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Abstrakt

Uvod: Nerovnovaha mezi aktivitou pro- a proti-zanétlivych cytokind u revmatoidni artritidy
(RA) pftispiva ke vzniku imunitni dysregulace, chronického zanétu a nasledné kloubni
destrukce. Adipokiny jsou bioaktivni proteiny, které se kromé jiného podileji na regulaci
zanétu. IL-35 je novy cytokin s dosud nezndmou funkci u lidi, ktery je podle vysledkli u
mySich modeld dillezZitou soucasti zanétlivych procesii. Cilem prace bylo zjistit hladiny a
ulohu vybranych adipokini aIL-35 v kloubnim a systémovém kompartmentu a vztah
k aktivité nemoci u pacientt s RA a jinym revmatickym onemocnénim.

Vysledky: Prokéazali jsme zvySené sérové hladiny adiponectinu u pacientll s erozivni
osteoartrozou (OA) kloubi rukou, rozdilné koncentrace novych adipokinti vaspinu a omentinu
v synovidlni tekutiné pacientli s RA a OA. Dale jsme zjistili vliv biologické 1é€by TNFa
inhibitorem na expresni profil adipokini v tukové tkani pacient s RA. Biologicka lécba
rituximabem vedouci k depleci B lymfocytl zptsobila pokles sérovych hladin visfatinu u RA.
Zména hladin visfatinu navic pfedurcovala zménu aktivity nemoci v dob¢, kdy by se méla
podat dalsi infuze biologického 1éku. Vyssi hladiny IL-35 v synovidlni tekutiné u pacient
s RA ve srovnani s OA korelovaly s parametry aktivity nemoci. IL-35 podjednotky p35 a
EBI3 jsou zvySené v RA synovidlni tkani. IL-35 je na genové i proteinové urovni indukovan
prozanétlivym TNFo v RA synovidlnich fibroblastech a perifernich mononukledrnich
buitkach (PBMC). IL-35 vede v PBMC k uvolnéni nékolika zanétlivych mediatort

Zavér: Vysledky naSich studii prokazaly vyznam adipokind a IL-35 pfi regulaci zanétu u
revmatickych onemocnéni a jejich vztah k aktivit¢ nemoci u pacienti s RA. Objasnéni
patogeneze RA a nalezeni novych potencialnich terapeutickych cili by mohlo pfispét k

zlepSeni klinického pritbéhu u pacientti rezistentnich na dosavadni 1écbu.

Kli¢ova slova: revmatoidni artritida, adipocytokiny, IL-35



Abstract

Background: An imbalance between pro- and anti- inflammatory cytokine activities favors
the induction of autoimmunity, chronic inflammation and joint damage in patients with
rheumatoid arthritis (RA). Adipokines are bioactive proteins that are important regulators of
inflammation. IL-35 is a new cytokine involved in the inflammatory processes in mouse
models and is of unknown function in humans. The aim of the work was to study the levels
and role of several adipokines and IL-35 in the joint and blood compartment and the
association with the disease activity in patients with RA or other rheumatic diseases.

Results: We found increased levels of adiponectin in serum of patients with erosive
osteoarthritis (OA) of the hand, differential regulation of new adipokines vaspin and omentin
in synovial fluid of patients with RA compared with OA and the effect of therapy using TNFa
inhibitor on the expression profile of adipokines in subcutaneous adipose tissue of RA
patients. B cell depletion therapy in RA resulted in decrease of serum levels of visfatin that
correlated with following change of disease activity. The levels of IL-35 in synovial fluid are
significantly higher in RA than in OA and correlate with the disease activity and functional
status. IL-35 subunits p35 and EBI3 are overexpressed in RA synovial tissue than that in OA.
IL-35 is increased at transcriptional and protein levels after stimulation with proinflammatory
cytokine TNFa in RA synovial fibroblasts and peripheral blood mononuclear cells (PBMC).
IL-35 induces release of some inflammatory mediators in PBMC.

Conclusion: Our results show the role of adipokines and IL-35 in inflammation in patients
with rheumatic diseases and the association with disease activity in RA. Thus, the discovery

of new therapeutic targets would be beneficial for patient resistant to current therapy.

Key words: rheumatoid arthritis, adipocytokines, IL-35
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1. UVOD

1.1. Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je systémové zanétlivé autoimunitni onemocnéni, které se
vyskytuje u 0.5-1% dospélé populace (Lawrence et al. 1998). Jednd se o artritidu
polyartikularniho charakteru, kterd postihuje pfedevS§im malé klouby rukou a nohou. Je to
onemocnéni s nepfedvidatelnym vyvojem, které mulize vést k ireverzibilnimu poskozeni a
dozivotnimu funk¢énimu omezeni (Guillemin et al. 2000).

I kdyZ je RA povazovana piedevsim za onemocnéni postihujici klouby, abnormdalni imunitni
odpovéd miize vést k zavaznym extraartikularnim projevim. RA je navic asociovadna
s CasngjSim Umrtim ve srovnani se zdravou populaci a to predev§im v disledku
kardiovaskularnich komplikaci (Alamanos et al. 2006, Avina-Zubieta et al. 2008). Pti¢inou je
velmi pravdépodobné kombinace klasickych kardiovaskularnich rizikovych faktor a vysoky

stupeii celkového zanétu (Kitas et al. 2010).

Za normalnich okolnosti obsahuje synovidlni membrana relativné maly pocet bunck s tenkou
intimou a intersticiem (Casto pojmenované jako vrstvy lining a sublining). U RA je synovie
hyperplasticka s invazivnim charakterem a tvorbou agresivni granulaéni tkan€ (pannus).

Je bohat¢ infiltrovana mononuklearnimi bunikami, zejména CD4+ T lymfocyty, makrofagy a
B lymfocyty. Lymfocyty tvofi bud’ difuzni infiltraty nebo lymfoidni agregaty. T lymfocyty se
podileji na patogenezi RA na podkladé genetické asociace s MHCII a PTPN22, dale produkci
zangtlivych cytokinli a interakcemi s makrofagy a synovialni fibroblasty. Hlavnimi cytokiny
Thl nebo Th17 bunééného pivodu jsou IFNy, jehoZ loha v patogenezi RA neni zcela jasna,
a IL-17, ktery fidi diferenciaci neutrofilli, aktivaci monocytl a synovialnich fibroblastd,
uvolnéni cytokinli a chemokinii, produkci prostaglandini a syntézu matrixovych
metaloproteinaz (MMP) (Weaver et al. 2007). Funkce T regula¢nich lymfocytt (Treg), které
potlacuji aktivaci ostatnich aktivovanych T lymfocytd, je u RA nedostate¢né (Ehrenstein et al.
2004). Makrofagy jsou vyznamnym zdrojem prozanétlivych cytokint a chemokinii (napt. IL-
1, TNFa, IL-6, IL-15, IL-18, GM-CSF), které udrzuji zanétlivé prostiedi RA synovidlni tkané
(Mclnnes et al. 2007). B lymfocyty kromé tvorby autoprotilatek, a tim 1 imunitnich komplex,
reguluji aktivaci dendritickych bunék, ovliviiuji interakce T bun€k s makrofadgy a vlastnimi B
lymfocyty a tvofi cytokiny a chemokiny (napt. IL-6, IL-10 a LTf). Jejich funkce antigen
prezentujicich buné€k je v RA kloubu rovnéz dlilezitd, protoze umoziuji jedine¢nou aktivaci T

lymfocytl (Takemura et al. 2001, Mclnnes et al. 2007).



Dal8imi klicovymi bunikami jsou 1 synovialni fibroblasty (Ospelt et al. 2004). Na rozdil od
normalnich synoviélnich fibroblasti maji RA synovialni fibroblasty (RASF) velmi agresivni
charakter: rostou bez potieby ukotveni, rist neni ovlivnén kontaktni inhibici a jejich rychla
proliferace je podminéna zvysSenou expresi transkripcnich faktori a dysregulaci bunécéného
cyklu (Lafyatis et al. 1989, Trabant et al. 1990, Trabant et al. 1992). Jsou rezistentni
k apoptdze, coz je dano zménami v mitochondridlni a receptorem smrti aktivované draze
apoptozy (Huber et al. 2006). Jejich aktivace je intrinsickd a perzistentni, coz dokazuje
migrace izolovanych RASF na velké vzdalenosti a jejich schopnost invaze do
chrupavky transplantované SCID mySim se zachovanim destrukéni aktivity (Miiller-Ladner

et al. 1996, Lefévre et al. 2009).

Aktivace synovie u RA je fizena komplikovanou siti autokrinnich a parakrinnich faktord,
soucasti které jsou prozanétlivé cytokiny, drahy nezéavislé na cytokinech (TLR, endogenni
retrovirové elementy), chemokiny, riistové faktory, adhezni molekuly a MMP (Miiller-Ladner
et al. 2005, Mclnnes et al. 2007). Prozanétlivé cytokiny, napi. TNFa, IL-1B a IL-17
synergicky vedou k aktivaci MMP, katepsinu, systému plasminogen-plasmin, narusuji
extracelularni matrix chrupavky (Obr. 1.1.). To vede vkone¢ném disledku k degradaci
kloubni chrupavky a ke vzniku kostnich erozi, coZ se projevuje jako ziizeni kloubni §térbiny a

nevratné destruktivni poskozeni kosti.

Charakteristickym znakem hyperplastické synovie u RA je zvySena angiogeneze, na které se
kromé dalSich faktord podili predev§im VEGF (Paleolog 2002). Ani pfes extenzivni
angiogenezi neni tato schopna pokryt potfebu kysliku a nutrientd v rostoucim pannu, coz vede
ke stavu chronické hypoxie v RA synovidlni tkani (Jawed et al. 1997). Vznik kostnich erozi je
podminén nckolika mechanismy: aktivaci osteoklasti z prekurzori po stimulaci RANKL,
aktivovanymi T lymfocyty s pfimym uc¢inkem na osteoklasty a aktivnimi synovidlnimi

fibroblasty (Schett 2007, Klareskog et al. 2009).
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Obr. 1.1. Hlavni mechanismy zanétu a destrukce kloubu u RA.

Kritéria

Definice

1. Ranni ztuhlost

2. Artritida tfi nebo vice kloubnich skupin

3. Artritida kloubdl rukou

4. Symetricka artritida

5. Revmatoidni uzly pozorované lékafem
6. Sérovy revmatoidni faktor

7. Rentgenové zmény

Ranni ztuhlost kolem kloubtl trvajici nejméné 1 hodinu

Nejméné 3 ze 14 kloubnich oblasti (pravy nebo levy PIP, MCP, RC, loket, koleno, kotnik, MTP

klouby) ma soucasné otok nebo vypotek pozorovany Iékafem

Alesporn jedna oblast je otekla — RC, MCP nebo PIP

Soucasné postizeni stejnych kloubnich oblasti na obou polovinach téla

Podkozni uzly nad kostnimi prominencemi nebo extenzorovymi plochami kolem kloubtl

Prukaz jakoukoli metodou, jejiz vysledky nejsou pozitivni ve vice nez 5 % populace

Rentgenové zmény typické pro RA na zadopfednim snimku ruky a zapésti, ktery musi obsahovat

eroze nebo dekalcinace v postizenych kloubech nebo blizko nich

(podle Arnett et al. 1987)

Tab. 1.1. Klasifikacni kritéria ACR 1987 pro diagnézu RA. Pacienti by méli splfovat nejméné 4 z

uvedenych kritérii, z toho 1-4 nejméné po dobu 6 tydnu.
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Plvodni klasifika¢ni kritéria pro RA byla vytvofena v roce 1987 (Tab. 1.1., Arnett et al.
1988). Slouzila k diferencidlni diagnostice RA a obsahovala né&které projevy piitomné
zejména u pozdéjsich stadii nemoci.

Eroze u pacientli s RA se tvoii do 2 let od zacatku nemoci (Fuchs et al. 1989, Lindqvist et al.
2003). Nov¢ studie ukazuji, Ze Casné zahdjeni terapie vyznamné zlepSuje klinicky stav
pacienta a redukuje poskozeni kloubu a néslednou disabilitu (Van der Heide et al. 1996,
Bukhari et al. 2003, Van Dongen et al. 2007). Tato vySe uvedena kritéria nejsou vhodna
k diagnostice casnych forem RA, protoze cekani na jejich splnéni miize byt pii¢inou
oddaleného nasazeni chorobu modifikujicich antirevmatickych 1ékit (DMARD), které by vcas
zamezily rozvoji kloubnich destrukci. Proto 2 nejvyzmnamnégj$i revmatologické organizace
American College of Rheumatology (ACR) a European Ligue Against Rheumatism (EULAR)
vypracovaly nové kritéria pro pacienty se synovitidou alesponi 1 kloubu (s vyjimkou DIP,
CMC kloubu palce a 1. MTP kloubu, typickymi pro osteoartrdzu), kterd neni l1épe vysvétlena
jinym onemocnénim (Tab. 1.2., Aletaha et al. 2010).

Kritéria Skore

Kloubni postizeni

1 velky kloub 0
2-10 velkych kloubu 1
1-3 malé klouby (s/bez sou€asného postizeni velkého kloubu) 2
4-10 malych kloubt (s/bez sou¢asného postizeni velkého kloubu) 3
> 10 kloubt (alespori jeden maly) 5

Sérologie (provedeni alespon 1 testu)

negativni RF a negativni ACPA 0
nizka pozitivita RF nebo nizka pozitivita ACPA 2
vysoka pozitivita RF nebo vysoka pozitivita ACPA 3

Reaktanty akutni faze (provedeni alespori 1 testu)
normalni CRP a normalni FW 0

abnormalini CRP a/nebo FW 1

Délka trvani symptomu
<6 tydnt 0
26 tydnG 1

(podle Aletaha et al. 2010)

Tab. 1.2. Nova ACR/EULAR 2010 klasifika¢ni kritéria pro diagnézu RA. Pro klasifikaci RA je potfeba
dosahnout skére =6/10. Jako kloubni postizeni se oznacuje otok nebo citlivost kloubu pfi vySetfeni.
Pojmem velké klouby se rozumi ramenni, loketni, ky€elni, kolenni a hlezenni klouby, pojmem malé
klouby se rozumi MCP, PIP, 2.-5. MTP, kloub palce, IP klouby a zapésti. Kategorie > 10 kloubl musi
zahrnovat alespofi 1 maly kloub, zatim co ostatni kategorie mohou zahrnovat maly kloub, resp.
jakykoliv jiny kloub (temporomandibularni, akromioklavikularni, sternoklavikularni atd.). Negativni
vysledky sérologickych vySetfeni znamenaji hodnoty pod hornim limitem normy, slabé pozitivni jsou
<3x horni limit normy, vysoce pozitivni > 3x horni limit normy.

11



RA je onemocnéni s dlouhodobym vyvojem: u geneticky vnimavych jedincl vystavenych
specifickym environmentalnim faktorim muze dojit k aktivaci potencidlné¢ patogennich
imunitnich reakci, vcetné¢ tvorby protiladtek. Pozdéji plisobeni nahodnych, precipitujicich
faktori (infekce, trauma, atd.) vede k rozvoji synovitidy s predominantni lokalizaci zanétu
v kloubnim kompartmentu s naslednym rozvojem chronického onemocnéni (Klareskog et al.
2009).

S ohledem na dlouhodoby rozvoj RA lze ptepokladat vyskyt nékterych imunitnich reakci
dlouho pred samotnym vypuknutim nemoci. Ptitomnost protilatek proti citrulinovanym
proteinim (ACPA) a revmatoidnich faktori (RF) byla zaznamenana jiz 10 let pfed zacatkem
klinickych ptiznakl (Aho et al. 1991, Rantapdd-Dahlqvist et al. 2003). Nasledné po citrulinaci
proteinli v zanétem postizené synovidlni tkdni, coz je fenomén nespecificky pro RA, ale je
spojeny se zanétem jako takovym, se ACPA pravdépodobné tvoti jako nasledek abnormalni
imunitni reakce (Vossenaar et al. 2004). ACPA zhorSuji prib¢h artritidy u mysi a mohou
ptispivat k jejimu rozvoji po tvorbé komplexti ACPA-citrulinovany protein, ktery se pak vaze
na Fc receptory na povrchu makrofagl v synovialni tkani a podporuje zanétlivy proces (Kuhn
et al. 2006, Klareskog et al. 2008). RF je soubor protilatek proti Fc ¢asti imunoglobulinu IgG.
Skupina IgM RF je pfitomna az u 60-80% pacientl s RA a jejich spojitost se Spatnou
progndzou vedla k jejich zavedeni jako biomarkeru a klasifika¢niho kritéria pro RA (Mannik

et al. 1988, Arnett et al. 1988, Nell et al. 2005, Aletaha et al. 2010).

I pfes extenzivni vyzkum zlstdva samotnd pfi¢ina RA nejasnd, ale nckteré faktory spojeny
s rizikem jejiho vzniku jsou znamé:

Co se tyka genetického podkladu, nejvyznamnéjsi je asociace specifickych HLA alel jako
HLA-DR4 a HLA-DRI1 arizikem vzniku RA (Gregerson et al. 1987, Nepom et al. 1987).
VétsSina HLA DR alel spojena s vnimavosti k RA ma v fetézci spole¢nou sekvenci
aminokyselin — tzv. sdileny (shared) epitop a pfitomnost genetické varianty v tomto misté je
dilezitym rizikovym faktorem vzniku RA. Potencidlni tloha HLA-DR u RA miize byt velmi
komplexni (Roudier et al. 1989, Walser-Kuntz et al. 1995, Zanelli et al. 2000, Gebe et al.
2001, Firenstein et al. 2003): vdZe se na artritogenni peptidy, které jsou prezentovany T
bunkdm, ovliviiuje repertoar T lymfocytli a umoziluje Gnik autoreaktivnich klonli z imunitni
tolerance, slouzi jako cil pro autoreaktivni klony T lymfocyti v disledku molekularni
mimikry s patogenem (napt. peptidy E.coli nebo EBV), znemoZiiuje navazani artritogenniho
patogenu coz nasledné vede k neadekvatni imunitni odpovédi nebo je pfepojen s ostatnimi

geny v MHC oblasti, které maji spojitost s RA. PTPN22 kddujici tyrozinovou fosfatdzu, ktera
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je soucasti signalni kaskady T a B lymfocytl, a n€kolik dalSich alel (TRAF1-C5 I, STAT4 a
OLIG3-AIP3 lokus) jsou také spojovany se vznikem RA (Plenge RM, Cotsapas C et al. 2007,
Plenge RM, Seielstad M et al. 2007, Remmers et al. 2007, Rieck et al. 2007). Jak se ukazuje,
ptitomnost HLA DRBI1 a PTPN22 gent je rizikem pro vznik RA s pozitivitou ACPA nebo
RF (Padyukov et al. 2004, Klareskog et al. 2006, Lee et al. 2005).

Né&kolik infekénich agens bylo spojovano se vznikem RA (lidsky parvovirus B19, virus
Epstein-Barrové, retroviry, virus hepatitidy B, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis
a Mycoplasma), ale ani jeden se nepotvrdil jako kauzalni. Z environmentalnich faktort
se nejvic nezvratnych dikazi tykéa kouteni tabaku. Kouteni je rizikovym faktorem u RF nebo
ACPA pozitivnich pacientli sjen velmi malym vlivem u pacientl s negativnim titrem
protilatek (Padyukov et al. 2004, Klareskog et al. 2006).

I kdyz jsou klinické projevy RA velmi podobné, maji skupiny ACPA+ a ACPA- pacientl
rozdilné genetické a environmentalni rizikové faktory a pravdépodobné i ¢aste¢né rozdilnou

patogenezi na molekularni trovni (Obr. 1.2.).

HLA-DRB1 sdileny epitop

PTPN22
Koureni Vic kardiovaskularnich komplikaci
ACPA+ l » Vy38§i riziko umrti
Vyssi aktivita Cas
nemoci .
Zavaznéjsi destrukce
Stejné klinické
Fenotyp P rolevy
Méné kardiovaskularnich komplikaci
Niz$i aktivita /'
nemoci v v s . p
ACPA- » NiZ8i riziko umrti

T Cas
Zaéatek nemoci \ Méné destrukci

Infekce?

(upraveno podle Klareskog et al. 2009)

Obr. 1.2. Rozdily v rizikovych faktorech, imunitnich mechanismech a pribéhu nemoci u RA pacientt

s pozitivnim a negativnim titrem ACPA protilatek.

Za ucelem sjednoceni hodnoceni a nezédvislého porovnani aktivity nemoci a funkéniho
omezeni pacientll a objektivniho vyhodnoceni Uc¢innosti 1é€by byly vyvinuty skorovaci
systémy (Prevoo et al. 1995, Felson et al. 1993, Fries et al. 1980, Ware 1997). Nejvice

pouzivanym systémem pro hodnoceni aktivity nemoci je DAS28 (Disease activity score)
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(Prevoo et al. 1995). DAS28 je zaloZen na hodnoceni poctu bolestivych a oteklych kloubti
vySetfenych lékatem z celkového poctu 28, sedimentaci erytrocyti (FW) a hodnoceni
globalniho zdravi pacientem pomoci vizualni analogové Skaly, a byva vrozsahu 0-9.4.
DAS28 >5.1 znamena vysokou, 3.2< DAS28 <5.6 stfedni a DAS28 <3.2 nizkou aktivitu
nemoci. DAS28 <2.6 se oznacuje jako remise. Kritéria EULAR pro hodnoceni efektu 1écby
kombinuji stanoveni DAS28 a zménu DAS28 v daném obdobi (van Gestel et al. 1998).

HAQ (Health Assessment Questionnaire) obsahuje 20 otdzek, ve kterych respondenti
odpovidaji na schopnost vykondvat ¢innost v 8 oblastech denniho Zivota. Skére nabyva

hodnot od 0 - 3, kde hodnota 3 znaci Spatnou kvalitu Zivota (Fries et al. 1980).

RA se stdvad onemocnénim, které je vyzvou k uplatnéni nejmodernéjsich 1é€ebnych modalit a
to na zékladé extenzivniho vyzkumu molekuldrnich mechanismu jeji patogeneze. Biologické
I€ky, které jsou zaméteny cilené proti cytokinim (TNFa, IL-1, IL-6) a buiikdm imunitniho
systému (B a T lymfocyty), které jsou specifické pro mechanismy spojené s patogenezi RA,
vyznamné prispivaji k lepSimu pribéhu revmatickych onemocnéni (Smolen et al. 2007). U
Casti pacientl je stale 1é¢ebnd odpoveéd’ nedostate¢nd a u velkého poctu neni Sance na dosazeni
remise. Pokrok ve vyzkumu patogeneze RA vyznamné piispél k objevu dalSich potencialnich
terapeutickych cilti (Tarner et al. 2007, Senolt et al. 2009). Vé&fime proto, Ze se ovlivnéni
dalsich nov€ popsanych molekul mize v budoucnu stat predmétem 1écby, ktera by mohla byt

ucinnd i u dosud rezistentni skupiny pacientd.

1.2. Osteoartroza

Osteoartréza (OA) je onemocnéni, které postihuje vétSinu lidi nad 65 let, je provazeno bolesti
a ztuhlosti a vede k vyznamnému funkénimu omezeni (Felson et al. 2006, Goldring et al.
2007). Postihuje nejenom patef, ale periferni vahonosné (kycelni a kolenni klouby), ramenni
klouby a drobné klouby rukou.

OA neni povazovéna za jednu nemoc, ale jednd se o finalni stadium selhani kloubu, kterého
zacatek vznikd plsobenim velkého mnozstvi faktort. Z tohoto pohledu Ize OA rozd¢lit do

rrrrrr

2011).

OA je charakterizovana progresivni ztratou kloubni chrupavky pro nerovnovadhu mezi ztratou
chrupavky v disledku degradace matrix a opravnymi mechanismy, tvorbou osteofytd a

skler6zou subchondréalni kosti (Hamerman et al. 1989). Nejedna se tak pouze o postiZzeni
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kloubni chrupavky, ale zasazena je i1 periartikuldrni kost, synovidlni vystelka, meniskus
(pokud je ptitomen), kloubni pouzdro, senzorickd nervova zakonceni a ptilehlé mékké tkané

(Brandt et al. 2006).

Bézné se OA oznacuje jako nezanétlivé onemocnéni s cilem odlisit jej od zanétlivych artritid.
VétSina pacientdi ma normalni hodnoty reaktanti akutni faze, pocet leukocytll v synovialni
tekutiné nedosahuje poctu jako vidime u artritid, otok kloubu a zarudnuti je obvykle mensi,
palpacni citlivost a protepleni kloubu nemé takovou intenzitu (Punzi et al. 2005). N¢které
prace ale prokéazali vyssi sérovou hladinu C-reaktivniho proteinu (CRP) u pacientli s OA
kolennich i ky€elnich kloubti ve srovnani se zdravou populaci, které jsou pravdépodobné
podminény akutnim synovialnim zénétlivym infiltrdtem se zvySenou produkci IL-18 a IL-6
a vys$im indexem teélesné hmotnosti (BMI) u pacient s OA (Spector et al. 1997, Sowers et al.
2002, Perle et al. 2007).

I kdyZ je zékladni vyznam synovitidy u OA neustdle pfedmétem diskusi, je pravda, Ze
infiltrace synovialni tkdn¢ aktivovanymi B a T lymfocyty a produkce zanétlivych cytokinti je
béznym jevem, zejména ve stadiu Casné a pozdni OA (Pelletier et al. 2001, Benito et al.
2005). Synovidlni za&nét piispiva k dysbalanci katabolickych a anabolickych funkci

chondrocytt s naslednou poruchou struktury extracelularni matrix (Loeser 2006)

1.2.1. Erozivni osteoartréza drobnych ruénich kloubt

Erozivni osteoartré6za (EOA) se velmi casto vyskytuje v kontextu generalizované
osteoartrozy. EOA je povazovana za podtyp OA drobnych rucnich kloubii a je
charakterizovana nahlym zafatkem, vyznamnou bolesti a funkénim postizenim. Je dale
doprovazena ztuhlosti, otokem mékkych tkani, zarudnutim, paresteziemi, mirnym zvysSenim
subchondralnimi erozemi, kortikalni destrukci a reparativnimi zménami, které mohou

zahrnovat 1 kloubni ankylézu (Obr. 1.3., Zhang et al. 2009).

Vyznamné se uplatiiuje familiarni predispozice a postizeny byvaji nejvice Zeny stfedniho
véku (Belhoun et al. 1993, Zhang et al. 2002). Jeden z hlavnich rizikovych faktorii rozvoje
a progrese OA kolennich kloubil je obezita, ale nadvaha je také predisponujicim faktorem pro
vznik artrozy drobnych kloubti rukou (Cicuttini et al. 1996). Pti¢ina vyssiho rizika rozvoje
OA vahou nezatiZzenych kloubil rukou neni jasna a nelze ji vysvétlit mechanickym pietizenim

jako je tomu u OA kolennich kloubi.
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Ze vsech typli OA je jako zanétliva definovana pouze erozivni forma OA drobnych kloubt
rukou. Dokazuji to nejenom klinické ptiznaky, ale i vysledky konvenéniho rentgenového
zobrazeni, kostni scintigrafie, sonografie, magnetické rezonance, histopatologické zmény a
laboratorni ndlezy (Punzi et al. 2010). Nase zjisténi, Ze kyselina hyaluronova, jeden z markerti
synovitidy, je zvySena u pacientl s EOA a navic koreluje jak s klinickym ndlezem tak 1

s rentgenovym postizenim, podporuje zanétlivy charakter EOA (Filkova et al. 2009).

(Zhang et al. 2009)

Obr. 1.3. Rozdilné radiografické znamky kostnich erozi: centralni lokalizace subchodralni eroze

s marginalnimi osteofyty u EOA (a) a neproliferativni marginalni eroze u RA (b).

1.3. Adipokiny

Bilé4 tukova tkan uz davno neni povaZovéana za inertni tkan, kterd slouzi pouze jako zasoba
energie, ale je to dilezity endokrinni organ podilejici se na regulaci mnoha patologickych
procesii. Kromé adipocytli obsahuje i nezralé preadipocyty bez obsahu lipidd, endotelialni
je spojena s celkovym chronickym zanétlivym stavem, ktery je charakterizovan abnormalni
tvorbou cytokintli, syntézou proteinli akutni fdze a aktivaci prozanétlivych signalnich drah

(Tilg et al. 2006).

I kdyz je obezita zadvaznym rizikovym faktorem pro rozvoj aterosklerozy, diabetu mellitu
2. typu (DM2), né€kterych typt rakoviny a osteoartrdzy, u RA je spiSe protektivnim faktorem.
Obezita je u pacientll s RA paradoxné spojena s niz8i mortalitou a vyssi BMI koreluje s méné

agresivnim prubéhem nemoci (Kaufmann et al. 2003, Escalante et al. 2005, van der Helm-van
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Mil et al. 2007, Westhoff et al. 2007). Nabizi se moZnost, ze tvorba ur¢itych mediatora

v tukové tkdni u obéznich jedincii snizuje riziko progrese RA.

Adipokiny jsou bioaktivni medidtory uvoliiované, i kdyz ne vyluéné, z tukové tkané vcéetné
adipocytl a dalSich bunék tvoficich stroma (Fantuzzi 2005). Patii k nim leptin, adiponectin,
resistin, visfatin, dale vaspin, omentin, apelin, chemerin, lipocalin a skupina ,klasickych*
cytokinii jako TNFa, IL-1B, IL-6 a MCP-1. Krom¢ regulace energetického metabolismu se

ucastni fyziologickych a patofyziologickych procesii jako je imunita a zanét.

Poprvé byly vroce 2003 v synovidlni tekutin€ u RA pacientli popsané vyssi hladiny
adipokint adiponectinu a resistinu (Schaffler et al. 2003). Od té doby se zdjem o adipokiny
extenzivné zvysuje a existuji nezvratné dikazy, Ze adipokiny maji dilezitou roli v patogenezi
revmatickych onemocnéni jako je RA, OA, systémovy lupus erythematosus a systémova
sklerodermie, v¢etné kardiovaskularnich a metabolickych komplikaci (Tomcik et al. 2008,

Gomez et al. 2011, Lago et al. 2011, Masui et al. 2011, Neumann et al. 2011).

1.3.1. Adiponectin

Adiponectin (Acrp30, AdipoQ) je tvofen pievazné zralymi adipocyty a tvoii az 0.05% vSech
proteind v séru (Scherer et al. 1995, Schaffler et al. 2004). Nizké hladiny adiponectinu jsou
spojeny s obezitou, DM2, aterosklerézou a zanétem cév a adiponectin ma obecné
v patogenezi metabolického syndromu roli protizdnétlivého cytokinu (Haluzik 2005,

Kadowaki et al. 2005).

Existuje né€kolik izoforem adiponectinu (molekuly o nizké, stfedni a vysoké molekularni
hmotnosti a globularni forma), které se specificky vazi na své receptory (AdipoR1 nebo
AdipoR2), vedou k aktivaci riznych intracelularnich signalnich drah a v konecném diisledku

se vyznamne 1i8i svou funkci (Tsao et al. 2003, Neumeier et al. 2006).

rrrrr

pfevazné prozanétlivy charakter. Adiponectin indukuje v synovialnich fibroblastech tvorbu
zanétlivych cytokini a chemokint (IL-6, IL-8), matrix degrada¢nich enzymi MMP-1 a
MMP-13, chemoatraktantu MCP-1, angiogenniho faktoru VEGF a pfispiva tak k agresivnimu
fenotypu RASF (Ehling et al. 2006, Tang et al. 2007, Choi et al. 2009, Kitahara et al. 2009,

Tan et al. 2009, Frommer et al. 2010). Krom¢ RASF ma adiponectin stimula¢ni G¢inek i1 na

17



dalsi bunky kloubniho kompartmentu. V chondrocytech stimuluje tvorbu IL-6, IL-8, MMP-1,
MMP-3, MMP-9, MCP-1 a NO, v lymfocytech IL-6, IL-8, TNFa, RANTES a podobné
aktivuje 1 endotelové bunky (Lago et al. 2008, Frommer et al. 2010). Adiponectin tak
podporuje zéanétlivé prostiedi vlivem na syntézu cytokind, rekrutaci zanétlivych a
destruktivnich bun¢k a uvolnéni matrix degradac¢nich molekul. Navic adiponectin stimuluje
tvorbu RANKL a snizuje tvorbu OPG v osteoblastech (Luo et al. 2006). Ptitom pravé pomér
RANKL/OPG je rozhodujicim pro metabolismus kosti a aktivitu osteoklastii (Schoppet et al.
2002).

Na rozdil od téchto dat ziskanych in vitro vedlo podani adiponectinu u mysiho modelu
kolagenem indukované artritidy k redukci zanétu (Lee et al. 2008, Ebina K, Oshima K et al.
2009). Tyto diskrepance mohou byt disledkem interakci rtiznych typt bunck in vivo nebo

zavisi od formy podaného adiponectinu (Neumann et al. 2011).

Hladiny adiponectinu jsou vyzmnamné vyssi v séru a synovidlni tekutiné u pacienti s RA ve
srovnani s OA nebo zdravymi kontrolami (Schaffler et al. 2003, Otero et al. 2006, Senolt et al.
2007, Tan et al. 2009). Nedavno byla prokazéna i zvySena exprese adiponectinu a jeho
receptoru AdipoR1 v synovidlni tkani pacientii s RA (Tan et al. 2009). Hladiny adiponectinu
v séru navic pozitivn€ koreluji se zavaznosti kloubniho poSkozeni RA (Ebina K, Fukuhara A
et al. 2009, Giles et al. 2009).

Ukazalo se, ze prozanétlivé cytokiny (napi. IL-6, TNFa), CRP a lécba glukokortikoidy tvorbu
adiponectinu tlumi (Cohick et al. 1994, Fasshauer et al. 2002, Tilg et al. 2006, Yuan et al.
2007). Protoze RA je vysoce zanétlivy stav, ktery je provazen vysokymi hladinami TNFa,
nabizely by se ze téchto podminek spise nizké hladiny adiponectinu. Lze tedy pfedpokladat,
ze adiponectin u RA pacienti musi byt indukovan faktory, které maji vztah ke kloubni
destrukci a jejich efekt musi byt dostate¢né velky na to, aby piekonal vySe zminény inhibi¢ni
efekt prozanétlivych cytokini. Béhem hladovéni, coZ je katabolicky stav, maji adiponectin a
leptin ochrannou tlohu, protoze snizuji vydej energie a omezuji ztratu tukové tkané (Kubota
et al. 2007). ProtoZze RA je vysoce zanétlivé onemocnéni doprovazeno katabolismem, zvySené
hladiny adiponectinu tak podporuji jeho fyziologickou vlastnost, kterou je snizovani
cirkulujici hladiny adiponectinu pfi zvySujicim se mnozstvi tukové tkdné a naopak (Kopp et
al. 2005). Vzhledem k vySe zminénému efektu adiponectinu na kloubni destrukci, mize praveé
adiponectin vysvétlit inverzni korelaci zvySené adipozity a mensSiho kloubniho postizeni u
pacient s RA (Fantuzzi 2008, Giles et al. 2009). I kdyZ podani TNFa inhibitort eliminovalo

efekt adiponectinu na synovialni fibroblasty u mysiho modelu artritidy, efekt biologické 1éby
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TNFa inhibitory u pacienti s RA na hladiny adiponectinu neni jednozna¢ny (Ehling et al.

2006, Harle et al. 2006, Komai et al. 2007, Popa et al. 2009).

Hladiny adiponectinu v synovialni tekutin€ koreluji s degrada¢nimi produkty proteoglykant a
s mirou postizeni u pacientli s OA kolenniho kloubu (Honsawek et al. 2010, Hao et al. 2010).
Na zéklad€ in vitro experimentt a klinickych pozorovani vyplyva, Ze adiponectin se rovnéz

miZe podilet také na patogenezi OA.

1.3.2. Resistin

Resistin (ADSF, FIZZ3), byl objeven roku 2001 a byl povaZzovan za mozné pojitko mezi
obezitou a diabetem mellitem (Steppan et al. 2001). Aplikace rekombinantniho resistinu
obéznim mysSim zplsobila poruchu glukézové tolerance. Neutralizaci ucinku resistinu se
naopak upravila glykémie u obéznich mys$i a naruSila se gluk6zova tolerance u zdravych
jedinct. Resistin navic snizoval vychytavani glukozy v bunkach kosterniho svalu nezavisle
od plisobeni inzulinu a jeho akutni zvySeni vedlo k tézké jaterni inzulinové resistenci (Moon
et al. 2003, Rajala et al. 2003).

Resistin ma u ¢lovéka vlastnosti prozanétlivého cytokinu v subklinickém zanétu provazejicim
obezitu, v procesu aterosklerozy, kardiovaskularnich a revmatickych onemocnéni, zanétlivého

onemocnéni stiev nebo tumoru.

I kdyZ mysi a lidsky resistin sdileji témét 60% identitu na proteinové Urovni, jejich expresni a
funkéni profil je odlisny (Ghosh et al. 2003). U mysi je resistin tvofen téméf vyluéné zralymi
adipocyty, zatim co u lidi jsou jeho hlavnim zdrojem monocyty a makrofagy (Steppan et al.
2001, Patel et al. 2003). V cirkulaci se vyskytuje ve form¢ trimeru a hexameru, které ptisobi
ptes dosud neznamy receptor (Patel et al. 2004). Jako jediny receptor, ktery by zprosttedkoval
prozanétlivé Ucinky resistinu, byl doposud navrhovan TLR4 (Tarkowski et al. 2010).
Zanétlivy potencial resistinu je zprostfedkovan aktivaci transkripénich faktord NF-xB, MAPK
(Erk a p38), fosfolipazy C a drahy Akt (Calabro et al. 2004, Bokarewa et al. 2005, Kushiyama
et al. 2005, Bertolani et al. 2006, Mu et al. 2006).

Exprese resistinu vzristd v pribéhu diferenciace monocyti v makrofagy a zanétlivé
mediatory jako TNFa, IL-1B, IL-6 a lipopolysacharid (LPS) signifikantné zvySuji uvoliiovani
resistinu v perifernich mononukledrnich butikach (PBMC) (Lu et al. 2002, Kaser et al. 2003,
Lehrke et al. 2004, Bokarewa et al. 2005, Anderson et al. 2007). Resistin zaroven indukuje v
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PBMC a adipocytech tvorbu zanétlivych cytokinit TNFa, IL-6, IL-8, IL-12, chemoatraktarntu
MCP-1 a cyklooxygenazy COX2, ktera je klicovym enzymem syntézy prostaglandinti
(Silswal et al. 2005, Bokarewa et al. 2005, Nagaev et al. 2006).

Resistin je také povazovan za mediator endotelové dysfunkce, protoze vlivem zvySeného
uvolnéni endotelinu ET-1 podporuje aktivaci endotelovych bunék. Navic indukuje expresi
adheznich molekul VCAM-1, ICAM-1, receptoru pro VEGF, MCP-1 a MMP v endotelovych
bunikach (Verma et al. 2003, Kawanami et al. 2004, Mu et al. 2006). Funk¢ni experimenty, ve
kterych resistin indukoval proliferaci a migraci endotelovych bunék a tvorbu kapildr,
podpofily jeho moZnou roli v udrzovani zanétu a v procesu angiogeneze v hyperplastické
synovialni tkani u pacientii s RA (Mu et al. 2006, Robertson et al. 2009).

Exprese resistinu byla popsana v buitkdch mySich preosteoblastti, preosteoklastii a v lidskych
kmenovych buiikdch kostni dfené. Resistin stimuluje diferenciaci osteoklasti a aktivitu
NF-«B, ktery je hlavni signalni drahou osteoklastogeneze. Resistinem sprostiedkovany maly
pokles poméru RANKL/OPG milize znamenat nepiimy inhibi¢ni efekt, zatim co narGst

sekrece IL-6 stimulacni efekt na osteoklastogenezi (Thommesen et al. 2006)

Intraartikularni podani rekombinantniho resistinu u mys$iho modelu vede k zanétu synovialni
tkan¢, ktery svym obrazem piipomina RA (Bokarewa et al. 2005). Resistin je pfitomen v RA
synovialni tkani ve vy$§i mife nez u OA. Je exprimovéan v makrofizich, B lymfocytech,
plasmatickych buiikach a v buiikach p¥ipominajicich fibroblasty (Senolt et al. 2006). Hladiny
resistinu v synovialni tekutin€ u pacientll s RA jsou vyssi nez u OA a koreluji se zanétlivymi
parametry nemoci (Schaffler et al. 2003, Bokarewa et al. 2005, Senolt et al. 2006). Korelace
sérovych hladin resistinu s aktivitou RA a reaktanty akutni fize poukazuji na fakt, Ze resistin
je patrné mediatorem zanétlivého procesu u RA (Migita et al. 2006, Senolt et al. 2006,
Forsblad d'Elia et al. 2008). Lécba TNFa inhibitory, kterd kromé redukce kloubniho zanétu
zlepSuje 1 kardiovaskularni prognézu, vedla k poklesu sérového resistinu u pacientli s RA

(Avouac et al. 2008, Gonzalez-Gay et al. 2008).

Role resistinu byla zkoumana i na trovni chrupavky. Systémové i lokalni hladiny resistinu
jsou zvySené nasledkem kloubniho poranéni. Resistin stimuluje tvorbu MMP-1, MMP-13,
zanétlivych cytokinii a prostaglandinu PGE2, zatim co syntéza kolagenu typu II a
proteoglykanu v kloubni chrupavce se snizila (Lee et al. 2009, Zhang et al. 2010). Je

pravdépodobné, Ze resistin se ucastni i kloubni degradace u OA.
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1.3.3. Visfatin

Visfatin, zndmy i1 pod pojmem NAMPT (nicotinamide phosphoribosyl transferase) je
dilezitym enzymem, ktery se podili na syntéze NAD pfii konverzi nikotinamidu na NMN
(Rongvaux et al. 2002). Kromé¢ ulohy v energetickém metabolismu buriky ma vliv i na NAD-
dependentni enzymy, napf. sirtuiny, které se epigeneticky podili na fizeni genové exprese,
regulaci bunééného cyklu, apoptdzy, metabolismu a starnuti (van der Veer et al. 2007, Luk et
al. 2008, Van Gool et al. 2009). Jako extracelularni mediator visfatin neboli PBEF (pre-B
colony enhancing factor) spolu s IL-7 a faktorem pro rst kmenovych bun¢k tidi ¢asnou fazi
diferenciace B lymfocytl (Samal et al. 1994). Né&kolik skupin popsalo jeho interakci
s inzulinovym receptorem a inzulin-mimetické U¢inky, ale tato skutecnost se zdd byt
kontroverzni (Fukuhara et al. 2005 a 2007, Xie et al. 2007, Revolto et al. 2007).

Kromé téchto funkci se podili na embryogenezi, tumorigenezi, stavech spojenych s akutnim ¢i
chronickym zénétem jako je ateroskler6za, DM2, sepse, zanétlivd stievni onemocnéni,
psoriaza nebo RA (Koczan et al. 2005, Dahl et al. 2007, Moschen et al. 2007, Luk et al.
2008).

Visfatin je protein s vyznamnymi imunomodula¢nimi vlastnostmi. Aktivuje leukocyty a
indukuje tvorbu kostimulacnich molekul na jejich povrchu, stimuluje jejich proliferaci,
v monocytech podporuje tvorbu zanétlivych molekul TNFa, IL-1 B a IL-6 a chrani neutrofily
a fibroblasty pted apoptézou (Rongvaux et al. 2002, Jia et al. 2004, Ognjanovic et al. 2005,
Moschen et al. 2007, Brentano et al. 2007). Cytokiny TNFa, IL-1f8 a ligandy TLR indukuji
tvorbu visfatinu v RASF, ktery vnich zpétné stimuluje tvorbu IL-6, MMP-1 a MMP-3
(Brentano et al. 2007). Inhibitor visfatinu u mysi s artritidou redukoval jeji zavaznost, snizil
lokélni expresi a systémové hladiny zanétlivych cytokint, cestou inhibice exprese MMP-3 a
MMP-13 a aktivity RANKL eliminoval destrukci chrupavky a tvorbu kostnich erozi (Busso et
al. 2008, Evans at al. 2011).

Zvysend exprese visfatinu byla prokézana v synovialni tkdni pacientti s RA, zejména v lining
vrstvé a v misté invaze pannu do chrupavky (Brentano et al. 2007). ZvySené hladiny visfatinu
v cirkulaci a v synovidlni tekutiné u pacientd s RA navic vyznamné korelovaly s aktivitou
nemoci (Novell et al. 2006, Otero et al. 2006, Brentano et al. 2007, Matsui et al. 2008). Jina
publikace vSak neprokézala vztah sérového visfatinu k aktivité¢ RA ani jeho zménu po 1é¢bé

TNFa inhibitory (Gonzalez-Gay et al. 2010).
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Na hyalinni chrupavku mé visfatin degradac¢ni Gcinek, protoze v chondrocytech zvySuje
tvorbu MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 a ADAMTS-5 a snizuje tvorbu proteoglykanu (Gosset
et al. 2008). Visfatin reguluje nejenom imunitni a zanétlivou odpovéd’ u RA, ale pfispiva i

k patogenezi OA.

1.3.4. Leptin

Leptin, kodovany genem ob, je asi nejznaméjSim adipokinem. Je tvoren pievazné adipocyty,
jeho hladiny v cirkulaci koreluji s mnoZzstvim tukové tkané€. Slouzi jako reguldtor piijmu
potravy v hypotalamu tim, Ze sniZuje pfijem potravy a zvySuje spotiebu energie. Biologické
funkce leptinu jsou sprostiedkovany plisobenim pies receptory kodované diabetes genem (db)
(Friedman et al. 1998).

Dale se podili na patogenezi obezity a DM2, aterosklerdzy, poruchach hemostazy, infekénich
onemocnéni, kostnim metabolismu (Otero et al. 2005, Dardeno et al. 2010). Leptin hraje roli
i vimunitnich regulacich: ovliviluje funkci T lymfocytd, monocyti/makrofagi a

dendritickych bun¢k (Matarese et al. 2007, Stofkova 2009).

Leptin indukuje v synovialnich fibroblastech tvorbu IL-8, v kloubni chrupavce zvySuje
uvolnéni IL-1B, IL-6, IL-8, MMP-9, MMP-13, NO a PGE2 a tyto katabolické Uc¢inky byly
nasledné potvrzeny in vivo (Otero et al. 2005, Iliopoulos et al. 2007, Tong et al. 2008,
Vuolteenaho et al. 2009, Bao et al. 2010). Na druhé stran¢ chondrocyty stimulované leptinem
zvySuji syntézu proteoglykanu a kolagenu, ristovych faktord IGF-1 a TGF-B poukazujici na

anabolické vlastnosti leptinu (Dumond et al. 2003, Nakajima et al. 2003).

Koncentrace leptinu v synovialni tekutin€é u pacienti s RA jsou zvySené, ale porovnani
sérovych koncentraci a jejich vztah k aktivit€ nemoci je kontroverzni (Bokarewa et al. 2003,
Popa et al. 2005, Hizmetli et al. 2006, Otero et al. 2006, Lee et al. 2007). I kdyz je leptin
povazovan spiSe za zanétlivy medidtor, negativné koreluje s radiografickym poskozenim
kloubii u RA, coz by spise odpovidalo jeho anabolické funkci pii vyvoji kloubnich destrukei
(Rho et al. 2009). Biologicka 1écba TNFa inhibitory nema na hladiny leptinu i1 pfes narist
mnozstvi tukové tkdn€ zadny vliv (Popa et al. 2005, Harle et al. 2006, Engvall et al. 2010).

Mysi s vyfazenym genem pro leptin (ob/ob) nebo jeho receptorem (db/db) jsou pouzivané
jako model obezity. Tyto mysi s indukovanou artritidou mély méné zavazny stupen artritidy
ve srovnani s kontrolni skupinou (Busso et al. 2002). U ob/ob nebo db/db obéznich mysi

nebyl rovnéZz zaznamendn Castéj$i vyskyt OA, takze obezita samotnd nebyla dostacujici pro
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vznik OA (Griffin et al. 2009). V chrupavce a osteofytech OA pacientli byla zjiSténa vyrazné
vys$$i exprese leptinu v porovndni se zdravou chrupavkou a hladiny leptinu v synovialni
tekutin€ korelovaly se stadiem OA (Dumond et al. 2003, Ku et al. 2009). Ve shod¢ se
zndmym ucinkem leptinu na kostni denzitu a funkci osteoblastl se zjistilo, ze subchondralni
osteoblasty tvofi vic leptinu coz pfispiva k jejich abnormalni funci u OA (Steppan et al. 2000,
Gordeladze et al.2002, Mutabaruka et al. 2010).

To naznacuje, ze leptin je dillezitym faktorem pro vznik RA a OA, i kdyZ jeho ptesna funkce

v procesu kloubni destrukce jesté neni jasna.

1.3.5. Vaspin a omentin

Vaspin (visceral adipose tissue-derived serine proetase inhibitor) je noveé popsany adipokin
patfici do rodiny serpini (serine protease inhibitors), které jsou soucasti systému sradzeni krve,
fibrinolytického a komplementového systému. Vaspin je exprimovan v tukové tkani a jeho
podani obéznim mysim zlepsilo glukézovou toleranci a inzulinovou senzitivitu (Hida et al.
2005, Kloting et al. 2006). Exprese vaspinu v tukové tkdni a jeho sérové koncentrace se
snizovaly se zhorSenim DM a ztratou télesné hmotnosti, takze vaspin by mohl mit v pfipade
inzulinové resistence protektivni ucinek.

Vaspin v tukové tkdni u obéznich mysi snizil expresi leptinu, resistinu a TNFa a sérové
hladiny vaspinu u obéznich zen korelovaly negativné s IL-6 (Hida et al. 2005, Auguet et al.
2011). Sérové koncentrace vaspinu u pacientli s RA byly vys$si nez u zdravych kontrol bez

jakéhokoliv vztahu k inzulinové resistenci (Ozgen et al. 2010).

Omentin (intelectin) je adipokin tvofen ve visceralni tukové tkéani, kde slouzi jako parakrinni
faktor zvySujici inzulinovou senzitivitu a metabolismus glukézy (Schéffler et al. 2005, Yang
et al. 2006). Jako sekretovany protein zvySuje inzulinovou senzitivitu v kosternim svalu,
jatrech a podkoznim tuku (Yang et al. 2006). Hladiny omentinu v cirkulaci se snizuji pfi
zvySujici se télesné hmotnosti a naopak (de Souza Batista 2007, Moreno-Navarrete 2010,
Auguet et al. 2011).

Exprese omentinu byla popséna i ve visceralni tukové tkdni u pacientl se zanétlivym stfevnim
onemocnénim, takze jeho cast v patogenezi zanétu je velmi pravdépodobna (Schiffler et al.
2005). Noveé byla zjisténa jeho protizanétlivd schopnost inhibovat expresi COX2
v endotelovych bunkach (Yamawaki et al. 2011).
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1.4 Interleukin IL-35

Rodina IL-12 obsahuje nékolik heterodimernich cytokint: IL-12, IL-23, IL-27 a IL-35
(Obr.1.4.).

IL-35 se sklada z a fetézce (p35/IL12a), ktery mlze vytvaret dimer s podjednotkou p40 za
vzniku IL-12, a B fetézce (EBI3/IL-27b), ktery se muze vézat na podjednotku p28
interleukinu IL-27 (Collison et al. 2008). Zatim co je p35 protein exprimovan ubikvitng, EBI3

je vysoce inducibilni a je exprimovan selektivné (Trinchieri et al. 2003, Bardel et al. 2008).

IL-12 IL-23 IL-27 IL-35

STAT 1/3/5 STAT 1/5 STAT 4/5 ?

(Collison et al. 2008)
Obr. 1.4. Rodina IL-12 cytokin

Asociace p35 a EBI3 byla popsana uz davno, ale biologicka tloha tohoto heterodimeru neni
doposud objasnéna (Devergne et al. 1997).

U mysi je IL-35 pritomen v Treg, ale ne v T efektorovych buiikach (Teff). Obé podjednotky
jsou dulezité k maximalni regulacni aktivit¢ Treg u mySiho modelu zanétlivého stfevniho
onemocnéni (Collison et al. 2007). Podani rekombinantniho IL-35 utlumilo artritidu u modelu
kolagenem indukované artritidy (CIA, Niedbala et al. 2007). Tento imunosupresivni potencial
IL-35 u mys$i miZe byt alesponl ¢astecné vysvétlen expanzi Treg potlatenou proliferaci Teff,
inhibovanou diferenciaci Th17 a zvySenou produkci IL-10 (Collison et al. 2007, Niedbala et
al. 2007). Teprve nedavno se ukazalo, ze IL-35 navozena stimulace Foxp3- T bun¢k vede
k jejich konverzi na siln€ supresivni typ iTr35 bez ucasti jinych supresivnich cytokinid (IL-10
nebo TGF-B) a podporuje tvorbu nového podtypu Treg CD39+, ktery stimuluje aktivované
lymfocyty k produkci IL-10 u mysi s CIA (Collison et al. 2010, Kochetkova et al. 2010).
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EBI3 je jeden z cilovych genil transkripéniho faktoru Foxp3 u mys$i, ale u lidi zvySena exprese

Foxp3 tvorbu EBI3 nebo p35 neovliviiyje (Collison et al. 2007, Allan et al. 2008).

Zatim co je exprese podjednotky p35 regulovana u mysi i u lidi podobné, exprese EBI3 se
vyznamné li§i. Neni tvofena lidskymi Treg builkkami konstitutivné ani za stimulacnich
podminek (Bardel et al. 2008). Je proto mozné, Ze i1 funkce samotného IL-35 se mezi obéma

druhy miize vyznamné lisit.
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2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Revmatoidni artritida je autoimunitni onemocnéni provazené chronickou kloubni bolesti a
vznikem deformit, které mohou vést k ireverzibilnimu poskozeni a doZivotnimu funkénimu
omezeni. Hlavnim znakem RA je hyperplazie synovidlni kloubni vystelky, lokalni/systémovy
zanét a destrukce kloubni chrupavky a kosti. Nerovnovdha mezi aktivitou pro- a
protizanétlivych cytokinli u RA pfispivéa ke vzniku imunitni dysregulace, chronického zanétu
a nasledné kloubni destrukce. Je ale otdzkou, jakd je hierarchie jednotlivych reakci a jak

navzajem jednotlivé molekuly imunitniho systému navzajem komunikuji.

Biologické 1¢éky, které jsou zaméfeny cilené proti cytokinim a buitkdm imunitniho systému
specifickym pro pochody spojené s patogenezi RA, pfispivaji k lepsimu prabéhu zanétlivych
revmatickych onemocnéni. U ¢asti pacientd je stale lécebnd odpovéd nedostatecnd a u
velkého poctu neni Sance na dosazeni kompletni remise. Proto bliz§i pochopeni patogeneze
RA a charakteristika novych potencidlnich terapeutickych cild miize pfispét ke zlepSeni

klinického priibéhu i u této skupiny pacientd.

Adipokiny jsou bioaktivni proteiny, které jsou uvolnovany nejen tukovou tkani, ale také
butkami imunitniho systému. Kromé regulace energetického metabolismu se podileji na
imunitni a zanétlivé odpoveédi organismu, vcéetné regulace zéanétlivych revmatickych
onemocneéni.

IL-35 je nedavno objeveny cytokin zrodiny IL-12, ktery je podle vysledkli ziskanych u
mySich modelt dulezitou soucésti imunitnich d&ju, ale jeho funkce u cloveéka je doposud

neobjasnéna.

Cilem této disertacni prace je alespon ¢asteéné odpoveédét na tyto otazky:
1. Jakym zptisobem mohou adipokiny pfispivat k lokdlnimu a celkovému zanétu u
revmatoidni artritidy a jinych revmatickych onemocnénich?
2. Jakou roli u revmatoidni artritidy maji nové, doposud jen malo prostudované
cytokiny?
3. Jaké jsou hladiny téchto cytokint v kloubnim a systémovém kompartmentu?

4. Maji tyto molekuly vztah k aktivité nemoci?
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3. METODIKA A VYSLEDKY

3.1. Vyznam adipokinii u revmatickych onemocnéni

(komentare k publikacim zafazenych do diserta¢ni prace)

3.1.1. ZvySené hladiny adiponectinu v séru u pacienti s erozivni osteoartr6zou drobnych
rucnich kloubu

Adiponectin je adipokin s ochrannou funkci u metabolického syndromu a jeho komplikaci, ale

v kontextu revmatickych onemocnéni se prevazné uplatiiuji, tak jako je tomu u resistinu, jeho

prozanétlivé vlastnosti. Cilem prace bylo porovnat sérové hladiny adipokinti adiponectinu a

resistinu mezi pacienty s erozivni (EOA) a neerozivni formou OA drobnych ru¢nich kloubi a

zdravymi kontrolami (ZK) (Tab. 3.1.).

Charakteristika EOA neerozivni OA ZK p
n 48 27 20 -
Vék (roky) 64.2+8.0 62.2£10.2 61.045.1 >0.05
BMI (kg/m?) 26.2+3.6 26.9+4.4 25.6+3.9 >0.05
hsCRP (mg/l) 1.4+1.2 1.2¢1.5 - >0.05

Tab. 3.1. Charakteristika pacientek s OA drobnych kloubl rukou a zdravych kontrol zafazenych do

studie analyzujici sérové koncentrace adipokind adiponectinu a resistinu.

Zobrazeni pomoci 3-fazové kloubni scintigrafie potvrdilo 2x castéj$i vyskyt zanétu u
pacientek s EOA neZ u pacientek s neerozivni formou onemocnéni, i kdyZ se hladiny CRP u
téchto pacientek neliSily. U pacientek s EOA byly vyznamné vys§i hladiny sérového
adiponectinu ve srovnani s neerozivni OA a ZK, zatim co se hladiny resistinu v jednotlivych
skupinach neliSily (Obr. 3.1.). Nepozorovali jsme korelaci hladin téchto adipokinii s CRP.
Pfitomnost hydropsu nebo synovitidy kolennich kloubii neméla vliv na koncentrace

adipokind.
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Obr. 3.1. Séroveé hladiny adiponectinu (a) a resistinu (b) u zdravych kontrol a pacientd s neerozivni
OA a EOA drobnych kloubt rukou.

Publikace k tématu:

1. Filkova M, Liskova M, Hulejova H, Haluzik M, Gatterova J, Pavelkova A, Pavelka K,

Gay S, Miiller-Ladner U, Senolt L. Increased serum adiponectin levels in female

patients with erosive compared with non-erosive osteoarthritis. Ann Rheum Dis.
2009;68:295-6.
2. Filkova M, Liskovd M, Hulejovad H, Haluzik M, Gatterova J, Pavelka K, Senolt L.

Zvysené hladiny sérového adiponectinu u pacientli s erozivni osteoartrozou. Ces.

Revmatol. 2008;16:100-3.

3.1.2. Vaspin a omentin: nové adipokiny s odliSnou expresi v misté zanétu u pacienti

s revmatoidni

artritidou

V poslednich letech vzriistd zéjem o studium cytokinli odvozenych z tukové tkané, které se

ucastni regulace imunitni odpovédi. V nasi praci jsme u pacienti s RA a OA zjiStovali

koncentrace nov€ objevenych adipokinli vaspinu a omentinu, které podle poslednich poznatkt

mohou mit kromé& metabolickych funkci rovnéz vztah k zanétu.

Synovialni tekutina z kolenniho kloubu byla ziskana od 33 pacient s RA a 33 pacientli s OA

(Tab. 3.2.).
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Charakteristika RA OA p

n 33 33

Vék (roky) 58.9+9.9 65.0+9.9 0,021
Pohlavi (Z/M) 25/8 22/11 <0.001
BMI (kg/m?) 25.514.2 28.414.3 0.050
ACPA pozitivni (%) 57.6

RF pozitivni (%) 60.6

CRP (mgl/l) 25.1123.8 2.7+23 <0.001
DAS 28 5.2+1.3

Lécba (%)

DMARD 33

Glukokortikoidy 25

Tab. 3.2. Charakteristika pacientl zafazenych do studie analyzujici koncentrace adipokind vaspinu a

omentinu v synovialni tekutiné u RA a OA.

Zjistili jsme, Ze koncentrace vaspinu v synovialni tekutiné byla vyss§i u pacientd s RA ve

srovnani s OA a hladiny omentinu byly naopak u RA pacientll vyznamnég nizsi (Obr. 3.2.).

Hladiny vaspinu mély tendenci korelovat s aktivitou nemoci méfenou podle DAS28 skore
(r=0.320, p=0.070), zatim co hladiny omentinu korelovaly s hladinou ACPA (1=0.398,
p=0.029) a IgM RF (r=0.592, p<0.001) u pacientii s RA.
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Obr. 3.2. Hladiny vaspinu (a) a omentinu (b) v synovialni tekutiné u pacient s RA a OA.

Publikace k tématu:
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3.1.3. Vliv TNFa inhibitorii na expresi adipokinu v tukové tkani u pacientt
s revmatoidni artritidou

U RA je obezita paradoxné spojena s méné agresivnim pribéhem onemocnéni a predstavuje
tak pravdépodobné protektivni faktor dalSiho vyvoje strukturalniho poskozeni. Pomérne velké
mnozstvi praci popisuje zmény cirkulujicich adipokinti u pacientti lécenych TNFa inhibitory.
S ohledem na tukovou tkan jako vyznamny zdroj adipokinii, bylo cilem naSi préace
charakterizovat expresni profil adipokinti adiponectinu, resistinu, leptinu, visfatinu, vaspinu,
omentinu a dalSich adipocytokini TNFa, IL-1 a IL-6 vtukové tkdni u pacientli s RA
lécenych TNFa inhibitorem etanerceptem. Etanercept je fizovany TNF receptor, ktery vaze

solubilni TNFa a blokuje jeho interakci s membranovym receptorem.

Studie se zcastnilo 9 pacientl s aktivni RA, ktefi podstoupili biopsii podkozniho tuku

z abdominalni oblasti pfed zahdjenim a po 6 mésicich 1é€by etanerceptem (Tab. 3.3.).

Charakteristika

n 9
Vék (roky) 47+12
Pohlavi (Z/M) 8/1
BMI (kg/m?) 24.5+2.6
ACPA pozitivni (n) 9

RF pozitivni (n) 8
CRP (mg/l) 19.15+£22.13
FW (mm/h) 37.2+281
DAS 28-FW 6.4+0.7
Lécba (n)

DMARD 7
Glukokortikoidy 6
Biologicka lééba (Etanercept) 9

Tab. 3.3. Charakteristika pacientt s RA zafazenych do studie analyzujici expresni profil adipokind

v tukové tkani po Ié€bé TNFa inhibitorem etanerceptem.

V podkozni tukové tkani se po 6 mésicni 1écbé etanerceptem mnozstvi leptinu signifikantné
zvysilo a mnozstvi adiponectinu vyznamné snizilo, zatim co pokles koncentraci visfatinu a
IL-6 po 1é€bé nedosahl statistickou vyznamnost. Hladiny ostatnich adipokinl se po 1é¢bé

vyznamn¢ nezménily (Obr. 3.3.).
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Obr. 3.3. Vliv [écby TNFa inhibitorem na expresi vybranych adipokint leptinu (a), adiponectinu (b),

visfatinu (c) a IL-6 (d) v podkozni tukové tkani u pacientd s RA.

V pribéhu 1écby nedoslo ani k vyznamnym zménam BMI. Hladiny leptinu v tukové tkani
pted zahajenim 1écby negativné korelovaly s hladinou CRP pted lécbou a zména koncentrace

leptinu v tukové tkani negativné korelovala se zménou hladin CRP po 6 mé&si¢ni terapii.

Publikace k tématu:

1. Senolt L, Kuklovda M, Cerezo LA, Hulejova H, Filkova M, Bosanskd L, Pecha O,
Pavelka K, Haluzik M, Vencovsky J. Adipokine profile is modulated in subcutaneous
adipose tissue by TNF{alpha} inhibitors in patients with rheumatoid arthritis. Ann
Rheum Dis. 2011 May 27. [Epub ahead of print]

3.1.4. Vztah sérovych hladin visfatinu k poc¢tu B lymfocyti a jejich zmény po 1é¢bé
rituximabem u pacientii s revmatoidni artritidou

Visfatin je prozanétlivy adipokin s destrukénim plisobenim v kloubnim kompartmentu a

zvySenymi hladinami v séru u pacientd s RA. BAFF (B cell activating factor of the TNF

family), nové popsany adipokin, se podili na dozravani a ptrezivani B lymfocytid (Mackay et

al. 2003, Kim et al. 2009). BAFF zvysSuje expresi visfatinu v B lymfocytech a jeho zvysené
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hladiny byly popsany po 1é¢bé rituximabem (Xu et al. 2002, Lavie et al. 2007). Rituximab je
chimérickd monoklonalni protilatka proti znaku CD20, kterd vede k poklesu poctu B
lymfocytl (kromé plasmatickych bunéck, které neexprimuji tento znak na svém povrchu).
Cilem této prace bylo zjistit efekt 1écby rituximabem na sérové hladiny visfatinu a zjistit jeho

vztah k cirkulujicimu BAFF a k aktivit€¢ nemoci u pacientd s RA.

Do studie bylo zatazeno 33 zdravych jedinct a 29 pacientd s RA, u kterych byla ptedchozi
lécba TNFa inhibitory nedostatecnd nebo vykazovala nezddouci vedlejsi ucinky. V nékterych
ptipadech byl rituximab nasazen jako 1écba prvni volby (Tab. 3.4.). Sérové hladiny visfatinu,
BAFF a celkovy pocet B lymfocytl byly méteny pied zacatkem terapie a 16 a 24 tydntli po

zahdjeni 1écby rituximabem.

Charakteristika RA ZK

n 29 33
Vék (roky) 53.17 £ 12.9 48.3+15.0
Trvani nemoci (roky) 13.96 £ 9.48

Pohlavi (Z/M) 24/5 25/8
BMI (kg/m?) 25.15+4.18 25.32 +3.98
ACPA pozitivni (n) 22

RF pozitivni (n) 26

CRP (mg/l), median [rozsah] 20.62 [0.47-136.30] 2.7+23
FW (mm/h), median [rozsah] 50 [7.0-110.0]

DAS 28, primértSD 6.67 £ 0.88

Lécba (n)

DMARD 24

Glukokortikoidy 25

Predchozi IéEba TNFa inhibitory 24

Tab. 3.4. Charakteristika pacientll s RA a zdravych kontrol zafazenych do studie hodnotici vliv [éCby

rituximabem na sérové hodnoty visfatinu a jejich vztah k cirkulujicimu BAFF a k aktivité RA.

Pocet lymfocytl pfed zacatkem 1é€by koreloval pozitivné s hladinami visfatinu a negativné
s hladinami BAFF v séru u pacienti s RA (Obr. 3.4.). Po 16 tydnech lécby tento vztah jiz
nebyl statisticky vyznamny. Hladiny visfatinu ani BAFF nekorelovaly s DAS28 nebo CRP

v zadné fazi 1écby.
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Obr. 3.4. Korelace visfatinu (a) a BAFF (b) s po¢tem lymfocytl u pacientd s RA pred zahajenim léCby

rituximabem.

Terapie rituximabem pfinesla zlepSeni klinického stavu, coz se projevilo poklesem DAS28 a
vyznamnou depleci B lymfocytl jak v 16. tak 24. tydnu po zahajeni 1éCby. Koncentrace
visfatinu byla pfed zacatkem lécby signifikantné vysSi u pacientd s RA nez u zdravych
kontrol a po 16 tydnech od zacatku 1é€by byly tyto hladiny srovnatelné s kontrolami. Naproti

tomu koncentrace BAFF v séru vyznamné stoupla (Obr. 3.5.).
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Obr. 3.5. Zmeény celkového poctu B lymfocytd (a), visfatinu (b) a BAFF (c) u pacientd s RA pfed a 16

tydnl po zahajeni IéCby rituximabem.
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V 16. tydnu 1é¢by hladiny visfatinu a BAFF vzijemné negativné korelovaly, 1 kdyz zmény
koncentrace visfatinu a BAFF mezi tydnem 0 a 16 nebo koncentrace pred za¢atkem 1éCby tyto

asociace neprokazaly (Obr. 3.6.).
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Obr. 3.6. Korelace hladin visfatinu a BAFF u pacient(i s RA prfed (a) a 16 tydnu (b) po zahajeni 1é¢by

rituximabem a vzajemny vztah zmény obou proménnych v tomto ¢asovém intervalu (c).

I kdyZ neni mozZné piedpovédét, jak bude individudlni pacient reagovat na lécbu, zvySeni nebo
minimalni zména sérového visfatinu z obdobi pied 1é¢bou rituximabem a 16 tydnu po jejim
zacatku pfedstavovalo predispozici pro zhorSeni aktivity nemoci v obdobi nésledujicich 8

tydnii (Obr. 3.7.).
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Obr. 3.7. Prediktivni hodnota zmény sérovych hladin visfatinu po 16 tydnech |é¢by pro zhorSeni

aktivity RA (DAS28 skore) mezi 16. a 24. tydnem lécby.
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Publikace k tématu:
1. Senolt L, Krystitkova O, Hulejova H, Kuklova M, Filkova M, Cerezo LA, Bélacek J,
Haluzik M, Forejtova S, Gay S, Pavelka K, Vencovsky J. The level of serum visfatin
(PBEF) is associated with total number of B cells in patients with rheumatoid arthritis

and decreases following B cell depletion therapy. Cytokine. 2011;55:116-21.

3.1.5. Resistin v patogenezi zanétu a jeho funkce u riznych zianétlivych onemocnéni

Resistin byl pivodné popsany jako peptid produkovany adipocyty, ktery u hlodavct
indukoval inzulinovou resistenci. Dalsi studie zjistily, Ze resistin u ¢lovéka, na rozdil od jeho
hlavni produkce v tukové tkani u mysSi, je syntetizovan piedevS§im v mononukledrnich
bunkach pfitomnych jak v tukové tkani tak i mimo ni. Soucasné poznatky poukazuji na jeho
dilezitou regulacni roli u metabolickych, zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Cilem
reSerSni prace byl proto piehled funkce resistinu, zejména jako prozanétlivého cytokinu, u

riznych patologickych stavi.

Byla prokdzana jeho ucast v subklinickém zanétu spojeného s obezitou, v procesu
ateroskler6zy, kardiovaskularnich, jaternich a revmatickych onemocnéni, zéanétlivého
onemocnéni stfev, tumorli, astmatu a chronického postizeni ledvin, i kdyZz v nékterych

ptipadech neni specificka uloha resistinu v jejich patogenezi zcela jasna.

Publikace k tématu:
1. Filkova M, Haluzik M, Gay S, Senolt L. The role of resistin as a regulator of
inflammation: Implications for various human pathologies. Clin Immunol.

2009;133:157-70.
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3.2. Vyznam IL-35 v patogenezi revmatoidni artritidy

IL-35 je neddvno objeveny cytokin zrodiny IL-12, ktery se jako heterodimer sklada
z podjednotek p35 (IL-12a) a EBI3 (IL-27b). Receptor pro IL-35 nebyl doposud popsan. IL-
35 je exprimovan v mysich Treg a jako jejich soucast se podili na inhibici kolitidy a CIA na
urovni experimentalniho zvifecitho modelu. Za podminek chronické infekce nebo chronického
zangtlivého stavu potlacuje IL-35 funkci Teff, v€etné¢ Th17 bunék, coZ ptispiva k utlumeni
aktivity zanétlivych autoimunitnich onemocnéni. U ¢loveéka byl popsan v aktivovanych Teff
bunkach, zatim co exprese v Treg je kontroverzni. Nejnovéjsi prace naopak ukazuji, ze na

rozdil od zvifecich modeli mtze mit IL-35 ucinek prozanétlivy.

Na zaklad¢ téchto studii vyplyva, ze IL-35 hraje dllezitou funkci v patogenezi autoimunitnich
stavil. Cilem této prace proto bylo studovat expresi p35 a EBI3 v synovialni tkani u pacientt
s RA, ktera je typickym piikladem imunitné¢ dysregulovanych onemocnéni, dale zkoumat
asociaci hladin IL-35 v séru a synovialni tekutin€ s aktivitou nemoci a roli IL-35 v procesu

zanétu.

3.2.1. Metodika

Pacienti

Studie se zucastnilo 46 pacienti s RA, 43 s OA kolenniho kloubu, ktefi jsou v péci
Revmatologickém tustavu v Praze, a 34 zdravych kontrol. Pacienti splnili ACR kritéria pro
diagnézu RA anebo kritéria pro OA kolenniho kloubu (Arnett et al. 1988, Altman et al. 1986).
Aktivita RA byla stanovena pomoci skore DAS28 a funkéni stav byl hodnocen pomoci
dotazniku HAQ. Pacienti s OA vyplnili dotaznik WOMAC (Western Ontario and McMaster
Universities Arthritis Index). Kazdy ucastnik pfed zatazenim do vyzkumného projektu

podepsal informovany souhlas schvaleny etickou komisi Revmatologického tstavu v Praze.

Vzorky séra a synovialni tekutiny

Synovidlni tekutina byla ziskdna pii punkci kolenniho kloubu z terapeutickych divodi a
sérum bylo odebrano do 5 dnii po provedené punkci. Vzorky byly zamraZeny a skladovéany pii
teplot¢ -80°C. Pfed samotnou analyzou byly vzorky synovialni tekutiny inkubovany s
hyaluroniddzou (Hylase Dessau, Riemser Arzneimittel) pfi 37°C po dobu 30 minut a

centrifugovany pti 3500 otackach/min po dobu 10 minut.
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Tkanové kultury a in vitro experimenty

PBMC od zdravych déarct byly izolovany standardni gradientovou centrifugaci za pouziti
izolaéniho roztoku Ficoll. Cerstvé vyizolované PBMC byly nasazeny o hustoté 1mil/jamku na
12-jamkové desticce v 1 ml RPMI 1640 media (Gibco) s obsahem L-glutaminu (Gibco).
Buniky byly po 60 minutach stimulovany TNFa (10, 50, 100 ng/ml, R&D Systems), IL-35:Fc
humannim rekombinantnim proteinem (25, 50, 100 ng/ml, ALEXIS Biochemicals, Enzo Life
Sciences), kontrolnim:Fc fuzovanym huméannim rekombinantnim proteinem (100 ng/ml,
ALEXIS Biochemicals, Enzo Life Sciences) a polymyxin B sulfitem (5 ug/ml, Sigma-
Aldrich) a dale kultivovany 6 a 24 hod pii teploté¢ 37°C a 5% obsahu CO, v atmosféie
inkubatoru.

Vzorky synovidlni tkdn¢ od pacientli s RA a OA byly ziskany v prib&hu operace pro kloubni
nahradu. RASF byly poté izolovany jak bylo popsano dfive (Senolt et al. 2007) a kultivovany
v DMEM mediu (Gibco) s obsahem 10% fetalniho bovinniho séra za kultivacnich podminek
uvedenych vySe. RASF v 4-8 pasazi o denzit¢ 100 000 bunék/jamku na 6-jamkové desticce
byly stimulovany TNFa (10, 50, 100 ng/ml) anebo IL-35:Fc rekombinantnim proteinem (25,
50, 100 ng/ml) v Iml DMEM bez obsahu fetdlniho bovinniho séra. Buiiky byly lyzovany v
RLT pufru (Qiagen) po 6 a 24h a kultivaéni médium bylo zachovdno po 24h stimulaci.
Vzorky byly az do pouZiti skladovany pfi teploté -80°C.

Real Time PCR

Po izolaci celkové RNA pouzitim MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit pro MagNA Pure
Compact Instrument (Roche Diagnostics) nasledovala reverzni transkripce s pouzitim High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosytems). Pro PCR reakci v redlném
case (RT-PCR) byly pouzity TagMan genové expresni eseje (Applied Biosytems) za pouziti
ptistroje 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosytems). Vysledky byly
analyzovany metodou ddCt pro relativni kvantifikaci a exprese genu 18S byla pouzita jako

endogenni kontrola.

ELISA

Komeréné dostupnd ELISA (USCN Life Science) byla pouzita k méfeni koncentrace I1L-35
v synovidlni tekutin€, séru a kultivaénim médiu podle doporuceni vyrobce. Detekéni rozsah
kitu je 0.7-1600 pg/ml. Vzorky s vysokou koncentraci mimo detekéni rozsah byly poté 50x
nafedény a findlni koncentrace byla spocitana pomoci dilu¢niho faktoru. Cytokiny IL-1,

IL-6 a MCP-1 byly méfeny v kultivatnim médiu podle pokynii vyrobce (RayBiotech).
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Absorbance byla métena pomoci ELISA cteciho zafizeni (Tecan Sunrise) na vinové délce

450nm.

Konstrukce expresnich plasmidii

P35/IL-12a byl amplifikovan z cDNA ziskané z RASF po inzerci Kozak sekvence pro
ulehceni translace s ndslednym klonovanim pomoci vektoru pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) mezi
restrikéni mista Nhel a Xhol. Byly pouzity nasledujici primery: forward 5 — GCT GGC TAG
CGC CGC CAT GTG GCC CCC TGG GTC AG - 3’; reverse 5° — TAG ACT CGA GTT
AGG AAG CAT TCA GAT AGC TCA TC - 3°. EBI3 byl amplifikovan z cDNA bunécné
linie HEK293 s naslednym klonovanim pomoci vektoru pcDNA3.1 (+) mezi restrikéni mista
HindlIll a EcoRI s pouzitim primert: forward 5° — AAA CTT AAG CTT ATG ACC CCG
CAG CTT CTC - 3’; reverse 5 — CTG CAG AAT TCC TAC TTG CCC AGG CTC ATT G -
3’. Nasledné byla provedena PCR mutageneze s cilem zaclenéni Kozak sekvence: forward 5’
— AAG CTT GCC GCC ATG ACC CCG CAG CTT C - 3’; reverse 5° - GGT CAT GGC
GGC AAG CTT AAG TTT AAA CGC TAG — 3’. Sekvence kazdého insertu byla ovétfena
sekvenovanim.

Expresni plasmidy byly transfekovany do RASF s pouzitim Amaxa Basic Nucleofector Kit
pro primarni sav¢i fibroblasty (Lonza) podle doporuceni vyrobce. Buiiky byly lyzovany 48h

po transfekci jak je uvedeno nize.

Western blot

RASF byly lyzovany po 24h stimulaci TNFa (10 ng/ml) nebo 48h po transfekci expresnimi
plasmidy v lyza¢nim pufru o tomto slozeni: 62,5 mM Tris/HCI pH 6.8, 2% SDS, 10%
glycerol, 0.1% bromphenol blue, SmM B-merkaptoetanol s obsahem inhibitoru proteaz
(Roche). Cely bunécny lyzat byl separovan pomoci 15% SDS-PAGE a proteiny byly pfeneseny
na PVDF membranu. Membrana byla blokovéana pouzitim 5% mléka v TBST po dobu 60 min pfi
pokojové teploté, poté inkubovana ptes noc pii teplot¢ 4°C s krali¢i protilatkou proti IL-12a
(Abcam) nebo EBI3 (Abcam) nebo 60 min pii pokojové teplot€¢ s mysi protilatkou proti a-
tubulinu (Sigma) v 5% mléku v TBST. Po 60 min inkubaci s pfislusSnou HRP znacenou

sekundarni kozi protilatkou (Jackson) byl signal detekovan pomoci ECL roztoku (GE Healthcare).
Immunohistochemie

Vzorky synovidlni tkan¢ byly ziskany od 5 pacientl s RA a 5 pacientii s OA. Parafinové fezy

o tloustce Sum byly deparafinizovany a rehydratovany. Endogenni peroxidazova aktivita byla
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inhibovédna 3% roztokem H,O, v metanolu po dobu 30 min a nasledné byly fezy 15min
promyvany vodou. Nespecifickd vazba byla blokovana inkubaci s 1% normalnim bovinnim
sérem po dobu 2 hod. Barveni bylo provedeno po 40min inkubaci v citratovém pufru pH 6.0 a
koncentraci 0.1 mol/l a fezy byly poté inkubovany s polyklonalni krali¢i protilatkou proti
EBI3 (Lifespan Biosciences) nebo mysi monoklondlni protilatkou proti IL-12a (Santa Cruz) v
ChemMate diluentu (Dako, Cytomation, Glostrup). Poté byl nanesen chromogen 3, 3-
diaminobenzidine (Liquid DAB+Substrate, Dako Cytomation, Glostrup) a fezy byly
podbarveny Mayerovym hematoxylinem. Soucasné bylo stejnym zpiisobem, ale s vynechanim
primarni protilatky, provedeno kontrolni barveni.

Vsechny fezy byly analyzovany semikvantitativné na Skéle intenzity barveni 0-3 (zZadna —
maximalni intenzita barveni) jednotlivé v 7 zornych polich pro vrstvu intimy (lining layer) a

intersticium (sublining) s pouzitim mikroskopu Nikon Eclipse E600.

Statisticka analyza

Data jsou vyjadiena jako primér+SD nebo SEM tam, kde je to uvedeno. Mann Whitney U-
test byl pouZit pro porovnani rozili mezi 2 proménnymi a Kruskall-Wallistv test s naslednou
post-hoc korekci pro mnohocetnd porovnani (Dunn's post hoc test) byl pouzit k uréeni rozdilu
mezi vice nez 2 proménnymi. Parovy T-test byl uplatnén pii vypoctu statistické vyznamnosti
u genovych expresi. K vypoctu aditivniho nebo synergického efektu kombinované stimulace
na uvoliiovani cytokinti/chemokinti méfenych metodou ELISA byl pouzity nasledujici postup:
byl spocitdn pomér (O:E ratio) hodnot pozorovanych (observed, O; koncentrace naméfeny po
kombinované stimulaci TNFo a IL-35) a hodnot ocekdvanych (expected, E; soucet hodnot
ziskanych po nezavislé stimulaci TNFa nebo IL-35). Statistickd vyznamnost rozdilu O a E
hodnot byla ur¢ena parovym T-testem. Spearmantiv korela¢ni koeficient byl pouzit k vypoctu
asociace 2 proménnych. P hodnoty mensi nez 0.05 byly povaZovany za statisticky vyznamné.

Statistické analyzy byly provedeny pomoci software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).
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3.2.2. Vysledky

IL-35 a aktivita nemoci

Charakteristika pacientl a ZK, ktefi se zGc¢astnili studie je uvedena v Tab. 3.5.

Charakteristika RA OA ZK

n 46 43 34
Vék (roky) 59.5+14.25 63.29+11.05 44.56+14.76
Pohlavi (Z/M) 32/14 22/21 19/15
ACPA pozitivni (%) 47.83 - -

RF pozitivni (%) 30.43 - -
CRP (mg/l) 27.56+31.04 6.05+13.99 1.44+1.13
Leukocyty v ST (buriky/mm3) 720918044 2974748 -
DAS 28 4.67+1.62 - -
HAQ 0.98+0.72 - -
WOMAC (celkovy) NA 43.41+17.15 -
Lécba (%)

DMARD 91.3 6.98 0
Glukokortikoidy 69.57 13.95 0
Biologicka lécba 21.74 0 0
NSAID 56.52 55,81 0
SYSADOA 15.22 4419 0

Tab. 3.5. Charakteristika pacientdl s RA, OA a zdravych kontrol zafazenych do studie analyzujici

koncentrace IL-35 v séru a synovialni tekuting.

Hladiny IL-35 v synovialni tekutin€ byly u pacienti s RA signifikantn¢ vyss$i v porovnani s

pacienty s OA (median 7483 vs. 257.6 pg/ml, p<0.0001, Obr.3.8.).
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Obr. 3.8. Hladiny IL-35 v synovialni tekutiné pacientd s RA a OA.

40



Hladiny IL-35 v synovialni tekutin€ u pacientli s RA korelovaly vyznamné s DAS28 skore
aktivity nemoci (r=0.474, p=0.003), funk¢énim stavem pacientli stanoveném pomoci dotazniku
HAQ (r=0.375, p=0.012) a CRP (r=0.523, p=0.002) a s poctem leukocytl v synovialni
tekutin€ u (=445, p=0.003, Obr. 3.9.)
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Obr. 3.9. Korelace hladin IL-35 v synovialni tekutiné s DAS28 (a), HAQ (b) a CRP (c) u pacientt s RA.

U pacientll s OA hladiny IL-35 v synovidlni tekutiné korelovaly s funkénim stavem podle
dotazniku WOMAC (1=0.405, p=0.01), ale ne se sérovym CRP nebo poctem leukocyti v

synovialni tekuting.
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EBI3 a p35 podjednotky IL-35 v RA synovialni tkani
Imunohistochemické barveni s naslednou semikvantitativni analyzou prokazalo vyssi
intenzitu barveni obou podjednotek p35 a EBI3 v synovidlni tkani pacientd s RA v porovnani

s OA a to jak ve vrstvé intimy, tak v subintimalni a intersticidlni tkédni synovidlni membrany

(Obr. 3.10.).
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Obr. 3.10. Imunonistochemické barveni p35 (a, c) a EBI3 (b, d) podjednotek IL-35 v OA (a, b) a RA (c,
d) synovialni tkani. Semikvantitativni hodnoceni prokazalo vysSi expresi p35 (e) a EBI3 (f) jak
v synovialni intimé (lining) tak v oblasti intersticia (sublining). Pavodni zvétSeni x20. * p <0.05, ** p
<0.01.
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Exprese p35/EBI3 a IL-35 v RASFa PBMC

Genova exprese obou podjednotek p35 a EBI3 v RASF (n=9) byla vyznamné indukovéna 6 a
24h stimulaci bunc¢k zanétlivym cytokinem TNFa (Obr. 3.11.). Vsouladu stim byl v
zavislosti na davce TNFa zvySené€ uvolnovan IL-35 do kultivaéniho media.

Proteiny p35 a EBI3 jsou sekretovany rovnéz samostatné. V souladu s vysledky na
transkripéni trovni jsme zjistili v bunééném lyzatu mirné zvySenou expresi p35. Specificky
signal byl ovéfen porovndnim s prouzkem ziskanym po transfekci p35 expresnim plasmidem
(zvySeni na transkripéni tirovni 7.9x po transfekci samotného p35 a 2.9x po kontransfekci p35
a EBI3). I pfes extrémné zvySenou expresi EBI3 na transkripéni urovni po transfekci EBI3
plasmidem (8580x transfekci samotného EBI3 a 4240x po kontransfekci p35 a EBI3) je
specificky prouzek v téchto buiikach pomérné slaby. Proto nelze ocekavat signal v RASF, kde
je exprese EBI3 konstitutivné velmi nizkd a ani po stimulaci TNFa nedosahuje expresni

uroven ziskanou po transfekci (Obr. 3.11.).
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Obr. 3.11. Idukce exprese p35 (a) a EBI3 (b) na transkripni uUrovni v  RASF po stimulaci
prozanétlivym cytokinem TNFa. Uvolnéni IL-35 do kultivaéniho média po stimulaci TNFa (c) a exprese
podjednotek p35 a EBI3 v bunééném lyzatu po stimulaci TNFa a transfekci expresnimi plasmidy (d). *
p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Podobné jako u RASF i u PBMC (n=9) vedla stimulace TNFa (10 ng/ml) k indukci exprese
p35 a EBI3 na transkripéni urovni. Uvolnéni IL-35 do kultivaéniho média potvrdilo vysledky

na transkripcni urovni (Obr. 3.12.).
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Obr. 3.12. Exprese p35 (a) a EBI3 (b) na transkrip¢ni trovni po stimulaci TNFa a uvolnéni IL-35 do
kultivacniho média (c) v zavislosti na davce TNFa u PBMC. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

IL-35 indukuje expresi prozanétlivych cytokini/chemokint

PBMC (n=9) byly stimulovany rekombinantnim IL-35 (25, 50, 100 ng/ml), TNFa (10 ng/ml)
anebo kombinaci IL-35 (25, 50, 100 ng/ml) a TNFa (10 ng/ml) po dobu 6 a 24h. IL-35
zvySoval v zavislosti na dadvce expresi IL-1p a IL-6 a chemoaktraktantu MCP-1 jak na arovni
mRNA po 6 a 24h, tak i na proteinové trovni po 24h (Obr. 3.13.). Stimulace bunck IL-35
neméla ale vliv na uvolnéni TNFa.

V podminkich kombinované stimulace bunck cytokiny IL-35 a TNFa doslo k vyznamné
vétsimu uvolnéni prozénélivych cytokini/chemokinti do kultivaéniho média v porovnani s
nestimulovanymi buiikami. Po spocitani poméru O:E hodnot (jak bylo uvedeno v kapitole o

statistickém zpracovani dat) jsme zjistili, Ze kombinovana stimulace PBMC pomoci IL-35 a
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TNFo méla synergicky uc¢inek na uvolnéni IL-1p (O:E ratio az 2.3; p=0.04) a IL-6 (O:E ratio
az 3.0; p=0.006) a aditivni efekt na uvolnéni MCP-1 (O:E ratio=1.02; p=0.99).
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Obr. 3.13. IL-35 indukuje v PBMC tvorbu cytokint IL-1( (a) a IL-6 (b) a chemoatraktantu MCP-1 (c).

* *

znamenaji porovnani s nestimulovanou kontrolou, * znamenaji porovnani s TNFa stimulovanou

kontrolou v pfipadé kombinované stimulace. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Stimulace RASF IL-35 (25, 50, 100 ng/ml) po dobu 6 a 24h nem¢la zadny vliv na expresi
nasledujicich molekul, které jsou esencidlni v patogenezi RA: IL-1p, IL-6, TNFa, MCP-1,
COX2, MMP-1 a MMP-3. Nelze ale vyloucit, Ze n¢které z genil, které nebyly predmétem

naseho studia, byly touto stimulaci ovlivnény.
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Abychom vyloucdili nespecificky efekt rekombinantniho IL-35 na expresi uvedenych
prozanétlivych molekul v disledku ptitomnosti IgG fragmentu Fc nebo kontaminace LPS,
byly PBMC (n=3) stimulovéany IL-35 (100 ng/ml), IL-35 (100 ng/ml) s polymyxin B sulfatem
(5 ug/ml) a kontrolnim Fc IgG fragmentem (100 ng/ml) po dobu 24h. Exprese IL-1p, IL-6 a
MCP-1 na mRNA drovni byla stejna po stimulaci IL-35 a IL-35+polymyxin B ve srovnani
nestimulovanou kontrolou a stejn¢ tak kontrolni Fc protein neménil expresi téchto molekul

(Obr. 3.14.). Na zaklad¢ téchto experimentll vyvozujeme, Ze pozorovany efekt IL-35 je

specificky.
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Obr. 3.14. Vylouceni nespecifického ucinku rekombinantniho IL-35 na PBMC. NS- nesignifikantni.
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4. DISKUSE

4.1. Vyznam adipokinii u pacienti s erozivni osteoartrézou a revmatoidni artritidou

Hladiny adipokint u pacientti s OA byly doposud stanovovany pouze u nemocnych s OA
kolennich kloubl (Presle et al. 2006). Nékteré prace studovaly biochemické markery u
pacienti s EOA, kde vys8i hodnoty CRP byly povazovany za ukazatel aktivity nemoci
hodnocené podle klinického a scintigrafického ndlezu (Punzi et al. 2010). V nasi studii se
hladiny sérového CRP mezi pacienty s erozivni a neerozivni formou OA vyznamné neliSily,
ptestoze kostni scintigrafie prokézala dvakrat t€z8i zanétlivé postizeni drobnych kloubt rukou
u pacientli s EOA. Na zékladé¢ toho se domnivame, Ze zanétlivy charakter EOA je podminény
lokaln¢ a nevede k systémové zanétlivé odezvé v podobné zvyseného CRP. U pacientii s EOA
jsme soucasn¢ zjistili vyznamné vysS$i hladiny sérového adiponectinu nez u pacientd
sneerozivni formou nemoci. Lze proto predpokladat, Ze adiponectin se Ucastni
patogenetického procesu kostni destrukce u erozivni formy OA. Jeho pfesny vyznam u EOA
neni dosud zndm, ale nova data poukazuji na prozanétlivé a destruktivni uc¢inky adiponectinu
(Neumann et al. 2011 Honsawek, et al. 2010, Hao et al. 2010). Nase vysledky jsou v souladu
s nejnovejSim objevem, Ze vysoké hladiny adiponectinu pfedstavuji riziko pro rentgenovou

progresi RA (Giles et al. 2011).

V poslednich letech vzristd zdjem o studium znamych adipokini a charakteristiku novych
molekul odvozenych z tukové tkané a jejich potencidlni vztah k zanétu. Rostouci mnoZstvi
studii prokazuje jejich diilezitou roli v pribéhu revmatickych onemocnéni (Gomez et al.
2011). Neékolik praci potvrdilo zvySené koncentrace adipokin adiponectinu, resistinu,
visfatinu nebo leptinu v synovialni tekutin€ u RA pacientt (Schaffler et al. 2003, Bokarewa et
al. 2005, Senolt et al. 2006, Brentano et al. 2007, Bokarewa et al. 2003). Nase vysledky jako
prvni ukazuji vyssi koncentraci vaspinu a niz§i koncentraci omentinu v synovialni tekutiné u
pacientl s RA nez OA a tim i rozdilny zplsob regulace téchto adipokinti v mistech lokalniho
zanétu. Jakym zpiisobem se tyto cytokiny podileji na mechanismu zanétu a kloubni destrukci

zustava predmétem dalSiho vyzkumu.

PiestoZe je obezita zdvaznym rizikovym faktorem pro rozvoj aterosklerézy, DM2, OA,
nékterych typl rakoviny atd., u RA je paradoxné spojena s méné progresivnim pribéhem
nemoci a predstavuje tak spiSe protektivni faktor kloubniho poSkozeni (Escalante et al. 2005,

van der Helm-van Mil et al. 2007, Westhoff et al. 2007). Pomérne velké mnoZzstvi praci
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popisuje hladiny cirkulujicich adipokinti u pacientti lé¢enych TNFa inhibitory, ale doposud
zadna se nezabyvala expresi adipokinil v tukové tkani, kterd je jejich vyznamnym zdrojem.

Na rozdil od limitovaného vlivu TNFa inhibitori na systémové hladiny adipokind
v ptedchozich studiich, naSe data ukazuji, ze 1écba TNFa inhibitorem etanerceptem vyznamné
ovliviluje expresi leptinu a adiponectinu v podkozni tukové tkani u pacienti s RA.
Predpokladame, Ze zvySeni leptinu a snizeni adiponectinu v tukové tkani je disledkem
zlepseni systémového zanétu po 1éCbe, coz je v souladu se protektivnim ¢inkem vysokych
systémovych hladin leptinu a nizkych hladin adiponectinu na rentgenové kloubni postizeni u

pacientii s RA (Rho et al. 2009, Giles et al. 2011).

Visfatin md kromé funkce diferenciacniho faktoru ve vyvoji B lymfocytli i1 vlastnosti
prozanétlivého cytokinu (Brentano et al. 2007). V souladu s pfedchozimi publikacemi jsme
potvrdili vyssi sérové koncentrace visfatinu v séru RA pacientii nez u zdravych jedinct, které
ale nekorelovaly s aktivitou nemoci, coZ by mohlo byt podminéné piedchozi 1écbou TNFa
inhibitory u vétSiny pacientll v nasi studii. Hladiny sérového visfatinu vyznamné korelovaly
s poctem B lymfocytl a poklesly po terapii rituximabem, kterd vedla ke snizeni poctu B
lymfocytl a ke zlepSeni klinické aktivity.

BAFF, ktery je rovnéz faktorem regulujicim dozravani a ptezivani B lymfocytd, zvySuje
expresi visfatinu v B lymfocytech (Lavie et al. 2007). Protoze se hladiny BAFF v nasi skupiné
RA pacientll po terapii rituximabem vyznamné zvySily a po 16 tydnech 1écby negativné
korelovaly s hladinami visfatinu, domnivame se, Ze uvedeny pokles visfatinu po 1écbé
rituximabem je specificky podminén snizenym poctem B lymfocyti. Navic zména sérového
visfatinu mezi zacatkem a 16. tydnem 1é€by korelovala se zménou aktivity RA v nésledujicich
8 tydnech, kdy byva obvykle podavana dal§i davka rituximabu. Lze tedy predpokladat, ze

pokles visfatinu mize mit prediktivni vyznam pro dalsi priibéh RA pfi [é¢bé rituximabem.

4.2. Prozanétlivé vlastnosti IL-35 a jeho vztah Kk aktivit¢ nemoci u pacienti
s revmatoidni artritidou

Asociace ¢lenli rodiny IL-12 srevmatickymi nemocemi je uz dlouhou dobu pfedmétem
velkého z&jmu. IL-12 (p35/p40 heterodimer) je zvySeny v séru a synovialni tekutiné u
pacientli s RA ve srovnani s OA nebo zdravymi jedinci (Kim et al. 2000). RA pacienti
s detekovatelnymi hladinami IL-12 méli vétsi pocet oteklych kloubii a vys$si CRP nez pacienti
s neméfitelnym IL-12. Pfitomnost p40 monomeru korelovala s aktivitou nemoci u pacient se

systétmovym lupus erythematodes (Lauwerys et al. 2002). Hladiny IL-23 (p19/p40
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heterodimer) byly v séru a synovidlni tekuting téméf neméfitelné a mezi RA a OA pacienty
nebyly vyznamné rozdily (Brentano et al. 2009). U RA koreloval sérovy IL-23 s aktivitou
choroby, ale tento vztah se neprokdzal u pacientd s psoriatickou artritidou (Melis et al. 2010).
IL-27 (p28/ Ebi3 heterodimer) je vyssi v plasm¢ RA pacientil, ale jeho asociace s aktivitou
nemoci neni znamd (Wong et al. 2010). Sérové hladiny IL-27 korelovaly se zavaznosti
nemoci u pacientll s psoriatickou artritidou a s Rodnanovym koZnim skore a s pfitomnosti
plicni fibrozy u pacientii se systémovou sklerodermii (Shibata et al. 2010, Yoshizaki et al.
2011).

Zjistili jsme, Ze IL-35 je vyS$i v synovialni tekutiné u RA a koreluje vyznamné s aktivitou
nemoci a funkénim stavem téchto pacienti. Na zdklad¢ korelace IL-35 s poctem leukocytii
v synovialni tekutiné u RA se miZzeme domnivat, ze pravé leukocyty mohou byt hlavnim

zdrojem IL-35 v mistech zanétu.

Buniky, které tvofi IL-12 jsou lokalizované v pfedev§im v povrchové vrstvé v synovidlni
membrany v souladu s predominantni expresi I1L-12 v makrofazich (Morita et al. 1998).
Protein pl19 je pfitomen v povrchové vrstvé RA synovie, v misté invaze do chrupavky a v
cévnim endotelu. Exprese p40 nevykazuje stejnou lokalizaci a ani RASF, které exprimuji p19,
soucasné netvoii p40 (Brentano et al. 2009). Protein p35 je konstitutivné pfitomen v malém
mnozstvi ve velkém poctu bunc¢k ¢i tkdni (Trinchieri et al. 2003). EBI3 je tvofen
placentalnimi trofoblasty, dendritickymi a plasmatickymi buitkami, makrofagy, endotelovymi
bunkami, je pfitomen v Hodgkinovych a Reed-Sternbergové butikach a v buitkach B lymfomu
(Devergne et al. 2001, Pflanz et al. 2002, Niedobitek et al. 2002, Kempe et al. 2005,
Larousserie et al. 2004, Larousserie et al. 2006). Koexprese p35 a EBI3 byla popsdna
v placentarnich trofoblastech a hladkych svalovych bunkéach v aterosklerotickém platu
(Devergne et al. 1997, Kempe et al. 2005).

V nasi praci jsme zjistili, Ze ob¢ podjednotky IL-35 - p35 a EBI3 jsou vice exprimovany v RA
synovialni membrané. Exprese obou podjednotek je pfitomna i v buiikdch pfipominajicich
fibroblasty. Protoze RASF netvoti p40 podjednotku (Brentano et al. 2009), je EBI3 jedinym

moznym (a doposud zndmym) partnerem pro p35.

Obé podjednotky p35 a EBI3 jsou indukovany stimulaci TNFa, IFNy, TLR3- a TLR4-
ligandy (Pflanz et al. 2002, Kempe et al. 2009, Goriely et al. 2006, Wirtz et al. 2005). Nase
experimenty ukazuji, Ze p35 1 EBI3 jsou v RASF a PMBC vyznamnég zvySeny za zanétlivych

podminek. ZvySena exprese p35 a EBI3 v RA synovii miZe byt proto vysvétlena chronickym
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zanétlivym prostiedim, coz koresponduje s vysledky pifedchozich publikaci a s naSim
pozorovanim.

Zatimco IL-12 a IL-23 funguji jako zanétlivé molekuly, data o IL-27 u mysSich modelt jsou
protichiidnd (Niedbala et al. 2008, Cao et al. 2008). IL-35 byl u mysich modeld prezentovan
jako protein s protizanétlivymi vlastnostmi (Collison et al. 2007, Collison et al. 20210,
Niedbala et al. 2007). Podle n€kolika publikaci neni IL-35 ptfitomen v lidskych Treg buiikach
a neni ani nevyhnutny k jejich supresivni funkci (Bardel et al. 2008, Allan et al. 2008). Podle
nejnovejsich studii jsou lidské Treg zdrojem IL-35 a jejich maximalni efektivita vyzaduje
expresi IL-35 (Chaturvedi et al. 2011). IL-35 mél i vlastnosti zanétlivého cytokinu, kdy u
mySiho modelu nezabranil rozvoji lymské artritidy, ale naopak zesilil zanétlivou odpovéd’
(Kuo et al. 2011). V naSich experimentech je IL-35 indukovdn prozanétlivym medidtorem

TNFa v RASF a PBMC a sam vede k tvorbé nékolika zanétlivych molekul v PBMC.

Vysledky nasi studie tedy poukazuji spiSe na zanétlivé vlastnosti IL-35, podobné jako je tomu
u ostatnich ¢lentt IL-12 rodiny. Lze ptedpokladat, ze IL-35 hraje vyznamnou roli v
patogenezi RA, pfi¢emz zvysSené hladiny IL-35 v kloubnim kompartmentu odrazeji aktivitu

nemoci.

50



6. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADSF adipocyte-secreted factor, resistin

BAFF B cell activating factor of the TNF family

BMI body mass index

CIA collagen induced arthritis

CMC karpometakarpalni kloub

CRP C- reaktivni protein

COX2 cyklooxygenaza 2

DAS28 disease activity score 28

DIP distalni interfalangealni kloub

DMARD disease-modifying antirheumatic drug

DM2 diabetes mellitus 2. typu

EBI3 Epstein-Barr virus induced 3

EOA erozivni osteoartroza

ET-1 endotelin 1

EULAR European Ligue Against Rheumatism

FI1Z.Z23 found in inflammatory zone 3

Foxp3 forkhead box P3

FwW sedimentace erytrocytl stanovena metodou podle Fahraeuse-Westergrena
GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating-factor
HAQ Health Assessment Questionnaire

HLA histocompatibility antigen

ICAM intercellular adhesion molecule 1

IFNy interferon gama

IGF-1 insulin-like growth factor 1

IL interleukin

IP interfalangealni kloub

LPS lipopolysacharid

LTp lymphotoxin 3

MAPK mitogen-activated protein kinase

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1

MMP matrixova metaloproteinaza

MTP metatarsofalangealni kloub

NAD nicotinamid adenin dinukleotid

NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase, visfatin
NF-kB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NMN nikotinamid mononukleotid

NO oxid dusnaty

NSAID non-steroidal anti-inflammatory drugs

OA osteoartroza

OLIG3-AIP3 oligodendrocyte transcription factor 3, atrophin-1-interacting protein 3
OoPG osteoprotegerin
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PBEF pre-B colony enhancing factor, visfatin

PBMC peripheral blood mononuclear cells, periferni mononuklearni bunky
PGE2 prostaglandin E2

PIP proximalni interfalangealni kloub

PTPN22 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22

RA revmatoidni artritida

RASF synovialni fibroblasty pacientil s revmatoidni artritidou
RANKL receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
RANTES regulated upon activation, normal T-cell expressed, and secreted; CCL5
RT-PCR real time PCR, PCR v realném Case

SCID severe combined immunodeficiency

STAT signal transducer and activator of transcription

SYSADOA symptomatic slow acting drugs in osteoarthritis

Teff T efektorova burika

TGF-p transforming growth factor beta

TLR toll-like receptor

TNF tumor necrosis factor, tumor nekrotizujici faktor

TRAF TNF receptor-associated factor

Treg T regula¢ni buiika

iTR35 IL-35 stimulované Foxp3-T lymfocyty

VCAM vascular cell adhesion molecule 1

VEGF vascular endothelial growth factor

WOMAC Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index
7K zdrava kontrola
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