/blood-2004-03-1108

Maeda, K., Okubo, K., Shimomura, I., Funahashi, T., Matsuzawa, Y., & Matsubara, K. (1996). CDNA
cloning and expression of a novel adipose specific collagen-like factor, apM1 (Adipose most
abundant gene transcript 1). Biochemical and Biophysical Research Communications, 221(2),
286-289. doi: DOI 10.1006/bbrc.1996.0587

Mamdouh, Z., Mikhailov, A., & Muller, W. A. (2009). Transcellular migration of leukocytes is mediated
by the endothelial lateral border recycling compartment. Journal of Experimental Medicine,
206(12), 2795-2808. doi: 10.1084/jem.20082745

Mantovani, A., Sica, A., Sozzani, S., Allavena, P., Vecchi, A., & Locati, M. (2004). The chemokine
system in diverse forms of macrophage activation and polarization. Trends in Immunology,
25(12), 677-686. doi: 10.1016/].it.2004.09.015

Marino, B. C. A,, Buljubasic, N., Akkerhuis, M., Cheng, J. M., Garcia-Garcia, H. M., Regar, E., . . .
Kardys, |. (2018). Adiponectin in Relation to Coronary Plaque Characteristics on
Radiofrequency Intravascular Ultrasound and Cardiovascular Outcome. Arquivos Brasileiros
De Cardiologia, 111(3), 345-352. doi: 10.5935/abc.20180172

Martins, P. D., Garcia-Vallejo, J. J., van Thienen, J. V., Fernandez-Borja, M., van Gils, J. M., Beckers, C.,
... Zwaginga, J. J. (2007). P-selectin glycoprotein ligand-1 is expressed on endothelial cells
and mediates monocyte adhesion to activated endothelium. Arteriosclerosis Thrombosis and
Vascular Biology, 27(5), 1023-1029. doi: 10.1161/Atvbaha.107.140442

-59-



Messner, B., & Bernhard, D. (2014). Smoking and Cardiovascular Disease Mechanisms of Endothelial
Dysfunction and Early Atherogenesis. Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology,
34(3), 509-515. doi: 10.1161/Atvbaha.113.300156

Mills, C. D., Kincaid, K., Alt, J. M., Heilman, M. J., & Hill, A. M. (2000). M-1/M-2 macrophages and the
Th1/Th2  paradigm. Journal of Immunology, 164(12), 6166-6173. doi: DOI
10.4049/jimmunol.164.12.6166

Mitsi, E., Kamng'ona, R., Rylance, J., Solorzano, C., Reine, J. J., Mwandumba, H. C., . . . Jambo, K. C.
(2018). Human alveolar macrophages predominately express combined classical M1 and M2
surface markers in steady state. Respiratory Research, 19. doi: ARTN 66 10.1186/s12931-018-
0777-0

Monne, M., Daddabbo, L., Gagneul, D., Obata, T., Hielscher, B., Palmieri, L., . . . Palmieri, F. (2018).
Uncoupling proteins 1 and 2 (UCP1 and UCP2) from Arabidopsis thaliana are mitochondrial
transporters of aspartate, glutamate, and dicarboxylates. Journal of Biological Chemistry,
293(11), 4213-4227. doi: 10.1074/jbc.RA117.000771

Mtairag, E., Chollet-Martin, S., Oudghiri, M., Laquay, N., Jacob, M. P., Michel, J. B., & Feldman, L. J.
(2001). Effects of interleukin-10 on monocyte/endothelial cell adhesion and MMP-9/TIMP-1
secretion. Cardiovascular Research, 49(4), 882-890.

Myles, D. A. A,, Rule, S. A, Delucas, L. J., Babu, Y. S., Xu, Y., Volanakis, J. E., . . . Greenhough, T. J.
(1990). Rotation Function Studies of Human C-Reactive Protein. Journal of Molecular Biology,
216(3), 491-496. doi: Doi 10.1016/0022-2836(90)90373-T

Ness, G. C. (2015). Physiological feedback regulation of cholesterol biosynthesis: Role of translational
control of hepatic HMG-CoA reductase and possible involvement of oxylanosterols.
Biochimica Et Biophysica Acta-Molecular and Cell Biology of Lipids, 1851(5), 667-673. doi:
10.1016/j.bbalip.2015.02.008

Nguyen, K. D., Qiu, Y. F., Cui, X. J.,, Goh, Y. P. S., Mwangi, J., David, T., . . . Chawla, A. (2011).
Alternatively activated macrophages produce catecholamines to sustain adaptive
thermogenesis. Nature, 480(7375), 104-U272. doi: 10.1038/nature10653

Nissen, S. E., Tuzcu, E. M., Schoenhagen, P., Crowe, T., Sasiela, W. J.,, Tsai, J., . . . Investigators, R.
(2005). Statin therapy, LDL cholesterol, C-reactive protein, and coronary artery disease. New
England Journal of Medicine, 352(1), 29-38. doi: DOI 10.1056/NEJM0a042000

Norata, G. D., Raselli, S., Grigore, L., Garlaschelli, K., Dozio, E., Magni, P., & Catapano, A. L. (2007).
Leptin: Adiponectin ratio is an independent predictor of intima media thickness of the
common carotid artery. Stroke, 38(10), 2844-2846. doi: 10.1161/Strokeaha.107.485540

Nozaki, S., Kashiwagi, H., Yamashita, S., Nakagawa, T., Kostner, B., Tomiyama, Y., . . . Matsuzawa, Y.
(1995). Reduced Uptake of Oxidized Low-Density Lipoproteins in Monocyte-Derived
Macrophages from Cd36-Deficient Subjects. Journal of Clinical Investigation, 96(4), 1859-
1865. doi: Doi 10.1172/Jci118231

O'Brien, L. C., Graham, Z. A,, Chen, Q., Lesnefsky, E. J., Cardozo, C., & Gorgey, A. S. (2018). Plasma
adiponectin levels are correlated with body composition, metabolic profiles, and
mitochondrial markers in individuals with chronic spinal cord injury. Spinal Cord, 56(9), 863-
872. doi: 10.1038/s41393-018-0089-8

Okamoto, Y., Kihara, S., Ouchi, N., Nishida, M., Arita, Y., Kumada, M., . . . Matsuzawa, Y. (2002).
Adiponectin reduces atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient mice. Circulation, 106(22),
2767-2770. doi: 10.1161/01.Cir.0000042707.50032.19

Palomo, J., Dietrich, D., Martin, P., Palmer, G., & Gabay, C. (2015). The interleukin (IL)-1 cytokine
family - Balance between agonists and antagonists in inflammatory diseases. Cytokine, 76(1),
25-37. doi: 10.1016/j.cyt0.2015.06.017

Park, S. J., Kang, S. J., Ahn, J. M., Chang, M., Yun, S. C., Roh, J. H., . . . Park, S. W. (2016). Effect of
Statin Treatment on Modifying Plaque Composition A Double-Blind, Randomized Study.
Journal of the American College of Cardiology, 67(15), 1772-1783. doi:
10.1016/j.jacc.2016.02.014

-60 -



Park, S. Y., Lee, J. S., Ko, Y. J., Kim, A. R., Choi, M. K., Kwak, M. K., . . . Kim, J. A. (2008). Inhibitory
effect of simvastatin on the TNF-alpha- and angiotensin ll-induced monocyte adhesion to
endothelial cells is mediated through the suppression of geranylgeranyl isoprenoid-
dependent ROS generation. Archives of Pharmacal Research, 31(2), 195-204. doi:
10.1007/s12272-001-1141-2

Peled, M., & Fisher, E. A. (2014). Dynamic Aspects of Macrophage Polarization during Atherosclerosis
Progression and Regression. Front Immunol, 5, 579. doi: 10.3389/fimmu.2014.00579

Pfaffl, M. W. (2001). A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Research, 29(9). doi: ARTN e45 DOI 10.1093/nar/29.9.e45

Pitoulias, M. G., Skoura, L., Pitoulias, A. G., Chatzidimitriou, D., Margariti, A., Arsenakis, M., &
Pitoulias, G. A. (2017). The role of Visfatin in atherosclerotic peripheral arterial obstructive
disease. Cytokine, 91, 140-144. doi: 10.1016/j.cyt0.2016.12.027

Poledne, R., Kralova Lesna, I., Kralova, A., Fronek, J., & Cejkova, S. (2016). The relationship between
non-HDL cholesterol and macrophage phenotypes in human adipose tissue. J Lipid Res,
57(10), 1899-1905. doi: 10.1194/]lr.P068015

Poledne, R., Lorenzova, A., Stavek, P., Valenta, Z., Hubacek, J., Suchanek, P., & Pitha, J. (2009).
Proinflammatory status, genetics and atherosclerosis. Physiol Res, 58 Suppl 2, S111-118.

Pond, C. M. (2017). Accuracy and Artistry in Anatomical lllustration of Perivascular Adipose Tissue.
Frontiers in Physiology, 8. doi: ARTN 990 10.3389/fphys.2017.00990

Porter, S. A., Massaro, J. M., Hoffmann, U., Vasan, R. S., O'Donnel, C. J., & Fox, C. S. (2009).
Abdominal Subcutaneous Adipose Tissue: A Protective Fat Depot? Diabetes Care, 32(6),
1068-1075. doi: 10.2337/dc08-2280

Pries, A. R., & Kuebler, W. M. (2006). Normal endothelium. Handb Exp Pharmacol(176 Pt 1), 1-40.

Qiu, Y. F., Nguyen, K. D., Odegaard, J. I., Cui, X. J.,, Tian, X. Y., Locksley, R. M., . . . Chawla, A. (2014).
Eosinophils and Type 2 Cytokine Signaling in Macrophages Orchestrate Development of
Functional Beige Fat. Cell, 157(6), 1292-1308. doi: 10.1016/j.cell.2014.03.066

Rader, D. J., Alexander, E. T., Weibel, G. L., Billheimer, J., & Rothblat, G. H. (2009). The role of reverse
cholesterol transport in animals and humans and relationship to atherosclerosis. Journal of
Lipid Research, 50, S189-5194. doi: 10.1194/jIr.R800088-JLR200

Raices, R. M., Kannan, Y., Sarkar, A., Bellamkonda-Athmaram, V., & Wewers, M. D. (2008). A
synergistic role for IL-1beta and TNFalpha in monocyte-derived IFNgamma inducing activity.
Cytokine, 44(2), 234-241. doi: 10.1016/j.cyt0.2008.08.004

Rajamaki, K., Lappalainen, J., Oorni, K., Valimaki, E., Matikainen, S., Kovanen, P. T., & Eklund, K. K.
(2010). Cholesterol Crystals Activate the NLRP3 Inflammasome in Human Macrophages: A
Novel Link between Cholesterol Metabolism and Inflammation. Plos One, 5(7). doi: ARTN
e11765 10.1371/journal.pone.0011765

Ridker, P. M. (1999). Evaluating novel cardiovascular risk factors: Can we better predict heart
attacks? Annals of Internal Medicine, 130(11), 933-937. doi: 10.7326/0003-4819-130-11-
199906010-00018

Ridker, P. M. (2001). High-sensitivity C-reactive protein - Potential adjunct for global risk assessment
in the primary prevention of cardiovascular disease. Circulation, 103(13), 1813-1818. doi: Doi
10.1161/01.Cir.103.13.1813

Ridker, P. M., Hennekens, C. H., Buring, J. E., & Rifai, N. (2000). C-reactive protein and other markers
of inflammation in the prediction of cardiovascular disease in women. New England Journal
of Medicine, 342(12), 836-843. doi: Doi 10.1056/Nejm200003233421202

Ridker, P. M., MacFadyen, J. G., Everett, B. M., Libby, P., Thuren, T., Glynn, R. J., & Grp, C. T. (2018).
Relationship of C-reactive protein reduction to cardiovascular event reduction following
treatment with canakinumab: a secondary analysis from the CANTOS randomised controlled
trial. Lancet, 391(10118), 319-328. doi: 10.1016/50140-6736(17)32814-3

Ridker, P. M., Rifai, N., Rose, L., Buring, J. E., & Cook, N. R. (2002). Comparison of C-reactive protein
and low-density lipoprotein cholesterol levels in the prediction of first cardiovascular events.
New England Journal of Medicine, 347(20), 1557-1565. doi: DOI 10.1056/NEJM0a021993

-61 -



Rosenbaum, M. A., Miyazaki, K., & Graham, L. M. (2012). Hypercholesterolemia and oxidative stress
inhibit endothelial cell healing after arterial injury. Journal of Vascular Surgery, 55(2), 489-
496. doi: 10.1016/j.jvs.2011.07.081

Ross, R., Glomset, J., & Harker, L. (1977). Response to Injury and Atherogenesis. American Journal of
Pathology, 86(3), 675-684.

Ruan, H., & Dong, L. Q. (2016). Adiponectin signaling and function in insulin target tissues. Journal of
Molecular Cell Biology, 8(2), 101-109. doi: 10.1093/jmcb/mjw014

Saely, C. H,, Leiherer, A., Muendlein, A., Vonbank, A., Rein, P., Geiger, K., . . . Drexel, H. (2016). High
plasma omentin predicts cardiovascular events independently from the presence and extent
of angiographically determined atherosclerosis. Atherosclerosis, 244, 38-43. doi:
10.1016/j.atherosclerosis.2015.10.100

Sanjabi, S., Zenewicz, L. A.,, Kamanaka, M., & Flavell, R. A. (2009). Anti-inflammatory and pro-
inflammatory roles of TGF-beta, IL-10, and IL-22 in immunity and autoimmunity. Current
Opinion in Pharmacology, 9(4), 447-453. doi: 10.1016/j.coph.2009.04.008

Satoh, N., Naruse, M., Usui, T., Tagami, T., Suganami, T., Yamada, K., . .. Ogawa, Y. (2004). Leptin-to-
adiponectin ratio as a potential atherogenic index in obese type 2 diabetic patients. Diabetes
Care, 27(10), 2488-2490. doi: DOI 10.2337/diacare.27.10.2488

Sen, M., Yuki, K., & Springer, T. A. (2013). An internal ligand-bound, metastable state of a leukocyte
integrin,  alpha(X)beta(2). Journal of Cell Biology, 203(4), 629-642. doi:
10.1083/jcb.201308083

Sena, C. M., Pereira, A. M., & Seica, R. (2013). Endothelial dysfunction - A major mediator of diabetic
vascular disease. Biochimica Et Biophysica Acta-Molecular Basis of Disease, 1832(12), 2216-
2231. doi: 10.1016/j.bbadis.2013.08.006

Shao, W., & Espenshade, P. J. (2012). Expanding Roles for SREBP in Metabolism. Cell Metabolism,
16(4), 414-419. doi: 10.1016/j.cmet.2012.09.002

Shemirani, H., & Khoshavi, M. (2012). Correlation of echocardiographic epicardial fat thickness with
severity of coronary artery disease-an observational study. Anatolian Journal of Cardiology,
12(3), 200-205. doi: 10.5152/akd.2012.061

Schoettl, T., Fischer, I. P., & Ussar, S. (2018). Heterogeneity of adipose tissue in development and
metabolic function. Journal of Experimental Biology, 221. doi: UNSP jeb162958
10.1242/jeb.162958

Schrijvers, D. M., De Meyer, G. R. Y., Kockx, M. M., Herman, A. G., & Martinet, W. (2005).
Phagocytosis of apoptotic cells by macrophages is impaired in atherosclerosis.
Arteriosclerosis ~ Thrombosis and  Vascular  Biology, = 25(6), 1256-1261. doi:
10.1161/01.ATV.0000166517.18801.a7

Sims, J. E., & Smith, D. E. (2010). The IL-1 family: regulators of immunity. Nature Reviews
Immunology, 10(2), 89-102. doi: 10.1038/nri2691

Spoto, B., Di Betta, E., Mattace-Raso, F., Sijbrands, E., Vilardi, A., Parlongo, R. M., . . . Zoccali, C.
(2014). Pro- and anti-inflammatory cytokine gene expression in subcutaneous and visceral fat
in severe obesity. Nutr Metab Cardiovasc Dis, 24(10), 1137-1143. doi:
10.1016/j.numecd.2014.04.017

Stary, H. C. (2000). Natural history and histological classification of atherosclerotic lesions - An
update. Arteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology, 20(5), 1177-1178. doi: Doi
10.1161/01.Atv.20.5.1177

Stary, H. C., Chandler, A. B., Dinsmore, R. E., Fuster, V., Glagov, S., Insull, W., ... Wissler, R. W. (1995).
A Definition of Advanced Types of Atherosclerotic Lesions and a Histological Classification of
Atherosclerosis - a Report from the Committee on Vascular-Lesions of the Council on
Arteriosclerosis, American-Heart-Association. Circulation, 92(5), 1355-1374. doi: Doi
10.1161/01.Cir.92.5.1355

Stary, H. C., Chandler, A. B., Glagov, S., Guyton, J. R,, Insull, W., Rosenfeld, M. E., . .. Wissler, R. W.
(1994). A Definition of Initial, Fatty Streak, and Intermediate Lesions of Atherosclerosis - a

-62 -



Report from the Committee on Vascular-Lesions of the Council on Arteriosclerosis, American-
Heart-Association. Circulation, 89(5), 2462-2478. doi: Doi 10.1161/01.Cir.89.5.2462

Steppan, C. M., Bailey, S. T., Bhat, S., Brown, E. J., Banerjee, R. R., Wright, C. M., . . . Lazar, M. A.
(2001). The hormone resistin links obesity to diabetes. Nature, 409(6818), 307-312. doi: Doi
10.1038/35053000

Steyers, C. M., & Miller, F. J. (2014). Endothelial Dysfunction in Chronic Inflammatory Diseases.
International  Journal  of  Molecular  Sciences, 15(7), 11324-11349. doi:
10.3390/ijms150711324

Strohacker, K., McCaffery, J. M., MacLean, P. S., & Wing, R. R. (2014). Adaptations of leptin, ghrelin or
insulin during weight loss as predictors of weight regain: a review of current literature.
International Journal of Obesity, 38(3), 388-396. doi: 10.1038/ij0.2013.118

Taguchi, R., Takasu, J., Itani, Y., Yamamoto, R., Yokoyama, K., Watanabe, S., & Masuda, Y. (2001).
Pericardial fat accumulation in men as a risk factor for coronary artery disease.
Atherosclerosis, 157(1), 203-209. doi: Doi 10.1016/50021-9150(00)00709-7

Takaoka, M., Nagata, D., Kihara, S., Shimomura, I., Kimura, Y., Tabata, Y., . . . Sata, M. (2009).
Periadventitial Adipose Tissue Plays a Critical Role in Vascular Remodeling. Circulation
Research, 105(9), 906-U185. doi: 10.1161/Circresaha.109.199653

Tan, S. M., Hyland, R. H., Al-Shamkhani, A., Douglass, W. A., Shaw, J. M., & Law, S. K. (2000). Effect of
integrin beta 2 subunit truncations on LFA-1 (CD11a/CD18) and Mac-1 (CD11b/CD18)
assembly, surface expression, and function. J Immunol, 165(5), 2574-2581. doi:
10.4049/jimmunol.165.5.2574

Taylor, K. E., & van den Berg, C. W. (2007). Structural and functional comparison of native
pentameric, denatured monomeric and biotinylated C-reactive protein. Immunology, 120(3),
404-411. doi: 10.1111/j.1365-2567.2006.02516.x

Thaler, B., Hohensinner, P. J., Krychtiuk, K. A., Matzneller, P., Koller, L., Brekalo, M., . . . Speidl, W. S.
(2016). Differential in vivo activation of monocyte subsets during low-grade inflammation
through experimental endotoxemia in humans. Scientific Reports, 6. doi: ARTN 30162
10.1038/srep30162

Tippett, E., Cheng, W. J., Westhorpe, C., Cameron, P. U., Brew, B. J,, Lewin, S. R., . . . Crowe, S. M.
(2011). Differential Expression of CD163 on Monocyte Subsets in Healthy and HIV-1 Infected
Individuals. Plos One, 6(5). doi: ARTN 19968 10.1371/journal.pone.0019968

Trial, J., Cieslik, K. A., & Entman, M. L. (2016). Phosphocholine-containing ligands direct CRP induction
of M2 macrophage polarization independent of T cell polarization: Implication for chronic
inflammatory states. Immunity Inflammation and Disease, 4(3), 274-288. doi:
10.1002/iid3.112

Turer, A. T., & Scherer, P. E. (2012). Adiponectin: mechanistic insights and clinical implications.
Diabetologia, 55(9), 2319-2326. doi: 10.1007/s00125-012-2598-x

van den Berg, S. M., van Dam, A. D., Rensen, P. C. N., de Winther, M. P. J., & Lutgens, E. (2017).
Immune Modulation of Brown(ing) Adipose Tissue in Obesity. Endocrine Reviews, 38(1), 46-
68. doi: 10.1210/er.2016-1066

Verma, S. K., Garikipati, V. N. S., Krishnamurthy, P., Khan, M., Thorne, T., Qin, G. J., . . . Kishore, R.
(2016). IL-10 Accelerates Re-Endothelialization and Inhibits Post-Injury Intimal Hyperplasia
following Carotid Artery Denudation. Plos One, 11(1). doi: ARTN e0147615
10.1371/journal.pone.0147615

Vicennati, V., Vottero, A., Friedman, C., & Papanicolaou, D. A. (2002). Hormonal regulation of
interleukin-6 production in human adipocytes. International Journal of Obesity, 26(7), 905-
911. doi: 10.1038/sj.ij0.0802035

Viemann, D., Goebeler, M., Schmid, S., Nordhues, U., Klimmek, K., Sorg, C., & Roth, J. (2006). TNF
induces distinct gene expression programs in microvascular and macrovascular human
endothelial cells. Journal of Leukocyte Biology, 80(1), 174-185. doi: 10.1189/jlb.0905530

-63 -



Virtanen, K. A, Lidell, M. E., Orava, J., Heglind, M., Westergren, R., Niemi, T., . . . Nuutila, P. (2009).
Functional brown adipose tissue in healthy adults. N Engl J Med, 360(15), 1518-1525. doi:
10.1056/NEJM0a0808949

Vroegrijk, I. O. C. M., van Klinken, J. B., van Diepen, J. A, van den Berg, S. A. A., Febbraio, M.,
Steinbusch, L. K. M., . . . van Harmelen, V. (2013). CD36 Is Important for Adipocyte
Recruitment and Affects Lipolysis. Obesity, 21(10), 2037-2045. doi: 10.1002/0by.20354

Wang, Q. S., Ni, H,, Lan, L., Wei, X. L., Xiang, R., & Wang, Y. (2010). Fra-1 protooncogene regulates IL-
6 expression in macrophages and promotes the generation of M2d macrophages. Cell
Research, 20(6), 701-712. doi: 10.1038/cr.2010.52

Wagqas, S. F. H., Noble, A., Hoang, A. C., Ampem, G., Popp, M., Strauss, S., . . . Roszer, T. (2017).
Adipose tissue macrophages develop from bone marrow-independent progenitors in
Xenopus laevis and mouse. Journal of Leukocyte Biology, 102(3), 845-855. doi:
10.1189/jlb.1A0317-082RR

Watson, C., Whittaker, S., Smith, N., Vora, A. J., Dumonde, D. C., & Brown, K. A. (1996). IL-6 acts on
endothelial cells to preferentially increase their adherence for lymphocytes. Clinical and
Experimental Inmunology, 105(1), 112-119. doi: DOI 10.1046/j.1365-2249.1996.d01-717.x

Weisberg, S. P., McCann, D., Desai, M., Rosenbaum, M., Leibel, R. L., & Ferrante, A. W. (2003).
Obesity is associated with macrophage accumulation in adipose tissue. Journal of Clinical
Investigation, 112(12), 1796-1808. doi: 10.1172/Jci200319246

Woo, M. S., Yang, J.,, Beltran, C., & Cho, S. (2016). Cell Surface CD36 Protein in
Monocyte/Macrophage Contributes to Phagocytosis during the Resolution Phase of Ischemic
Stroke in Mice. Journal of Biological Chemistry, 291(45), 23654-23661. doi:
10.1074/jbc.M116.750018

Woollard, K. J., & Geissmann, F. (2010). Monocytes in atherosclerosis: subsets and functions. Nat Rev
Cardiol, 7(2), 77-86. doi: 10.1038/nrcardio.2009.228

Xue, B. Z., Rim, J. S., Hogan, J. C., Coulter, A. A., Koza, R. A., & Kozak, L. P. (2007). Genetic variability
affects the development of brown adipocytes in white fat but not in interscapular brown fat.
Journal of Lipid Research, 48(1), 41-51. doi: 10.1194/jlr.M600287-JLR200

Yamawaki, H., Kuramoto, J., Kameshima, S., Usui, T., Okada, M., & Hara, Y. (2011). Omentin, a novel
adipocytokine inhibits TNF-induced vascular inflammation in human endothelial cells.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 408(2), 339-343. doi:
10.1016/j.bbrc.2011.04.039

Yamawaki, H., Tsubaki, N., Mukohda, M., Okada, M., & Hara, Y. (2010). Omentin, a novel adipokine,
induces vasodilation in rat isolated blood vessels. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 393(4), 668-672. doi: 10.1016/j.bbrc.2010.02.053

Yang, R. Z.,, Lee, M. J., Hu, H., Pray, J., Wu, H. B., Hansen, B. C., . . . Gong, D. W. (2006). Identification
of omentin as a novel depot-specific adipokine in human adipose tissue: possible role in
modulating insulin action. American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism,
290(6), E1253-E1261. doi: 10.1152/ajpendo.00572.2004

Yin, Y., Li, X. Y., Sha, X. J.,, Xi, H,, Li, Y. F.,, Shao, Y., . . . Yang, X. F. (2015). Early Hyperlipidemia
Promotes Endothelial Activation via a Caspase-1-Sirtuin 1 Pathway. Arteriosclerosis
Thrombosis and Vascular Biology, 35(4), 804-816. doi: 10.1161/Atvbaha.115.305282

Zarkesh-Esfahani, H., Pockley, G., Metcalfe, R. A., Bidlingmaier, M., Wu, Z. D., Ajami, A., . . . Ross, R. J.
M. (2001). High-dose leptin activates human leukocytes via receptor expression on
monocytes. Journal of Immunology, 167(8), 4593-4599. doi: DOl
10.4049/jimmunol.167.8.4593

Zawada, A. M., Rogaceyv, K. S., Rotter, B., Winter, P., Marell, R. R., Fliser, D., & Heine, G. H. (2011).
SuperSAGE evidence for CD14++CD16+ monocytes as a third monocyte subset. Blood,
118(12), €50-61. doi: 10.1182/blood-2011-01-326827

Zhang, C. H. (2008). The role of inflammatory cytokines in endothelial dysfunction. Basic Research in
Cardiology, 103(5), 398-406. doi: 10.1007/s00395-008-0733-0

-64 -



Zhang, X., & Mosser, D. M. (2008). Macrophage activation by endogenous danger signals. Journal of
Pathology, 214(2), 161-178. doi: 10.1002/path.2284

Zhang, Y. Y., Proenca, R., Maffei, M., Barone, M., Leopold, L., & Friedman, J. M. (1994). Positional
Cloning of the Mouse Obese Gene and Its Human Homolog. Nature, 372(6505), 425-432. doi:
DOl 10.1038/372425a0

Zhou, L. Y., Li, C. C, Gao, L., & Wang, A. H. (2015). High-density lipoprotein synthesis and metabolism
(Review). Molecular Medicine Reports, 12(3), 4015-4021. doi: 10.3892/mmr.2015.3930

Zingaretti, M. C., Crosta, F., Vitali, A., Guerrieri, M., Frontini, A., Cannon, B, . . . Cinti, S. (2009). The
presence of UCP1 demonstrates that metabolically active adipose tissue in the neck of adult
humans truly represents brown adipose tissue. Faseb Journal, 23(9), 3113-3120. doi:

10.1096/fj.09-133546

-65-



