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Abstrakt

Úvod: Nerovnováha mezi aktivitou pro- a proti-zánětlivých cytokinů u revmatoidní artritidy 

(RA) přispívá ke vzniku imunitní dysregulace, chronického zánětu a následné kloubní 

destrukce. Adipokiny jsou bioaktivní proteiny, které se kromě jiného podílejí na regulaci 

zánětu. IL-35 je nový cytokin s dosud neznámou funkcí u lidí, který je podle výsledků u 

myších modelů důležitou součástí zánětlivých procesů. Cílem práce bylo zjistit hladiny a 

úlohu vybraných adipokinů a IL-35 v kloubním a systémovém kompartmentu a vztah 

k aktivitě nemoci u pacientů s RA a jiným revmatickým onemocněním.

Výsledky: Prokázali jsme zvýšené sérové hladiny adiponectinu u pacientů s erozivní 

osteoartrózou (OA) kloubů rukou, rozdílné koncentrace nových adipokinů vaspinu a omentinu 

v synoviální tekutině pacientů s RA a OA. Dále jsme zjistili vliv biologické léčby TNFα

inhibitorem na expresní profil adipokinů v tukové tkáni pacientů s RA. Biologická léčba 

rituximabem vedoucí k depleci B lymfocytů způsobila pokles sérových hladin visfatinu u RA. 

Změna hladin visfatinu navíc předurčovala změnu aktivity nemoci v době, kdy by se měla 

podat další infuze biologického léku. Vyšší hladiny IL-35 v synoviální tekutině u pacientů 

s RA ve srovnání s OA korelovaly s parametry aktivity nemoci. IL-35 podjednotky p35 a 

EBI3 jsou zvýšené v RA synoviální tkáni. IL-35 je na genové i proteinové úrovni indukován 

prozánětlivým TNFα v RA synoviálních fibroblastech a periferních mononukleárních 

buňkách (PBMC). IL-35 vede v PBMC k uvolnění několika zánětlivých mediátorů 

Závěr: Výsledky našich studií prokázaly význam adipokinů a IL-35 při regulaci zánětu u 

revmatických onemocnění a jejich vztah k aktivitě nemoci u pacientů s RA. Objasnění 

patogeneze RA a nalezení nových potenciálních terapeutických cílů by mohlo přispět k 

zlepšení klinického průběhu u pacientů rezistentních na dosavadní léčbu.
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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 TNFα

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 TNFα 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.
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1. ÚVOD

Revmatoidní artritida (RA) je systémové zánětlivé autoimunitní onemocnění, které se 

vyskytuje u 0.5-1% dospělé populace (Lawrence et al. 1998). Hlavním znakem RA je 

hyperplazie synoviální kloubní výstelky, lokální/systémový zánět a destrukce kloubní 

chrupavky a kosti. Je to onemocnění s nepředvídatelným vývojem, které může vést 

k ireverzibilnímu poškození a doživotnímu funkčnímu omezení (Guillemin et al. 2000).

Aktivace synoviální tkáně u RA je řízena komplikovanou sítí autokrinních a parakrinních 

faktorů, součástí které jsou prozánětlivé cytokiny, dráhy nezávislé na cytokinech (TLR, 

endogenní retrovirové elementy), chemokiny, růstové faktory, adhezní molekuly a matrixové 

metalloproteinázy (MMP) (Müller-Ladner et al. 2005, McInnes et al. 2007). To vede 

v konečném důsledku k degradaci kloubní chrupavky, následnému zúžení kloubní štěrbiny a 

ke vzniku kostních erozí.

Protože se kostní eroze u většiny pacientů s RA tvoří do 2 let od začátku nemoci, včasné 

zahájení terapie významně redukuje poškození kloubu a zlepšuje klinický stav pacienta a

následnou disabilitu (Fuchs et al. 1989, Van Dongen et al. 2007). To je podmíněno včasnou 

diagnózou onemocnění, kterou umožňují nová kritéria RA (Aletaha et al. 2010). Ta mohou

být v současné době splněna například i při synovitidě jen jednoho kloubu (Aletaha et al. 

2010). RA se stává onemocněním, kde díky extenzivnímu výzkumu molekulárních 

mechanismů patogeneze dochází k uplatnění nejmodernějších léčebných modalit. Současně 

dostupné biologické léky, které jsou zaměřeny cíleně proti cytokinům (TNFα, IL-1, IL-6) a 

buňkám imunitního systému (B a T lymfocyty), které jsou specifické pro patogenezi RA, 

významně přispívají k lepšímu průběhu onemocnění (Smolen et al. 2007).  U části pacientů je 

stále léčebná odpověď nedostatečná a u velkého počtu není šance na dosažení remise. Pokrok 

ve výzkumu patogeneze RA významně přispěl k objevu dalších potenciálních terapeutických 

cílů, jejichž ovlivnění by mohlo být prospěšné i pro tuto skupinu pacientů (Senolt et al. 2009).

Osteoartróza (OA), která je charakterizována nerovnováhou mezi syntézou a degradací 

makromolekul kloubní chrupavky, postihuje páteř, periferní váhonosné klouby, ramenní 

klouby a drobné klouby rukou (Hamerman et al. 1989). Obecně se označuje jako nezánětlivé 

onemocnění, protože u většiny pacientů nacházíme normální hodnoty reaktantů akutní fáze, 

počet leukocytů v synoviální tekutině nedosahuje takového množstí jako u zánětlivých 
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artropatií, otok kloubu a zarudnutí je obvykle menší, palpační citlivost a proteplení kloubu 

nemá tak velkou intenzitu (Punzi et al. 2005).  Pouze erozivní forma OA drobných kloubů 

rukou (EOA) je definována jako „zánětlivá“, což dokazují nejenom klinické příznaky, ale i 

výsledky konvenčního rentgenového zobrazení, kostní scintigrafie, sonografie, magnetické 

rezonance,  histopatologické změny a laboratorní nálezy (Zhang et al. 2009, Punzi et al. 

2010).

Adipokiny jsou bioaktivní mediátory uvolňované tukovou, ale i jinou tkání. Na jejich tvorbě 

se podílí adipocyty a ostatní buňky tvořící stroma, včetně imunitních buněk (Fantuzzi 2005). 

Patří k nim leptin, adiponectin, resistin, visfatin, nově popsané adipokiny např. vaspin a

omentin a dále skupina „klasických“ cytokinů jako jsou TNFα, IL-1β, IL-6 a MCP-1. Kromě 

regulace energetického metabolismu se účastní fyziologických a patofyziologických procesů, 

včetně regulace imunitního systému a zánětlivé odpovědi. Poprvé byly v roce 2003 

v synoviální tekutině u RA pacientů popsány vyšší hladiny adipokinů adiponectinu a resistinu 

(Schaffler et al. 2003). Od té doby se zájem o adipokiny zvyšuje a existují nezvratné důkazy, 

že adipokiny mají důležitou roli v patogenezi některých revmatických onemocnění, kterými 

jsou například RA a OA (Gómez et al. 2011). 

IL-35, heterodimer složený z řetězců p35 (IL-12a) a EBI3 (IL-27b), je cytokin potřebný 

k maximální regulační aktivitě myších T regulačních buněk (Treg) a vykazuje 

imunosupresivní vlastnosti v experimentálním modelu zánětlivého střevního onemocnění a 

kolagenem indukované artritidy (Collison et al. 2007, Niedbala et al. 2007). Obě podjednotky

p35 i EBI3 jsou přítomny v místech zánětu lidského aterosklerotického plátu a jsou 

indukovány několika zánětlivými mediátory (Kempe et al. 2009, Wirtz et al. 2005). Zatímco 

je exprese p35 podobně regulována u myší jako u člověka, exprese EBI3 se významně liší 

a některé práce naopak poukazují na fakt, že podjednotka EBI3 není lidskými Treg tvořena 

vůbec (Bardel et al. 2008). Je proto možné, že i funkce samotného IL-35 se mezi oběma druhy 

může významně lišit.
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2. HYPOTÉZA A CÍLE PRÁCE

Revmatoidní artritida je autoimunitní onemocnění provázené chronickou kloubní bolestí a 

vznikem kloubních deformit, které může vést k ireverzibilnímu poškození a funkčnímu 

omezení. Nerovnováha mezi aktivitou pro- a protizánětlivých cytokinů u RA přispívá ke 

vzniku autoimunitního onemocnění, k chronickému zánětu a následné destrukci kloubů. 

Hierarchie mezi jednotlivými buňkami imunitního systému, cytokiny a jejich vzájemné 

intereakce nejsou dosud přesně objasněny.

   

Biologické léky, které jsou zaměřeny cíleně proti cytokinům a buňkám imunitního systému 

specifickým pro pochody spojené s patogenezí RA, přispívají k lepšímu průběhu 

revmatických zánětlivých onemocnění. U části pacientů je stále léčebná odpověď 

nedostatečná a u velkého počtu není šance na dosažení remise. Proto by nalezení nových 

potenciálních terapeutických cílů mohlo pomoct zlepšit klinický průběh i této skupině 

pacientů. 

Adipokiny jsou bioaktivní proteiny, které jsou uvolňovány především tukovou tkání. Kromě 

regulace energetického metabolismu se podílí také na imunitní a zánětlivé odpovědi 

organismu, včetně revmatických onemocnění. 

IL-35 je nedávno objevený cytokin z rodiny IL-12, který je podle výsledků získaných u 

myších modelů důležitou součástí procesů, ale jeho funkce u člověka je doposud nobjasněna. 

Cílem mojí disertační práce je alespoň částečně odpovědět na tyto otázky:

1. Jakým způsobem mohou již dříve popsané adipokiny přispívat k lokálnímu a 

celkovému zánětu u revmatoidní artritidy a jiných revmatických onemocněních?

2. Jakou roli u revmatoidní artritidy mají nové, doposud jen málo prostudované

cytokiny?

3. Jaké jsou hladiny těchto cytokinů v kloubním a systémovém kompartmentu?

4. Mají tyto molekuly vztah k aktivitě nemoci a jejímu průběhu?
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3. METODIKA

3.1. Stanovení adipokinů v séru a synoviální tekutině u pacientů s revmatickými 

       nemocemi (přehled metodiky z publikovaných prací) 

Pacienti 

Sérové hladiny adipokinů adiponectinu a resistinu a byly stanovovány u 48 žen s EOA, 27 žen 

s neerozivní formou OA rukou a 20 zdravých kontrol. Visfatin v séru byl měřen u 29 pacientů 

s RA a 33 kontrol. Adipokiny vaspin a omentin byly analyzovány v synoviální tekutině 33 

pacientů s RA a 33 s OA. V podkožní tukové tkáni 9 pacientů s RA byl zjišťován expresní 

profil adipokinů adiponectinu, resistinu, leptinu, visfatinu, vaspinu, omentinu a TNFα, IL-1β a 

IL-6 relevantních pro patogenezi RA. Pacienti s RA a OA splňovali ACR kritéria pro 

diagnózu RA anebo kritéria pro OA kolenních kloubů, respektive OA drobných ručních 

kloubů, pacienti s EOA měli navíc známky erozí (Arnett et al. 1988, Altman et al. 1986,

Altman et al. 1990). Aktivita RA byla stanovena pomocí skóre DAS28 (Disease activity 

score). Každý účastník před zařazením do výzkumu podepsal informovaný souhlas schválený 

etickou komisí. 

Zobrazovací metody

U pacientů s EOA a s neerozivní OA rukou byl k dispozici rentgenový snímek kolenních 

a kyčelních kloubů, byla provedena sonografie kolenních kloubů a trojfázová kostní 

scintigrafie s aplikací injekčního bolusu Tc-99m metylén difosfonátu do kubitální žíly.

Měření vybraných biologických markerů

Hladiny adipokinů, faktoru aktivujícího B lymfocyty BAFF, cytokinů TNFα, IL-1β a IL-6

a protilátek proti cyklickým citrulinovaným peptidům (ACPA) a revmatiodnímu faktoru IgM 

RF byly měřeny metodou ELISA podle doporučení výrobce. Profil periferních 

mononukleárních buněk (PBMC) byl analyzován metodou průtokové cytometrie za použití 

příslušných protilátek. 

Statistická analýza

Pro porovnání hodnot mezi 2 skupinami byl použit Mann-Whitney U-test nebo t-test, pro 

porovnání sledovaných hodnot mezi 3 skupinami Kruskal-Wallisův test. Ke zjištění korelací 

byl použit Spearmanův nebo Pearsonův korelační koeficient. Aplikace příslušných 
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statistických testů závisela od normality rozložení jednotlivých  skupin. Hodnoty p menší než 

0.05 byly považovány za statisticky významné. Složitější statistická zpracování jsou blíže

uvedena v jednotlivých publikacích.

3.2. IL-35 v patogenezi revmatoidní artritidy                 

Pacienti

Studie se zúčastnilo 46 pacientů s RA, 43 s OA kolenního kloubu, kteří splnili ACR kritéria 

pro diagnózu RA anebo kritéria pro OA kolenního kloubu a 34 zdravých kontrol. Aktivita RA 

byla stanovena pomocí skóre DAS28 a fukční stav byl zjišťován pomocí dotazníku HAQ

(Health Assessment Questionnaire) u pacientů s RA a WOMAC (Western Ontario and 

McMaster Universities Arthritis Index) u pacientů s OA. Každý účastník před zařazením do 

výzkumného projektu podepsal informovaný souhlas schválený etickou komisí 

Revmatologického ústavu v Praze.   

Vzorky séra a synoviální tekutiny

Synoviální tekutina byla získána při punkci kolenního kloubu a sérum bylo odebráno do 5 dnů 

po provedené punkci. Vzorky byly zamraženy a skladovány při teplotě -80°C. Před samotnou 

analýzou byly vzorky synoviální tekutiny inkubovány s hyaluronidázou (Hylase Dessau,

Riemser Arzneimittel) při 37°C po dobu 30 minut a centrigugovány při 3500 otáček/min po 

dobu 10 minut.  

Tkáňové kultury a in vitro experimenty

PBMC od zdravých dárců byly izolovány standardní gradientovou centrifugací za použití 

izolačního roztoku Ficoll a poté stimulovány TNFα (R&D Systems), IL-35:Fc humánním 

rekombinantním proteinem (ALEXIS Biochemicals, Enzo Life Sciences), kontrolním:Fc 

fúzovaným humánním rekombinantním proteinem (ALEXIS Biochemicals, Enzo Life 

Sciences) a polymyxin B sulfátem (Sigma-Aldrich) po dobu 6 a 24 hod za standardních 

podmínek. RA synoviální fibroblasty (RASF) byly získány ze vzorků synoviální tkáně od 

pacientů s RA, kteří podstoupili operaci pro kloubní náhradu. RASF byly stimulovány TNFα 

anebo IL-35:Fc rekombinantním proteinem po dobu 6 a 24h. Buňky byly lyzovány 

v lyzačním pufru pro izolaci RNA nebo proteinovou analýzu a kultivační médium bylo 

zachováno 24h po stimulaci. Vzorky byly až do použití skladovány při teplotě -80°C.  
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Real Time PCR 

Po izolaci celkové RNA použitím MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Roche 

Diagnostics) a reverzní transkripci (Applied Biosytems) následovala analýza genové exprese 

metodou PCR reakce v reálném čase (RT-PCR) a použitím TaqMan genových esejí (Applied 

Biosytems). Výsledky byly analyzovány metodou ddCt pro relativní kvantifikaci a exprese 

genu 18S byla použita jako endogenní kontrola. 

ELISA

Komerčně dostupná ELISA (USCN Life Science) byla použita k měření koncentrace IL-35 

v synoviální tekutině, séru a kultivačním médiu. Pro limitovaný detekční rozsah kitu (0.7-

1600 pg/ml) byly vzorky s vysokou koncentrací mimo uvedený rozsah 50x naředěny a finální 

koncentrace byla spočítána pomocí dilučního faktoru. Cytokiny  IL-1β,  IL-6 a MCP-1 byly 

měřeny v kultivačním médiu podle pokynů výrobce (RayBiotech). Absorbance byla měřena 

na vlnové délce 450nm. 

Konstrukce expresních plasmidů

P35/IL-12a byl amplifikován z cDNA získané z RASF po inzerci Kozak sekvence pro 

ulehčení translace, EBI3 byl amplifikován z cDNA buněčné linie HEK293 s PCR 

mutagenezí s cílem začlenění Kozak sekvence s následným klonováním pomocí vektoru 

pcDNA3.1 (+) (Invitrogen). Správnost sekvence každého insertu byla ověřena sekvenováním. 

Expresní plasmidy byly transfekovány do RASF s použitím Amaxa Basic Nucleofector Kit 

pro primární savčí fibroblasty (Lonza). 

Western blot (WB)

RASF po 24h stimulaci TNFα nebo 48h po transfekci expresními plasmidy byly lyzovány ve 

standardním lyzačním pufru pro proteinovou analýzu. Celý buněčný lyzát byl separován 

pomocí 15% SDS-PAGE a proteiny byly přeneseny na PVDF membránu. Membrána byla 

inkubována přes noc s protilátkou proti IL-12a (Abcam) nebo EBI3 (Abcam) a 1 hod s protilátkou 

proti α-tubulinu (Sigma) v 5% mléku. Po následné inkubaci s příslušnou HRP značenou 

sekundární protilátkou (Jackson) byl signál detekován pomocí ECL roztoku (GE Healthcare).

Immunohistochemie

Vzorky synoviální tkáně byly získány od 5 pacientů s RA a 5 pacientů s OA. Po odstranění 

parafínu z tkáně a blokování nespecifických vazeb byla použita polyklonální protilátka proti  
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EBI3 (Lifespan Biosciences) nebo monoklonální protilátka proti IL-12a (Santa Cruz). Po

nanesení 3, 3-diaminobenzidine chromogenu (Liquid DAB+Substrate, Dako Cytomation, 

Glostrup) byly řezy podbarveny hematoxylinem. Současně bylo provedeno kontrolní barvení. 

Řezy byly analyzovány semikvantitativně na škále intenzity barvení  0 - 3 (žádná – maximální 

intenzita barvení) v 7 zorných polích pro vrstvu intimy (lining) a intersticium (sublining).  

Statistická analýza

Mann Whitney U-test byl použit pro porovnání rozílů mezi 2 proměnnými a Kruskall-

Wallisův test s následnou post-hoc korekcí pro mnohočetná porovnání (Dunn's post hoc test) 

byl použit k určení rozdílu mezi více než 2 proměnnými. Spearmanův korelační koeficient byl 

použit k výpočtu asociace mezi 2 veličinami. Hodnoty p menší než 0.05 byly považovány za

statisticky významné. 

4. VÝSLEDKY

4.1. Význam adipokinů u revmatických onemocnění

4.1.1. Adipokiny v séru u pacientů s erozivní  osteoartrózou

Cílem studie bylo porovnat sérové hladiny adipokinů adiponectinu a resistinu u  pacientů 

s EOA a neerozivní formou OA drobných ručních kloubů a zdravých kontrol (ZK) (Tab. 4.1.). 

Tab. 4.1. Charakteristika pacientek s OA kloubů rukou a zdravých kontrol zařazených do studie 

analyzující sérové koncentrace adipokinů adiponectinu a resistinu.  

Výsledky získané v blood-pool fázi 3-fázové kloubní scintigrafie ukázaly 2x častější výskyt 

zánětu u pacientek s EOA než u pacientek s neerozivní OA, přestože se CRP u těchto skupin 

nelišilo. U pacientek s EOA jsme prokázali významně vyšší hladiny sérového adiponectinu ve 

srovnání s neerozivní OA nebo ZK, zatím co se hladiny resistinu v jednotlivých skupinách 

nelišily (Obr. 4.1.). Nepozorovali jsme korelaci hladin těchto adipokinů s CRP a přítomnost

hydropsu nebo synovitidy kolenních kloubů neměla vliv na jejich  koncentraci.

>0.05-1.2±1.51.4±1.2hsCRP (mg/l)

>0.0525.6±3.926.9±4.426.2±3.6BMI (kg/m²)

>0.0561.0±5.162.2±10.264.2±8.0Věk (roky)

-202748n

pZKneerozivní OAEOACharakteristika
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>0.0525.6±3.926.9±4.426.2±3.6BMI (kg/m²)

>0.0561.0±5.162.2±10.264.2±8.0Věk (roky)

-202748n
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Obr. 4.1. Sérové hladiny adiponectinu (a) a resistinu (b) u zdravých kontrol a pacientů s neerozivní 

OA a EOA drobných kloubů rukou.

Publikace k tématu: 

1. Filková M, Lisková M, Hulejová H, Haluzík M, Gatterová J, Pavelková A, Pavelka K, 

Gay S, Müller-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. Filková M, Lišková M, Hulejová H, Haluzík M, Gatterová J, Pavelka K, Šenolt L.     

Zvýšené hladiny sérového adiponectinu u pacientů s erozivní osteoartrózou. Čes. 

Revmatol. 2008;16:100-3.

4.1.2. Hladiny nových adipokinů vaspinu a omentinu v synoviální tekutině 

          u pacientů s revmatoidní artritidou

V naší práci jsme v synoviální tekutině u pacientů s RA a OA zjišťovali koncentrace nově 

popsaných adipokinů vaspinu a omentinu (Tab. 4.2.).  

Tab. 4.2. Charakteristika pacientů zařazených do studie analyzující koncentrace adipokinů vaspinu a 

omentinu v synoviální tekutině u RA a OA. 
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V synoviální tekutině u pacientů s RA byla koncentrace vaspinu významně vyšší zatím co  

hladiny omentinu byly naopak nižší ve srovnání s OA (Obr. 4.2.). Hladiny vaspinu měly 

tendenci korelovat s aktivitou nemoci měřenou podle DAS28 skóre(r=0.320, p=0.070), zatím 

co hladiny omentinu korelovaly z hladinou  ACPA (r=0.398, p=0.029) a IgM RF (r=0.592, 

p<0.001) u pacientů s RA.

Obr. 4.2. Hladiny vaspinu (a) a omentinu (b) v synoviální tekutině u pacientů s RA a OA.

Publikace k tématu: 

1. Senolt L, Polanska M, Filkova M, Oslejskova L, Pavelka K, Gay S, Haluzik M, 

Vencovsky J. Vaspin and omentin: new adipokines differentially regulated at the site 

of inflammation in rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2010;69:1410-1

4.1.3. Vliv léčby TNFα inhibitorem na expresi adipokinů v tukové tkáni u pacientů     

          s revmatoidní artritidou     

V podkožní tukové tkáni pacientů s RA jsme studovali expresní profil adipokinů 

adiponectinu, resistinu, leptinu, visfatinu, vaspinu, omentinu a TNFα, IL-1β a IL-6 před

začátkem a po 6 měsících léčby TNFα inhibitorem etanerceptem (Tab. 4.3.). Etanercept je 

fúzovaný TNF receptor, který váže solubilní TNFα a blokuje jeho interakci s membránovým 

receptorem.

V tukové tkáni se po 6 měsíční léčbě etanerceptem množství leptinu signifikantně zvýšilo a 

množství adiponectinu významně snížilo, zatím co pokles koncentrací visfatinu a IL-6 po 

léčbě nedosáhl statistickou významnost. Hladiny ostatních adipokinů se po léčbě nezměnily 

(Obr. 4.3.). Hladiny leptinu v tukové tkáni před zahájením léčby negativně korelovaly 

s hladinou CRP před léčbou a zvýšená koncentrace leptinu v tukové tkáni po 6 měsíční terapii 

negativně korelovaly se změnou/rozdílem CRP. 

a/ b/a/ b/
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Tab. 4.3. Charakteristika pacientů s RA zařazených do studie analyzující expresní profil adipokinů 

v tukové tkáni po léčbě TNFα inhibitorem etanerceptem.

Obr. 4.3. Vliv léčby TNFα inhibitorem na expresi vybraných adipokinů leptinu (a), adiponectinu (b), 

visfatinu (c) a IL-6 (d) v podkožní tukové tkáni u pacientů s RA.  

Publikace k tématu: 

1. Senolt L, Kuklová M, Cerezo LA, Hulejová H, Filková M, Bosanská L, Pecha O, 

Pavelka K, Haluzík 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] 
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4.1.4.  Vliv léčby rituximabem na sérové hladiny visfatinu  u  pacientů s revmatoidní 

           artritidou     

Cílem práce bylo porovnat sérové hladiny visfatinu u pacientů s RA a ZK, zjistit efekt léčby 

rituximabem na sérové hladiny visfatinu a jeho vztah k cirkulujícímu BAFF a k aktivitě 

nemoci u pacientů s RA (Tab. 4.4.). Sérové hladiny visfatinu, BAFF a celkový počet B 

lymfocytů byly zjišťovány před začátkem terapie a 16 a 24 týdnů po zahájení léčby.

BAFF (B cell activating factor of the TNF family) zvyšuje expresi visfatinu v B lymfocytech 

a jeho zvýšené hladiny byly popsány po léčbě rituximabem (Xu et al. 2002, Lavie et al. 2007). 

Rituximab je chimérická monoklonální protilátka proti znaku CD20 na povrchu B lymfocytů. 

Tab. 4.4. Charakteristika pacientů s RA a zdravých kontrol zařazených do studie hodnotící vliv léčby 

rituximabem na sérové hodnoty visfatinu a jejich vztah k cirkulujícímu BAFF a k aktivitě RA. 

Počet lymfocytů před začátkem léčby koreloval pozitivně s hladinami visfatinu a negativně 

s hladinami BAFF u pacientů s RA (Obr. 4.4.).  Po 16 týdnech léčby tyto asociace nebyly již 

významné. Hladiny visfatinu ani BAFF nekorelovaly s aktivitou nemoci před ani po 16 

týdnech léčby.

-24Předchozí léčba TNFα inhibitory
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-6.67 ± 0.88DAS 28, průměr±SD
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2.7±2.3 20.62 [0.47–136.30]CRP (mg/l), medián [rozsah]

-26RF pozitivní (n)

-22ACPA pozitivní (n)

25.32 ± 3.9825.15 ± 4.18BMI (kg/m²)

25/824/5Pohlaví (Ž/M)

-13.96 ± 9.48Trvání nemoci (roky)

48.3 ± 15.053.17 ± 12.9Věk (roky)

3329n
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Obr. 4.4. Korelace visfatinu (a) a BAFF (b) s počtem lymfocytů u pacientů s RA před zahájením léčby 

rituximabem. 

Terapie rituximabem přinesla zlepšení klinického stavu, což se projevilo poklesem DAS28 a  

významnou deplecí počtu B lymfocytů jak v 16., tak v 24. týdnu po zahájení léčby. 

Koncentrace visfatinu byla před začátkem léčby signifikantně vyšší u pacientů s RA než u 

zdravých kontrol a po 16 týdnech od začátku léčby byly tyto hladiny srovnatelné s 

kontrolami. Naproti tomu koncentrace BAFF v séru významně stoupla (Obr. 4.5.). 

Obr. 4.5. Změny celkového počtu B lymfocytů (a), visfatinu (b) a BAFF (c) u pacientů s RA před a 16 

týdnů po zahájení léčby rituximabem.
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V 16. týdnu léčby hladiny visfatinu a BAFF vzájemně negativně korelovaly, ale před 

začátkem léčby tato korelace nebyla patrná (Obr. 4.6.). 

Obr. 4.6. Korelace hladin visfatinu a BAFF u pacientů s RA před (a) a 16 týdnů (b) po zahájení léčby 

rituximabem.

I když není možné předpovědět jak bude individuální pacient reagovat na léčbu, zvýšení nebo 

minimální změna sérového visfatinu z období před léčbou rituximabem a 16 týdnu po jejím 

začátku představovalo predispozici pro zhoršení aktivity nemoci v období následujících 8 

týdnů (Obr. 4.7.).

Obr. 4.7. Prediktivní hodnota změny sérových hladin visfatinu po 16 týdnech léčby pro změnu aktivity

RA (DAS28 skóre)  mezi 16. a 24. týdnem léčby.

Publikace k tématu: 

1. Senolt L, Kryštůfková O, Hulejová H, Kuklová M, Filková M, Cerezo LA, Běláček J, 

Haluzík M, Forejtová S, Gay S, Pavelka K, Vencovský 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.
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4.2. Význam IL-35 v patogenezi revmatoidní artritidy

IL-35 a aktivita nemoci

Charakteristika pacientů a ZK, kteří se zúčastnili studie je uvedena v Tab. 4.5. 

Tab. 4.5. Charakteristika pacientů s RA, OA a zdravých kontrol zařazených do studie analyzující 

koncentrace IL-35 v séru a synoviální tekutině.  

Hladiny IL-35 v synoviální tekutině byly u pacientů s RA signifikantně vyšší v porovnání s 

pacienty s OA (medián 7483 vs. 257.6 pg/ml, p<0.0001, Obr.4.8.). 

Obr. 4.8. Hladiny IL-35 v synoviální tekutině pacientů s RA a OA.
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Hladiny IL-35 v synoviální tekutině u pacientů s RA korelovaly významně s DAS28 skóre 

aktivity nemoci, funkčním stavem pacienta podle dotazníku HAQ a CRP (Obr. 4.9.)

Obr. 4.9. Korelace hladin IL-35 v synoviální tekutině s DAS28 (a), HAQ (b) a CRP (c) u pacientů s RA.

U pacientů s OA hladiny IL-35 v synoviální tekutině korelovaly s funkčním stavem podle 

dotazníku WOMAC (r=0.405, p=0.01), ale ne se sérovým CRP nebo počtem leukocytů v 

synoviální tekutině, jak tomu bylo u RA. 

EBI3 a p35 podjednotky IL-35 v RA synoviální tkáni

Imunohistochemické barvení s následnou semikvantitativní analýzou prokázalo vyšší 

intenzitu barvení obou podjednotek p35 a EBI3 v synoviální tkáni pacientů s RA v porovnání  

s OA a to jak v povrchové vrstvě, tak v intersticiu synoviální tkáně (Obr. 4.10.). 
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Obr. 4.10. Imunonistochemické barvení p35 (a, c) a EBI3 (b, d) podjednotek IL-35 v OA (a, b) a RA (c, 

d) synoviální tkáni. Semikvantitativní hodnocení prokázalo vyšší expresi  p35 (e) a EBI3 (f) jak 

v synoviální intimě (lining) tak v oblasti intersticia (sublining). Původní zvětšení x20. * p <0.05, ** p

<0.01.

Exprese p35/EBI3 a IL-35 v RASF a PBMC 

Exprese p35 a EBI3 na úrovni mRNA v RASF byly signifikantně zvýšeny po stimulaci TNFα

a byly následovány uvolněním IL-35 do kultivačního média v závislosti na dávce TNFα (Obr. 

4.11.). Proteinová analýza WB prokázala v buněčném lyzátu mírně zvýšenou expresi p35 v 

souladu s výsledky na transkripční úrovni. Specifický signál byl ověřen porovnáním s 

proužkem získaným po transfekci p35 expresním plasmidem. Signál pro EBI3 se nepodařilo 

prokázat pro jeho nízkou expresi v porovnání s expresí dosaženou po transfekci plasmidem, 

která ani po stimulaci TNFα nedosahuje expresní úroveň získanou po transfekci (Obr. 4.11.). 
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Obr. 4.11. Indukce p35 (a) a EBI3 (b) na transkripční úrovni, uvolnění IL-35 do kultivačního média (c)

a exprese p35 a EBI3 v buněčném lyzátu (d) po stimulaci prozánětlivým cytokinem TNFα v RASF. * p

<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Rovněž u PBMC vedla stimulace TNFα k indukci exprese p35 a EBI3 na transkripční úrovni. 

Uvolnění IL-35 do kultivačního média potvrdilo výsledky na transkripční úrovni (Obr. 4.12.). 

Obr. 4.12. Exprese p35 (a) a EBI3 (b) na transkripční úrovni a uvolnění IL-35 do kultivačního média po 

stimulaci TNFα (c) u PBMC. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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IL-35 indukuje expresi prozánětlivých cytokinů/chemokinů 

PBMC byly stimulovány rekombinantním IL-35, TNFα a nebo jejich kombinací  po dobu 6 a 

24h. IL-35 zvyšuje v závislosti na dávce expresi IL-1β a IL-6 a chemoaktraktantu MCP-1 jak 

úrovni mRNA po 6 a 24h, tak i na proteinové úrovni po 24h (Obr. 4.13.). Tato stimulace 

neměla vliv na uvolnění TNFα. 

Obr. 4.13. IL-35 indukuje v PBMC tvorbu cytokinů IL-1β (a) a IL-6 (b) a chemoatraktantu MCP-1 (c).

* znamenají porovnání s nestimulovanou kontrolou, * znamenají porovnání s TNFα stimulovanou 

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

Stimulace RASF IL-35 neměla žádný vliv na expresi následujících molekul, které jsou 

esenciální v patogenezi RA: IL-1β, IL-6, TNFα, MCP-1, COX2, MMP-1 a MMP-3. Nelze ale 

vyloučit, že některé z genů, které nebyly předmětem našeho studia, byly touto stimulací 

ovlivněny.

Nespecifický efekt rekombinantního IL-35 v důsledku kontaminace LPS nebo přítomností Fc 

fragmentu byl vyloučen, protože stimulace PBMC kontrolním Fc IgG fragmentem  a IL-35 s 
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polymyxinem B nevedla ke změně exprese IL-1β, IL-6, TNFα, MCP-1 v porovnání 

s příslušnou nestimulovanou, resp. IL-35 stimulovanou kontrolou. 

5. DISKUSE

5.1. Význam adipokinů u pacientů s erozivní osteoartrózou a revmatoidní artritidou

V posledních letech vzrůstá zájem o výzkum známých adipokinů a objevování nových 

molekul, včetně jejich potenciálního vztahu k zánětu. Rostoucí množství studií prokázalo

jejich důležitou roli v průběhu revmatických onemocnění (Gómez et al. 2011). Několik prací 

potvrdilo zvýšené koncentrace adipokinů adiponectinu, resistinu, visfatinu nebo leptinu 

v synoviální tekutině u RA pacientů (Schaffler et al. 2003, Bokarewa et al. 2005, Šenolt et al. 

2006, Brentano et al. 2007, Bokarewa et al. 2003). 

Adiponectin má obecně v patogenezi metabolického syndromu a jeho komplikací roli 

protizánětlivého cytokinu (Haluzík 2005). Adiponectin v synoviálních fibroblastech a

chondrocytech indukuje tvorbu zánětlivých cytokinů, chemokinů a matrix degradačních 

enzymů a podporuje tak zánětlivé prostředí v kloubu a jeho destrukci (Neumann et al. 2011).

Sérové hladiny adiponectinu korelují se závažností kloubní destrukce u pacientů s RA (Giles 

et al. 2009, Giles et al. 2011). Adiponectin v synoviální tekutině koreluje s degradačními 

produkty proteoglykanů a s mírou postižení u pacientů s OA kolenního kloubu (Honsawek et 

al. 2010, Hao et al. 2010). Intraartikulární podání rekombinantního resistinu u myšího modelu 

vede k zánětu synoviální tkáně, který svým obrazem připomíná RA a jeho vysoká exprese je 

popsána v RA  synoviální tkáni (Bokarewa et al. 2005, Šenolt et al. 2006). Resistin vede v 

PBMC k tvorbě zánětlivých cytokinů, chemoatraktantů, cyklooxygenázy a matrix 

degradačních enzymů (Bokarewa et al. 2005, Nagaev et al. 2006, Lee et al. 2009). 

Hladiny adipokinů u pacientů s OA byly doposud stanovovány pouze u nemocných s OA 

kolenních kloubů (Presle et al. 2006). Některé práce studovaly biochemické markery u 

pacientů s EOA, kde vyšší hodnoty CRP byly považovány za ukazatel aktivity nemoci 

hodnocené podle klinického a scintigrafického nálezu (Punzi et al. 2010). 

V naší studii jsme nezjistili  u pacientů s EOA a neerozivní OA rozdíl  v koncentracích 

sérového CRP, i když kostní scintigrafie prokázala 2x častější zánět drobných kloubů rukou u 

pacientů s EOA. Na základě toho se domníváme, že zánětlivý charakter EOA je podmíněný 

lokálně a nevede k systémové zánětlivé odezvě v podobně zvýšeného CRP. U pacientů s EOA 

jsme současně zjistili významně vyšší hladiny sérového adiponectinu než u pacientů 

s neerozivní formou OA, ale hladiny sérového resistinu se nelišily. Lze proto předpokládat, že 
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adiponectin se účastní v patogenezi erozivní formy artrotického procesu. Jeho protektivní 

nebo destruktivní úloha u EOA zůstává otázkou,  i když nejnovější data poukazují na jeho 

prozánětlivé a destruktivní účinky. 

Vaspin a omentin jsou adipokiny objevené v souvislosti se senzitiviou k inzulinu. Některé 

práce poukazují na jejich možnou souvislost se zánětlivými procesy (Hida et al. 2005, Auguet 

et al. 2011, Schäffler et al. 2005, Yamawaki et al. 2011). 

Naše výsledky ukazují vyšší koncentraci  vaspinu a nižší koncentraci omentinu v synoviální 

tekutině u pacientů s RA než s OA a tím i rozdílný mechanismus regulace těchto adipokinů 

v místech zánětu. Jakým způsobem se tyto cytokiny podílí na zánětu a kloubní destrukci 

zůstává předmětem dalšího výzkumu. 

I když je obezita závažným rizikovým faktorem pro rozvoj aterosklerózy, diabetu 2. typu, 

OA,  některých typů rakoviny atd., je obezita u RA paradoxně spojena s méně agresivním 

průběhem a představuje tak spíše  protektivní faktor dalšího vývoje nemoci (Escalante et al. 

2005, Westhoff et al. 2007). Poměrně velké množství prací popisuje hladiny cirkulujících 

adipokinů u pacientů léčených TNFα inhibitory, ale doposud žádná se nezabývala expresí 

adipokinů v tukové tkáni, která je jejich významným zdrojem (Neumann et al. 2011).

Na rozdíl od limitovaného vlivu TNFα inhibitorů na systémové hladiny adipokinů 

v předchozích studiích, naše data ukazují, že léčba TNFα inhibitorem etanerceptem významně 

ovlivňuje expresi leptinu a adiponectinu v podkožní tukové tkáni u pacientů s RA. 

Předpokládáme, že zejména zvýšení leptinu v tukové tkáni je důsledkem zlepšení 

systémového zánětu po léčbě, což je v souladu s protektivním účinkem vysokých 

systémových hladin leptinu na rentgenové kloubní postižení  u pacientů s RA (Rho et al. 

2009). 

Visfatin se kromě energetického metabolismu, kde plní fukci  nikotinamid fosforibosyl 

transferázy, podílí jako PBEF (pre-B colony enhancing factor) na diferenciac B lymfocytů 

(Rongvaux et al. 2002, Samal et al. 1994). Visfatin je protein s významnými 

imunomodulačními vlastnostmi. Prozánětlivé faktory stimulují jeho tvorbu v synoviálních 

fibroblastech a on sám působí jako zánětlivý mediátor (Brentano et al. 2007). Inhibice

visfatinu u myšího modelu artritidy snížila lokální expresi a systémové hladiny zánětlivých 

cytokinů, eliminovala destrukci chrupavky a tvorbu kostních erozí (Busso et al. 2008, Evans 

at al. 2011). Zvýšené hladiny visfatinu v cirkulaci a v synoviální tekutině u pacientů s RA 



26

navíc významně korelovaly s aktivitou nemoci (Otero et al. 2006, Brentano et al. 2007). Jiná 

studie však neprokázala vztah sérového visfatinu k aktivitě RA ani k jeho změnu po léčbě 

TNFα inhibitory (Gonzalez-Gay et al. 2010).

V souladu s předchozími publikacemi jsme potvrdili vyšší sérové koncentrace visfatinu v séru 

RA pacientů než u zdravých jedinců, které ale nekorelovaly s aktivitou nemoci, což by mohlo 

být podmíněné předchozí léčbou TNFα inhibitory u většiny pacientů v naší studii. Hladiny 

sérového visfatinu významně korelovaly s počtem B lymfocytů a poklesly po terapii 

rituximabem, která vedla ke snížení počtu B lymfocytů a ke zlepšení klinické aktivity. 

BAFF, který je rovněž faktorem regulujícím dozrávání a přežívání B lymfocytů, zvyšuje 

expresi visfatinu v B lymfocytech (Lavie et al. 2007). Protože se hladiny BAFF v naší skupině 

RA pacientů po terapii rituximabem významně zvýšily a po 16 týdnech léčby negativně 

korelovaly s hladinami visfatinu, domníváme se, že uvedený pokles visfatinu po léčbě 

rituximabem je specificky podmíněn sníženým počtem B lymfocytů. Navíc změna sérového 

visfatinu před začátkem a 16 týdnů po zahájení léčby korelovala se změnou aktivity RA 

v následujících 8 týdnech, kdy bývá obvykle podávána další dávka rituximabu. Lze tedy 

uvažovat, že visfatin by mohl mít prediktivní hodnotu pro další průběh RA.  

5.2. Prozánětlivé vlastnosti IL-35 a jeho vztah k aktivitě nemoci u pacientů 

s revmatoidní artritidou

Rodina IL-12 je složena ze 4 heterodimerních cytokinů  IL-12 (p35/IL-12a a p40/IL-12b), IL-

23 (p19 a p40), IL-27 (p28 a EBI3/IL-27b) a IL-35 (p35 a EBI3) (Collison et al. 2008). 

Hladiny IL-12 byly zvýšeny v séru a synoviální tekutině u pacientů s RA a mají vztah k počtu 

oteklých kloubů a k CRP (Kim et al. 2000). Hladiny IL-23 byly v séru a synoviální tekutině 

téměř neměřitelné a mezi RA a OA pacienty nebyly žádné rozdíly (Brentano et al. 2009).  IL-

27 je vyšší v plasmě RA pacientů ale jeho asociace s aktivitou RA není známá (Wong et al. 

2010). Sérové hladiny IL-27 korelovaly se závažností nemoci u pacientů s psoriatickou 

artritidou a systémovou sklerodermií (Shibata et al. 2010, Yoshizaki et al. 2011).

Zjistili jsme, že IL-35 je signifikantně vyšší v synoviální tekutině u RA než OA a koreluje 

s aktivitou a funkčním stavem  u RA pacientů.  Na základě korelace IL-35 s počtem leukocytů 

v synoviální tekutině u RA se můžeme domnívat, že právě leukocyty mohou být hlavním 

zdrojem IL-35 v místě zánětu. 

Buňky, které tvoří IL-12, jsou v RA synoviální tkáni lokalizované v především v povrchové 

intimě v souladu s predominantní expresí IL-12 v makrofázích (Morita et al. 1998). Protein 
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p19 je přítomen v intimě RA synovie, v místech invaze do chrupavky a v cévním endotelu. 

Exprese p40 nevykazuje stejnou lokalizaci a ani RASF, které exprimují p19, současně netvoří 

p40  (Brentano et al. 2009). Zatímco je p35 protein exprimován ubikvitně, EBI3 je vysoce 

inducibilní a je exprimován selektivně (Trinchieri et al. 2003, Bardel et al. 2008). Koexprese 

p35 a EBI3 byla popsaná v placentárních trofoblastech a hladkých svalových buňkách 

v zánětlivém prostředí aterosklerotickém plátu (Devergne et al. 1997, Kempe et al.  2005). 

Zjistili jsme, že obě podjednotky IL-35 - p35 a EBI3 jsou více exprimovány v RA oproti OA 

synovii a to jak v intimě, tak v intersticiu. Exprese obou podjednotek je přítomna i v buňkách 

připomínajících fibroblasty. Protože RASF neprodukují p40 (Brentano et al. 2009), je EBI3 

jediným možným (a doposud známým) partnerem pro p35.

Jak p35 tak i EBI3 jsou indukovány po stimulaci mediátory zánětu (Pflanz et al. 2002, Kempe 

et al. 2009, Wirtz et al. 2005). Naše experimenty in vitro ukazují, že exprese p35 a EBI3 je po 

stimulaci TNFα  zvýšena v RASF a PMBC. Zvýšená exprese p35 a EBI3 v RA synoviální 

tkáni může být proto vysvětlena chronickým zánětlivým prostředím, což koresponduje 

s výsledky předchozích publikací a s naším pozorováním in vitro.  Zatím co IL-12 a IL-23 

fungují jako zánětlivé molekuly, studie na IL-27 u myších modelů jsou protichůdné (Niedbala 

et al. 2008, Cao et al. 2008). IL-35 byl u myších modelů prezentován jako protein s 

protizánětlivými vlastnostmi (Collison et al. 2007, Collison et al.  2010, Niedbala et al. 2007). 

IL-35 měl i vlastnosti zánětlivého cytokinu, kdy u myšího modelu nezabránil rozvoji lymské 

artritidy, ale naopak zesílil zánětlivou odpověď (Kuo et al. 2011). V našich experimentech IL-

35 stimuluje PBMC k tvorbě několika  zánětlivých molekul, které jsou esenciální pro průběh 

RA.

6. ZÁVĚR

Naše studie prokázaly význam adipokinů při regulaci zánětu u revmatických onemocnění a 

jejich možnou prediktivní hodnotu pro další průběh RA.  Další výsledky poukazují spíše na 

zánětlivé vlastnosti IL-35, podobně jako je tomu u ostatních členů IL-12 rodiny a jeho vztah 

k aktivitě nemoci u pacientů s RA. Objasnění patogeneze RA a nalezení nových potenciálních 

terapeutických cílů by mohlo přispět ke zlepšení klinického stavu u pacientů rezistentních na 

dosavadní léčbu. 
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