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Abstrakt

Obezita ma negativni disledky na zdravi lidi a v dneSni dob¢ se rozmaha i1 v rozvojovych
zemich. Za pfi¢inu negativniho vlivu obezity se povazuje chronicky zanét vznikajici ve
visceralni tukové tkani. Nejvyznamnéj§i zménou ve viscerdlni tukové tkani, z hlediska
rozvoje zanétu, je indukce M1 fenotypu makrofagl a jejich nédslednd akumulace. Nicméné
prvotni impuls, ktery vede k témto zménam je nejednoznacny. Za jednu z moznosti se
povazuje i zména fenotypu a aktivace NK bun¢k. Obezita naruSuje hlavni funkci NK bunék
spocivajici v 1yzi virem infikovanych nebo rakovinovych buné€k. Leptin, jehoz mnozstvi je pti
obezité chronicky zvySeno, ma na NK bunky dvoji efekt. Kratkodobé ptisobeni leptinu
zvySuje jejich cytotoxicitu a naopak dlouhodobé pisobeni ji sniZzuje. Soucasné studie
fenotypu NK bunck ve viscerdlni tukové tkdni poukazuji na zvySenou produkci INF-y a
expresi NKG2D v NK buiikach. Studium NK bun¢k v kontextu obezity a hlavné v kontextu
viscerdlni tukové tkané obéznich jedinct je dulezité pro pochopeni negativnich ucinki

obezity.
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Abstract

Obesity is expanding rapidly even in developing countries and has negative effect on
human health. The emerging low-grade chronic inflammation of visceral adipose tissue is
generally accepted as the cause of this negative effect. The most important factor in the
inflammation development is the induction of inflammatory phenotype of macrophages and
their subsequent accumulation in visceral adipose tissue. The first impulse for these changes
is ambiguous but can be associated with changes in phenotype and activation status of NK
cells. NK cell mediated cytotoxicity against viral infected or cancer cells is impaired by
obesity. Leptin level is chronically elevated in obesity and has the counter effects on NK
cells. Short-term leptin exposure causes lower cytotoxicity of NK cells but long-term leptin
exposure has opposite effect. The few studies about phenotype of NK cells in visceral adipose
tissue during obesity point on higher production of INF-y and expression of NKG2D by NK
cells. Further studies of NK cell phenotype in the context of obesity and in particularly in the
context of visceral adipose tissue of obese subjects are important for understanding the

negative effect of obesity.
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1 Seznam zkratek

ADCC bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach
BMI index télesné hmotnosti

CD diferenciacni skupina

CLS korunam podobné struktury

FFA volné mastné kyseliny

HFD dieta s vysokym obsahem tuku

IRS substrat inzulinového receptoru

KIRs imunoglobulinu podobné receptory zabijecich bunck
NCRs receptory pfirozené cytotoxicity

NK bunky ptirozeni zabijaci

SVF stromalni vaskuldrni frakce

TLR receptor podobny genu Toll

Treg T regulaéni lymfocyty

VAT visceralni tukova tkan

WAT bila tukova tkan

WHO Svétova zdravotnicka organizace



2 Uvod

Obezita je velmi Casta ve vyspélych zemich, kde je potrava velmi snadno k dostani.
Nicméné v poslednich letech se podle Svétové zdravotnické organizace (WHO = World
museli jidlo obstaravat vlastni fyzickou namahou, dochéazelo k obezit¢ velmi ziidka. Nicméné
rozvoj techniky a postupna automatizace vede ke zméné stylu zivota a ¢lovék uz nemusi
vynalozit téméf zadné usili k ziskédni potravy. Kdyz se k tomu pfipocte jesté sedavé
zaméstnani, velmi snadno denni piijem energie piekro¢i denni vydej energie.

Nase t¢la ukladaji ptebyte¢nou energii prevazné v podobé tuku a v piipad¢ potieby ji zase
z tukll uvolni. Pokud ale bude v dlouhodobém horizontu pievazovat pfisun energie, dojde
nejdiive k nadvaze a poté k obezité¢ jedince. Podle WHO je za nadvahu povazovan index
télesné hmotnosti (BMI = body mass index) vy$si nebo roven 25 kg/m? a za obezitu vyssi
nebo roven 30 kg/m? (http://www.who.int/topics/obesity/en/). Existuji jesté dalsi ukazatele
nadvahy, ale stejné¢ jako BMI se jedna pouze o orienta¢ni zhodnoceni. Nicméné vime, ze pii
nadmérném procentualnim obsahu tuku v téle, dochazi v organismu ke zméndm, za Gcelem
zachovani homeostaze.

Nejvétsi zmény se pii obezité odehravaji v tukové tkani, kterd se snazi uskladnit
pfebytecnou energii a je tudiZ nucena k velké objemové expanzi. Postupné s rostoucimi
tukovymi zadsobami dochazi k riznym odchylkam od funkce a tvaru tukové tkang za §tihlého
stavu. Tyto odchylky se tykaji morfologie, fyziologie, ale 1 jednotlivych bunéénych slozek
imunitniho systému. Probihajici zmény ovliviiuji lokalni prostfedi tukové tkdné 1 cely
organismus.

Zda se, ze k nejvyznamnéj$im déjim ve spojeni s obezitou dochazi ve visceralni tukové
tkani. Pavodni prostfedi viscerdlni tukové tkané je udrzovano protizanétlivymi imunitnimi
buinkami, ale v dasledku progresu obezity se toto prostiedi méni. Pomémné brzy
s prebyteCnym pfisunem energie dochazi k infiltraci prozanétlivych imunitnich bun¢k, které
k prozéanétlivému prostfedi zplsobuje zdravotni komplikace, jako je naptiklad inzulinova
rezistence (Lee et al. 2011).

Obezita je spojovana s mnoha dal§imi zdravotnimi riziky. Mezi nejzndméjsi patii diabetes
druhého typu, ale dale by se dalo vyjmenovat naptiklad vysoky krevni tlak, vétsi ndchylnost
k infekcim, dyslipidémie, z niz se muize vyvinout ateroskleréza, rakovina, artritida nebo

nealkoholicka steatohepatitida (Haslam et al. 2005).



Cilem této prace je studium vlivu obezity na funkci imunitniho systému. Konkrétné je
zaméeiena na zménu fenotypu a funkce NK bunék u obéznich jedinct oproti Stihlym a

moznému vlivu NK bun¢k na chronicky zanét, ktery pti obezité vznika.



3 Zmeény v tukové tkani v diisledku obezity

Tukova tkan se pfizptisobuje zvySenym narokiim na uskladnéni piebyte¢né energie.
U mysi jsou patrné zmény tukové tkan€ jiz po 3 dnech diety s vysokym obsahem tuku (HFD
= high fat diet). Roste vaha visceralni tukové tkdn¢ a velikost adipocytd, méni se procentudlni
zastoupeni imunitnich bunék v tukové tkani a exprese genu. Tyto a dalsi udalosti vedou
k rozvoji zanétu nejdiive v tukové tkani, pozdé€ji 1 v celém organismu a usti v systémovou
inzulinovou rezistenci (Lee et al. 2011).

Tukova tkan se sklada z adipocytli a stromalni vaskuldrni frakce (SVF = stromal vascular
fraction), v které se nachéazeji mezenchymalni kmenové bunky, preadipocyty, endotelilni
prekurzorové bunky a imunitni buiiky (Riordan et al. 2009). Podle fyziologické funkce se
tukova tkan rozlisuje na dva typy; bilou tukovou tkan (WAT = white adipose tissue) a hnédou
tukovou tkan. Hlavni funkce hnédé tukové tkan¢ je termogeneze, kdezto WAT skladuje
prebytecnou energii v adipocytech ve formé triglyceridi. Déle 1ze tukovou tkan rozdélit podle
anatomického umisténi v organismu. Ve spojeni s obezitou je nejvice prozkoumané podkozni
tukova tkdn a jednotlivé casti viscerdlni tukové tkané (VAT = visceral adipose tissue)
(Liechocki et al. 2017).

Probihajici zmény ve VAT se tykaji pfevazné adipocytll a imunitnich buné¢k. Adipocyty
podléhaji hypertrofii, hyperplazii a méni svij fenotyp. Co se tyce imunitnich bunék, vétSina

zmén nastava v zastoupeni jejich jednotlivych populaci (Apostolopoulos et al. 2016).

3.1 Zmeény adipocyttli

V prvni fazi, po zacatku podavani HFD mySim, dochazi k zvétSovani tukové hmoty
prevazné hypertrofii a az po 4 tydnech HFD hyperplazii adipocyti (Jeffery et al. 2015, Wang
et al. 2013; cit. dle Wensveen et al. 2015). Problémy spojené s obezitou zplsobuje spise
hypertrofie nez hyperplazie adipocytli (Cotillard et al. 2014). Hypertrofované adipocyty
vykazuji naptiklad znaky bunécného stresu, vétsi produkcei volnych kyslikovych radikald,
aktivaci NLRP3 inflamazomu (Giordano et al. 2013) a snizenou expresi CD1d, coZ by mohlo
souviset s poklesem iNKT bunék v tukové tkani (Huh et al. 2013).

Mezi dalsi problémové faktory spojené s rostouci hmotou WAT je hypoxie, kterd vznika
rychlou expanzi tukové tkdn¢ a zaroven nedostateCnou rychlosti angiogeneze. Kvuli
pfizplisobeni hypoxickym podminkam dochéazi k akumulaci transkripéniho faktoru HIF-1 a
tim k zvySené transkripci cilovych gent. Dale je hypoxie spojovana se zvySenou infiltraci
makrofagl do tukové tkan¢, které zde zvysi produkci prozanétlivych cytokint, a podili se na

diferenciaci T lymfocytl na T regulacni a Th17 fenotyp (Johnson et al. 2012).



Adipocyty mohou fungovat jako antigen prezentujici bunky pro T lymfocyty. Jiz kolem
2 tydna po zacatku HFD je na povrchu adipocytii zvysSena exprese genti z rodiny MHC 1I a
kostimulac¢nich molekul CD80 a CD86 (Deng et al. 2013). Lidské adipocyty produkuji
prozanétlivé cytokiny a jsou schopné aktivovat T lymfocyty in vitro; indukuji proliferaci
CD3", CD4" a CD8" bun&nych populaci T lymfocytd. Proliferace T lymfocytd neni
indukovédna pouze mediem z kultury adipocyti, coz naznacCuje nutnost mezibunécného
kontaktu pro aktivaci T lymfocytti (Poloni et al. 2015).

Bila tukova tkdn ma mimo zésobni a izola¢ni funkce také funkci endokrinni. Je z ni
uvolilovano zna¢né mnozstvi cytokinti a adipokinii (neboli adipocytokinti), které¢ ovliviuji
zapfiCinuji prevazné prozanétlivé procesy, jez vedou k inzulinové rezistenci a dalSim
problémim spojenym s metabolismem. Adipokiny ale nejsou sekretovany pouze adipocyty,
ale 1 jinymi buitkami, které se v tukové tkani nachazeji, jako jsou naptiklad makrofagy (Ouchi
etal. 2011).
adipocyty v tukové tkani Stihlych jedinci a srostouci obezitou jeho produkce klesa.
Protizanétlivé Uc¢inky adiponectinu spocivaji predevS§im v indukci produkce IL-10 a IL-1Ra
populaci M2 makrofagh a inhibici produkce TNF-o M1 makrofagy. Dale zeslabuje
glukoneogenezi v jatrech a potlacuje signalizaci pies receptor podobny genu Toll (TLR =
toll-like receptor) 4, ¢imZ podporuje inzulinovou senzitivitu (Wensveen et al. 2015).

VétSina adipokinll je prozanétlivého charakteru a jejich produkce je v tukové tkani
obéznich jedincii zvySena. Patii mezi né€ leptin, ktery je asi nejprobadanéjsi, a poté naptiklad
cytokin IL-6 nebo chemokin MCP-1 (Wensveen et al. 2015). S rostouci tukovou tkani se
zvySuje mnozstvi leptinu, ktery plsobenim na hypotalamus navozuje pocit sytosti, ale
s pretrvavajicim puasobenim zfejmé dochazi k leptinové rezistenci, coZ by vysvétlovalo
neucinnost leptinu v pozdnich fazich obezity (Johnson et al. 2012). Leptin ovliviiuje i
imunitni buniky, které maji na cytoplasmatickych membranach jeho receptor, jako jsou
naptiklad makrofagy, neutrofily, NK buiikky nebo B a T lymfocyty. U makrofagi zvysuje
produkci TNF-a a IL-6, u T lymfocyti produkci IL-2 a INF-y a naopak potlacuje produkci
IL-4, ¢imz podporuje Th1 fenotyp (Ouchi et al. 2011).

Za zminku jeste stoji MCP-1, jehoz produkce je indukovana v tukové tkani mysi. ZvySena
exprese mMRNA pro MCP-1 je detekovana jak v adipocytech tak 1 v SVF epididymalni tukové
tkan¢. Také koncentrace tohoto chemokinu v plazmé mysi krmenych HFD je téméf dvakrat

vétsi nez u mysi na normalni dieté. MCP-1 je chemokin, ktery pfispiva k infiltraci makrofagt
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do tukové tkané. Transgenni mysi, které maji vétsi expresi MCP-1 oproti mySim divokého

typu i na normalni dieté, vykazuji zvysSenou infiltraci makrofagii do VAT (Kanda et al. 2006).

3.2 Zmény bunék imunitniho systému

S rozvojem obezity probihaji zmény v zastoupeni jednotlivych bunécnych populacich,
takze se tukova tkan Stihlych a obéznich jedinct lisi ve sloZzeni a mnozstvi imunitnich bunék.
V tukové tkani $tihlych jedincd se nachdzeji pfedev§im M2 makrofagy, CD4" Th2 a T
regulacni lymfocyty (Treg = T regulating lymfocytes), eozinofily a iNKT buiky. Tyto
obezity dochazi k akumulaci bunék, které exprimuji geny spiSe s prozanétlivymi ucinky. Mezi
tyto buiiky miZzeme zafadit M1 makrofagy, CD4" Thl a Th17 lymfocyty, CD8" T lymfocyty,
neutrofily, zirné buiiky a B lymfocyty. Tato zména v bunéénych populacich vede k zvySené
produkci prozanétlivych mediatorti v tukové tkani a nasledné pfispiva k chronickému zanétu

(Apostolopoulos et al. 2016).

3.2.1 Makrofagy

zmeéna fenotypu tkanove rezidentnich makrofagli z alternativné aktivovanych M1 na klasicky
aktivované M2. V tukové tkani Stihlych jedinch se makrofagy vyskytuji pievazné
IL-4, IL-10, IL-1Ra, TGF-B1 a aktivuji arginazu 1. Naopak v tukové tkdni obéznich jedinct je
vice klasicky aktivovanych makrofagh MI, které se oznacuji za prozanétlivé a exprimuji
TNF-a, MCP-1, IL-1B, IL-6, IL-12 a produkuji NO pomoci syntazy oxidu dusnatého
(Apostolopoulos et al. 2016).

Pro rozliSeni makrofagii od ostatnich imunitnich bunék se nejcastéji pouzivd marker
F4/80" a M1 makrofagy maji navic CD11c", ktery je odlisuje od M2 makrofagti. Procentualni
zastoupeni celkové populace F4/80" makrofagt v SVF z VAT §tihlych my$ije 5 — 15 % au
mysi na HFD se zvys$i na 30 — 50 % (Weisberg et al. 2003). Procentualni zastoupeni CD11¢"
bunék z F4/80" frakce se signifikantné zvySuje u obéznich oproti $tihlym my$im (Lumeng et
al. 2007). Po¢et makrofagl v tukové tkani pravdépodobné roste jak infiltraci monocyta z krve
a jejich néslednou diferenciaci, tak i lokalni proliferaci makrofagii v tkani. Pokusy na mysich,

které maji inaktivovany gen MCP-1, ukazuji dileZitost infiltrace monocyti z krve, jelikoz

Y L
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druhou stranu je zfejmé, ze 1 lokalni proliferace makrofagi v tukové tkéani ptispiva k zvyseni
jejich mnozstvi v priabehu obezity (Amano et al. 2014).

Buniky imunitniho systému, které jsou v tukové tkani Stihlych jedincl, podporuji
IL-13 a adiponectin. Hlavnim zdrojem IL-4 v tukové tkani jsou eozinofily. IL-10 je
produkovan Treg lymfocyty, IL-13 NKT buiikkami a adiponectin adipocyty (Wensveen et al.
2015). V pribéhu zvétSovani objemu tukové tkdné dochédzi ke zménam v adipocytech, jak
bylo uvedeno vySe, a akumulaci prozénétlivych imunitnich bunék. Tyto zmény vedou
k hojn¢jsimu vyskytu M1 makrofagli. Velmi ucinnym cytokinem, ktery makrofagy podporuje
v M1 fenotypu, je naptiklad INF-y (O’Rourke et al. 2012).

Makrofadgy nejsou ve WAT ndhodné rozptyleny, ale jsou organizovany do struktur
podobnych korunam (CLS = crown-like struktures) a dokonce se mohou spojit do velkych
vicejadernych bunek. U obéznich mysi je takto organizovano az 90 % makrofagl a CLS se
v tukové tkani obéznich jedinct vyskytuji ptiblizné tficetkrat vice nez v tukové tkani Stihlych
jedinct. Tyto struktury se tvoii kolem mrtvych adipocytl, které vykazuji znamky nekrézy
(Cinti et al. 2005). ZvySena umrtnost adipocytti u lidskych subjektt koreluje s rostoucim BMI
a také s rostouci primérnou velikosti adipocyti. Cinti et al. (2005) navic ukazuje, ze nekroza
adipocytll a naslednd formace CLS je zplisobena pravdépodobné hypertrofii adipocytil.
U geneticky modifikovanych mysi, které maji hypertrofované adipocyty, ale nemaji
zvétsenou tukovou tkan, dochazi k nekrdze adipocytd, formaci CLS a zanétu tkan€ obdobné
jako ve WAT obéznich mysi i lidi. Podle téchto poznatkl byla nastinéna posloupnost krok
vedouci k formaci CLS pii obezit¢. Nejdiive dojde k hypertrofii adipocytl, coz je pii¢ina
k jejich nasledné degeneraci a uvolnéni lipidové kapénky do extracelularni matrix. K mrtvym
adipocytim se poté zacnou shlukovat aktivované makrofagy a utvoii CLS (Giordano et al.
2013).

Fenotyp makrofagl je ovlivitovan také volnymi mastnymi kyselinami (FFA = free fatty
acids). Nicméné i v adipocytech mohou FFA indukovat expresi TNF-a a IL-6 (Shi et al.
2006). Obecné se da fici, ze makrofagy v odpovédi na nasycené mastné kyseliny aktivuji
expresi prozanétlivych mediatori a nenasycené mastné kyseliny naopak protizanétlivych (Shi
et al. 2006; Williams-Bey et al. 2014). Signalizace po plsobeni smési kyseliny olejové a
palmitové pfes TLR4 indukuje expresi TNF-o a IL-6 v makrofazich. Samotné nasycené
mastné kyseliny zvySuji expresi mRNA pro TNF-a, ale pokud jsou makrofagy pfedem

inkubovany s kyselinou dokosahexaenovou, nema nésledné vystaveni saturovanym mastnym
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kyselinam zadny efekt. Nasycené mastné kyseliny vyrazné indukuji expresi mRNA pro IL-6
oproti nenasycenym mastnym kyselindm, které expresi zvysuji pouze nepatrné (Shi et al.
2006). Exprese IL-6 je navic zvySena pouze v F4/80° CDI11b" CDIll1c", tedy v Ml
makrofazich, a ne v M2 F4/80" CD11b" CD11¢ makrofazich (Nguyen et al. 2007).

Kyselina palmitova aktivuje NLRP3-ASC inflamazom a tim umoziuje sekreci IL-1P a
IL-18 z makrofagu, ale pouze u makrofagi, které jsou predtim aktivovany lipopolysacharidy
nebo INF-y. Mnozstvi exprimovaného IL-1f3 a IL-18 pozitivné koreluje s davkou kyseliny
palmitové (Wen et al. 2011). Exprese IL-1p, IL-6 a TNF-a se nezvysi po pouziti nenasycené
mastné kyseliny olejové (Wen et al. 2011), coz pfispiva k tvrzeni, Ze saturované mastné

Na druhou stranu makrofagy podporuji lipolyzu v lidskych adipocytech produkei TNF-a,
¢imz zapricinuji nasledné uvolnéni FFA do okoli (Zhang et al. 2002). Takze nasycené mastné
kyseliny zvySuji v makrofazich expresi TNF-a, ktery podporuje lipolyzu v adipocytech a
takto do okoli uvolnéné FFA zase miizou zpétn¢ ovlivitovat expresi TNF-a a tim podporovat

pozitivni zpétnou vazbu.

3.2.2 Neutrofily

Zména fenotypu makrofaglh na M1 sice mlZe byt sté¢Zejnim krokem vedoucim k zanétu
tukové tkané€ a poté k chronickému systémovému zanétu, nicméné pred akumulaci makrofagt
dochazi ve VAT k zvySeni poctu jinych imunitnich bunék. U mysi krmenych HFD dochézi
k akumulaci neutrofilt ve VAT jiz po 3 dnech. Zvysi se az dvacetkrat oproti mySim na
normalni dieté¢ a predstavuji piiblizné 1,5 % SVF (Talukdar et al. 2012). Nicméné prvotni
impuls pro akumulaci neutrofilli v tukové tkani stale neni jednoznacny. Jako jeden z moznych
faktorti se jevi leptin, jehoZ receptor se nachazi na membranach neutrofili (Bruno et al. 2005).
Leptin by mohl u neutrofili regulovat jejich mnozstvi, stimulovat granulopoézu, spoustét
chemotaxi, oxidativni vzplanuti a inhibovat apoptoézu (Claycombe et al. 2008; Bruno et al.
2005). Neutrofily v krvi obéznich lidi vykazuji zvySenou produkci superoxidll oproti Stihlym
lidem (Brotfain et al. 2015), coz pfispiva k hypotéze vétsiho oxidativniho stresu v obéznim

stavu.

3.2.3 Tlymfocyty
Dalsi typ bunék, ktery pfi obezité infiltruje tukovou tkan diive nez makrofagy, jsou T
lymfocyty. Jiz béhem dvou tydnl po zafatku HFD je v tukové tkédni mysi patrnd zmeéna

v expresi genli jednotlivych populaci T lymfocytii. Exprese Thl gena je zvySena b&hem
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prvnich 2 tydnit HFD a dal roste. Naopak signifikantni snizeni exprese Th2 genl je
detekovano béhem 3. tydne HFD. Exprese FoxP3, ktery je specificky pro Treg, se snizi ve 12.
tydnu. Zména polarizace makrofagli, a tim padem zvyseni exprese M1 a snizeni M2 gent,
nastava az ve 12. tydnu. Na zaklad¢ téchto udaji se zdd, Ze zmény v poctu a fenotypu T
lymfocytl nastavaji pied zménami u makrofagt (Deng et al. 2013).

Podle Nishimura et al. (2009), ktery provadé¢l pokus na obéznich mysich krmenych HFD
po dobu 16 tydni a stejné starych kontrolnich mysich, nastava zména v mnozstvi CD8" a
CD4" T lymfocyti ve visceralni tukové tkani, ale ne v podkozni. Po¢et CD8" T lymfocyth se
zaCind zvySovat jiz béhem 2. tydne HFD, ¢imz pfedchazi akumulaci makrofagi. Pfitom
mnozstvi CD8" T lymfocytl v krvi se s obezitou neméni. Navic se ukazuje, Ze jsou CD8" T
lymfocyty esencialni pro infiltraci makrofagh do tukové tkané, jejich aktivaci a zahdjeni
zanétu tukové tkané u obéznich mysi. Tukova tkan z obéznich subjektl, ktera je kultivovana
s CD8" T lymfocyty, je schopna lymfocyty aktivovat. A teprve poté mohou tyto CD8" T
lymfocyty aktivovat a diferenciovat makrofagy. CD8" T lymfocyty byly navic detekovany
v CLS, coz také poukazuje na vzajemnou interakci téchto lymfocytii a makrofagti (Nishimura

et al. 2009).

4 Inzulinova rezistence

Obezita mlize vést k inzulinové rezistenci a dale az k diabetes druhého typu. Pfi obezité
vznikd mirny chronicky zanét v tukové tkani, ktery ptrispiva k inzulinové rezistenci nejdiive
v adipocytech a pozdéji se rozsifuje do celého organismu, kde zplisobuje inzulinovou
rezistenci ve svalech a jatrech (Wensveen et al. 2015). Ptiznaky snizené inzulinové senzitivity
jsou detekovatelné jiz po 3 dnech HFD a stéle se zhorSuji, zfejmé kvili postupné rostoucimu
zan&tu v tukové tkani. Pribéh nastupujici inzulinové rezistence v tukové tkani je srovnatelny
s pribchem ve svalech i jatrech (Lee et al. 2011).

Nicméné exprese prozanétlivych medidtora je v tukové tkéani signifikantné zvySena jiz po
3 dnech podavani HFD, ale v daleko mensi mife nez po 16 tydnech a pravdépodobné by
nestacila na indukovani inzulinové rezistence. Navic v jatrech a svalech je detekovéana az po
16 tydnech, coZ by naznacovalo, Ze trva urcity ¢as neZz se zanét z tukové tkané rozsiii do
zbytku téla. Dale se ukazuje, Ze 1 bez makrofagii dojde ke snizeni inzulinové senzitivity
v pribéhu 1. tydne HFD, ale naopak u dlouhodobé HFD (14 tydnli) jsou makrofagy pro
inzulinovou rezistenci stéZejni. Na druhou stranu rostouci pocet makrofagli ve VAT pozitivné

koreluje s rostouci inzulinovou rezistenci. Tyto poznatky vedou k domnénce, Ze v brzké fazi
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HFD probihaji jiné prozanétlivé procesy, které ke snizeni inzulinové senzitivity staci (Lee et
al. 2011).

Inzulinova rezistence by v tukové tkani mohla vznikat kviali stavu hypoxie, zvySené
produkci volnych kyslikovych radikald, vétStho mnozstvi prozanétlivych medidtorti a
nasycenych mastnych kyselin vedoucich k aktivaci transkripénich faktorti, které jsou
zodpovédné za naslednou zvysSenou transkripci cytokini, které podporuji zanét ve VAT. Tyto
cytokiny a nasycené mastné kyseliny mohou pfes membranové receptory aktivovat kinézy,
které fosforyluji substrat inzulinového receptoru (IRS = insulin receptor substrate) 1 na
aminokyselinovém zbytku serinu. Insulinovy receptor totiz signalizuje ptes fosforylaci IRS1
na aminokyselinovém zbytku tyrozinu, ktera je inhibovéana fosforylaci na aminokyselinovém
zbytku serinu a to je jeden z moznych mechanismi vzniku inzulinové rezistence (Johnson et
al. 2012).

Pti in vitro pokusech TNF-a i1 IL-1B zpisobuji fosforylaci IRS1 na serinovém
aminokyselinovém zbytku a tlumi tak signalizaci inzulinového receptoru. Kyselina palmitova
aktivuje NLRP3, coz vede k sekreci IL-1p, ktery zhorSuje inzulinovou rezistenci také in vivo
(Wen et al. 2011). Stejné tak 1 FFA mtZou pfispivat ke zhorSeni inzulinové rezistence. Lipidy
signalizaci ptes TLR4 zvysuji fosforylaci serinového zbytku na IRS1 ve svalech. K tomu jesté
mohou FFA ptes TLR4 signalizaci zvysit expresi gen pro IL-6 a TNF-a v adipocytech a
makrofazich. Také IL-6 a TNF-a mohou pfispivat k inzulinové rezistenci (Shi et al. 2006).

Za zminku jesté stoji MCP-1, ktery je produkovan hlavné adipocyty mysi krmenych HFD
a dochazi k jeho zvySené koncentraci i v plazmé. MCP-1 piispiva k inzulinové rezistenci
pravdépodobné svymi chemoatraktantnimi U¢inky na makrofagy, které rekrutuje do tukové
tkané€, kde makrofagy nasledné zhorsuji prozanétlivé procesy (Kanda et al. 2006).

Naopak pozitivni ucinek na inzulinovou senzitivitu ma napiiklad IL-10. Receptor pro
IL-10 se nachéazi vice na membranach adipocytli neZ bun€k SVF a nejsou detekované zadné
signifikantni rozdily v mnozstvi mezi VAT S$tihlych a obéznich subjekt. Receptor IL-10
fosforyluje aminokyselinovy zbytek tyrozinu na transkripénim faktoru STAT3, coz se ukazuje
a brani pozdéjsimu vlivu TNF-a, ¢imZ zlepSuje inzulinovou senzitivitu. Pokud jsou adipocyty
inkubovany s IL-10, nema TNF-a nepfiznivy vliv na inzulinovou senzitivitu. IL-10 tedy
chrani adipocyty pfed nepfiznivymi G€inky TNF-a a zajiStuje jejich inzulinovou senzitivitu

(Lumeng et al. 2007).
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5 Zména fenotypu NK bunék

5.1 NK bunky

Ptirozeni zabijaci (NK buiikky = natural killer cells), maji spole¢ny lymfoidni progenitor
s B a T lymfocyty, tudiz se zafazuji mezi lymfocyty. Ale na rozdil od B a T lymfocytt, které
rekombinuji genové segmenty svych receptorti a jsou soucdsti ziskané imunity, NK bunky
nemaji antigen specifické receptory a jsou soucasti vrozeného imunitniho systému (Caligiuri
2008).

Povrchovy fenotyp NK bun€k pouzivany pro identifikaci pti pratokové cytometrii je
rozdilny pro lidské a mysi subjekty. NK buiiky navic nemaji svijj specificky marker, takze se
definuji prinikem vicero diferenciacnich skupin (CD = cluster of differentiation). Lidské NK
buriky jsou identifikovany jako CD45"'CD56 CD3" leukocyty (Viel et al. 2016). Nicméné
CD56 neni specificky pouze pro NK bufiky, protoZze se nachazi napiiklad i na CD56"CD3"
NK T lymfocytech, které se vyznacuji spoleCnymi znaky jak pro NK bunky tak pro T
lymfocyty. CD3 je specificky marker T lymfocytii, takze CD3" se pouziva pro vylouceni
vSech T a NK T lymfocytli (O’Rourke et al. 2013).

Jelikoz mysi NK buniky neexprimuji CD56 (Caligiuri 2008), musi se pro jejich identifikaci
prutokovou cytometrii pouzivat jiny marker. Metodiky ¢lank se v pouzitych markerech Casto
rozchéazeji. CD3" se pouziva, stejné jako u rozliSovani lidskych NK bunék, pro vyfazeni T a
NK T lymfocytu, ale dale se my$i NK bufiky identifikuji napiiklad jako NK1.1" (Wensveen et
al. 2015) nebo CD161a" (Bihr et al. 2017) nebo NKp46" (Caligiuri 2008) a nékdy se pouziva
vice nez dvou markert (Lee et al. 2016).

Primérni funkce NK bunék spociva v rozeznavani povrchovych molekul cilovych bun¢k a
v pfipadné lyzi téchto bun€k pomoci indukce apoptdzy, jako naptiklad u rakovinovych bun¢k
nebo bunék napadenych viry. Nicméné aktivované NK bunky také sekretuji velké mnozZstvi
cytokinli a chemokinli, ¢imZ mohou ovliviiovat dal$i typy bun€k imunitniho systému.
Cytotoxicita NK bunék zavisi na rovnovaze signalizace inhibi¢nich a aktiva¢nich receptort,
které se nachézeji na povrchu buiiky (Zotto et al. 2016).

Inhibi¢ni receptory NK bunék se déli do dvou proteinovych rodin a to sice na
imunoglobulinu podobné receptory zabijecich bun¢k (KIRs = killer cell immunoglobulin-like
receptors), které jsou exprimované pouze na lidskych NK buiikach; druha proteinova rodina
ma lektinové domény typu C a patii do ni naptiklad mysi receptory Ly49 nebo skupina NKG2

receptortl, které vétSinou tvoii heterodimer s CD94 a jsou exprimovany jak na lidskych tak
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1 mySich NK buiikach (Pegram et al. 2010). Inhibi¢ni receptory jako své ligandy rozpoznavaji
klasické MHC I molekuly 1 neklasické MHC I na cilovych buiikach (Campbell et al. 2013).

Receptory ze skupiny KIRs a Ly49 mohou mit krom¢ inhibi¢ni i aktivaéni funkci. Dalsi
skupinou aktivacnich receptorii jsou receptory ptirozené cytotoxicity (NCRs = natural
cytotoxicity receptors), které patii do imunoglobulinové rodiny. Zastupci NCRs jsou
napiiklad NKp46 nebo NKp30. Dalsim dilezitym aktivatnim receptorem je NKG2D
receptor, ktery patii do rodiny receptord s lektinovymi doménami typu C a je dalezity pro
rozpoznani a lyzi rakovinovych bunék. NKG2D je vzdalené¢ piibuzny s NKG2 rodinou
receptorti, do které patfi pfevazné inhibi¢ni receptory, a tvofi homodimer (Pegram et al.
2010). Mezi aktivacni receptory patii jest¢ FcyRIII (CD16), ktery rozpoznava imunoglobuliny
G opsonizujici cilové buiiky a zodpovidd za bunécnou cytotoxicitu zavisejici na protilatkach
(ADCC = antibody-dependent cellular cytotoxicity) (Zotto et al. 2016). Nékteré ligandy pro
aktivacni receptory jsou stdle neznamé, nicméné mezi ty znamé patii molekuly, jejichz
exprese je vétSinou indukovéna bunéénym stresem a jsou poté translokovany na bunécnou
membranu. Mezi tyto ligandy patii napiiklad MIC-A a MIC-B, které jsou podobné¢ MHC I a
jsou rozpoznavané receptorem NKG2D (Campbell et al. 2013).

NK buiiky nejsou homogenni populace, jelikoz maji rlznou expresi odliSnych
povrchovych molekul. Na zéklad¢ heterogenity téchto povrchovych molekul Ize definovat
fenotypové a funkéné odliSné populace NK bunék a stejné tak odliSnd vyvojova stadia jak
u lidi tak 1 u mysi (Fu et al. 2011; Chiossone et al. 2010). Lidské NK buiiky 1ze rozdélit podle
miry exprese CD56 na CD56%€ a CD56Y™, CD56" NK buriky maji vétsinou expresi
CD16%m a CD56%™ NK buiiky maji naopak expresi CD16"€", takze jsou rozlisovany dvé
nejvice zastoupené populace NK bun&k a to sice CD56™#MCD16%™ a CD56%mCD16" i
(Grzywacz et al. 2007). Nicméné existuji i ndzory, Ze se nejednd o dvé rovnocenné populace
NK bunék, ale spise o jednotliva vyvojova stadia a CD56%™ NK buiky se povazuji za
koneéné vyvojové stadium, které se vyviji z CD56° 8" NK bunék (Zotto et al. 2016). Lidské
CD56™ 3 CD56%™ NK buiiky maji odlisny fenotyp a s tim spojené funkce. CD56%™ NK
bunky, exprimuji CD158a, CD158b a NKB1, coz jsou receptory patiici do rodiny KIRs. Déle
jsou CD56%™ NK buiiky piiblizné dvakrat efektivngjsi v tvorbé konjugati s K562 (bunééna
linie, které chybi MHC I glykoproteiny a hojné se pouziva ke studiu cytotoxicity NK bunck
proti rakovinovym builkdm), obsahuji vice granul s perforinem a granzymem a sekretuji méné
cytokinl INF-y a TNF-a nez CD56#" NK buiiky. Tento fenotyp preduréuje CD56%™ NK
buiiky k pfevazné cytolytickym funkcim (Jacobs et al. 2001). Na druhou stranu CD56"€" NK
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bunky exprimuji minimum KIRs, jsou mén¢ u¢inné v tvorbé konjugatti s K562 buiikami, maji
méné granul s perforinem a granzymem a sekretuji vice INF-y a TNF-a oproti CD56%™ NK
buiikam. TakZe funkce CD56"€" NK bunék spo¢iva spise v ovlivilovani imunitni odpovédi
sekreci cytokini (Jacobs et al. 2001). NKG2/CD94 receptory se rovnomérné vyskytuji v obou
populacich CD56™€" 3 CD56%™ NK bunék (Jacobs et al. 2001).

Vzhledem ktomu, ze mySi NK bunky neexprimuji CD56 (Caligiuri 2008) a je
problematické aplikovat poznatky ze studii provadénych na mysSich NK bunkéch na lidské
NK buiiky, je snaha o jinou klasifikaci NK bunck, kterd by platila u obou druhii. Na mySich
NK bunkach byly klasifikovany dva markery, které jsou exprimovany i na lidskych NK
buiikéch a odlisuji jednotlivé populace NK bun¢k z hlediska vyvojového stadia a funkénosti
(Chiossone et al. 2010; Fu et al. 2011). Jednad se o CD11b, ktery je povaZzovan za marker
dospélych NK bunék, a receptor CD27. Diferenciace NK bunék postupuje od CD27°CD11b
pies CD27°CDI11b  a ptes CD27°CD11b" k CD27°CD11b" (Chiossone et al. 2010). Tuto
klasifikaci 1ze vztdhnout i1 na lidské NK buiky, takZe jsou definovany ¢tyfi populace na
zakladé exprese CD27 a CD11b. CD27°CDI11b" populace NK bun€k ma nejvétsi vyvojovy
potencial. Dvé populace CD27°CD11b” a CD27'CD11b" jsou hlavnimi populacemi NK
bunék sekretujici cytokiny. CD27°CD11b" NK buiiky vykazuji kone¢nou diferenciaci a maji
pfevazné cytolytické funkce (Fu et al. 2011). Nicméné tato klasifikace dodnes neni hojné

pouzivéna.

5.2 Zména fenotypu NK bunék pfi obezité

Je prokazéano, Ze obézni jedinci jsou mimo jiné vice nachylni k virovym infekcim a
rozvoji rakoviny (Haslam et al. 2005). Konkrétné vétsi nachylnost obéznich jedinct
k rakoving tlustého stieva by mohla byt spojena s celkove niz§im poctem NK bunék a jejich
zhorSenou funkci (Béhr et al. 2017).

Vétsina soucasnych studii tykajicich se NK buné€k v souvislosti s obezitou se zaobirda NK
bunikami nachazejicimi se v krvi a o NK buiikach ve VAT je zatim pouze minimum studii. Co
se ty¢e zmény poctu a fenotypu NK bunck mezi Stihlymi a obéznimi subjekty, nemalo
dosavadnich pozorovéni je kontroverznich. Nicmén¢ se vétSina studii shoduje na tom, ze NK
buiiky pfi obezité sice vykazuji aktivovany fenotyp, ale na druhou stranu maji zhorSenou

schopnost cytotoxicity a produkce cytokinii (O’Rourke et al. 2013; Viel et al. 2016).
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5.2.1 Zména NK bunék v krvi

5.2.1.1 Zména v poctu jednotlivych populaci NK bunék v krvi

Co se ty¢e zmény v poctu NK bunck v krvi lidi, existuji konfliktni pozorovani mezi
jednotlivymi studiemi. Absolutni mnozstvi NK bun¢k v lidské krvi se sice s rostoucim BMI
zvySuje, nicméné procentudlni zastoupeni NK bunc¢k mezi lymfocyty zlstava konstantni a to
asi 11 % vsSech lymfocyti (Viel et al. 2016), coz potvrzuje i Laue et al. (2015). Tudiz
absolutni mnozstvi NK bunék vzristad pouze diky rostoucimu celkovému mnozstvi lymfocyti
(Viel et al. 2016). Na druhou stranu se podle jiné studie ukazuje, Ze je procentudlni zastoupeni
mezi lymfocyty obéznich lidi signifikantné€ nizsi (~9 %) nez u §tihlych (~12 %) (Lynch et al.
2009). Tyto rozdilné hodnoty by mohly byt zpisobeny nesourodosti zkoumanych
statistickych soubori mezi obéma studiemi. Studie Lynch et al. (2009) pozoruje vétsi
statisticky soubor obéznich lidi (n = 46), ktery ma vys§i primémé BMI (~47 kg/m?) a vétsi
pomér zen oproti muzim (40/12), nez studie Viel et al. (2016), ve které je velikost
statistického souboru obéznich lidi mensi (n = 11), m4 nizsi primé&mé BMI (40 kg/m?) a
mensi pomér Zen oproti muzim (7/4).

Dale Lynch et al. (2009) ukazuje, Ze na pocet NK bunék v krvi ma vliv, zda jsou obézni
subjekty metabolicky zdravi, ¢i nikoliv. Za metabolicky zdravé povazuje lidi, ktefi
v minulosti nem¢li zaddnou kardiovaskularni piihodu, ani respiratni nebo metabolické
onemocnéni a ddle maji hodnotu glukdzy na lacno <5,6 mmol/l, krevni tlak <130/85 a pomér
triglyceridy/HDL cholesterol <1,65 u muzii a <1,32 u Zen. Metabolicky nezdravi obézni lidé
maji totiz méné NK bunék v krvi (~7 %) nezZ metabolicky zdravi obézni lidé (~12 %), jejichz
procentudlni zastoupeni NK bunék mezi lymfocyty v krvi je srovnatelné se Stihlymi jedinci
(Lynch et al. 2009). Coz potvrzuje 1 dalsi studie, ve které byli vSichni jedinci ve statistickém
souboru obéznich lidi metabolicky nezdravi. O’Shea et al. (2010) udava procentudlni
zastoupeni NK bunék mezi lymfocyty v krvi ~8 % u metabolicky nezdravych obéznich a
~17% uStihlych 1lidi. Tato rozdilnd pozorovani poukazuji na dilezZitost rozliSovani
metabolicky zdravych a nezdravych obéznich jedinct.

Pomér jednotlivych populaci CD56™€" a CD56%™ NK bunék v lidské krvi se s nastupem
obezity neméni, zistava piiblizné na hodnotach 90 % CD56%™ a 10 % CD56¢" NK bunék
stejné jako u Stihlych jedincti (O’Rourke et al. 2013).

19



5.2.1.2 Zmény fenotypu NK bunék v krvi

Zmény fenotypu NK buné¢k v krvi jsou pro vétsi prehlednost shrnuty v Tabulce 1.

Exprese povrchového aktivacniho markeru NK bunék CD69 je u zkoumané skupiny
obéznich lidi signifikantné vyssi nez u skupiny stihlych lidi nebo u skupiny, ktera ma podle
BMI identifikovanou pouze nadvahu (Viel et al. 2016). Zvyseni exprese CD69 v NK buiikach
u obéznich lidi oproti $tihlym lidem potvrzuje i Lynch et al. (2009), avSak poukazuje na
rozdilnost metabolicky zdravych a metabolicky nezdravych lidi. Metabolicky nezdravi obézni
lidé maji totiz priblizn¢ dvojndsobnou expresi CD69 v NK buiikach nez metabolicky zdravi
obézni lidé (Lynch et al. 2009).

Exprese TRAIL, ktery ligaci receptoru na cilovych bunkéch indukuje jejich apoptozu, je
v NK bunkéach obéznich jedinci snizend oproti Stihlym (Laue et al. 2015). TRAIL je
exprimovano Sestkrat vice v CD56€" nez v CD56%™ populaci NK bunék (Huebner et al.
2013).

Exprese CD27 neni rozdilna mezi NK bunikami v krvi Stihlych a obéznich lidi (O’Rourke
et al. 2013).

Také exprese nékterych receptorii NK bunék je rozdilnd mezi Stihlymi a obéznimi
subjekty. Exprese CD16 je negativné korelovana s rostoucim BMI (Viel et al. 2016). OvSem
procentualni zastoupeni jednotlivych populaci CD16 NK bunck se v celkové populaci NK
bun&k v krvi s naristem obezity neméni, zistava stejné na hodnotach ~90 % CDI16"EM
~10 % CD16%™ (O’Rourke et al. 2013). Exprese CD16 je v NK buitkach sniZena po jejich
degranulaci, coZ znaci aktivaci NK buné¢k. Jinymi slovy sniZzeni CD16 se povazuje za znamku
aktivovanych NK bun¢k (Grzywacz et al. 2007).

Mira exprese CD158b, nékdy také nazyvany KIR2DL2/3, coz je inhibi¢ni receptor
zrodiny KIRs vazajici ligand HLA-C1 (Pegram et al. 2010), se u NK bunék metabolicky
zdravych obéznich jedincli neméni oproti $tihlym kontroldm, ale signifikantné vzrista
v metabolicky nezdravych obéznich jedincich (Lynch et al. 2009).

Exprese dalSiho inhibi¢niho receptoru z rodiny KIRs CD158a, ktery vaze ligand HLA-C2
a nazyva se také KIR2DL1 (Pegram et al. 2010), se v NK buiikdch v krvi neméni mezi
obéznimi a $tihlymi jedinci (O’Rourke et al. 2013).

Dalsi prozkoumany receptor z rodiny KIRs je NKBI, neboli KIR3DL1, ktery je také
inhibi¢nim receptorem a vaze ligand HLA-Bw4 (Pegram et al. 2010). Exprese NKB1 je vétsi
u metabolicky nezdravych obéznich lidi nez u metabolicky zdravych obéznich lidi a mezi

metabolicky zdravymi obéznimi a Stihlymi lidmi neni signifikantni rozdil (Lynch et al. 2009).
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Dalsi ze zkoumanych receptor, NKp46, patii do rodiny NCRs, je aktivacnim receptorem
(Pegram et al. 2010) a rozdil jeho exprese v NK buiikach mezi Stihlymi a obéznimi lidmi je
pon¢kud kontroverzni. Podle O’Rourke et al. (2013) neni mezi mirou exprese v NK bunikédch
Stihlych a obéznich jedinct signifikantni rozdil. Nicméné podle vice recentni studie, je
absolutni mnozstvi exprimovaného NKp46 negativné korelovano s rostoucim BMI (Viel et al.
2016). Tato odlisSnd pozorovani mohou byt ddna nesourodosti statistickych soubort, stejné
jako v ptedchozim ptipadé. O’Rourke et al. (2013) hodnoti statisticky soubor obéznich lidi
s praim&mym BMI 52 kg/m? a 85% zastoupenim zen, kdezto Viel et al. (2016) ma4 statisticky
soubor s primérnym BMI 40 kg/m? a ~64% zastoupenim Zen.

NKG2D je aktivacni receptor, jehoZ ligandy (jako jsou napiiklad MHC I ptibuzné MIC-A
a MIC-B nebo ULBP1-4) jsou translokovany na povrch bunék, které prochazeji bunéénym
stresem. Ligace lidského NKG2D receptoru Usti v cytotoxickou odpovéd NK buiky a sekreci
cytokinli (Pegram et al. 2010). Procentualni zastoupeni NKG2D se v populaci NK bunék

s naristem obezity neméni (O’Rourke et al. 2013).

Tabulka 1

S ) o Metabolicky nezdravi obézni jedinci oproti
Obézni jedinci oproti §tihlym jedinctm: . o
metabolicky zdravym obéznim jedinctim:

CD69 A (Viel et al. 2016; Lynch et al. 2009) 2xAN (Lynch et al. 2009)
TRAIL WV (Laue et al. 2015) N.D.

CD27 bez rozdilu (O’Rourke et al. 2013) N.D.

CD16 WV (Viel et al. 2016) N.D.
CD158b N.D. A (Lynch et al. 2009)
CD158a bez rozdilu (O’Rourke et al. 2013) N.D.

NKB1 N.D. W (Lynch et al. 2009)
NKpd6 bez rozdilu (O’Rourke et al. 2013) / ND.

W (Viel et al. 2016)
NKG2D bez rozdilu (O’Rourke et al. 2013) N.D.

Porovnani zmén exprese v NK buiikach v krvi. A\ vyssi; W nizsi; N.D. neni definovano
Tabulka je vlastni tvorba na zakladé dat: Viel et al. (2016); Laue et al. (2015); O’Rourke et al. (2013);
Lynch et al. (2009)
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Vsechny lymfocyty v krvi obéznich lidi, bez rozdilu mezi metabolicky zdravymi a
metabolicky nezdravymi, vykazuji odliSnou miru diferenciace nez lymfocyty Stihlych lidi.
Maji niz8i expresi diferenciacniho markeru CD38, markeru naivnich lymfocytt CD45RA a

markeru nedospélych lymfocyti CD7 nez lymfocyty ze $tihlych kontrol (Lynch et al. 2009).

5.2.1.3 Ovlivnéni cytotoxicity NK bunék

Ukazuje se, ze NK bunky zkrve obéznich lidi maji snizenou schopnost pfirozené
cytotoxicity a ADCC oproti NK buiikam stihlych jedinci.

In vitro pokusy dokladaji, ze NK buiikky z krve obéznich jedinc vykazuji snizenou
schopnost lyze K562 bun¢k (O’Shea et al. 2010; Moulin et al. 2011). Po in vitro inkubaci
s K562 buitkami maji NK buiiky z obéznich subjektli snizenou expresi CD107a a chemokinu
CCLA4, kdezto produkce INF-y se neméni (Viel et al. 2016). CD107a je povazovédno za
aktivaéni marker, jehoz vyskyt se na povrchu NK bunék zvySuje po jejich degranulaci
(Grzywacz et al. 2007). Snizeni exprese CD107a v NK bunkach obéznich lidi potvrzuje i
Laue et al. (2015). Dale in vitro studie poukazuji na snizenou cytotoxicitu NK bunék po
stimulaci leptinem (Jahn et al. 2015; Bdhr et al. 2017), coz by vzhledem k zvySené
koncentraci leptinu v plazmé obéznich subjektd (Jahn et al. 2015), expresi leptinového
receptoru Ob-R v NK bunikach (Wrann et al. 2012) a sniZzené schopnosti cytotoxicity NK
bunck z obéznich subjektl (O’Shea et al. 2010; Moulin et al. 2011), mohlo poukazovat na
leptin jako na moZnou pficinu sniZzené cytotoxicity NK bunck pii obezité. Na zakladé¢ téchto
pozorovani je tedy zfejmé, Ze NK buiiky obéznich lidi maji oproti NK buitkdm Stihlych lidi
snizenou senzitivitu pro rakovinové bunky.

Stejn¢ tak maji NK bunky obéznich snizenou schopnost ADCC. In vitro inkubace NK
bun¢k s bunkami opsonizovanymi protildtkou anti-CD20 poukazuje na sniZenou expresi
INF-y a CCL4 u NK buné¢k obéznich lidi oproti §tihlym jedincim. Mira exprese CD107a je

sice také negativné korelovana s rostoucim BMI, ale pouze nesignifikantné (Viel et al. 2016).

5.2.1.4 Vliv leptinu na fenotyp a funkénost NK bunék z krve

NK bunky jsou leptinem prokazatelné ovliviiovany, ale dosavadni studie dokladaji, ze
pouze ~5 % NK bun€k ma na svém povrchu leptinovy receptor Ob-R (Wrann et al. 2012).
Exprese CD16 je u Ob-R" NK bunék signifikantné niz$i nez u celkové populace NK bunék
(Wrann et al. 2012). U statistického souboru obéznich lidi je lehké, ale pouze nesignifikantni,

zvyseni v procentu Ob-R* NK bunék oproti souboru stihlych lidi (Laue et al. 2015).
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Existuji signifikantni rozdily v mnozstvi fosforylovanych komponent signalni transdukce
leptinového receptoru mezi obéznimi a Stihlymi subjekty. NK buniky z obéznich jedincii maji
méng¢ Castou fosforylaci tyrozinové kindzy JAK2 nez stihli jedinci (Laue et al. 2015). In vitro
stimulace NK bunék leptinem vede k vyssi fosforylaci JAK2 u bunék ze stihlych jedinct
oproti bunkdm z obéznich jedincti (Wrann et al. 2012). Intravendzni podani leptinu mysSim
zvysuje fosforylaci JAK2 a PKB, coz je dal$i komponent signalni transdukce leptinového
receptoru, pouze u Stihlych mysi, ale ne u obéznich (Nave et al. 2008). Lautenbach et al.
(2009) svymi in vivo pokusy na mysich potvrzuje vliv obezity na snizeni fosforylace JAK2 a
dale poukazuje na snizeni fosforylace dalSich molekul v signalni transdukci a to konkrétné
PKB.

7Zda se, ze kratkodobé (maximalné 24 hodin) a dlouhodobé (vice jak 3 dny) pisobeni
leptinu na NK buiiky mé odlisné vysledky (Wrann et al. 2012). Kratkodobé ptisobeni leptinu
na NK bunky zvysuje po 4,5 hodinach expresi aktivacniho markeru CD69 a exprese INF-y se
prokazatelné zvySuje az po 18 hodinach. Kratkodobé pilisobeni leptinu dale zvySuje expresi
TRAIL v NK buiikach, zvySuje procento NK bunék, které exprimuji Ob-R, a 1yzi K562 bun¢k
NK bunkami (Wrann et al. 2012), ale pouze u Stihlych subjekti (Nave et al. 2008). Také
pouze u Stihlych subjektli se zvySuje produkce INF-y NK buiikami po aktivaci leptinem (Laue
et al. 2015). Kratkodobé ptisobeni leptinu u mysi in vivo zvysSuje absolutni mnozstvi NK
bun¢k v krvi Stihlych subjekti (Nave et al. 2008), a in vitro snizuje expresi aktivac¢nich
receptort NKG2D a NKp46, ale nema vliv na expresi NKp30 (Béhr et al. 2017).

Dlouhodobé pusobeni leptinu snizuje u NK bunék proliferaci, cytotoxicitu a produkci
INF-y (Wrann et al. 2012). SniZzenou cytotoxicitu a produkci INF-y NK bunék po dlouhodobé
inkubaci s leptinem potvrzuje 1 Bahr et al. (2017). Tyto poznatky shrnuji, Ze kratkodobé
pusobeni leptinu na NK buiiky zvySuje jejich miru aktivace, cytotoxicity a produkce cytokind,
ale dlouhodobé ptisobeni tyto funkce NK bun¢k naopak tlumi. Zobecnéné by se dalo fici, ze
leptin ma tyto ucinky pouze na NK buiky Stihlych subjektd, ale ne na NK buiiky obéznich

subjektl, u kterych je koncentrace leptinu v plazmé dlouhodobé zvysena.

5.2.1.5 Obnoveni fenotypu a funkce NK bunék po navratu obéznich jedincti k stihlému
metabolickému fenotypu
Pozménény pocet a fenotyp NK bun€k v obéznich jedincich lze vratit k poctu a fenotypu
NK bun¢k odpovidajici §tihlym jedincim jak u mysi tak i1 u lidi (Lautenbach et al. 2009; Viel
et al. 2016). U lidi, kteii dfive byli obézni, ale poté sniZili sva BMI pod 30 kg/m?, je vidét
tendence NK bunék, navracet se k fenotypu, ktery maji NK buinky v krvi Stihlych lidi.
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S klesajicim BMI klesa i1 absolutni mnozstvi NK bun¢k v krvi. Déle s klesajicim BMI roste
exprese NKp46, CD94 a CD16, ktera je u obéznich jedinct snizena. Naopak exprese CD69 a
granzymu signifikantné klesd na hodnoty S$tihlych jedinct. I mira pfirozené cytotoxicity a
ADCC NK bunék se s klesajicim BMI navraci k mife NK bun¢k $tihlych lidi. Roste procento
NK bun¢k exprimujicich CD107a, INF-y a CCL4 (Viel et al. 2016). Vliv zhubnuti na
obnoveni produkce INF-y NK buitkami potvrzuje i dalsi studie, kde u muzt dochazi k témér
dvojnasobnému zvyseni procent INF-y produkujicich CD56%™ NK bunék. U muzi je také
viditelné snizeni koncentrace leptinu v plazmé, kdezto u zen, které pti obezité maji pfiblizné
dvojnasobné hodnoty leptinu, nedochazi k signifikantni zmén¢ (Jahn et al. 2015). Pfenos NK
bunck z obéznich mysi do krevniho ob&hu Stihlych mysi, jejichz NK bunky byly pfedem
odebrany, snizuje pocet NK bunék na hodnotu srovnatelnou se S§tihlymi kontrolami. Tento
transfer NK bunck lehce zvySuje mnozstvi jejich fosforylovanych komponent signalni
kaskady leptinového receptoru (JAK2, PKB, ERK?2), nicméné mnozstvi jest¢ nedosahuje na
miru fosforylace ve Stihlych kontrolach (Lautenbach et al. 2009).

5.2.2 Zména NK bunék ve visceralni tukové tkani

Studii, které se zabyvaji NK buitkami ve VAT ve spojeni s obezitou, je mén¢ nez studii
ohledné¢ NK bunck v krvi. Nicméné se ukazuje, ze i NK bunky v tukové tkani prochéazeji
s narstem obezity ur¢itymi fenotypovymi zménami stejné jako NK buiiky v krvi a zmény
jsou daleko vyrazné€j$i ve VAT nez v podkozni tukové tkani (O’Rourke et al. 2009; O’Rourke
etal. 2013).

5.2.2.1 Zména v poctu jednotlivych populaci NK bunék ve VAT

Co se tyce poctu NK bun€k ve VAT z obéznich subjektl, vétSina studii se ve svych
pozorovanich rozchazi. U mysi je vice NK buné€k na gram tkané ve viscerdlni tukové tkani
nez v podkozni (O’Rourke et al. 2009). Podle O’Rourke et al. (2013) neni v lidsk¢ VAT
rozdil v procentudlnim zastoupeni populace NK bun€k mezi Stithlymi a obéznimi jedinci;
v obou piipadech NK bunky zastupuji piiblizné 6 % ze vSech lymfocyti. OvSem dvé studie
u mys$i dokladaji protichiidné informace, co se tyc¢e zmény poctu NK bunék mezi obéznimi a
Stihlymi subjekty. Ve SVF VAT S§tihlych mysi miize byt az 30 % lymfocytl zastoupeno NK
buiikkami a s nastupem obezity toto procentudlni zastoupeni NK bunck klesd piiblizn¢ na
polovinu (Caspar-Bauguil et al. 2005). Druhd, vice recentni, studie naopak u obéznich mysi
udava zvySeni poctu NK bunck na gram viscerdlni tukové tkdné oproti mySim Stihlym

(O’Rourke et al. 2012).
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Jak u 1idi tak 1 u mysi dochazi s obezitou ke zméné v zastoupeni jednotlivych populaci NK
bunék. Ve VAT stihlych lidi je populace CD56%™ NK bunék zastoupena piiblizné 90 %
z celkové populace NK bunck a v obéznich jedincich klesa na 75 %. Jinymi slovy $tihli lidé
maji ve VAT stejné procentulni zastoupeni CD56%™ a CD56> " jako v krvi a s obezitou se
pomér mezi CD56%™ a CD56™#" NK buiikami zmensuje (O’Rourke et al. 2013). U mysi,
které¢ neexprimuji CD56 a jednotlivé populace jejich NK bunék mohou byt charakterizované
na zakladé¢ CD27 a CD11b molekul (Chiossone et al. 2010), dochazi po 4 tydnech HFD také
ke zméné v zastoupeni jednotlivych populaci NK bun¢k ve VAT. Procentualni zastoupeni
CD27CDI11b" populace, ktera se oznacuje jako konecné vyvojové stddium a je nejvice
cytotoxicka (Chiossone et al. 2010), v disledku HFD stoupa oproti poctu na normdlni dieté na
piiblizné 50 % vSech NK bunék. CD27°CDI11b  populace naopak klesa na 30 % a
CD27'CDI11b" populace se signifikantné neméni a zistava okolo 20 % ze viech NK bung&k

(Wensveen et al. 2015).

5.2.2.2 Zmény fenotypu NK bunék ve visceralni tukové tkani

U mysi krmenych HFD je produkce INF-y ve VAT vyrazn€ zvySena a az 47 % INF-y je
produkovano NK buinikami (Wensveen et al. 2015).

U obéznich lidi je signifikantné zvySeno pouze procento NK bunck exprimujicich
aktivacni receptor NKG2D, procento NK bunék exprimujicich inhibi¢ni receptor CD158a
(neboli KIR2DL1) je sice také zvySeno asi o 10 %, ale pouze nesignifikantné, a procenta NK
buné&k exprimujicich CD16*¢" CD16%™ NKp46 a CD27 se mezi §tihlymi a obéznimi jedinci
v podstaté neméni (O’Rourke et al. 2013).

Co se tyCe in vivo fenotypu NK buné¢k ve VAT, zatim neexistuji témét zadné komplexni
studie, které by fenotyp zkoumaly. Nicméné in vitro pokusy, se snahou o co nejlepsi
namodelovani in vivo podminek, poukazuji na urcité zmény prvka fenotypu NK bunck. /n
vitro inkubace lidskych NK bun€k s mediem z bunééné linie lidskych adipocytti neindukuje
zmény v jednotlivych populacich CD56°" a CD56%™ NK bunék, déle nem4 vliv na expresi
TRAIL v NK bunkach, nemd vliv na tvorbu konjugétl s K562 a tvorba konjugétli neni
rozdilnd mezi CD56*¢" a CD56%™ populacemi (Huebner et al. 2013). Medium z adipocytii
naopak signifikantn& zvysuje celkovou expresi INF-y a zvysuje expresi v CD56%™, ale nema
vliv na expresi v CD568 ktera je uz tak velmi vysoka. Také je zvyseno procento CD56°eht
NK bunék, které exprimuji granzym. Déle pak zvySuje procenta NK bunék, které exprimuji

Ob-R (Huebner et al. 2013).
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5.3 Dalsi faktory, které by mohly ovliviovat funkci NK bunék pfri obezité

Adipocyty maji na svém povrchu ligandy nékterych receptori NK bun¢k. Ve VAT
obéznich mysi je vyssi exprese Rae-1 a Mult-1, coZ jsou mysi ligandy aktiva¢niho receptoru
NK bunék NKG2D (Pegram et al. 2010), nez ve VAT Sstihlych mysi. Exprese Rae-1 je
mnohonéasobné vyssi v adipocytech nez v SVF, kdezto v expresi Mult-1 neni rozdil mezi
adipocyty a SVF z VAT obéznich mysi. Exprese Rae-1 je nevétsi po 3 tydnech HFD, poté se
ale snizuje az do 12 tydne, kdy studie kon¢i. Naopak exprese Mult-1 se moc nesnizuje (Chung
et al. 2014). Vin vitro podminkach je exprese v mysich adipocytech Rael-1 a Mult-1
zvySovana pusobenim insulinu a TNF-a.. Nicméné inaktivace genu pro NKG2D nema vliv na
miru insulinové rezistence mezi §tihlymi a HFD mySmi, ani na mnozstvi NK bun¢k ve VAT,
coz poukazuje na nedilezitost NKG2D receptoru na ovlivnéni inzulinové rezistence a
infiltrace NK bun¢k do VAT (Chung et al. 2014). Adipocyty z VAT obéznich subjekti také
zvySuji expresi ligandiit pro NCR1 receptory u mysi, poptipad¢ ligandi pro NKp46 u lidi.
Zmeény v expresi ligandi pro NCR1 receptory nastavaji po 4 tydnech od zacatku HFD
(Wensveen et al. 2015). Navic membrany adipocytl z mys$i krmenych HFD indukuji produkei
INF-y v NK bunkach a in vitro aktivace NK bunék ptes NCR1 receptor vede k diferenciaci
makrofagli na M1 fenotyp. Mysi, které maji inaktivovany gen pro NCRI1, se na HFD stavaji
inzulin rezistentnimi pozdéji nez WT kontroly (Wensveen et al. 2015).

INF-y produkovany NK buitkami by mohl byt prvotnim spoustééem pro zménu fenotypu
makrofagli na M1 fenotyp a nésledného zanétu ve VAT (O’Rourke et al. 2009). In vivo
pokusy na mysich ukazuji, ze jsou NK buiiky stézejni k akumulaci makrofagli a zméné na M1

fenotyp ve VAT a ke vzniku inzulinové rezistence pii HFD (Wensveen et al. 2015).
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6 Zavér

Cilem této prace bylo studium vlivu obezity na funkci imunitniho systému. Konkrétné
jsem se zaméfila na zménu fenotypu a funkce NK bun€k u obéznich jedincti oproti §tihlym a
na mozné prispéni NK bunek k chronickému zanétu organismu, ktery pti obezité vznika.

Negativni vliv obezity na imunitni systém je nepopiratelny. V poslednich letech vyzkumu
se ukazuje, ze diive opomijena tukova tkan, neslouzi pouze jako zasobarna energie, ale ma
také endokrinni funkci a tim padem muze ovliviiovat homeostazi organismu. Nejcast¢jsi Casti
tukové tkanég, ktera je spojovana s negativnim vlivem obezity, je VAT. U S$tihlych jedinct
jsou ve VAT nejhojnéjsi populace M2 makrofagi, CD4" Th2 a Treg lymfocytl, eozinofilt a
iNKT bunék, coz se s obezitou méni na populace M1 makrofagh, CD4" Thl a Thl7
lymfocytd, CD8" T lymfocytl, neutrofilt, zirnych bunék a B lymfocytd. Tyto zmény
v populacich rezidentnich bunék vedou k mirnému chronickému zanétu.

Za nejdulezitéjsi reorganizaci populaci bunék imunitniho systému se povazuje zména
makrofagii ve VAT. Nicméné neni jednoznacné€ jisté, co je pficinou téchto zmeén. Jesté nez
dojde k akumulaci M1 makrofagl v tukové tkani, dochézi k infiltraci jinych bun¢k imunitniho
systému, jakou jsou neutrofily nebo T lymfocyty, které by tedy mohly byt pfi¢inou akumulace
M1 makrofaglti ve VAT. Jako jednou z moznych pticin byl také navrhnut INF-y produkovany
NK buiitkami.

Pii obezité je sniZzena odolnost proti virovym infekcim a zvySend incidence rakoviny.
Vzhledem k tomu, Ze hlavni funkce NK bunék je lyze infikovanych nebo jinak pozménénych
bun€k, mohl by vliv obezity na funkci a fenotyp NK bunék byt pfiinnou této vyssi
nachylnosti organismu k nemocem.

Dosavadni studie fenotypu NK bunék v obéznich jedincich se zabyvaji ptfevazné NK
buitkami v krvi a v nékterych pozorovanich se rozchazeji, coz by mohlo byt zpisobeno
nesourodosti statistickych soubortit mezi studiemi. Ukazuje se, Ze pro spravnou statistickou
analyzu, je nutné brat zietel na pohlavi studovanych jedincti, velikost BMI u skupiny
obéznich lidi a zda jsou tito jedinci metabolicky zdravi ¢i nikoliv.

Jednotlivé studie o fenotypu NK bunék v krvi se sice v n¢kterych ptipadech neshoduji, ale
vSechny se pfiklan¢ji k tomu, Ze NK buiky v obéznich jedincich sice vykazuji znadmky
aktivace, ale zaroven maji snizenou expresi TRAIL a aktiva¢nich receptort FcyRIII a NKp46
a naopak zvySenou expresi inhibi¢nich receptordt CD158b a NKBI, coZ by mohl byt divod

prokazatelné niz§i schopnosti cytotoxicity NK bunck.
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In vitro pusobeni leptinu na NK buiikky mé dvoji efekt v zavislosti na délce plsobeni.
Kratkodobé plisobeni ma obecné aktivacni u€inky na NK bunky, zvysuje jejich produkei
INF-y a schopnost cytotoxicity, ale pouze u bun¢k ze Stihlych jedinct. Naopak dlouhodobé
pusobenti leptinu snizuje proliferaci, produkci INF-y a cytotoxicitu NK bun¢k.

Fosforylace komponentll signdlni transdukce leptinového receptoru, jako jsou JAK2 a
PKB, je snizena v NK buiikach obéznich jedincti a navic leptin tuto fosforylaci zvySuje pouze
u NK bunék ze $tihlych jedinct. Vzhledem k ucinku leptinu pouze na NK buiiky ze §tihlych
subjektii, rozdilh v kratkodobém a dlouhodobém ptlisobeni leptinu na NK buiky a
dlouhodob¢ chronicky zvysené koncentaci leptinu v plazmé pii obezité by se dalo fici, ze se
NK buiiky v obéznich jedincich stavaji rezistentnimi vuci leptinu.

Zminky o fenotypu NK bun¢k ve VAT obéznich jedincti jsem nasla pouze ve tfech
studiich. NK buiikky ve VAT prokazatelné¢ zvySuji produkci INF-y a expresi aktivac¢niho
receptoru NKG2D.

Prozatim neexistuje dostatecné mnozstvi studii o NK bunkdch v kontextu obezity.
Vzhledem k tomu, ze VAT je spojovéana s negativnim vlivem obezity na zdravi lidi a funkce
NK bungk je v disledku obezity zhorSena, by bylo vhodné budouci vyzkum této problematiky
zamétit prevazné na studium NK bunék ve VAT a peclivé vybirat zkoumany statisticky

soubor, aby studie byly vice signifikantni.
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