Mechanizmy zapalenia w tkance tluszczowej

Prof. dr hab. n.med. Jacek Michatkiewicz
Pracownia Diagnostyki Immunologicznej

Zaktad Mikrobiologii Immunologii Klinicznej



) r;r ;,"‘
e
il

) :
/}).%” .

1

Acute-phase Neutrophil Increased Protein and TNF-o. stimulates
proteins mobilization body energy migration to lymph
{C-reathe temperature mobilization nodes and
protein, to allow maturation
~mannan- Increased
binding lectin) body temperature
< = < Z — = = = 2 5
N R N bl
Activation of . Decreased viral and bacterial replication Initiation of
complement Phagocytosis Increased antigen processing adaptive immune
Opsonization Increased specific immune response response

Zapalenie systemowe : cytokiny produkowane przez makrofagi tkanek objetych zapaleniem ( TNF-alfa, IL-1, IL-6)
przechodza do krazeniai wykazujg szerokie zakres aktywnosci biologicznych:Indukuja hepatocyty do produkcji bialek ostre;
fazy, a szpik kostny do produkcji granulocytow, dzialajg pirogennie (podnosza temp), mobilizujg procesy energetyczne migsni

1 tkanki thuszczowe. Wzrost temperatury obniza replikacje¢ bakterii 1 wirusow 1 mobilizuje adaptacyjny
uktad odpornosciowy.
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Uwalnianie TNF-alfa przez makrofagi:
Efekt lokalny lub uogolniony.

TNF wplywa na naczynia krwionosne, szczegolnie

zylne, zwi¢ksza przeplyw krwi i przepuszczalnos¢ naczyn dla plynu,
komorek oraz bialek, wzmaga przyczepnos¢ endotelium dla komorek i
plytek.

Lokalny efekt TNF zwieksza naplyw plynu, komorek oraz bialek
uczestniczacych
w reakcjach odpornosciowych.

Tworza si¢ skrzepy w malych naczyniach
zapobiegajace rozprzestrzenianiu si¢ infekcji
droga krwi. Plyn oraz makrofagi i komorki
dentrytyczne przechodzga do ww chlonnych,
gdzie generowana jest adaptacyjna odpowiedz
na infekcje

W przypadku systemowego uwalnia TNF (sepsa, infekcja uogolniona)
TNF z makrofagow watroby i sledziony przechodzi do krazenia.

Szok septyczny, wykrzepianie wewngtrznaczyniowe
rozsiane, utrata czynnikow krzepniecia, krwawienie
wewnatrzustrojowe , wielonarzadowa dysfunkcja.



Otytos¢ tj. Nadmiar tkanki ttuszczowej, (zwtaszcza trzewnej) wigze z szeregiem zaburzen metabolicznych tj, hyperinsulinemia,
nietolerancja glukozy, cukrzyca typu 2 oraz dyslipidemia. Zburzenia te w duzym stopniu zalezg od przewlektych, systemowych reakgji
pro-zapalnych o niskim nasileniu (zapalenie metaboliczne) ktdrych skutkiem jest inaktywacja (w réznym stopniu) receptora dla insuliny
oraz zmiany w zakresie dystrybucji i aktywacji tkanki ttuszczowej.

Zmiany pro-zapalne w tkance ttuszczowej zalezg od aktywacji szeregu komorek, tj adipocytéw, makrofagdw, limfocytéw, komodrek
tucznych, eozynofiléw , fibroblastow oraz endotelium naczyniowego. Ich liczebnosé oraz fenotyp w tkance ttuszczowej zalezy od jej
rodzaju (trzewna lub obwodowa) oraz nasilenia otytosci. Komorki te generujg szereg mediatoréw zapalenia, tj. adipokiny pro-zapalne
(leptyna, rezystyna, visfatyna) przeciw-zapalne (adiponektyna), cytokiny pro-zapalne (TNF alfa, IL-1 beta, IL-6, IL-12, IL-18, IFN-gamma,
etc) i przeciw-zapalne ( IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta, etc) oraz chemokiny (MCP-1, MIP-1 alfa, IL-8, RANTES, etc). Ich dziatanie
determinuje typ zapalenia i rodzaj komdrek zaangazowanych reakcjach zapalnych.

Zapalenie w tkance ttuszczowej inicjowane jest przez : hipoksje adipocytéw, stres oksydacyjny, stres siateczki endo-plazmatycznej ,
aktywacje inflamasomoéw, obumieranie adipocytow, aktywacje receptorow Toll, zmiany w zakresie sktadu mikroflory jelitowej

1) Hipoksja adipocytow: indukowana przesz niedostateczne unaczynienia tkanki ttuszczowej z powodu jej przerostu (hypertrofia,
hiperplazja); hipoksja indukuje uwalnianie cytokin pro-zapalnych, leptyny oraz czynnika hamujgcego migracje makrofagdéw, hamuje
réznicowanie pre-adipocytéw w adipocyty, wzmaga reaktywnosci pro-zapalne makrofagéw.,

2) stres oksydacyjny generowany przez chroniczny stan zapalny oraz nadmiar wolnych kwaséw ttuszczowych i glukozy w tkance
ttuszczowej; wzrost ROS (reaktywne formy tlenu) aktywuje endotelium i uruchamia naptyw makrofagdw, wzmaga ekspresje
mediatoréw pro-zapalnych, insulinoopornos¢ oraz generowanie utlenowanych lipoprotein o niskiej gestosci (ox LDLs)



3. Stres siateczki sSrodplazmatycznej (endoplasmic reticulum , ER) : indukowany przez nadmiar lipidéw i biatek powoduje zmiany w
zakresie modyfikacji post-translacyjnej biatek w adipocytach i wadliwego ich fatdowania w Swietle siateczki, co aktywuje odpowiedz
adaptacyjng na wadliwie ztozone biatko (unfolded protein response, UPR) dla przywrdécenia homeostazy w ER. Stres ER i reakcja UPR
powoduj3a:

a) wzrost ekspresji mediatoréw zapalenia oraz insulinoopornosé, b) nasilenie proceséw apoptozy adipocytdw i wzrost naptywu
makrofagéw pro-zapalnych do tkanki ttuszczowej (eliminacja obumartych adipocytéw), ¢) modyfikacje ekspresji adipokin (wzrost
produkcji leptyny, rezystny , spadek adiponektyny) oraz oporno$é na dziatanie leptyny, d) wzmaga procesy sttuszczenia w watrobie,
ostabia synteze insuliny , nasila apoptoze komdrek beta trzustki,

4.aktywacja inflamasomoéow: inflamasomy to s3 to platformy molekularne obecne w cytozolu, odpowiedzialne za proces aktywacji
pro-zapalnych cytokin (IL-1 beta oraz IL-18). Najbardziej znanym jest inflamasom NLRP3. Sktada sie z receptora NLR (NOD-like
receptor), biatka adaptorowego ASC (apoptosis-associated speck -like protein containing CARD) oraz kaspazy 1. NLRP3 nalezy do grupy
receptorow komoérkowych rozpoznajgcych wzorce molekularne uszkodzonych tkanek (damage associated molecular pattern, DAMPs)
lub czynnikéw w infekcyjnych (pathogen associated molecular pattern, PAMPs). Aktywacja NLRP3 powoduje przeksztatcenie nie
aktywnych form IL-1 beta i IL-18 w formy aktywne , poprzez dziatanie kaspazy 1. Otylos¢ wzmaga ekspresje sktadnikéw NLRP3
(kaspaza 1, czasteczka ASC) w makrofagach i adipocytach, co indukuje uwalnianie aktywnych form IL-1 beta i IL-18. Dieta nisko
kaloryczna obniza ekspresje ASC i kaspazy 1 oraz IL-1beta w adipocytach i makrofagach. Myszy z brakiem ekspresji NLRP3 nie
wykazujg otytosci indukowanej dietg wysoko ttuszczowa.



Nasilone obumieranie adipocytow w otytosdi

Obumieranie adipocytéw zachodzi poprzez proces apoptozy lub nekrozy. Rozrost tkanki ttuszczowe] nasila ten proces. Apoptotyczne
lub nekrotyczne adipocyty usuwane sg przez makrofagi (fagocytoza, egzocytoza), co indukuje masowy naptyw tych komérek do tkanki
ttuszczowej, wzrost ekspresji cytokin pro-zapalnych , odstanianie nowych wzorcow molekularnych (DAMPs) o raz aktywacje
inflamasomoéw i innych receptoréow rozpoznajacych wzorce molekularne.

Usuwanie komodrek apoptotycznych, zwtaszcza w obecnosci adiponektyny, nasila protekcyjne aktywnosci uktadu odpornosciowego
(produkcja czynnikdw przeciw-zapalnych, aktywacja limfocytdw supresorowych). Eliminacja komoédrek nekrotycznych wzmaga
aktywnosci pro-zapalne makrofagdéw i granulocytow.

Aktywacja receptoréw Toll

Aktywacja TLRs (z wyjatkiem TLR3) przebiega z udziatem biatka adaptorowego MyD88 (myeloid differentiation factor 88) i prowadzi do
indukcji réznych szlakéw sygnatowych ktdre aktywujg ekspresje gendw dla wielu cytokin pro-zapalnych.

W regulacji zapalenia tkanki ttuszczowej i generowaniu insulinopornosci szczegdlne znaczenie ma ekspresja TLR2 i TLR4. TLR4
rozpoznaje LPS bakterii Gram ujemnych, co indukuje ekspresje cytokin faworyzujgcych odpowiedz pro-zapalng typu Th1l. Przeciwnie, TLR
2 rozpoznaje lipoproteiny i inne sktadowe bakterii Gram (+), co uruchamia odpowiedz Th2 (przeciw-zapalng). Brak ekspresji tych
receptorow w uktadach eksperymentalnych znacznie poprawia wrazliwos¢ na insuline w tkance ttuszczowe;j.

Wzrost stezenia nasyconych kwaséw ttuszczowych (SFAs) w otytosci pogtebia leptyno-opornosé i insulino-opornos$é. SFAs i ich
pochodne (ceramidy, etc) indukujg TLR4 adipocytach i makrofagach poprzez dziatanie kinaz Src i INK. Zahamowanie syntezy ceramiddow
poprawia tolerancje glukozy (modele mysie otytosci).



Wptyw mikroflory na rozwoj otytosci

Bakterie mikroflory warunkujg prawidtowg odnowe nabtonka jelitowego (bariera jelitowa), wykazuja szerokie spektrum dziatania
immuno-modulacyjnego (immunoregulacja i protekcja przed zakazeniami), warunkujg przyswajanie sktadnikéw pokarmowych,
uczestniczg w eliminacji toksyn i karcynogenéw, wptywajg na motoryke uktadu pokarmowego.

Otytos$¢ zmienia sktad mikroflory. U oséb otytych dominujg bakterie typu Firmicutes atomiast u oséb szczuptych bakterie typu
Bacterioides. Dieta nisko-ttuszczowa i nisko-weglowodanowa zmniejsza populacje bakterii Firmicutes a zwieksza liczebnosc
bakterii Bacterioides.

Przeniesienie mikroflory z myszy otytych i myszy szczuptych do szczuptych myszy germ free wykazato, ze mikroflora myszy
otytych powodowata zwiekszone wykorzystywanie energii z pozywienia i wiekszy przyrost wagi anizeli zwierzeta ktorym
podawano bakterie od myszy szczuptych. Sktad mikroflory determinuje wiec zakres wykorzystywanie energii z pozywienia i
wptywa lub nie na rozwdj otytosci. Mechanizmy tego zjawiska pozostajg niewyjasnione.

1) Blokowanie czynnika tkankowego indukowanego gtodzeniem (fasting-induced adipocyte factor, Fiaf) co wzmaga aktywnosc
lipazy lipoproteinowej (LPL) w adipocytach i nasila magazynowanie energii (rozrost adipocytdw). Wzrost poziomu Fiaf u
zwierzat szczuptych chroni przed otytoscig; wzrasta poziom kinazy proteinowej AMPK, ktéra wzmaga oksydacje kwaséw
ttuszczowych.

2) Profil aktywacji komdrek uktadu odpornosc¢iowego: a) dzialanie LPS bakterii Gram (-). Otyto$¢ wigze sie z nadmiarem bakterii
Gram (-) wobec Gram (+). Interakcja LPS mikroflory z receptorem CD14 monocytéw/makrofagéw .przy udziale sygnalizacji
TLR4 nasila reakcje pro-zapalne (wzrasta poziom IL-6, TNF-alfa, IL-1), b) dziatanie krétko-taricuchowych kwaséw ttuszczowych
(SFCA) (dziatanie przeciw-zapalne) i peptygoglikanu ( PG) dziatanie pro-zapalne.
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Makrofagi kumulujg sie w tkance ttuszczowej poprzez proliferacje, rekrutacje i retencje. Rekrutacja zachodzi poprzez dziatanie wielu czynnikéw
chemotaktycznych (MCP-1,2,3, RANTES, SAA3, kwas hialuronowy, IP-10, VEGF, etc) . Lokalna proliferacja zachodzi szczegdlnie we wczesnym

etapie otytosci; jest indukowana przez IL-4, GM-CSF, MCP-1. Retencja (adhezja makrofagéw do adipocytéw ) zalezy od interakcji integryny
alfad/beta 1 makrofagéw z ligandg VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1) adipocytéw oraz czgsteczki NERIN-1, ktérej ekspresja na

makrofagach jest indukowana przez palmityne.

VCAM1

J Innate Immun 2022;14:4-30 Michailidou/Gomez-Salazar/Alexaki
DOI: 10.1159/000515117



Makrofagi. Najliczniejsza grupa komorek rezydualnych, zasiedlajgca tkanke ttuszczowg we wczesnym okresie zycia; wykazuja fenotyp
komérek alternatywnie indukowanych przez cytokiny (typ M2), CD206+/CD201+/CD11c-. W warunkach fizjologicznych

(osoby szczupte) dziatajg przeciw-zapalnie, hamujac odpowiedz immunologiczng, eliminujg martwe adipocyty i ich fragmenty poprzez
mechanizm fagocytozy i aktywacje lizozomdéw (ekzocytoza), ograniczajg réznicowanie adipocytow z komodrek progenitorowych,
wykazujg dziatania naprawcze uszkodzonych tkanek. Alternatywny status ich aktywacji zalezy od IL-4 produkowanej gtownie przez
eozynofile oraz indukcji czynnikdw transkrypcyjnych STAT-6, PPAR gamma, IRF4, arginazy 1, Makrofagi M2 , produkujg cytokiny
przeciw-zapalne (IL-4, IL-10, IL-13) antagoniste receptora IL-1 i adiponektyne.

Ekspansja tkanki ttuszczowej ( hyperplazja, hypertrofia) zmienia profil makrofagéw z M2 na M1 (pro-zapalny), indukowany gtdwnie
przez IFN-gamma, pochodzacy z limfocytow Thl (CD4+), Tcl (CD8+) oraz komdrek NK i limfocytéw B (po ich aktywacji przez IL-12,
il-18).  Naptyw prozapalnych makrofagéw jest proporcjonalny do stopnia otytosci; spadek masy ciata redukuje populacje tych
komoérek. Silne dzialanie pro-zapalne makrofagéow M1 zalezy od produkowanych przez nie cytokin: TNF-alfa, IL-6, II-23 Aktywowane
makrofagi (M1) wykazujg fenotyp CD11++/ CD9+/CD63+/ TREM-2 + (triggering receptor expressed on myeloid cells), wykazujg
wzmozong aktywnos¢ fagocytarng, endocytarng, lizosomalng, a takze ekspresje CD36 (scavenger receptor dla oxLDL), PPARg oraz
ABCA1 (ATP binding casseete subfamily 1): transport komdrkowego cholesterolu i fosfolipidow do apolipoprotein (fenotyp
METABOLICZNEJ aktywacji makrofagdw, w odrdznieniu od aktywacji przez czynniki infekcyjne.

2. Eozynofile. W tkance ttuszczowej eozynofile dziatajg przeciw-zapalnie (produkujg IL-4, IL-10, IL-13), polaryzujg makrofagi w
kierunku typu M2; korzystnie wptywajg na metabolizm glukozy; ich liczba negatywnie koreluje z otytoscia.

3. Komorki tuczne. populacja wzrasta wraz z ekspansjg tkanki ttuszczowej i koreluje z poziomem glukozy, leptyng, IL-6, TGL i
wskaznikiem HOMA. Wykazujg dziatania pro-zapalne dzieki ekspresji mediatorédw zapalenia, tj. cytokin ( IL-1, TNF-alfa, IL-6,
gamma), chemokin, katepsyny, ktéra indukuje proteolize macierzy pozakomoérkowej oraz angiogeneze, indukujgc przebudowe
tkanki ttuszczowej. Otytos¢ wzmaga ekspresje chymazy i tryptazy w komaérkach tucznych tkanki ttuszczowej, a takze serotoniny

(blokowanie termogenezy). Wzmaga réznicowanie pre-adipocytdw, ich proliferacje i adipogeneze, a takze widknienie.



Komorki supresyjne pochodzenia szpikowego (myeloid derived suppressor cells, MDSCs)

Wzrost Infiltracji MDS Cs do tkanki ttuszczowej wraz ze wzrostem jej ekspansji. Blokujg reakcje pro-zapalne poprzez hamowanie
funkcji limfocytow TCD8+ i nasilenie polaryzacji makrofagéw w kierunku M2. Eliminacja MDSCs in vivo (zwierzeta otyte) wykazujg
obnizong wrazliwosc na insuline i zmniejszong tolerancje glukozy; rekonstytucja MDSCs odwraca te efekty. MDSCs infiltruja
obszary przewlektego zapalenia tkanki ttuszczowej, co hamuje rozwdj stanu zapalnego towarzyszgcego otytosci.

Komorki ILCs (innate lymphoid cells); grupa limfocytow uktadu odpornoséi naturalnej, bez ekspresji klasycznych receptoréw dla
antygenu , typowych dla komoérek T i B, wykazujgca zdolnos¢ do antygenowo-nieswoistych reakcji opornosciowych. W zaleznoSci

od profilu syntetyzowanych cytokin komoérki ILCs dzielg sie na trzy grupy

ILC1 : konwencjonalne limfocyty NK (zalezne od IL-15) oraz grasiczo-zalezne NK ( indukowane przez IL-7); syntetyzujg IFN-
gamma i TNF alfa (podobnie jak limfocyty typu Thi)

ILC2 : produkujg cytokiny typu Th2,(IL-4, II-10); ich wzrost i réznicowanie zalezg od IL-7, IL-33, IL-25
ILC3 : produkujg cytokiny 1I-17 i IL-22 (jak limfocyty Th17); wzrost i réznicowanie zalezg od cytokin IL-23 oraz IL-7

W tkance ttuszczowej nie-zapalnej wystepujg limfocyty ILC2 , o dziataniu przeciw-zapalnym, warunkujgce utrzymanie milieu
limfocytéw Th2 , poprzez produkcje IL-5 ( rekrutacja eozynofildw) oraz IL-13 ( polaryzacja makrofagéw w kierunku M2) .

Zapalenie zmienia ten profil poprzez obecnos¢ ILC1 oraz ILC3, ukierukowujgc odpowiedz pro-zapalng typu Thl ( IFN-gamma,
TNF alfa lub Th17 (IL-17, 1l-22).



LEAN OBESE

J Innate Immun 2022;14:4-30 Michailidou/Gomez-
Salazar/Alexaki DOI: 10.1159/000515117

Komérki odpornosci naturalnej w tkance ttuszczowej (szczupli vs otyli) . Szczupli: profil przeciw-zapalny (rezydualne); makrofagi
M2, eozynoflle, T-reg komodrki ILC2 (produkujg IL-4, IL-5, IL-13, IL-33); ILC2 ( wzrost via 1L-33 i IL-25), produkujg IL-5 ( mobilizacja
eozynofildbw ) oraz L-13 (indukcja M2 makrofagdw), oraz metionine-encefaline (termogeneza , bezowienie adipocytéw). Eozynofile
produkujg IL-4; IL-4 utrzymuje status M2 makrofagdéw via STAT-6 signaling, zmniejsza hypertrofie adipocytéw. IL-6 wzmaga ekspresje IL-
4R, zwieksza alternatywng aktywacje M2 makrofagéw. Adipokiny (adiponektyna, omentyna, CTPRS, SFRP5) oraz sfingolipidy dziataja
przeciw-zapalnie. M2 makrofagi: czynnik transkrypcyjny KLF (indukcja gendw arginazy 1, Retnla, Chi3L3, GPS2). Otyli: profil pro-
zapalny; rekrutacja i aktywacja makrofagéw (M1), neutrofiléw , NK cells; wzmagana przez cytokiny pro-zapalne (MCP-1, IL-6, TNF-
afa) i adipokiny (leptyna, chymeryna, rezystyna, visfatyna). Komponenty macierzy poza-komaorkowej (versican, biglycan) z adiopocytow i
makrofagéw promujg M1. Makrofagi utrzymujg sie w tkance ttuszczowej via kontakt Ifa4/VACAM-1. Makrofagi M1 wykazujg wzrost
TNF-1, IL-6, i NOS , inflamasomu (NLRP3), IL-1 beta, i stresu ER; Makrofagi otaczajgce martwe adipocyty (within CLS) sg silnie
fagocytujagce, CD9(+), TREM-2 + (obfadowane lipidami), tworzg wielo-jgdrowe struktury (komorki olbrzymie); makrofagi poza CLS s3
pro-zapalne (CD11c++); IL-1 beta (makrofagi) i elastaza (neutrofile) wzmagajg opornos¢ na Insuline. PAHSA (ester kwasu
palmitynowego), DHA (kwas dokozaheksaenowy), EPA (kwas eikozapentaenowy): przeciw-zapalne, wzmagajg wrazliwosé na insuline
1
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WZROST: SPADEK:
= makrofagl M1 = oozynofile
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Wptyw komorek uktadu immunologicznego na rozwaj
zapalenia w tkance ttuszczowej

Osoby szczupte: dominujg komorki rezydualne : limfocyty
Th2, limfocyty T-reg, eozynofile i makrofagi M2. Limfocyty
T-reg wydzielajg 1L-10 aktywujg makrofagi do statusu M2,
dalszego uwalniania tej cytokiny i innych mediatorow
przeciw-zapalnych. Eozynofile uwalniajg IL-4 oraz IL-13, co
wzmaga dziatanie przeciw-zapalne i utrzymuje status M2
makrofagdw.

Osoby otyte : naptyw komodrek uktadu immunologicznego z
krwi obwodowej (monocyty, neutrofile, limfocyty T i B,
limfocyty B, komdrki NK), co sprzyja rozwojowi stanu
zapalnego. Monocyty migrujg do tkanki ttuszczowej i
ulegajg przeksztatceniu w makrofagi M1 dziataniu pro-
zapalnym;

Zmiany sktadu komdrkowego tkanki ttuszczowej (otytosc):
Wzrost: makrofagi M1, limfocyty Thl, Tcl, limfocyty Thl7,
limfocyty B, neutrofile, limfocyty NK, limfocyty ILC1, ILC3
komorki tuczne,

Spadek: eozynofile, limfocyty Th2, limfocyty T-reg, komorki
ILC2, iNKT
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