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Abstrakt 

Přes dostupnou a efektivní terapii hypercholesterolémií a hypertenze je v  západním světě 

mortalita v důsledku kardiovaskulárních chorob stále velice vysoká. Zánětlivé změny v arteriální 

stěně, ale i v tukové tkáni hrají zásadní roli v rozvoji aterosklerózy. Makrofágy se uplatňují 

v procesu aterogeneze již od iniciace rozvoje, kdy ještě ve formě monocytů adherují a migrují do 

arteriální stěny v důsledku aktivace endotelu a stimulace prozánětlivě působícími látkami. Je 

známo, že tuková tkáň je významným endokrinním orgánem a součástí tukové tkáně je velké 

množství makrofágů schopných produkovat řadu prozánětlivě působících cytokinů a přispívat 

k rozvoji mírného chronického zánětu, zásadního v rozvoji aterosklerózy.  

Ve vzorcích subkutánní, viscerální a perivaskulární tukové tkáně (SAT, VAT, PVAT) od zdravých 

subjektů jsme analyzovali makrofágy a jejich polarizaci, genovou expresi prozánětlivých cytokinů a 

vliv látek uvolněných VAT na míru adheze monocytů k endotelu. V některých analýzách doplnili o 

vzorky SAT, VAT a PVAT od pacientů s angiologicky potvrzenou chorobou periferních cév (PAD). 

Výsledky jsme porovnávali jednak mezi skupinami zdravých a nemocných subjektů, mezi 

jednotlivými typy tukové tkáně v rámci skupin (SAT, VAT, PVAT) a dále jsme analyzovali případné 

vztahy k rizikovým faktorům kardiovaskulárních chorob. 

Vzorky tukové tkáně skupiny PAD vykazovaly významně vyšší genovou expresi všech sledovaných 

prozánětlivých genů a to nejvíce v případě VAT. Nicméně v genové expresi nebyly nalezeny 

signifikantní rozdíly mezi jednotlivými typy tukové tkáně a rozdíly nebyly nalezeny ani ve vztahu 

k rizikovým faktorům kardiovaskulárních chorob. Produkty VAT analyzované prostřednictvím 

kondicionovaných médií VAT (ATCM získaných inkubací VAT v kultivačním médiu in vitro) 

významně zvýšily míru adheze monocytů k takto ovlivněnému endotelu. Dále jsme prokázali, že 

v tomto procesu z námi sledovaných cytokinů hrají nejzásadnější roli IL-1β a TNF-α. V případě 

ačkoli MCP-1 a RANTES rostla míra adheze monocytů k endotelu s jejich rostoucí koncentrací v 

ATCM, ale jejich selektivní inhibice nevedla ke snížení míry adheze monocytů k endotelu. 

Ovlivnění endoteliálních buněk ATCM vedlo k prozánětlivým změnám v genové expresi, došlo k 

významnému zvýšení exprese adhezních molekul (ICAM-1, VCAM-1) a prozánětlivého IL-6 a 

zároveň ke snížení exprese protizánětlivého TGF-β.  

Průtokovou cytometrií se nám podařilo definovat fenotypy polarizovaných makrofágů v tukové 

tkáni na základě povrchových znaků a vliv jednotlivých rizikových faktorů kardiovaskulárních 

chorob na proporce prozánětlivě a protizánětlivě polarizovaných makrofágů. Prokázali jsme vztah 

mezi rostoucí koncentrací nonHDL cholesterolu a proporcí prozánětlivě polarizovaných 

makrofágů, přičemž VAT vykazovala užší vztah než SAT. Obezita vedla k vyšší proporci 

prozánětlivých makrofágů pouze v SAT. V případě VAT bylo zastoupení prozánětlivých populací 

makrofágů zvýšeno ve vztahu k pohlaví (muži), věku nad 51 let, ale i v důsledku 

hypercholesterolémie. Léčba statiny naopak vedla ke snížení zastoupení prozánětlivých populací 

makrofágů ve VAT. Uzavíráme tedy, že jsme prokázali vztah proporce prozánětlivých makrofágů 

v tukové tkáni k hlavním rizikovým faktorům aterosklerózy. 
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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-1β 

and TNF-α. 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-β 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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1. Úvod 

Ateroskleróza neboli kornatění cév je chronické zánětlivé onemocnění charakterizované 

ukládáním lipidů do plaku uvnitř cév. Ačkoli klinické příznaky nastávají až po řadě dekád rozvoje 

aterosklerózy, lze do jisté míry predikovat riziko výskytu akutních komplikací, z nichž nejčastější 

jsou infarkt myokardu, cévní mozkové příhody či ischemická choroba dolních končetin. K tomu 

slouží sledování hladin triglyceridů, nízkodenzních (LDL) a vysokodenzních (HDL) lipoproteinových 

částic a jejich poměru, apolipoprotein A-I, apolipoprotein B-100 a Lp(a), dále pak hladiny 

fibrinogenu a fibrinolytické kapacity. Rovněž diabetes melitus, kouření a obezita jsou považovány 

za zásadní rizikové faktory rozvoje kardiovaskulárních chorob.  

V polovině devadesátých let prof. Stary popsal šest fází rozvoje aterosklerotického plaku, které 

následně ještě doplnil na osm fází (I-VIII) viz Obrázek 1  (Stary, 2000; Stary et al., 1995; Stary et al., 

1994). Fáze I se vyznačuje pouze mikroskopickými změnami v cévní stěně s drobnými žlutými 

tečkami – počátečními ložisky lipidových depozitů. Histologické změny jsou zcela minimální, 

obvykle detekovatelné v oblastech větvení velkých arterií u dětí případně u dospělých v  místech 

senzitivních pro rozvoj aterosklerózy. K těmto změnám dochází již velmi brzy, každé druhé 

osmiměsíční dítě má koronární arterie infiltrované pěnovými buňkami a makrofágy (Stary, et al., 

1994). Dochází ke změnám endotelu, které vedou ke zvýšení infiltrace do cévní stěny 

imunokompetentními buňkami. Druhý typ (fáze II) se vyznačuje již přítomností tzv. fatty streaks – 

„tukovými pruhy“. Jedná se o žlutě zbarvená intracelulární lipidová ložiska patrná na vnitřní straně 

intimy. V této fázi dochází ke zvýšení tvorby pěnových buněk, které vznikají z makrofágů a buněk 

hladké svaloviny cév akumulací lipidových kapének. Lipidy v extracelulárním prostoru jsou pouze 

v malém množství ve formě lipidových kapének a lipoproteinových částic. Fáze III bývá také někdy 

označována jako preaterom. Histologicky je charakterizovaná extracelulárními lipidovými 

kapénkami, a to v takovém množství, že tyto materiály tvoří ložiska mezi vrstvami buněk hladkého 

svalstva a navíc dochází k adaptivnímu tloustnutí intimy. Lipidová ložiska již v této fázi narušují 

koherenci vrstev arteriální stěny. Tyto iniciální fáze rozvoje aterosklerózy jsou obvykle bez 

jakýchkoli klinických manifestací. Pokročilé fáze rozvoje (IV a V) se vyznačují přítomností 

tzv. fibrous cap – vazivové čepičky v lumen cév. Tloušťka plaku odráží mimo jiné i množství 

lipidového jádra, buněčné debris a krystalů cholesterolu a drobných kalciových krystalků. V této 

fázi je již omezen průtok krve cévou, nicméně je arterie ještě schopna kompenzovat průtok krve 

svojí roztažností, a tedy nedochází k významné obstrukci. V další fázi (V) dochází k ztluštění 

vazivové čepičky doprovázenému kumulací drobných trombotických událostí uvnitř lézí 

aterosklerotického plaku bez klinické manifestace. Při destabilizaci plaku, například ztenčením 

vazivové čepičky v důsledku působení matrix-metaloproteáz, může docházet k porušení 
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povrchové vrstvy a tvorbě trombu na odhalených strukturách (fáze VI). Fáze VII a VIII jsou 

charakteristické tvorbou kalcifikací a další fibrotizací. Nicméně ve skutečnosti se jednotlivé fáze 

rozvoje velmi prolínají. Stejně velký plak v lidských karotidách může být velmi lipidový a měkký, 

nebo naopak silně kalcifikovaný s jasnými trombotickými ložisky.  

 

Obrázek 1 Schéma vývoje aterosklerotického plaku. Převzato 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)  

 

Cirkulující cholesterol v lipoproteinových částicích v krevním oběhu je esenciální pro fyziologické 

procesy jako je syntéza steroidních hormonů, žlučových kyselin, ale i pro prosté dělení buněk 

a s ním spojenou tvorbu buněčných membrán. V krevním oběhu je cholesterol převážně ve formě 

esterů, minoritně ale i ve volné formě. Cholesterol je přijímán z potravy a transportován v podobě 

chylomikronů ze střeva do jater, které jsou hlavním regulačním orgánem pro homeostázu 

cholesterolu (Gylling, 2004). Ke ztrátám cholesterolu dochází nejvíce prostřednictvím žlučových 

kyselin uvolněných do tenkého střeva, a to i přes významnou resorpci v rámci cyklu žlučových 

kyselin. Cholesterol je syntetizován také de novo, a to převážně v játrech, ale i v tenkém střevu, 



- 12 - 
 

odkud je následně transportován do oběhu v podobě VLDL (lipoproteinové částice o velmi nízké 

hustotě) obsahující na svém povrchu lipoprotein apoB-100. V játrech je syntéza cholesterolu 

regulována SREBP-proteiny (sterol regulatory element-binding proteins) a HMG-CoA reduktázou 

(3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reduktáza) (Ness, 2015; Shao & Espenshade, 2012). Tyto 

transkripční faktory a klíčové enzymy syntézy ovlivňují lipogenezi a lipidovou homeostázu – při 

vysoké koncentraci cholesterolu nedochází ke štěpení SREBP pomocí SREBP cleavage-activating 

protein (SCAB), SREBP je tedy neaktivní a tvorbu cholesterolu inhibuje (Ness, 2015; Shao, et al., 

2012). Přebytečný intracelulární cholesterol je odstraňován pomocí HDL lipoproteinových částic 

cestou tzv. reverzního transportu cholesterolu. HDL částice jsou produkované převážně játry 

(70-80 %) a tenkým střevem (Zhou et al., 2015). Hlavní lipoproteinovou částicí zprostředkující 

reverzní transport cholesterolu jsou malé HDL obsahující apoA1 (Zhou, et al., 2015).  

Ačkoli chronická hyperlipidémie je zásadní v rozvoji kardiovaskulárních chorob, až polovina 

pacientů s infarktem myokardu nemá rizikové hladiny lipidů v krevní plasmě (Ridker, 1999) 

a pouhé monitorování hladin plasmatických lipidů se ukázalo jako nedostatečné pro predikci 

kardiovaskulárních chorob (Khot et al., 2003). Již koncem sedmdesátých let Ross publikoval teorii 

rozvoje aterosklerózy tzv. „Response to injury theory“ (Ross et al., 1977). Podle této teorie 

působením zánětlivých procesů dochází k poruše integrity endotelu jak mezi endoteliálními 

buňkami, tak i mezi endotelem a extracelulárními strukturami cévní stěny (Ross, et al., 1977). 

V důsledku proudění krve může docházet až k deskvamaci takto porušeného endotelu (Ross, et 

al., 1977). Ačkoli v době zveřejnění teorie nebyly známy konkrétní bioaktivní látky zodpovědné za 

tyto procesy, již bylo jasné, že v aterogenezi hrají důležitou úlohu nejen lipidy a lipoproteinové 

částice, ale i další mediátory iniciující rozvoj zánětlivých odpovědí, aktivace endotelu a proliferace 

buněk hladké cévní svaloviny.  

Koncem devadesátých let Ridker (Ridker et al., 2000) prokázal, že C-reaktivní protein měřený 

vysoce citlivou metodou (hsCRP) je velmi dobrým prediktorem akutních kardiovaskulárních příhod 

(Ridker et al., 2002). CRP je protein akutní fáze zánětu, řadí se mezi tzv. pentraxinové proteiny 

a jeho nativní forma se skládá z pěti nekovalentně spojených podjednotek (Myles et al., 1990). Je 

produkován hepatocyty jako tzv. protein akutní fáze a jeho produkce rapidně roste stimulací 

prozánětlivými cytokiny, zejména stimulací IL-6 (Taylor & van den Berg, 2007). K rapidnímu 

vzrůstu hladin CRP přispívá rozpad jeho pentamerické formy, v důsledku stimulace prozánětlivými 

stimuly (Taylor, et al., 2007). Kromě fluktuace v průběhu infekce, nebo zánětu dochází 

i k významným fluktuacím v rámci hormonálních změn, jako je menopauza (Ebong et al., 2016). 

Nicméně dochází také k významné fluktuaci i v rámci jednotlivých fází menstruačního cyklu 

(Gaskins et al., 2012). Ridker inovativně začal měřit hsCRP a zjistil, že dlouhodobě zvýšené 
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hodnoty v intervalu normálního rozmezí (3-10 mg/l) velmi dobře predikují riziko akutních 

kardiovaskulárních komplikací (Ridker, 2001). Tyto výsledky dokonce stimulovaly klinický výzkum 

zaměřený na přímé ovlivnění imunitního systému.  V rámci letošního 87. Kongresu Evropské 

aterosklerotické společnosti Ridker prezentoval recentní výsledky z klinické studie CANTOS 

(Canakinuamb Anti-inflammatory Thrombosis Outcomes Study, studie čítala 556 jedinců 

s diabetem melitus 2. typu). Dlouhodobé užívaní canakinumabu, protilátky proti významnému 

prozánětlivému cytokinu IL-1β, významný prozánětlivý cytokin, vedlo k významnému snížení 

mortality a hs-CRP (Aday & Ridker, 2018). Tyto výsledky dokumentují zásadní roli zánětlivých 

procesů v rozvoji kardiovaskulárních chorob. 

 

1.1.  Úloha endotelu v rozvoji aterosklerózy 

Endotel tvoří semipermeabilní monovrstva endoteliálních buněk vystýlající vnitřní stranu cév. Je 

zásadní pro udržení homeostázy krevního řečiště. Podílí se na regulaci kardiovaskulárního 

systému, ovlivňuje výměnu látek mezi lumen cév a její stěnou, koagulaci, angiogenezi a v 

neposlední řadě se podílí na reakci při zánětlivé odpovědi (Pries & Kuebler, 2006). Narušení 

fyziologické funkce vede k narušené endoteliální odpovědi. Dysfunkce endotelu je nedílnou 

součástí patogeneze mnoha chorob včetně aterosklerózy, hypertenze, ale i sepse a zánětlivých 

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

Dysfunkce endotelu je považována za klíčovou nejen v iniciaci, ale také další progresi aterogeneze. 

K dysfunkci endotelu dochází nejčastěji a nejdříve ve vysoce namáhaných oblastech, v oblastech 

s turbulentním prouděním (obvykle v cévních bifurkacích), ale i v důsledku chronické stimulace 

prozánětlivými cytokiny a chronickým zánětlivým stavem (Chiu & Chien, 2011; Steyers & Miller, 

2014). V důsledku hemodynamického stresu dochází v buňkách endotelu k prozánětlivým 

změnám a následně k rozvolňování mezibuněčných spojů (VE-Cadherin a PECAM-1) (Conway et 

al., 2013), což vede k aktivaci endotelu, zvýšení adhezivity, permeability, k rozvoji oxidativního 

stresu a k lokálním zánětlivým změnám (Liao, 2013). V animálním modelu s využitím žilní 

arterializace (by-passem propojený žilní segment s arteriálním oběhem, což vede ke strukturální 

a funkční reorganizaci cévní stěny v reakci na nové lokální biomechanické prostředí) se již 

v prvních dnech po zavedení bypasu zvýšila genová exprese selektinu E (SelE) a vaskulární adhezní 

molekuly 1 (VCAM-1) a k infiltraci makrofágů (Chiu, et al., 2011; Kwei et al., 2004). Kromě 

hemodynamického stresu přispívá k dysfunkci endotelu i působení oxidativního stresu, glykace 

(Messner & Bernhard, 2014), chronicky zvýšená hladina LDL částic a jejich oxidovaných forem (Li 
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& Mehta, 2005) a v neposlední řadě aktivace endotelu prozánětlivými cytokiny (C. H. Zhang, 

2008).  

Nejčastěji bývá s rozvojem aterosklerózy a endoteliální dysfunkce spojována hyperlipidemie, která 

bývá silným iniciálním spouštěčem onemocnění. Hyperlipidemie je definována jako chronické 

zvýšení hladin triglyceridů a cholesterolu v krevní plasmě. Počáteční hyperlipidemie vede 

k aktivaci endotelu prostřednictvím Caspase-1-Sirtuin-1 signalizační dráhy (Yin et al., 2015). 

Částice oxidovaného LDL (oxLDL) in vitro snižují migraci endoteliálních buněk, na druhou stranu 

stimulují migraci a proliferaci buněk hladké svaloviny cév. To snižuje schopnost regenerace 

endotelu při jeho poškození a vede ke zvýšenému oxidativnímu stresu (Rosenbaum et al., 2012). 

Dalším důsledkem vysokých koncentrací cholesterolu v krevním oběhu vede v arteriální stěně 

často ke vzniku krystalů cholesterolu intracelulárně. Dlouhou dobu nebylo jisté, zda k tomu 

dochází i přímo v endoteliálních buňkách. Recentní práce Yvone Baumer prokázala, že nejen 

in vitro, ale i in vivo v důsledku vysokocholesterolové diety (u APO E-/- myší) dochází 

k intracelulární formaci krystalků cholesterolu  (Baumer et al., 2017).  

 

1.2.  Monocyty a makrofágy v rozvoji aterosklerózy 

Makrofágy, jak již jejich název napovídá, jsou velké buňky nespecifické imunity, jejichž stěžejní 

funkcí je schopnost fagocytózy. Vznikají diferenciací z kmenových buněk kostní dřeně, odkud jsou 

vyplavovány ve formě monocytů. K následné přeměně na makrofágy dochází v tkáních, tato 

proměna je provázena morfologickými a funkčními změnami. Typickou vlastností makrofágů je 

schopnost fagocytózy a to jak cizorodého materiálu na základě tzv. PAMPs (pathogen-associated 

molecular patterns) – potenciálně nebezpečných molekulárních vzorů, tak i tělu vlastních 

apoptotických/nekrotických buněk a buněčného debris prostřednictvím rozpoznání DAMPs 

(damage/dnger-associated molecular patterns), a dalších částic jako například lipoproteinových 

částic (X. Zhang & Mosser, 2008). Další významnou funkcí makrofágů je antigen-prezentující 

schopnost pro T-lymfocyty.  

Makrofágy se vyznačují vysokou heterogenitou, která je důsledkem jejich polarizace vlivem 

signálů z mikroprostředí. Tato heterogenita umožňuje přizpůsobení funkce potřebám in situ. 

Tradiční rozdělení makrofágů na M1 a M2 makrofágy, prozánětlivé a protizánětlivé makrofágy, 

vychází z in vitro experimentů, kdy naivní makrofágy byly stimulované Th1 a Th2 buňkami (Mills et 

al., 2000). Th1 buněčná odpověď je typická svou produkcí interferonu γ (IFN-γ), což vede 

k polarizaci makrofágů (M1) v prozánětlivém směru na tzv. klasicky aktivované makrofágy. Naopak 
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Th2 buněčná odpověď je spojena s produkcí protizánětlivých cytokinů (IL-4, IL-5, IL-10) a stimulací 

diferenciace na M2 makrofágy, tzv. alternativně aktivované. Tato cesta byla původně označovaná 

jako inhibice aktivace makrofágů (Mills, et al., 2000). Je třeba zdůraznit, že ač je tato 

nomenklatura založená na označení na základě interakcí s Th1 a Th2 lymfocyty, polarizace 

makrofágů jako taková není závislá na skutečné přítomnosti T buněk, ale pouze na vlivu kombinací 

jejich produktů, respektive na přítomnosti kombinace prozánětlivých a protizánětlivých cytokinů 

(Trial et al., 2016).  

Funkčně je pro M1 makrofágy typická zvýšená produkce NO, který inhibuje proliferaci nejen 

patogenních mikroorganismů, ale obecně všech buněk. Dále se tyto makrofágy vyznačují vysokou 

antigen-prezentující schopností a vysokou produkcí prozánětlivých cytokinů a chemokinů (TNF-α, 

IL‐1β, IL‐6, IL‐12, IL‐2, MCP-1). M2 makrofágy vykazují zvýšenou expresi arginázy, enzymu 

katalyzujícího štěpení argininu na ornitin a močovinu, což přispívá k proliferaci buněk a hojení, 

mimo jiné i díky tomu, že je ornitin prekurzorem tvorby polyaminů (Mills, et al., 2000). 

M2 makrofágy jsou také typické vysokou produkcí protizánětlivých cytokinů (IL-10, TGF-β) (Lu et 

al., 2013). Takto polarizované makrofágy následně reagují i při další stimulaci ligandy Toll-like 

receptorů (TLR). TLR jsou proteinové struktury fungujících jako jedna z prvních linií obrany proti 

patogenům schopných na buněčném povrchu rozeznat cizí a tedy potenciálně nebezpečné 

antigeny, jejichž typickým zástupcem je lipopolysacharid (LPS), hlavní složka vnější membrány 

gramnegativních bakterií. Stimulace LPS u M2 makrofágů vyvolá zvýšení produkce ornitinu, 

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

Ukázalo se, že tento základní koncept neodpovídá širokému spektru fenotypů makrofágů in vivo. 

V novějším konceptu prozánětlivé M1 makrofágy vznikají stimulací IFN-γ a LPS případně TNF-α 

(Mantovani et al., 2004). Protizánětlivé M2 makrofágy jsou již v této práci rozděleny na M2a 

vznikající stimulací kombinací IL-4 a IL-13. Vedle toho M2b vznikají stimulací přes TLR (LPS) 

v kombinaci s IL-1R agonisty (IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-33) a M2c vznikají stimulací IL-10 (Mantovani, 

et al., 2004; Palomo et al., 2015). Jednotlivým subtypům M2 makrofágů v in vitro studiích 

pozornost věnuje nejvíce výzkum zaměřený na karcinomy, proto jsou tyto fenotypy makrofágů 

také často označovány jako tumor-asociované makrofágy. I později objevený subtyp M2d se řadí 

mezi tumor-asociované makrofágy (Duluc et al., 2007; Wang et al., 2010). In vitro vzniká stimulací 

IL-6 v kombinaci s leukémii inhibujícím faktorem (LIF) a M-CSF (monocytové kolonie stimulující 

faktor) (Duluc, et al., 2007). V posledních letech byly popsány makrofágy M4 a Mox (vzniká 

stimulací oxidovanými fosfolipidy) s jasným proaterogenním efektem (Bobryshev et al., 2016; 

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

(stimulované volným hemem v hematomech) s protektivními účinky (Bobryshev, et al., 2016; 
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Erbel et al., 2015; Kadl et al., 2010). Přestože roste počet popsaných fenotypů, stále se jedná 

o významné zjednodušení širokého spektra fenotypů makrofágů vhodného v rámci in vitro 

experimentů. Na rozdíl od in vitro experimentů, tkáňově makrofágy vykazují velmi vysokou 

variabilitu v závislosti na typu tkáně, ale i prostředí in situ (Gordon & Pluddemann, 2017).  

Makrofágy se ve velkém množství nacházejí i v aterosklerotických placích. Stejně jako makrofágy 

v jiných tkáních se vyznačují značnou tkáňovou a lokální variabilitou. Popis fenotypů makrofágů 

in vivo navíc komplikuje jejich významná autofluorescence, která interferuje s metodami 

využívajícími fluorescenční značení makrofágů, jakou je například průtoková cytometrie.  

Jak bylo zmíněno výše, již první mikroskopické změny ve stěnách arterií jsou doprovázeny masivní 

infiltrací monocytů/makrofágů do cévní stěny, kde vychytávají nadbytečné lipidové částice. 

Makrofágy v cévních stěnách mohou hrát zásadní úlohu. Na jedné straně jsou schopny kumulovat 

nadbytečné LDL částice, na druhé straně se nadbytku intracelulárního cholesterolu 

zbavují reverzním transportem na částice HDL. HDL částice z periferních tkání transportují 

cholesterol do jater odkud je v podobě žlučových kyselin vyloučen z organismu (Rader et al., 

2009). Cholesterol je v optimálním množství pro buňky esenciální, nicméně jeho výrazný nadbytek 

působí cytotoxicky.  

Kromě reverzního transportu se makrofágy uplatňují při eferocytóze, tedy procesu receptorem 

zprostředkované fagocytózy umírajících a mrtvých buněk a jejich zbytků. Právě při selhání tohoto 

mechanismu pak debris z mrtvých buněk prohlubuje lokální zánět v důsledku tzv. sekundární 

nekrózy (Schrijvers et al., 2005). Zvýšená akumulace mrtvých buněk vytváří tzv. nekrotické jádro 

v placích. Receptor MerTK (c-Mer tyrosin kináza) je esenciální pro eferocytózu a jeho defekt vede 

k akceleraci tvorby aterosklerotického plaku a nekrózy v něm (B. S. Cai et al., 2017). 

Proteolytickým štěpením MerTK se uvolňuje tzv. sol-Mer, tedy solubilní Mer, jehož hladina u lidí 

úzce koreluje s nekrózou plaku a ischemickými symptomy (B. S. Cai, et al., 2017). Význam MerTK 

posilují experimenty na myším modelu, kdy inhibice jeho štěpení významně snižuje riziko nekrózy 

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

Lidské krevní monocyty jsou tradičně rozdělovány na základě míry exprese dvou povrchových 

markerů - lipopolysacharidový receptor (CD14) a nízkoafinitní receptor pro imunoglobulin G 

(CD16) (Ajami & Steinman, 2018). Klasicky aktivované monocyty s povrchovým znakem CD14 

(CD14++CD16-), neklasické exprimující na povrchu v nízké míře CD14 ve vysoké míře CD16 

(CD14+CD16++) a intermediální CD14+ buňky s nízkou expresí CD16 (CD14+CD16+). Rozdělení 

subpopulací a typické poměrné zastoupení v krevním vzorku je znázorněno na Obrázek 2.  
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Obrázek 2: Rozdělení lidských krevních monocytů měřených průtokovou cytometrií.  

 

Když jsme před lety začínali, zdála se problematika polarizace lidských makrofágů na základě 

literatury (zejména přehledných článků) jasná. Již naše počáteční experimenty, ale ukázaly, že je 

aplikace animálních dat na lidské tkáňové makrofágy velmi omezená. Vzhledem k širokému 

spektru a vysoké plasticitě makrofágů, dodnes nejsou jasně definované a popsané in vivo fenotypy 

makrofágů (Mitsi et al., 2018). Pro analýzu makrofágů v lidské tukové tkáni jsme vyšli z již 

známých povrchových znaků krevních monocytů, které jsme doplnili o další znaky pro zpřesnění 

fenotypů. Relativně recentní práce Thalera ukazuje, že právě intermediální monocyty 

(CD14+CD16+) hrají zásadní roli v tkáních při chronickém zánětu (Thaler et al., 2016), což je 

v souladu i s našimi výsledky analýz makrofágů infiltrovaných do tukové tkáně ve vztahu 

k rizikovým faktorům kardiovaskulárních 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 vykazují vyšší produkci ROS a vyšší kapacitu indukce proliferace T buněk 

ve srovnání s dalšími dvěma subtypy (Zawada et al., 2011).  

Kromě zmíněných základních povrchových znaků (CD14 a CD16) jsme vybrali další povrchové 

znaky makrofágů (CD36 a CD163) pro zpřesnění analýzy jejich fenotypů v lidské tukové tkáni. 

CD36 se řadí mezi tzv. skavengerové receptory. Kromě makrofágů se nachází na povrchu řady 

typů buněk včetně adipocytů a svalových buněk, kde se zásadně podílí na vychytávání mastných 

kyselin s dlouhým řetězcem (Vroegrijk et al., 2013), dále se nachází i na endoteliálních buňkách, 

erytrocytech nebo krevních destičkách (Collot-Teixeira et al., 2007). U makrofágů byl CD36 popsán 

nejdříve jako fyziologický receptor oxLDL, který se též podílí na akumulaci esterů cholesterolu 

v makrofázích (Nozaki et al., 1995). Později se ukázalo, že jeho absence vede ke snížení produkce 
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prozánětlivých cytokinů  (L. Cai et al., 2012). CD36 se také podílí na fagocytóze buněčného debris, 

což v některých situacích, jako je třeba v oblastech s akutním nahromaděním nekrózy v důsledku 

postižení ischemií, může působit protektivně (Woo et al., 2016). Zvýšená hladina prozánětlivých 

cytokinů (IL-1, IL-18) vede ke zvýšení exprese CD36 makrofágů, na druhou stranu anti-inflamační 

TGF-β, ale i jinak prozánětlivě působící LPS a IFN-γ snižují jeho expresi (Choromanska et al., 2017).  

CD163 patří do rodiny na cystein bohatých skavengerových receptorů (Buechler et al., 2000). 

Jedná se o marker protizánětlivých M2 makrofágů (Bertani et al., 2017). Nejvyšší expresi vykazuje 

v CD14+CD16- monocytech/makrofázích (Buechler, et al., 2000; Tippett et al., 2011). Jeho exprese 

je stimulována protizánětlivými cytokiny jako je IL-10, na druhou stranu stimulace prozánětlivými 

(TNF-α, LPS, IFN-γ) jeho expresi snižuje (Buechler, et al., 2000).  

 

1.3.  Adhezní kaskáda 

Proces migrace monocytů do cévní stěny probíhá kaskádovitě. Začíná adhezí k endotelu, 

následovaného tzv. rollingem – valením adherované buňky po endotelu a finální extravazací 

monocytu z krevního oběhu do oblasti probíhajícího zánětu - do vnitřních vrstev cévy, případně 

dále do vnitřních orgánů (Gerhardt & Ley, 2015). V cílové lokalitě dochází k jejich diferenciaci 

v závislosti na cytokinovém prostředí  (Gerhardt, et al., 2015). V oblasti aktivace endotelu dochází 

ke zvýšení exprese selektinů – hlavně E-selektinu (SelE) a P-selektinu (SelP), které se řadí do 

rodiny Ca2+-dependentních lektinů.  Tyto lektiny váží sialylované a fukosylované sacharidové 

ligandy (např. sialomuciny, O-glykosidované cukerné ligandy SelP glykoproteinovém ligandu 1 

(PSGL-1)) a zprostředkovávají prvotní zachycení a rychlý rolling po endotelu (Cejkova et al., 2016; 

Galkina & Ley, 2007; Martins et al., 2007).  

Nicméně vazby selektinů nejsou za fyziologického toku krve dostatečně silné a zajišťují zejména 

reverzibilní zpomalení proudících leukocytů a stimulaci dalších adhezních mechanismů (Ma et al., 

2004). Po prvotní interakci SelP a SelE a jeho ligandu dochází k dalšímu zpomalení leukocytu 

pomocí SelE, jehož exprese je silně stimulována prozánětlivými cytokiny (Kunkel & Ley, 1996), 

a následně se přidávají vazby β2 integriny (s lymfocyty funkčně asociovaný antigen 1 (LFA-1), velmi 

pozdní antigen 4 (VLA-4)) a jejich imunoglubulinové ligandy (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3, ICAM-4, 

ICAM-5 a JAM-A a dále VCAM-1 a fibronektin) (Imai et al., 2010; Sen et al., 2013). Pevné adheze 

leukocytů k endotelu tvoří zvláště interakce mezi integriny a jejich ligandy ICAM-1 a VCAM-1 (Tan 

et al., 2000; Woollard & Geissmann, 2010). Za fyziologických podmínek endotel kontinuálně 

exprimuje ICAM-1, VCAM-1 endotel exprimuje až v důsledku stimulace prozánětlivými cytokiny 
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(Cook-Mills et al., 2011). Finální fází je transmigrace leukocytů přes endotel, k němuž dochází 

dvěma cestami -  paracelulární cestou, kdy dochází k remodelace mezibuněčných spojů v důsledku 

transmigrace leukocytů, nebo transcelulární cestou (průnikem endoteliální buňky) (Gerhardt, et 

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

 

1.4.  Tuková tkáň 

Subklinický chronický zánět provází všechna stádia rozvoje aterosklerózy, tedy od endoteliální 

dysfunkce až po destabilizaci aterosklerotického plaku (Libby, 2012; Libby et al., 2009). Tuková 

tkáň byla dlouho vnímána zejména jako zásobárna energie a orgán hrající roli v termoregulaci, 

nicméně v posledních dekádách byla prokázána její významná úloha v patogenezi 

kardiovaskulárních a metabolických chorob. Tuková tkáň je významným zdrojem endokrinně 

působících látek, které se podílejí zejména na rozvoji chorob spojených metabolismem 

a s chronickým zánětem (Kershaw & Flier, 2004). Později bylo prokázáno, že tuková tkáň je 

zdrojem desítek látek ovlivňujících nejen metabolismus, ale i imunitní systém a může mít 

negativní, ale i pozitivní vliv na rozvoj kardiovaskulárních chorob, tyto produkty začaly být 

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

Tukovou tkáň lze rozlišovat buď z hlediska lokalizace na subkutánní, viscerální a perivaskulární, 

nebo podle její morfologie a funkce na hnědou a bílou tukovou tkáň. Tuková tkáň není tvořena 

pouze adipocyty, ale tvoří ji i řada dalších buněčných typů, které tvoří tzv. stromavaskulární frakci 

(SVF). SVF tvoří množství typů buněčných včetně buněk imunitního systému, fibrocyty, 

mezenchymální kmenové buňky, preadipocyty a další. V našem výzkumu se zaměřujeme 

na subkutánní, viscerální a perivaskulární tukovou tkáň. 

 

1.4.1. Hnědá a bílá tuková tkáň a jejich vztah ke kardiovaskulárním chorobám 

Hnědá a bílá tuková tkáň se zásadně liší metabolickými procesy, které v nich probíhají. Adipocyty 

bílé tukové tkáně tvoří hlavní zásobárnu energie uchovávané ve formě intracelulárních kapének 

lipidů, které mohou být mobilizovány lipolýzou stimulovanou noradrenalinem a glukagonem 

(Duncan et al., 2007). Buňky hnědé tukové tkáně se vyznačují velkým množstvím mitochondrií, 

na jejichž vnitřní membráně se nachází tzv. rozpřahující proteiny (UCP1 a UCP2, uncoupling 

protein 1/2). Hnědá tuková tkáň se uplatňuje při netřesové termogenezi, při které spotřebovává 

triglyceridy a cholesterol z krevního oběhu (Berbee et al., 2015; Khedoe et al., 2015). Protonový 

potenciál na vnitřní mitochondriální membráně vzniklý z odbourávání triglyceridů a glukózy není 
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však využit na tvorbu ATP (adenosintrifosfát), ale prostřednictvím UCP1 dojde ke zkratu a uvolnění 

energie ve formě tepla. Malí hlodavci mají ložiska hnědé tukové tkáně nejvíce v podkoží v oblasti 

interskapulární, dále mají drobná ložiska v axilární, kraniální a peritoneální oblasti (Schoettl et al., 

2018). Lidští novorozenci se rodí s velkým množstvím hnědé tukové tkáně hlavně v oblasti 

interskapulární, axilární a v oblasti krku (van den Berg et al., 2017). S věkem hnědé tukové tkáně 

ubývá, ale i dospělým jedincům zůstávají drobná ložiska v supraklavikulární oblasti, v oblasti krku 

a dále podél obratlů páteře, aorty a ledvin (van den Berg, et al., 2017; Virtanen et al., 2009). 

Přestože hnědá tuková tkáň představuje minoritní zastoupení, je vysoce vaskularizována a zdá se, 

že díky vysoké spotřebě glukózy a lipidů může působit protektivně proti rozvoji aterosklerózy 

a rozvoje dalších metabolických chorob (dyslipidemie, insulinová rezistence) snížením triglyceridů 

a cholesterolu v krevním oběhu (Festuccia et al., 2011).  

Při dlouhodobém vystavení chladu dochází ke zmnožení hnědé tukové tkáně a reverzibilní 

přeměně bílé tukové tkáně na přechodnou tzv. béžovou až hnědé podobnou tukovou tkáň 

prostřednictvím procesu zvaným béžovění nebo hnědnutí (beiging, browning) (Zingaretti et al., 

2009). Toto bylo poprvé popsáno u hlodavců, kdy docházelo k hnědnutí adipocytů po adrenergní 

stimulací (Xue et al., 2007). Později bylo zjištěno, že proces hnědnutí tukové tkáně může být 

stimulován i eozinofilními granulocyty a alternativně aktivovanými makrofágy infiltrovanými do 

tukové tkáně (Qiu et al., 2014). Alternativně aktivované makrofágy produkují katecholaminy, 

které stimulují lokální hnědnutí tukové tkáně (Nguyen et al., 2011; Qiu, et al., 2014). Recentní 

práce prokazují úlohu UCP1 a UCP2 i jako transportéru aspartátu a glutamátu přes 

mitochondriální membránu (Monne et al., 2018). Tento mechanismus je pravděpodobně evolučně 

velmi starý a mohl se uplatňovat při výměně redukujících ekvivalentů z mitochontrie v rámci 

fotorespirace (Monne, et al., 2018). UCP1 se pravděpodobně také uplatňuje v adaptaci na redoxní 

stres, kdy v důsledku lokálně zvýšené hladiny laktátu dochází ke zvýšení jeho exprese a tím snížení 

redoxního tlaku (Carriere et al., 2014).  

 

1.4.2. Anatomické rozdělení tukové tkáně ve vztahu ke kardiovaskulárním 

chorobám 

Tuková tkáň se mezi jednotlivými lokalitami liší morfologií i funkcí. Rozlišujeme tukovou tkáň 

subkutánní (SAT) a viscerální (VAT). Perivaskulární (PVAT) tuková tkáň obklopující cévy bývá někdy 

řazena do viscerální tukové tkáně. Subkutánní tuková tkáň bývá považována za méně důležitou 

z hlediska kardiovaskulárních a metabolických chorob vzhledem k nižší expresi prozánětlivých 

cytokinů ve srovnání s VAT (Porter et al., 2009).  
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Podrobněji lze VAT u člověka rozlišovat na omentální tukovou tkáň, která transverzálně obklopuje 

střeva a žaludek, mesenterickou tukovou tkáň lokalizovanou hlouběji obklopující vnitřní orgány 

a retroperitoneální tukovou tkáň oblopující ledviny v retroperitoneu. Mezi VAT bývá řazena 

i epikardiální a perikardiální tuková tkáň přiléhající k srdci. Množství epikardiální tukové tkáně 

řada prací spojuje s incidencí a závážností kardiovaskulárních chorob (Jeong et al., 2007; 

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

Perivaskulární tuková tkáň (PVAT) byla dlouhou dobu přehlížena a považována za pouhou pasivní 

oporu cév. Caroline M. Pond ve své přehledné práci uvádí, že anatomové zabývající se lidskou 

srovnávací anatomií přehlíželi a odstraňovali PVAT, protože byla považována za nekonzistentní 

a bezvýznamnou strukturu, kterou nemá smysl se zabývat (Pond, 2017). Nicméně nepřítomnost 

fyzické bariéry mezi PVAT a cévní stěnou dává PVAT možnost přímo ovlivňovat homeostázu cévní 

stěny (Fernandez-Alfonso et al., 2018). U zvířecího modelu obezitou indukované změny v PVAT 

vedou ke zvýšení tvorby aterosklerotických lézí (Takaoka et al., 2009). Tento proces stimuluje 

a akceleruje nerovnováha produkce prozánětlivých adipokinů a zvýšená infiltrace 

imunokompetentních buněk do PVAT (Fernandez-Alfonso, et al., 2018).  

Bioaktivní látky uvolňované tukovou tkání produkují jednak přímo z adipocytů, ale i další buňky 

tzv. SVF tvořené velkým množstvím buněk bílé krevní řady, mezi které patří i makrofágy schopné 

produkovat velké množství cytokinů působících prozánětlivě. Je prokázáno, že tyto prozánětlivé 

produkty makrofágů v tukové tkáni zhoršují inzulinovou signalizaci a přispívají tím k rozvoji 

inzulinové rezistence (Arkan et al., 2005; Baker et al., 2011; Gual et al., 2005; Hirosumi et al., 

2002). Množství makrofágů a hlavně polarizace se liší jak mezi jednotlivými depozity tukové tkáně, 

tak v závislosti na patofyziologických podmínkách. U zvířecích modelů obezity makrofágy mohou 

tvořit až 40 % buněk SVF tukové tkáně, přičemž se jedná jak o in situ makrofágy, tak i infiltrované 

makrofágy pocházející z krevního oběhu (Weisberg et al., 2003). Práce Amana (Amano et al., 

2014) ukazuje, že v případě geneticky obézního kmene (ob/ob) myší může dokonce docházet 

i k proliferaci makrofágů in situ v tukové tkáni. I výsledky Waqase potvrzují, že makrofágy v tukové 

tkáni nepochází pouze z infiltrace a následné diferenciace monocytů krevního oběhu, ale i z 

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

Adipokiny 

Prvním objeveným hormonem reflektujícím dlouhodobou zásobu energie v podobě tukové tkáně 

byl leptin (Y. Y. Zhang et al., 1994). Účastní se adaptace na změnu hmotnosti (Strohacker et al., 

2014). Jeho hladina pozitivně koreluje s množstvím tukové tkáně bez vztahu k věku a pohlaví 

nejen v animálním modelu, ale i u lidí (Liuzzi et al., 1999). Již v devadesátých letech byla nalezena 
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úzká spojitost mezi koncentrací leptinu v krevní plasmě a kardiovaskulárními chorobami (Liuzzi, et 

al., 1999). Byl také prokázán negativní vliv zvýšených hladin leptinu při chronických zánětlivých 

onemocnění jako nealkoholová steatohepatitida (NESH), chronický plicní zánět, chronické střevní 

záněty, nebo při autoimunitních onemocněních (Hoffmann et al., 2019; La Cava, 2017). 

V animálním modelu subfyziologické a fyziologické hladiny leptinu snižují plasmatické koncentrace 

i expresi prozánětlivých cytokinů v tukové tkáni (Hoffmann, et al., 2019). Tato studie také 

prokazuje, že při nízkých hladinách leptinu dochází k pomalejšímu vývoji aterosklerotického plaku. 

Naopak v případě stimulace monocytů vysokou koncentrací leptinu dochází k významnému 

zvýšení exprese prozánětlivých cytokinů (Zarkesh-Esfahani et al., 2001).   

Objevem leptinu se zvýšil zájem o endokrinní schopnosti tukové tkáně a již v roce 1996 byl 

objeven další hormon - adiponektin. Jeho původní označení bylo velmi ambiciózní - Adipose Most 

Abundant Gene Transcript 1 (apM1) (Maeda et al., 1996). Hladina adiponektinu, na rozdíl od 

leptinu, klesá s rostoucím BMI (body mass index) jak u zvířat, tak i u lidí (Arita et al., 1999; Hu et 

al., 1996; O'Brien et al., 2018). Adiponektinu jsou připisovány významné ateroprotektivní 

(Okamoto et al., 2002) a antiinflamační účinky (Turer & Scherer, 2012), dále pak zvyšuje senzitivitu 

k insulinu (Ruan & Dong, 2016). Přímá souvislost mezi jeho koncentrací a stabilitou plaku však 

prokázána nebyla (Marino et al., 2018). Poměr leptinu a adiponektinu se ukázal jako lépe 

reflektujícím riziko kardiovaskulárních chorob, a to zejména u diabetiků 2. typu (Chou et al., 2014; 

Satoh et al., 2004). Tento poměr dobře koreluje s tloušťkou intimy a médie (Norata et al., 2007). 

V recentním přehledném článku Fruhbeck popisuje tento poměr leptinu a adiponektinu jako 

výborný znak metabolických poruch zejména v tukové tkáni (Fruhbeck et al., 2018). Respektive 

připouští, že metabolicky zdraví obézní jedinci mají vyšší poměr adiponektinu a leptinu, než 

metabolicky nemocní obézní. Zvýšení tohoto poměru může snižovat rizika akutních 

kardiovaskulárních příhod (Fruhbeck, et al., 2018). 

Mezi další adipokiny řadíme resistin a omentin jejichž produkce roste s adipozitou a vyvolává 

insulinovou resistenci (Steppan et al., 2001). Protilátky neutralizující resistin u zvířecího modelu 

působí proti insulinové resistenci (Steppan, et al., 2001). Omentin-1 je převážně produkován ve 

viscerální tukové tkáni (Yang et al., 2006). Tento hormon obdobně jako resistin působí protektivně 

proti insulinové resistenci prostřednictvím aktivace Akt fosforylace (Yang, et al., 2006). 

Yamakawaki  prokázal vasodilatační vliv omentinu na potkaní aortu (Yamawaki et al., 2010). 

V lidských endoteliálních buňkách omentin inhibuje expresi prozánětlivého TNF-α prostřednictvím 

signalizace přes c-Jun N-terminální kinázu, což nasvědčuje jeho protizánětlivý efekt (Yamawaki et 

al., 2011). Intenzivní zájem o produkty tukové tkáně vedl k objevům dalších adipokinů včetně 

cytokinů s již známými imunitními vlastnostmi.  Další důležité adipokiny jsou shrnuty viz tabulka 1.  
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Cytokiny/adipokiny Základní důležité vlastnosti 

TNF-α Dominantně produkovaný imunokompetentními buňkami, stimulace 

produkce kyslíkových radikálů 

stimulace exprese adhezních molekul SelE, ICAM-1, VCAM-1 a dalších 

cytokinů CXCL2,CXCL6, kolonie stimulující faktor 1 (Kuldo et al., 2005; S. 

Y. Park et al., 2008; Viemann et al., 2006)  

IL-6 Stimulace produkce CRP v játrech, snižuje senzitivitu v inzulínu (Held et 

al., 2017) 

Přispívají k polarizaci makrofágů prozánětlivým směrem (Luckett-

Chastain et al., 2016) 

Zvýšení adhezivity endotelu (Watson et al., 1996) 

IL-1β ↑ adheze leukocytů v endotelu 

↑ produkce prozánětlivých cytokinů, chemokinů, matrix metaloproteáz 

↑ proliferace buněk cévní hladké svaloviny 

 (Libby, 2017) 

IL-8 Destabilizace plaku 

Prokoagulační efekt 

Prediktor pro akutní koronární syndrom 

(Cavusoglu et al., 2015) 

IL-10 Protizánětlivý 

↓ expresi prozánětlivých cytokinů v monocytech 

↓ adheze a adhezních molekul v endoteliálních buňkách 

Inhibice v animálním modelu vede k akceleraci aterosklerózy 

(Mtairag et al., 2001) 

MCP-1 Zvyšuje extravazaci monocytů z krevního oběhu 

Plasmatické koncentrace rostou se rozvojem aterosklerózy 

(Basurto et al., 2019) 

Adiponektin ↓ exprese adhezních molekul 

Antioxidační 

Protizánětlivý 

Insulin senzitizující 

Vasoprotektivní 

(Katsiki et al., 2017) 

Leptin Signál nasycenosti (v animálním modelu blokuje přibývání hmotnosti 
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(Hoffmann, et al., 2019)) 

Prozánětlivý 

Insulindesensitizující 

Negativní vliv na neointimální formaci (Hubert et al., 2017) 

Resistin Prozánětlivý 

Aterogenní 

Zvýšený při diabetu 

(Gencer et al., 2016) 

Visfatin Vnitřní enzymová nicotinamide fosforibosyltransferázová aktivita – 

zásadní při syntéze NAD+ 

Přímý vliv na proliferaci buněk hladké svaloviny a angiogenezi 

Zvyšuje aktivitu matrix metaloproteáz a adhezních molekul (ICAM-1, 

VCAM-1, SelE), což přispívá k destabilizaci plaku  

(Pitoulias et al., 2017) 

Omentin Zvýšené hladiny při chronických inflamačních onemocněních (Crohnova 

nemoc, psoriáza) 

S obezitou klesá 

Při akutním infarktu roste 

Nevykazuje vztahy s tradičními rizikovými faktory kardiovaskulárních 

chorob, ale při vysokých koncentracích incidence akutních komplikací je 

významně nižší   

(Kadoglou et al., 2015; Saely et al., 2016) 

Tabulka 1 Vybrané adipokiny a jejich vlastnosti. 
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2. Cíle studie 

 Popsat fenotypy makrofágů v lidské tukové tkáni a jejich vztah k rizikům rozvoje 

kardiovaskulárních onemocnění. 

 Porovnat genovou expresi prozánětlivých cytokinů v jednotlivých depozitech tukové 

tkáně (SAT, VAT, PVAT) u živých dárců ledvin a dále je porovnat s expresí u pacientů 

s prokázanou aterosklerózou periferních arterií. 

 V kondicionovaných médiích získaných inkubací tukové tkáně změřit koncentrace 

uvolněných cytokinů (ATCM). Zavést a změřit vliv těchto produktů tukové tkáně na 

adhezi monocytů k endotelu a stanovit genovou expresi v ovlivněných endoteliálních 

buňkách. 
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3. Metody 

 

Charakteristika analyzované skupiny 

Účastníci studií byli detailně informováni o smyslu, cíli a struktuře studie a podepsali informované 

souhlasy s účastí ve studii. Studie byly schváleny Etickou komisí Institutu klinické a experimentální 

medicíny a Thomayerovy nemocnice. 

Analyzovaná skupina LKD ve srovnání s výsledky dlouhodobé studie post-MONICA, popisujícím 

průměrnou českou populaci (Cifkova et al., 2010), měla mírně nižší BMI, celkový cholesterol, nižší 

prevalenci hypertenze a diabetu mellitu 2. typu. Jednalo se tedy o mírně zdravější skupinu v rámci 

průměrné české populace. Počty a konkrétní průměrné hodnoty analyzovaných skupin je 

rozepsáno ve výsledcích jednotlivých analýz. Do některých analýz byly zahrnuty i vzorky od 

pacientů s angiologicky prokázanou chorobou periferních cév (PAD). Skupina PAD ve srovnání 

s LKD byla v průměru starší, měla vyšší koncentrace cholesterolu a hsCRP, ale v BMI se skupiny 

nelišily.   

Koncentrace lipoproteinů  

Před zahájením operace byla LKD a pacientům s PAD odebrána krev na lačno (min 10 hod lačnění). 

Plasma byla separována do 30 minut od odběru. Koncentrace cholesterolu a triglyceridů byly 

kvantifikovány Hoffmann-LaRoche přímou metodou - enzymatickým kitem HDL-C plus 3rd 

generation (Roche) na Cobas Mira+ autoanalyzátoru (Roche). Koncentrace non-HDL cholesterolu 

byla dopočítána jako rozdíl celkového cholesterolu a frakce HDL cholesterolu. Data od LKD a od 

pacientů s PAD byla analyzována identickými metodami.  

Izolace stromovaskulární frakce (SVF) tukové tkáně 

SAT, VAT a PVAT byla odebraná peroperačně od živých dárců ledvin (LKD) během nefrektomie, 

případně v rámci rekonstrukce periferních arterií od pacientů s angiograficky potvrzenou 

chorobou periferních cév (PAD). Vzorky byly odebírány ze stejných lokalit. VAT byl odebírán 

z oblasti vně Gerotovy fascie a PVAT byl odebírán z vnějšku renální arterie. Po očištění od všech 

viditelných zbytků vazivové tkáně a cév byla tuková tkáň nastříhána na malé kousky (asi 2 mm) 

a přes filtr byly vzorky promyty fosfátovým pufrem (PBS), aby se odstranila rezidua krve. Očištěná 

tkáň byla inkubována v roztoku kolagenázy (2 mg/ml kolagenázy v roztoku PBS s přidaným 

2% albuminem) a inkubovány ve vodní lázni asi 15 min při 37°C. Homogenát byl filtrován přes 
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50 um filtr a centrifugován. Takto izolovaná stromovaskulární frakce byla analyzována pomocí 

průtokové cytometrie (CyAn; Beckman Coulter).  

Průtoková cytometrie 

Pro rozlišení jednotlivých fenotypů monocytů/makrofágů byly použity monoklonální protilátky 

s navázanými 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 analyzovaných buněk byla hodnocena pomocí 7-AAD 

(7-Aminoactinomycinu D) a pouze vzorky s viabilitou nad 75 % byly zařazeny do analýz. Gate pro 

rozdělení CD16+ a CD16- populace byl vytvořen na základě jasně viditelného přechodu u paralelně 

měřeného vzorku krve stejného jedince.  

Na základě našich předchozích výsledků (Kralova Lesna, et al., 2015), ale i publikované literatury 

(Barros et al., 2013; Krychtiuk et al., 2014) jsme hodnotili buňky CD14+CD16+ s vysokou expresí 

CD36 jako prozánětlivé (tzv. M1) a CD14+ bez exprese CD16 (CD16-) ale exprimující CD163 jako 

protizánětlivé (viz Obrázek 3). Je třeba připomenout, že se jedná o extrémní a zároveň majoritní 

fenotypy z celého spektra makrofágů.  
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Obrázek 3 Gateovací strategie pro definování populací polarizovaných makrofágů v tukové 
tkáni. Po vybrání CD14+ populace buněk je gate pro CD16+ buňky vytvořený podle krve (A), kde je 
jasně viditelná hranice, použit pro rozdělení CD14+CD16+ a CD14+CD16- makrofágů v SVF tukové 
tkáně (B). Obr. C znázorňuje vybranou populaci CD14+ buněk vybraných pro další gateovaní. 
CD14+CD16+ populace dále tvoří významnou populaci buněk s vysokou expresí CD36 a menší 
populaci s nízkou expresí CD36 (D). Naopak CD14+CD16- majoritní část buněk exprimuje i CD163 
(E) považované za znak protizánětlivých makrofágů.   

 

Genová exprese  

Pro analýzu genové exprese tukové tkáně byly vzorky tukové tkáně ihned po odebrání zmrazeny 

v tekutém dusíku a uchovávány při -80°C až do analýzy. Z přibližně 200 mg tukové tkáně byla 

izolována RNA pomocí TRIzol Reagent (Molecular Research Centre). V případě ovlivněných 

endoteliálních buněk analyzovaných v poslední diskutované studii byla RNA izolována pomocí 

RNeasy Plus mini kit (Qiagen). Po odstranění reziduí DNA pomocí DNase I (Sigma Aldrich), cDNA 

byla přepsána podle instrukcí výrobce za užití kitu High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix kit (Life 

Technologies). Následně byla měřena míra exprese sledovaných cytokinů pomocí Corbett Life 
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Science Rotor Gene 3000 (Qiagen) za použití 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (Solise 

BioDyne). 

V tukové tkáni byly analyzovány geny TNF-α (tumor necrosis factor α), MCP-1 (CCL2, C-C motiv 

chemokin ligand 2) a IL-6 (Interleukin 6). Beta-2-microglobulin (B2M) byl použit pro normalizaci. 

Míra exprese sledovaných genů byla porovnávána mezi jednotlivými depozity tukové tkáně (SAT, 

VAT, PVAT) a zároveň mezi zdravými živými dárci ledvin a pacienty s prokázanou aterosklerózou 

periferních arterií (PAD). 

Pro analýzu genové exprese v endoteliálních buňkách byly použity následující nukleotidové 

sekvence primerů: MCP-1, IL-6, syntáza oxidu dusnatého 3 (NOS3), transformující růstový faktor β 

(TGF-β), selektin E (SelE), intercelulární adhezní molekula 1 (ICAM-1), vaskulární adhezní molekula 

1 (VCAM-1). Glyceraldehyd 3-fosfát dehydrogenáza (GAPDH) bylo použito jako endogenní 

kontrola pro normalizaci. Relativní genová exprese byla vyhodnocena pomocí metody ΔΔCt (Pfaffl, 

2001) srovnané k negativní kontrole (bez stimulace). 

Kondicionovaná média 

Pro analýzu vlivu produktů tukové tkáně na adhezi monocytů k endotelu byla vytvořena 

tzv. kondicionovaná média, kterými byly následně ovlivňovány endoteliální buňky v in-vitro 

modelu. Ihned po odebrání vzorků VAT od LKD byl vzorek v aseptických podmínkách očištěn od 

viditelné vazivové tkáně, cév a zbytků krve. Takto očištěné a na malé kousky nastříhané vzorky 

tkáně (2 mm3) byly inkubovány v odpovídajících množstvích kultivačního média (1 g VAT 

respektive SVF izolované z 1 g VAT v 1 ml roztoku endoteliálního bazálního média 1 (Lonza) s 0,2 % 

bovinním sérovým albuminem bez mastných kyselin (Sigma Aldrich)) po dobu 24 hodin.  

Stromovaskulární frakce (SVF) byla získána natrávením očištěného vzorku VAT v roztoku 

kolagenázy (c=0,002 g/ml, Sigma-Aldrich) v PBS s přídavkem 2 % BSA. Po natrávení byla buněčná 

frakce filtrována a centrifugována, v rámci tohoto procesu jsou odmyty plně diferencované 

adipocyty.  SVF izolovaná z 1 g VAT byla inkubována v 1 ml stejného kultivačního média, jako bylo 

použito pro ATCM. Po 24 hodinách bylo kondicionované médium ze SVF (SVFCM) odebráno 

a centrifugováno pro odstranění buněk v roztoku. 

Odebraná kondicionovaná média (ATCM a SVFCM) byla skladována při -80°C až do dalších analýz. 
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Měření adheze monocytů k endotelu 

V adhezním modelu byla míra adheze hodnocena na základě intenzity fluorescence adherovaných 

monocytů THP-1 (ECACC lot. 88081201) k ovlivněným endoteliálním buňkám (primární linie 

HUVEC -Human Umbilical Vein Cells, Lonza, lot. 369948). 

THP-1 buňky byly kultivovány v RPMI-1640 (Biosera) s 10% fetálního bovinního séra (FBS) 

(Gibco™), 2 mM L-glutaminu (Sigma Aldrich) a 100 U/ml penicilin-streptomycinu (Biosera). Buňky 

HUVEC byly kultivovány v endoteliálním růstovém médiu 2 BulletKit (Lonza, CC-3156 & CC-4176).  

Plně konfluentní vrstva endoteliálních buněk byla ovlivněna ATCM (případně SVFCM) v 5% 

koncentraci v EBM-2 s 2 % FBS v hexaplikátu na 96-jamkových černých destičkách s čirým dnem. 

Inkubace s TNF-α (10ng/ml, R&D Systems) byla použita jako pozitivní kontrola. Po 24hodinách 

bylo médium odstraněno a přidány THP-1 buňky značené pomocí calcein-AM (calcein-

acetoxymethyl, Molecular Probes). Po 30 minutách inkubace byly monocyty odmyty a na základě 

intenzity fluorescence byla vyhodnocena míra adheze monocytů k endotelu.  

Koncentrace cytokinů měřených v kondicionovaných médiích a krevním séru 

Koncentrace cytokinů IL-1ß, MCP-1, TNF-α, MCP-1, IL-4, IL-5, IL-10, CXCL5 a RANTES 

v kondicionovaných médiích byly měřeny pomocí Luminex performance assay (R&D Systems Inc). 

Destičky byly čteny pomocí  Luminex 100 analyzer (PerkinElmer Life Inc.) a vyhodnoceny přes 

xPONENT software (Luminex).  

Hs-CRP 

CRP měřené vysokosenzitivní metodou (hsCRP) byl měřen immunoturbidimetrickou analýzou 

(Cobas Mira Plus, Roche).  

Statistická analýza  

Není-li u jednotlivých výsledků uvedeno jinak, jsou data prezentována jako průměr ± SD pro 

spojité proměnné a procenta ± SD pro kategorické proměnné. Meziskupinové srovnání spojitých 

proměnných a lineární regrese byly provedeny pomocí nepárového t-testu a korelační analýzy 

byly provedeny softwarem GraphPad Prism, verze 6. Hodnoty P vyšší než 0,05 byly považovány za 

statisticky nesignifikantní. Pro vyhodnocení cytokinů měřené Luminex assay byl použit Mann-

Whitney test. 
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4. Výsledky 

4.1. Prozánětlivá genová exprese v tukových tkáních pacientů 

s aterosklerózou 

 

Proinflammatory gene expression in adipose tissue of patients with atherosclerosis.  

S. Čejková, I. Králová Lesná, J. Froněk, L. Janoušek, A. Králová, J. Ždychová, F. Thieme, R. 

Poledne 

Physiol. Res. 66: 633-640, 2017 

Při porovnání skupiny pacientů s prokázanou chorobou periferních arterií (PAD) a zdravé skupiny 

živých dárců ledvin (LKD) (Tabulka 2 2) byli pacienti s PAD významně starší než LKD (61 ± 12,9 let 

PAD, 46 ± 10,5 let LKD, p<0,001). Průměrné BMI srovnatelné v obou skupinách (26,3 ± 3,8 kg.m-2 

LKD, 27,4 ± 4,8 kg.m-2 PAD). Prevalence kouření, hypertenze a diabetu mellitu 2. typu byla 

významně vyšší u skupiny PAD ve srovnání s LKD. Četnost kouření a prevalence hypertenze ve 

skupině PAD významně vyšší (kouření 79,2 % PAD vs. 28,6 % LKD, hypertenze 79,2 % PAD vs. 

25,7 % LKD) ve srovnání se zdravou skupinou. Pouze jeden jedinec ze skupiny LKD vykazoval 

zvýšenou hladinu glukózy na lačno (>7 mol/l), nicméně klinická diagnóza diabetu nebyla následně 

potvrzena.  

Koncentrace prozánětlivého TNF-α v krevní plasmě byla významně vyšší u skupiny pacientů s PAD 

(4,86 ± 1,4 pg/ml) ve srovnání s LKD (2,14 ± 0,9 pg/ml) (p<0,001). Stejně tak byl nalezen významný 

rozdíl ve sledovaném hsCRP (11,79 ± 7,0 PAD vs. 1,5 ± 0,48  LKD, p<0,02). I přes velké rozptyly 

hodnot hsCRP je rozdíl mezi skupinami signifikantní. PAD pacienti byli rozděleni do dvou skupin 

(A,B) podle stupně stenózy Arteria iliaca communis a Arteria iliaca externa. 

Genová exprese všech sledovaných genů byla signifikantně vyšší u VAT pacientů s PAD ve srovnání 

s LKD ve všech sledovaných genech (TNF-α 5-násobně, p<0,05; MCP-1 3,6-násobně, p<0,05; IL-6 

18,8-násobně, p<0,001) (obrázek 4). V případě PVAT pouze exprese TNF-α byla signifikantně vyšší 

ve skupině pacientů s PAD než u LKD (4,6-násobně, p<0,01), zatímco při srovnání ostatních 

sledovaných genů se jejich exprese významně nelišila. V případě SAT nebyl žádný významný rozdíl 

genové exprese jednotlivých genů mezi skupinami nalezen. Pří rozdělení skupiny LKD do 50 let 

a nad 50 let nebyl mezi podskupinami významný rozdíl v genové expresi sledovaných genů. 

Navzdory významnému rozdílu ve věku mezi LKD a pacienty s PAD je tedy velmi 

nepravděpodobné, že by tato skutečnost mohla hrát důležitou roli v genovém vyjádření obou 

skupin. 
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Při analýze genové exprese skupiny pacientů s PAD z hlediska závažnosti onemocnění, měřeného 

na základě stupně arteriální stenózy, žádný významný rozdíl v genové expresi TNF-α, MCP-1 a IL-6 

nebyl zjištěn. Porovnání kuřáků a nekuřáků ve skupině LKD neukázalo žádné významné rozdíly 

v genové expresi. 

 Živí dárci ledvin   

(n = 35) 

Pacienti s PAD 

(n = 24) 

Signifikance 

Věk (roky) 46 ± 10 61 ± 13 p<0,0001 

BMI (kg.m-2) 26,3 ± 3,8 27,4 ± 4,8 p=0,489 

Kuřák, 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 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4: Relativní genová epxrese TNFα, MCP-1, a IL-6 v SAT, VAT a PVAT živých dárců ledvin 

(n=35) (LKD) a pacientů s PAD (n=24). Srovnání genové exprese mezi LKD a pacientů s PAD je 

znazorněno formou boxplotu. Světle jsou znázorněny hodnoty LKD a tmavě jsou znázorněny 

hodnoty pacientů s PAD.  * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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Vzhledem k tomu, že sledované cytokiny jsou typicky produktem převážně makrofágů 

infiltrovaných v tukové tkáni, bylo analyzováno množství makrofágů na gram tukové tkáně 

a zároveň porovnán mezi sledovanými skupinami osob. Při srovnání množství makrofágů 

zjištěných průtokovou cytometrií nebyly zjištěny rozdíly stejného typu tukové tkáně mezi 

skupinami v případě VAT (11001 ± 10351 CD14+ monocytů/g u LKD, 11457 ± 12462 CD14+ 

monocytů/g u pacientů s PAD) a PVAT (11494 ± 12347 CD14+ monocytů/g u LKD a 15500 ± 13222 

CD14+ monocytů/g u pacientů s PAD) významné rozdíly nebyly zjištěny. Pouze SAT při porovnání 

mezi skupinami vykazoval rozdíl na hranici významnosti (7411 ± 8527 CD14+ monocytů/g u LKD 

a 20721 ± 23312 CD14+ monocytů/g u pacientů s PAD). Lze tedy uzavřít, že množství makrofágů 

v tukových tkáních nehraje zásadní roli v analýze genové exprese.  

Závěr  

Zvýšená exprese prozánětlivých genů ve VAT pacientů s prokázanou PAD by zřejmě mohla 

souviset s prozánětlivou polarizací rezidenčních makrofágů v této tukové tkáni. Vyšší genová 

exprese ve VAT jsou v souladu i s plasmatickou koncentrací prozánětlivých markerů – TNF-α 

a hsCRP. Naše data potvrzují důležitost tukové tkáně v rozvoji aterosklerózy. Nicméně zůstává 

nezjištěno, zda námi dokumentované změny v tukové tkáni jsou příčinou přítomného 

patofyziogického stavu, nebo zda tento prozánětlivý stav existoval již daleko dříve u skupiny 

jedinců náchylných k rozvoji aterosklerózy.  
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4.2. Vliv cytokinů produkovaných tukovou tkání na adhezi monocytů 

k endotelu 

 

The effect of cytokines produced by human adipose tissue on monocyte adhesion to the 

endothelium.   

Čejková S, Kubátová H, Thieme F, Janoušek L, Froněk J, Poledne R, Kralová Lesná I.  

Cell Adh Migr. 2019 

 

Průměrné parametry základních klinických a laboratorní hodnot (věk - 46,2 ± 12,1 let, BMI 26,1 ± 

4,20 kg.m-2, celkový cholesterol 5,41 ± 1,52 mmol/l, hsCRP 1,88 ± 2,36mg/l) jsou srovnatelné 

u mužů i žen a jsou srovnatelné s průměrnou českou populací (srovnání s publikovanými výsledky 

post-MONICA (Cifkova, et al., 2010)), pouze četnost kuřáků byla v naší skupině vyšší (46,7 %), 

na druhou stranu v námi analyzované skupině bylo BMI mírně nižší. 

Vliv ATCM na míru adheze monocytů k endotelu 

První hlavní výsledek (obrázek 5):  

Stimulace endoteliálních buněk pomocí ATCM významně zvýšila adhezi monocytů ve srovnání 

s negativní kontrolou (kultivovány jen v základním médiu). Kokultivace s ATCM zvýšila míru 

adheze monocytů o čtvrtinu (ATCM 50,8 % ± 5,6 vs. negativní kontrola 40,6 % ± 5,4, p<0,0001). 

Pozitivní kontrola, kde byly endoteliální buňky kokultivovány s přídavkem TNF-α (10 ng/ml), 

dále zvýšila míru adheze monocytů (60,0 % ± 7,5, p<0,0001). Jedná se však o řádově vyšší 

koncentrace tohoto cytokinu, než je koncentrace fyziologická.  
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Obrázek 5: ATCM významně zvýšilo míru adheze monocytů k endotelu ve srovnání k negativní 

kontrole (NK) bez stimulace ATCM.  TNF-α (10ng/ml) použitý jako pozitivní kontrola zvýšil adhezi 

monocytů k endotelu oproti NK i ATCM. Graf je doplněn o obrázky z fluorescenčního 

zobrazovacího systému JuLI. *** p<0,0001 srovnáno k NK; §§ p<0,001 srovnáno k ATCM. 

 

Druhý hlavní výsledek (obrázek 6): 

S rostoucí koncentrací IL-1β (p<0,0001, r=0,82), TNF-α (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 signifikantně vzrůstala i míra adheze 

monocytů k endotelu. Tyto výsledky jsou v souhlase se známými vlastnostmi těchto 

prozánětlivých cytokinů. Nejužší vztah mezi mírou adheze monocytů k endotelu a koncentrací 

cytokinů vykazovaly IL-1β a TNF-α. Žádný vztah mezi mírou adheze a koncentrací IL-4, IL-5 

a CXCL5 nebyl nalezen. Nicméně překvapivě míra adheze proporčně rostla i s koncentrací IL-10 

(p<0,0001, r=0,67), cytokinu obecně řazeného mezi protizánětlivé. 

NK ATCM 

TNF-α 
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Pro kontrolu, zda takto nízké koncentrace mohou vést ke zvýšení míry adheze monocytů 

k endotelu, byl proveden kontrolní separátní pokus, kde byly endoteliální buňky stimulovány 

koncentrací IL-1ß (200 pg/ml) a TNF-α (30 pg/ml) měřenou v ATCM. I takto nízké koncentrace 

vedly k velmi významnému zvýšení adheze monocytů k endotelu (obrázek 7). 

 

 

 

Obrázek 6: Korelace míry adheze a koncentrace jednotlivých cytokinů měřených v ATCM.  Osa x 

je znázorněna v log2 škále. 
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Obrázek 7: Stimulace endoteliálních buněk IL-1ß a TNF-α v průměrných koncentracích měřených 

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

Vliv selektivní inhibice cytokinů 

Pro kontrolu skutečného efektu jednotlivých cytokinů, jsme v samostatném experimentu využili 

selektivní inhibice těch cytokinů, které významně ovlivnily míru adheze monocytů k endotelu. 

Výsledky znázorňuje obrázek 8. Inhibice IL-1ß a TNF-α významně snížila adhezi monocytů 

k endotelu oproti stimulaci ATCM. Inhibice MCP-1 a RANTES nevedla k významné změně adheze 

monocytů k ovlivněných endoteliálním buňkám.  
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Obrázek 8: Vliv selektivní inhibice cytokinů během stimulaci endoteliálních buněk. *** p<0,001 

vztaženo k NK, §§§ p<0,001 vztaženo k ATCM stimulaci.  
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Genová exprese v endoteliálních buňkách ovlivněných ATCM a SVFCM 

Kromě analýzy vlivu směsi produktů VAT prostřednictvím ATCM na míru adheze monocytů 

k endotelu, byla v paralelně běžícím pokusu analyzovaná genová exprese v ovlivněných 

endoteliálních buňkách. Inkubace s ATCM signifikantně zvýšila genovou expresi adhezních molekul 

VCAM-1 (1,60-násobně, p<0,01) a ICAM-1 (4,07-násobně, p<0,01) oproti negativní kontrole 

(obrázek 9). Navíc kokultivace s ATCM zvýšila expresi IL-6 (2,64-násobně, p<0,001) zároveň snížila 

expresi TGF-β (0,59-násobně, p<0,001) ve srovnání s kontrolním médiem. Genová exprese MCP-1 

a SelE nebyla signifikantně ovlivněna (p=0,090 respektive p=0,088). Ze všech sledovaných molekul 

pouze genová exprese SelE pozitivně korelovala s mírou adheze monocytů k endotelu (p<0,0001, 

r=0,73). 
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 Obrázek 9: Vliv ATCM na relativní genovou expresi v endoteliálních buňkách. Hodnoty jsou 

vztažené k negativní kontrole bez stimulace. ** p<0,01, *** p<0,001 

Zvýšená genová exprese adhezních molekul VCAM-1, ICAM-1 a SelE v důsledku stimulace ATCM 

byla částečně snížena selektivní inhibicí IL-1ß, TNF-α a MCP-1 (obrázek 10). K největšímu snížení 

exprese došlo v případě SelE, jehož genová exprese byla snížena působením inhibitorů proti IL-1β, 

TNF-α i MCP-1. K největšímu poklesu došlo v důsledku inhibice TNF-α (3,17 ± 0,71 vs. 13,4 ± 2,52, 

p<0,001). Inhibice TNF-α významně snížila i expresi ICAM-1 (1,34 ± 0,91 vs. 3,34 ± 0,68, p<0,01) 

a sice méně, ale přesto významně snížila expresi ICAM-1 i inhibice MCP-1 (1,21 ± 0,33 vs. 

3,03 ± 0,71, p<0,05). Genová exprese VCAM-1 byla signifikantně snížena pouze v případě inhibice 

IL-1β (0,77 ± 0,18 vs. 3,34 ± 0,68, p<0,05). 
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Obrázek 10: Relativní genová exprese adhezních molekul stimulované ATCM a ATCM s přidáním 

selektivních inhibitorů. Inhibice vybranými selektivními inhibitory snížila genovou expresi 

adhezních molekul - VCAM-1, ICAM-1 a SelE. Hodnoty jsou vztažené k negativní kontrole 

(nestimulované buňky). * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.0001.  

 Srovnání ATCM a SVFCM 

Pro přiblížení zdroje cytokinů jsme v paralelním soboru párových vzorků ATCM a SVFCM (n = 8) 

porovnali koncentrace jednotlivých cytokinů (obrázek 11). Absence rozdílu mezi koncentrací IL-1β 

a vyšší průměrná koncentrace TNF-α měřená v SVFCM ve srovnání s ATCM značí, že zdrojem 

těchto cytokinů jsou primárně zdrojem buňky SVF a ne adipocyty, které jsou v rámci izolace SVF 

odmyty. Vyšší koncentrace TNF-α ve SVFCM oproti ATCM může být způsobena zhoršenou difuzí 

z celé tukové tkáně oproti jednotlivým buňkám v případě SVF. Zatímco významně vyšší 

koncentrace IL-10, IL-6, MCP-1 a RANTES v ATCM než v SVFCM naznačují, že zdrojem jsou 

primárně adipocyty.  
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Obrázek 11 Porovnání koncentrací cytokinů měřených v sadě párových vzorků ATCM a SVFCM.  
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Porovnání extrémních kvartil míry adheze 

V další analýze jsme srovnávali extrémní kvartily míry adheze (tabulka 3Tabulka 3). Největší rozdíly 

při srovnání genové exprese extrémních kvartil vykazoval gen  VCAM-1 (4,36 ± 3,1 vs. 1,01 ± 0,8, 

p=0,011). Obdobný trend vykazovala genová exprese MCP-1  (3,19 ± 2,6 vs. 0,80 ± 0,04, p=0,022). 

Genová exprese TGF-β při srovnání extrémních kvartil (0,40 ± 0,9, 0,60 ± 0,2) vykazovala hraniční 

hodnoty signifikance (p=0,063). Ačkoli byla nalezena významné zvýšení exprese ICAM-1 a IL-6 

v důsledku stimulace ATCM, v případě porovnání extrémních kvartil nebyl nalezen žádný rozdíl. 

 
horní kvartil dolní 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-β 0,60 ± 0,2 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: Srovnání genové exprese míry adheze extrémních kvartil míry adheze monocytů 

k endotelu.  

Vztah mezi rizikovými faktory kardiovaskulárních chorob a produkce cytokinů tukovou tkání  

Vztah mezi kardiovaskulárními chorobami, jako je pohlaví, věk, BMI, kouření a koncentrace hsCRP, 

a hladinou jednotlivých sledovaných cytokinů v ATCM nebyl nalezen. Není tedy překvapení, že 

tento vztah nebyl nalezen ani k míře adheze monocytů k endotelu. Pouze v případě srovnání BMI 

v rámci extrémních kvartil míry adheze byly rozdíly na hranici významnosti (25,8 ± 2,96 kg.m-2 vs. 

28,9 ± 2,97 kg.m-2, p=0,064). Toto srovnání může být ovlivněno relativně nízkým počtem 

sledovaných jedinců v jednotlivých skupinách. 

Závěr 

Cytokiny uvolněné lidskou VAT zvyšují adhezi monocytů k endotelu a vedou k prozánětlivým 

změnám genové exprese v ovlivněných buňkách endotelu. Navíc jsme prokázali, že v tomto 

procesu ze sledovaných cytokinů se nejvýznamněji uplatňují IL-1β a TNF-α na zvýšení míry adheze 

monocytů k endotelu. 
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4.3. Vztah mezi non-HDL cholesterolem a fenotypy makrofágů v 

lidské tukové tkáni 

 

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

tissue. 

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

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

  

Analyzovaná skupina LKD čítala 47 subjektů (věk 46,1 ± 10,6 let) s průměrným BMI 

25,75 ± 3,58 kg.m-2. 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 minoritní - pět subjektů mělo dyslipoproteinémii, pět bylo 

léčeno statiny a dva užívali antihypertenzními léky.  

S rostoucí koncentrací nonHDL cholesterolu rostlo množství prozánětlivě polarizovaných 

makrofágů makrofágů (CD14+CD16+) infiltrovaných ve VAT i v SAT (obrázek 12A-B a 13A-B). Úzký 

vztah s rostoucí koncentrací non-HDL cholesterolu vykazovalo zastoupení prozánětlivě 

polarizovaných makrofágů (CD14+16+) ve VAT. V případě rozšíření fenotypu o znak CD36, tedy 

analýzu populace prozánětlivých fagocytujících makrofágů (CD14+16+36high), došlo ke zúžení 

vztahu a zvýšení signifikance mezi rostoucí koncentrací nonHDL a proporcí takto polarizovaných 

makrofágů  ve VAT. V případě SAT tyto vztahy byly méně významné, ale dosahovaly hranice 

signifikance (obrázek 12C-D a 13C-D). V případě plně diferencovaných prozánětlivých makrofágů 

(CD14+CD16+CD36high) signifikance nemizí ani při vyčlenění hodnot non-HDL cholesterolu nad 

4 mmol/l (obrázek 12E a 13E) a uplatňuje se tedy i v rozmezí fyziologických koncentrací nonHDL 

cholesterolu.   

Naopak  anti-inflamační fenotyp makrofágů (CD14+16-163+) vykazoval zcela opačný trend v obou 

typech tukové tkáně (obrázek 12F a 13F). V případě VAT byl tento vztah opět významnější, než 

v případě SAT.  
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Obrázek 12 Vztahy mezi jednotlivými subpopulacemi makrofágů VAT a koncentrací non-HDL 

cholesterolu.  
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Obrázek 13 Vztahy mezi jednotlivými subpopulacemi makrofágů SAT a koncentrací non-HDL 

cholesterolu. 

Závěr 

Výsledky prokazují překvapivý vztah mezi hladinou non-HDL cholesterolu a polarizací makrofágů 

prozánětlivým směrem ve VAT a SAT s dominancí ve VAT u zdravých jedinců, LKD.  
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4.4. Prediktory kardiovaskulárních chorob a polarizace makrofágů 

v lidské tukové tkáni 

 

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

Ivana Králová Lesná, Marek Petráš, Soňa Čejková, Anna Králová, Jiří Froněk, Libor Janoušek, Filip 

Thieme, Tomas Tyll, Rudolf Poledne 

Eur J Prev Cardiol. 2018  

 

Celkem bylo analyzováno 79 vzorků VAT (52 od LKD a 27 od pacientů s angiograficky prokázanou 

chorobu periferních arterií (PAD)),  a 70 vzorků SAT (devět osob nesouhlasilo s odběrem této 

tkáně). Antropometrické a biochemické vlastnosti subjektů viz tabulka 4. Proporce makrofágů 

v tukové tkáni je vyjádřena v procentech z celkového počtu makrofágů (tabulka 5).  

 LKD (n = 52) PAD (n = 27) 

Pohlaví 19/33  17/10* 

Věk (roky)  46,0 ± 10,6  64,9 ± 8,5*** 

BMI (kg.m-2)  25,9 ± 3,6 26,7 ± 4,4 

Kuřáci, n (%)  18 (34,6 %) 23 (85,2 %)*** 

Hypertenze, n (%)  10 (19,2 %)  19 (70,4 %)*** 

Léčba statiny, n (%)  5 (9,6 %)  19 (70,4 %)*** 

Celkový 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/l)  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 subjektů. Hodnoty jsou uvedené jako 

průměr ± SD, nebo jako incidence. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001  
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Statistická analýza 

Subjektům bylo přiřazeno skóre na základě přítomnosti (1) a nepřítomnosti (0) rizikového 

parametru kardiovaskulárních chorob (CVD). Hrubé rozdíly proporcí jednotlivých podskupin 

makrofágů byly odhadnuty s 95% intervaly spolehlivosti založenými na normální distribuci. Rozdíly 

vzájemně adjustované pro všechny uvažované prediktory byly vypočteny univariantní nebo 

multivariantní linerání regresí za použití Bayesovského přístupu s pomocí algoritmu Metropolis – 

Hastings, který umožňuje pracovat s malým souborem dat stejně jako s velkým. Byla použita 

přísná kritéria, ve kterých byly rozdíly vyjádřeny jako průměr a byl použit 99% posteriorní interval 

pravděpodobnosti. Asociace proporce makrofágových subtypů s odpovídajícími prediktory CVD 

byly hodnoceny s 99% Bayesovským intervalem spolehlivosti vzájemně adjustovaného rozdílu 

mezi subjekty s přítomným a chybějícím prediktorem. Pokud Bayesovské intervaly spolehlivosti 

neobsahovaly 0, vzájemně adjustovaný rozdíl byl považován za relevantní a proporce makrofágu 

byla hodnocena jako ovlivněná příslušným prediktorem. 

Proporce subtypů makrofágů v nízkorizikové skupině, v tzv. nulové populaci (nepřítomnost 

žádného rizikového znaku - populace žen nekuřačky, <50 let, BMI <30 kg.m-2, bez 

hypercholesterolémie a hypertenze, tabulka 5) byla odvozena z matematického modelu, jehož 

přijatelnost byla ověřena na malém souboru subjektů splňujících kritéria pro nulovou populaci. 

 
SAT VAT 

% makrofágů v tukové tkáni 

Analyzovaná 

populace 

(±SD) 

Nulová 

populace 

(%) 

Analyzovaná 

populace 

(±SD) 

Nulová 

populace 

(%) 

CD14+CD16+ 51,8 ± 14,6 37,8 ± 1,7 55,5 ± 13,0 43,8 ± 1,6 

CD14+CD16+CD36high 36,1 ± 15,3 23,6 ± 1,23 39,9 ± 13,4 29,4 ± 1,3 

CD14+CD16+ CD36high CD163+ 22,0 ± 11,5 16,4 ± 3,1 16,9 ± 8,9 13,4 ± 2,2 

CD14+CD16+ CD36high CD163– 15,0 ± 10,5 13,5 ± 2,8 24,0 ± 13,7 22,2 ± 3,3 

CD14+CD16+CD36lowCD163+ 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 Procentuální zastoupení jednotlivých populací makrofágů v SAT a VAT a jejich 

průměrné hodnoty pro nulovou populaci. 
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Obrázek 14 znázorňuje vztah individuálních rizikových faktorů a jednotlivých populací makrofágů 

v SAT a VAT. Obezita (BMI > 30kg.m-2) v tomto modelu vedla k nárůstu zastoupení prozánětlivě 

polarizovaných (CD14+CD16+) a fagocytických prozánětlivých (CD14+CD16+CD36high) makrofágů 

pouze v případě SAT. A zároveň signifikantně sníženému zastoupení protizánětlivých makrofágů 

(CD14+CD16-CD163+). 

V případě VAT překvapivě nedošlo k významnému ovlivnění proporcí polarizovaných populací 

makrofágů v závislosti na obezitě. Ve skupině mužů bylo hraničně významně vyšší zastoupení 

prozánětlivých makrofágů (CD14+CD16+), ale při upřesnění pomocí znaku CD36 došlo 

k významnému zvýšení zastoupení prozánětlivých fagocytujících makrofágů 

(CD14+CD16+CD36high) ve srovnání s nulovou populací. Starší populace vykazovala také významně 

zvýšené zastoupení prozánětlivých polarizovaných makrofágů. 

V souladu s předchozími výsledky i v této komplexní analýze zahrnující i soubor jedinců 

s angiograficky potvrzenou PAD byl potvrzen úzký vztah mezi zastoupením polarizovaných 

makrofágů a hypercholesterolémií (definovaná jako naměřená koncentrace cholesterolu 

>5 mmol/l nebo statinová léčba hypercholesterolémie). Přítomnost hypercholesterolémie 

i v tomto rozšířeném modelu významně zvýšila zastoupení prozánětlivých makrofágů 

(obrázek 14). Současně hypercholesterolémie snížila zastoupení protizánětlivého fenotypu 

makrofágů (CD14+CD16-CD163+) naopak významně snížila ve srovnání s nulovou populací. 

Zajímavé je také, že léčba statiny naopak významně snížila proporci prozánětlivých makrofágů ve 

srovnání s nulovou populací. Tyto vztahy však byly potvrzeny pouze u VAT.  
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Obrázek 14 Vztah rizikových faktorů ve vztahu k nejvíce zastoupeným fenotypům makrofágů 

v tukové tkáni.  

 

 

Závěr  

Výsledky potvrdily vliv kardiovaskulárních rizikových faktorů na proporci prozánětlivých 

makrofágů v lidské tukové tkáni. Zatímco pohlaví, věk a hypercholesterolémie zvýšily proporci 

prozánětlivě polarizovaných makrofágů, léčba statiny měla opačný vliv ve VAT. Obezita zvýšila 

proporci prozánětlivých makrofágů pouze v SAT.   
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5. Diskuze  

Makrofágy se vyznačují vysokou variabilitou v závislosti na lokálním polarizujícím mikroprostředí. Na 

základě literárních údajů jsme vybrali základní povrchový znak CD14, jako obecný marker pro 

monocyty/makrofágy. CD14 je však exprimován i na povrchu dendritických buněk, proto byla pro 

všechny námi sledované fenotypy makrofágů nezbytná i koexprese dalšího CD znaku (čímž se omezila 

možnost zahrnutí dendritických buněk do analýzy). Dalším sledovaným znakem byl CD16, který 

v kombinaci s CD14 je exprimovaný u prozánětlivým směrem polarizovaných makrofágů v tkáních 

(CD14+CD16+) (Coen et al., 2010). Pro analýzu jsme tedy využili sledování znaků, které již byly použity 

k definici fenotypu monocytů v krevním řečišti (CD14+16-, CD14+16+ a CD14low16++) (Ajami, et al., 

2018; Thaler, et al., 2016). Definici fenotypů makrofágů v tukové tkáni, prozánětlivých makrofágů 

CD14+CD16+ a naopak protizánětlivých CD14+CD16-, jsme použili již v naší starší práci (Kralova Lesna, 

et al., 2015). V další publikaci jsme upřesnili charakterizaci fenotypů s použitím dalších povrchových 

markerů – CD36 a CD163. Ukázali jsme, že prozánětlivé makrofágy, CD14+CD16+, zahrnují 

i významnou populaci s vysokou expresí CD36 (CD14+CD16+CD36high) (Kralova Lesna, et al., 2016). 

Exprese tohoto markeru na prozánětlivých makrofázích je s největší pravděpodobností způsobena 

jeho vlastní funkcí transportéru lipidů včetně oxLDL, a navíc se uplatňuje i v procesu fagocytózy (L. 

Cai, et al., 2012; Nozaki, et al., 1995). Další sledovaný marker CD163 byl ve zvýšené míře exprimován 

na povrchu CD14+CD16- makrofágů (CD14+CD16-CD163+). CD14+16+ a CD14+CD16+CD36high jsme 

tedy definovali jako prozánětlivé makrofágy, na druhou stranu CD14+CD16- a CD14+CD16-CD163+ 

jako protizánětlivé makrofágy v tukové tkáni. Nepřímým důkazem naší vhodné definice populací 

makrofágů je, že u subpopulací s takto definovaným prozánětlivým fenotypem byl potvrzen vztah 

k hlavním rizikovým faktorům kardiovaskulárních chorob. 

S rostoucí koncentrací nonHDL cholesterolu rostlo zastoupení prozánětlivých fenotypů makrofágů 

ve VAT u LKD. Významnost této korelace dále rostla s postupným upřesněním fenotypu 

(CD14+CD16+CD36high) a byla významná i při vyloučení jedinců s hypercholesterolémií. Vztah 

koncentrace nonHDL cholesterolu k proporci prozánětlivých makrofágů v SAT měl podobný charakter 

jako u VAT, ale významnost korelací byla pouze hraniční. Lze tedy předpokládat, že VAT je 

senzitivnější ke zvyšujícím se koncentracím nonHDL cholesterolu, než SAT. Zrcadlově opačný vztah 

jsme zjistili u proporce protizánětlivých makrofágů (CD14+CD16-CD163+) ke koncentraci nonHDL 

cholesterolu v obou sledovaných tukových tkáních. Peled a Fisher předpokládají, že v důsledku 

vyšších koncentrací nonHDL (hlavně tedy VLDL a LDL) dochází ke zvýšení infiltrace prozánětlivými 

makrofágy do arteriální stěny a jejich následné polarizaci prozánětlivým směrem (Peled & Fisher, 

2014). Tento efekt autoři vysvětlují třemi hlavními mechanismy (1) v důsledku vysoké hladiny 
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cholesterolu se hromadí intracelulární krystalky cholesterolu v monocytech/makrofázích, což 

stimuluje uvolňování prozánětlivého IL-1β (Rajamaki et al., 2010); (2) in vitro oxLDL aktivuje 

povrchové TLR makrofágů a aktivuje prozánětlivé signalizační kaskády (CD14–TLR4–MD2 nebo CD36–

TLR4–TLR6), které v důsledku vedou k aktivaci k NF-κB; (3) zvýšené koncentrace cytoplasmatického 

cholesterolu mohou učinit buňky citlivější na ligandy, a tím zvýšit zánětlivé reakce. 

V další práci jsme soubor dat od zdravých LKD, doplnili o obdobný soubor dat pacientů s PAD 

a spojený soubor analyzovali Bayesovskou analýzou. Tato analýza umožňuje pracovat i s relativně 

omezeným množstvím dat jako se soubory podstatně rozsáhlejšími. Literární údaje naznačují, že 

vznik dalších fenotypů souvisí s metabolismem tukové tkáně, především lokální koncentrace volných 

mastných kyselin a dále vnějších vlivů intravazální koncentrace glukózy a inzulinu (Kratz et al., 2014). 

Do kompletní Bayesovské analýzy jsme tedy navíc zařadili další podskupiny fenotypů makrofágů 

(CD14+CD16+CD36highCD163+, CD14+CD16+CD36highCD163-).  

Bayesovskou analýzou spojeného souboru zdravých osob a pacientů s PAD jsme potvrdili vztah 

populací polarizovaných makrofágů k jednotlivým rizikovým faktorům u VAT a SAT (pohlaví, věk, BMI 

≥30 kg.m-2, hypercholesterolémií a léčba statiny). U obézních jedinců byla v SAT významně vyšší 

proporce prozánětlivých makrofágů (CD14+CD16+ i CD14+CD16+CD36high). Ve VAT se tento vliv 

neprojevil. Tento nález je překvapivý, protože VAT je považována za tukovou tkáň více asociovanou 

s prozánětlivým stavem a chorobami souvisejícími s obezitou (Gruzdeva et al., 2018). I když je tento 

náš nález v kontradikci s převažujícím názorem v literatuře, naše nálezy jsou v souhlasu 

publikovanými výsledky, také prokazujících užší vztah mezi obezitou a prozánětlivými změnami v SAT 

než ve VAT  (Spoto et al., 2014). Fakt, že polarizace makrofágů v tukové tkáni je ovlivněna i jinými 

faktory než množstvím tukové tkáně popsali i další autoři (Klimcakova et al., 2011). 

Bayesovská analýza spojeného souboru potvrdila i náš původní nález korelace proporce makrofágů 

v tukové tkáni s koncentrací nonHDL cholesterolu ve VAT u LKD. Na tomto rozšířeném 

souboruukázala, že přítomnost hypercholesterolémie zvýšila polarizaci prozánětlivým směrem ve 

VAT (CD14+CD16+CD36high). Dále prokázala, že hypercholesterolémie vedla ke zvýšení proporce 

dalšího fenotypu (CD14+CD16+CD36highCD163-) a významnému poklesu protizánětlivých makrofágů 

(CD14+CD16-CD163+) ve VAT.  

Velmi překvapivým nálezem Bayesovské analýzy je signifikantní snížení proporce prozánětlivých 

makrofágů ve VAT u jedinců léčených statiny. Tento náš nález je zcela původní a je v souladu s tím, že 

již několik studií prokázalo, že terapie statiny nevede jen ke snížení cholesterolu, ale ovlivňuje i zánět 

obecně (Kwon et al., 2017; Nissen et al., 2005; S. J. Park et al., 2016; Ridker et al., 2018). Naše studie 
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naznačuje, že protizánětlivý efekt léčby statiny je s velkou pravděpodobností způsoben i ovlivněním 

polarizace makrofágů v tukové tkáni. 

Z dalších rizikových faktorů Bayesovská analýza prokázala vliv mužského pohlaví a věku, zvyšující 

proporci prozánětlivých makrofágů ve VAT. V SAT se tyto vlivy neprojevily. Lze se domnívat, že 

v případě věku tento vztah může být do jisté míry ovlivněn jednak zastoupením postmenopauzálních 

žen, kdy v menopauze obecně dochází k rozvoji prozánětlivých změn (Kralova, et al., 2015; Poledne et 

al., 2009) a obecně starší populací pacientů s PAD, jejichž tuková tkáň vykazuje obecně více 

prozánětlivý charakter ve srovnání se skupinou LKD (Cejkova et al., 2017). Zároveň tyto výsledky 

potvrzují správnost našich definic fenotypů makrofágů.   

K analýze mechanismu vlivu tukové tkáně na celkový prozánětlivý stav jsme analyzovali genovou 

expresi prozánětlivých cytokinů ve vzorcích obou porovnávaných skupin. Zjistili jsme vyšší exprese 

prozánětlivých cytokinů, TNF-α, MCP-1 i IL-6  ve VAT pacientů s PAD ve srovnání zdravou populací, 

což je v souladu s plasmatickými významně vyššími koncentracemi hsCRP a prozánětlivého cytokinu 

TNF-α u PAD než LKD. V porovnání s VAT byly rozdíly v genové expresi PVAT méně významné 

a signifikantní pouze u exprese TNF-α. Tento náš nález velmi dobře odpovídá výsledkům Cheng  

(Cheng et al., 2008), prokazující vyšší exprese IL-6 a TNF-α v PVAT pacientů s koronární chorobou ve 

srovnání se zdravými kontrolními subjekty. Tyto nálezy podporují význam tukové tkáně, zejména VAT 

v rozvoji chronického zánětu, který přispívá k rozvoji aterosklerózy. V SAT nebyly nalezeny rozdíly 

v genové expresi mezi oběma skupinami.V analýze genové exprese spojeného souboru LKD a PAD 

jsme nenašli významné vztahy k expresi prozánětlivých cytokinů u žádné z analyzovaných tukových 

tkání v závislosti na rizikových faktorech kardiovaskulárních chorob (věk, kouření, hypertenze, míra 

postižení periferních tepen pacientů s PAD).  

V návaznosti na prokázané vztahy mezi proporcí prozánětlivých makrofágů a rizikovými faktory 

aterosklerózy ve sledovaných souborech byl v další práci analyzován vliv produktů tukové tkáně na 

extravazaci monocytů z krevního oběhu prostřednictvím změn v adhezivitě monocytů k ovlivněným 

buňkám endotelu in vitro. V těchto experimentech jsme použili kondicionovaná média (ATCM) 

získaná inkubací VAT odebraných od LKD v kultivačním médiu. Takto získanými kondicionovanými 

médii jsme testovali možný vliv na adhezi monocytů k endotelu v in vitro modelu. Nejdříve jsme 

prokázali, že kondicionovaná média z tukové tkáně významně zvyšují míru adheze monocytů 

k endotelu. Při analýze vlivu jednotlivých cytokinů měřených v kondicionovaných médiích na míru 

adheze jsme zjistili, že prokazatelně stimulující vliv mají IL-1β, TNF-α, MCP-1, RANTES a IL-10. Tyto 

cytokiny (s výjimkou IL-10 )prokazatelně prozánětlivé a přispívají k rozvoji kardiovaskulárních chorob 

a metabolických chorob (Braunersreuther et al., 2008; Caer et al., 2017; Hajer et al., 2008). Vliv 
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vzrůstajících koncentrací IL-4, IL-5 a CXCL5 se neprokázal. Protože v našich experimentech s ATCM se 

jednalo o řádově nižší koncentrace ve srovnání s koncentracemi používanými při in vitro pokusech 

(Cecrdlova et al., 2016; Raices et al., 2008), potvrdili jsme v separátních pokusech jejich vliv přidáním 

IL-1β a TNF-α v průměrných naměřených hodnotách v ATCM. I takto nízké koncentrace cytokinů 

velmi významně zvýšily míru adheze monocytů k endotelu, což potvrzuje použitelnost ATCM 

v analýze adhezibility in vitro a genové exprese v endoteliálních buňkách. Vedle potencujícího vlivu 

těchto prozánětlivých cytokinů vykazoval signifikantní pozitivní korelaci s mírou adheze monocytů 

k endotelu překvapivě i IL-10 (obecně považovaný za protizánětlivý cytokin (Verma et al., 2016)). 

Tento překvapivý nález je v souhlase s výsledky Gimena, který také prokázal jeho prozánětlivý vliv na 

endotel (Gimeno et al., 2003). Tento nález mohl být způsoben synergií IL-10 s jinou složkou ATCM. 

Když jsme testovali účinek IL-10 přidaného do kultivačního média odděleně na adhezi monocytů 

stejným modelem, došlo k mírnému nesignifikantnímu zvýšení míry adheze, ale nepochybně nevedla 

ke snížení míry adheze, v rozporu se starší prací, kde používali srovnatelné koncentrace IL-10 

(Mtairag, et al., 2001). 

 Vedle analýzy vlivu směsi produktů VAT prostřednictvím ATCM na míru adheze monocytů 

k endotelu, byla v paralelně běžícím pokusu analyzovaná genová exprese v endoteliálních buňkách. 

Působení ATCM dále vedlo k významnému zvýšení genové exprese adhezních molekul – VCAM-1 

a ICAM-1, které se uplatňují právě v iniciaci adheze monocytů k endotelu, na níž navazuje jejich 

migrace do cévní stěny a případně dále do tkání (Galkina, et al., 2007). Pozitivní ovlivnění genové 

exprese SelE bylo nesignifikantní. Působení ATCM dále vedlo ke zvýšení genové exprese IL-6 a naopak 

signifikantnímu snížení exprese protizánětlivého TGF-β (Sanjabi et al., 2009), což potvrzuje, že tuková 

tkáň může svými produkty aktivovat endotel a přispívat tak k narušení jeho regulačních vlastností 

(Bozic et al., 2015; Hung et al., 2010; Sena et al., 2013). Zvýšená exprese IL-6 navíc může přispívat 

i k lokální polarizaci infiltrovaných makrofágů prozánětlivým směrem (Luckett-Chastain, et al., 2016) 

zejména v případě synergie s dalšími prozánětlivými cytokiny (IL-1β a TNF-α) produkovanými 

makrofágy (Bing, 2015; Kitagawa et al., 2018). Naše nálezy zvýšené adhezibility a genové exprese 

adhezních molekul a prozánětlivých cytokinů působením ATCM potvrzují, že produkty VAT mohou 

přímo přispívat k rozvoji aterosklerózy prostřednictvím zvýšeného počtu monocytů/makrofágů 

infiltrovaných do cévní stěny stejně jako infiltraci monocytů/makrofágů do tukové tkáně. 

Dále jsme testovali vliv selektivní inhibice jednotlivých cytokinů (IL-1β, TNF-α, MCP-1, RANTES) na 

míru adheze monocytů k endotelu preinkubací s ATCM. Míra adheze byla snížena pouze selektivní 

inhibicí IL-1β a TNF-α. Zatímco inhibice MCP-1 a RANTES významně nesnížila míru adheze monocytů 

k endotelu. Ačkoli MCP-1 a RANTES vykazovaly v předchozích pokusech také velmi úzké vztahy mezi 

jejich koncentrací a mírou adheze, jak je již zmíněno výše, hrají zřejmě podpůrnou roli, oproti IL-1β 
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a TNF-α. Selektivní inhibitory přidané k ATCM navíc snížily genovou expresi adhezních molekul. 

Inhibitor IL-1β v ATCM signifikantně snížil genovou expresi všech analyzovaných adhezních molekul 

(VCAM-1, ICAM-1, SelE), TNF-α inhibitor snížil signifikantně genovou expresi ICAM-1 a SelE 

a nejmenší vliv opět vykazovala inhibice MCP-1. Tyto výsledky opět podporují majoritní vliv IL-1β 

a TNF-α.  

Pro přiblížení buněčného zdroje jednotlivých cytokinů jsme paralelně analyzovali sadu párových 

vzorků (n=8) ATCM a SVFCM, přičemž izolací SVF dochází k odstranění plně diferencovaných 

plovoucích adipocytů. V tomto případě je také zapotřebí připustit, že uvolnění cytokinů tukovou tkání 

do ATCM je pravděpodobně do jisté míry ovlivněno difuzí, zatímco v případě SVFCM je zkreslení 

difuzí nepravděpodobně a jedná se spíše o cytokiny uvolněné přímo z buněk SVF. IL-10, IL-6, MCP-1 

a RANTES vykazovaly vyšší koncentrace v ATCM, a lze tedy předpokládat, že jsou produkovány 

převážně adipocyty. Oproti tomu koncentrace IL-1β byla naměřena v obou sadách paralelních vzorků 

srovnatelná a v případě TNF-α dokonce vyšší v SVFCM než v ATCM, což naznačuje, že tyto cytokiny 

jsou produkovány primárně buňkami SVF. V souladu s publikovanými pracemi lze uvažovat, 

že v rámci buněk obsažených ve SVF významnou část produkce IL-1β a TNF-α tvoří právě makrofágy 

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

Naše studie nepotvrdila vliv obecných kardiovaskulárních rizikových faktorů, jako je kouření, BMI, 

pohlaví, nebo hsCRP ani na produkci cytokinů pomocí VAT, ani na jejich na adhezi monocytů 

k endotelu. Pravděpodobně tento vliv není dostatečně silný, aby se odrazil v našem počtu 

analyzovaných vzorků. Ačkoli nebyl nalezen vztah mezi obezitou a koncentracemi cytokinů 

produkovaných VAT, byly potvrzeny úzké vztahy mezi většinou měřených cytokinů a mírou adheze 

monocytů k endotelu. Mohlo by to být způsobeno tím, že mnoho studií potvrzujících význam obezity 

na prozánětlivý stav VAT, je zaměřena na morbidně obézní subjekty nebo na subjekty s určitými 

zdravotními komplikacemi. Námi analyzovaní LKD musí být dostatečně zdraví, aby mohli být zařazeni 

do transplantačního programu. Ani naše nedávná studie zaměřená na genovou expresi 

prozánětlivých cytokinů u srovnatelných typů subjektů však nepotvrdila vztah k obezitě nebo jiným 

kardiovaskulárním rizikovým faktorům (Cejkova, et al., 2017).   

Vliv nízkomolekulárních látek produkovaných tukovou tkání, může tedy přímo přispět k rozvoji 

aterosklerózy jednak zvýšením počtu monocytů ve stěně cévy, ale i zvýšením infiltrace makrofágů do 

tukové tkáně, a tedy zpětnou vazbou zvýšit prozánětlivý charakter tukové tkáně.  
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6. Závěr  

Díky unikátnímu projektu transplantace ledvin od žijících dárců v pražském IKEM se nám podařilo 

charakterizovat polarizované fenotypy makrofágů v lidské tukové tkáni na základě míry exprese 

povrchových markerů měřených průtokovou cytometrií. U takto definovaných populací makrofágů 

jsme prokázali úzké vztahy s rizikovými faktory kardiovaskulárních chorob, jako je 

hypercholesterolémie, obezita, pohlaví a věk, ale i ovlivnění statinovou léčbou. Analýzou genové 

exprese prozánětlivých cytokinů jsme zjistili významně vyšší exprese všech sledovaných genů 

u skupiny PAD než LKD. Tyto výsledky nás přivedly k otázce, zda tuková tkáň může přímo svými 

produkty stimulovat migraci monocytů z krevního oběhu. Výsledků z in vitro adhezního modelu 

potvrdily, že látky uvolněné z lidské VAT vedou k významnému zvýšení adheze monocytů 

k endoteliálním buňkám, iniciálnímu kroku pro jejich další migrace z krevního oběhu. 
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