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Abstrakt

Uvod: Nerovnovéha mezi aktivitou pro- a proti-zanétlivych cytokini 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
mysSich modeld dillezitou 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: Prokazali jsme zvySené sérové hladiny adiponectinu u pacientli 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 pacienti 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 pacientll
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 mediator

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

zlepSeni klinického priibéhu u pacientii rezistentnich na dosavadni 1écbu.



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.
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1. UVOD

Revmatoidni artritida (RA) je systémové zanétlivé autoimunitni onemocnéni, které se
vyskytuje u 0.5-1% dospé€lé populace (Lawrence et al. 1998). Hlavnim znakem RA je
hyperplazie synovialni kloubni vystelky, lokdlni/systémovy zanét a destrukce kloubni
chrupavky a kosti. Je to onemocnéni s nepfedvidatelnym vyvojem, které mulze vést

k ireverzibilnimu poskozeni a dozivotnimu funkénimu omezeni (Guillemin et al. 2000).

Aktivace synovialni tkdn€ u RA je fizena komplikovanou siti autokrinnich a parakrinnich
faktorti, soucasti které jsou prozanétlivé cytokiny, drdhy nezdvislé na cytokinech (TLR,
endogenni retrovirové elementy), chemokiny, ristové faktory, adhezni molekuly a matrixové
metalloproteinazy (MMP) (Miiller-Ladner et al. 2005, Mclnnes et al. 2007). To vede
v kone¢ném dlisledku k degradaci kloubni chrupavky, naslednému z(Zeni kloubni Stérbiny a

ke vzniku kostnich erozi.

Protoze se kostni eroze u vétSiny pacientii s RA tvoii do 2 let od zacatku nemoci, v€asné
zahdjeni terapie vyznamné redukuje poskozeni kloubu a zlepSuje klinicky stav pacienta a
naslednou disabilitu (Fuchs et al. 1989, Van Dongen et al. 2007). To je podminéno v€asnou
diagnézou onemocnéni, kterou umoziuji nova kritéria RA (Aletaha et al. 2010). Ta mohou
byt v soucasné dobé splnéna napiiklad i pfi synovitidé jen jednoho kloubu (Aletaha et al.
2010). RA se stava onemocnénim, kde diky extenzivnimu vyzkumu molekuldrnich
mechanismi patogeneze dochazi k uplatnéni nejmodernéjSich 1écebnych modalit. Soucasné
dostupné biologické 1€ky, které jsou zaméfeny cilené proti cytokinim (TNFa, IL-1, IL-6) a
bunkdm imunitniho systému (B a T lymfocyty), které jsou specifické pro patogenezi RA,
vyznamné piispivaji k lepSimu pribéhu onemocnéni (Smolen et al. 2007). U ¢&asti pacientl je
stale 1é¢ebna odpoved’ nedostatecnd a u velkého poctu neni Sance na dosazeni remise. Pokrok
ve vyzkumu patogeneze RA vyznamné pfispél k objevu dalSich potencialnich terapeutickych

cild, jejichz ovlivnéni by mohlo byt prospésné i pro tuto skupinu pacientli (Senolt et al. 2009).

Osteoartroza (OA), kterd je charakterizovdna nerovnovdhou mezi syntézou a degradaci
makromolekul kloubni chrupavky, postihuje patet, periferni vdhonosné klouby, ramenni
klouby a drobné klouby rukou (Hamerman et al. 1989). Obecné se oznacuje jako nezanétlivé
onemocnéni, protoze u vétSiny pacientll nachdzime normalni hodnoty reaktant akutni faze,

pocet leukocytll v synovidlni tekutiné nedosahuje takového mnozsti jako u zanétlivych



artropatii, otok kloubu a zarudnuti je obvykle mensi, palpac¢ni citlivost a protepleni kloubu
nema tak velkou intenzitu (Punzi et al. 2005). Pouze erozivni forma OA drobnych kloubi
rukou (EOA) je definovéana jako ,,zanétliva“, coz dokazuji nejenom klinické pfiznaky, ale i
vysledky konvenéniho rentgenového zobrazeni, kostni scintigrafie, sonografie, magnetické
rezonance, histopatologické zmény a laboratorni ndlezy (Zhang et al. 2009, Punzi et al.

2010).

Adipokiny jsou bioaktivni medidtory uvolilované tukovou, ale i jinou tkani. Na jejich tvorbé
se podili adipocyty a ostatni buniky tvofici stroma, v¢etné¢ imunitnich bunék (Fantuzzi 2005).
Patii k nim leptin, adiponectin, resistin, visfatin, nové popsané adipokiny napf. vaspin a
omentin a dale skupina ,klasickych* cytokini jako jsou TNFa, IL-1B, IL-6 a MCP-1. Kromé
regulace energetického metabolismu se ucastni fyziologickych a patofyziologickych procesi,
véetn¢ regulace imunitniho systému a zanétlivé odpovédi. Poprvé byly vroce 2003
v synovialni tekutin€ u RA pacientll popsany vyssi hladiny adipokint adiponectinu a resistinu
(Schaffler et al. 2003). Od té doby se zajem o adipokiny zvySuje a existuji nezvratné diikazy,
ze adipokiny maji dilezitou roli v patogenezi n€kterych revmatickych onemocnéni, kterymi

jsou naptiklad RA a OA (Goémez et al. 2011).

IL-35, heterodimer slozeny z fetézcl p35 (IL-12a) a EBI3 (IL-27b), je cytokin potiebny
k maximalni regulacni aktivit¢ mySich T regulacnich bunék (Treg) a vykazuje
imunosupresivni vlastnosti v experimentadlnim modelu zanétlivého stfevniho onemocnéni a
kolagenem indukované artritidy (Collison et al. 2007, Niedbala et al. 2007). Obé& podjednotky
p35 1 EBI3 jsou pfitomny v mistech zanétu lidského aterosklerotického platu a jsou
indukovany né€kolika zanétlivymi mediatory (Kempe et al. 2009, Wirtz et al. 2005). Zatimco
je exprese p35 podobné regulovana u mysi jako u cloveka, exprese EBI3 se vyznamné lisi
a n¢které prace naopak poukazuji na fakt, Ze podjednotka EBI3 neni lidskymi Treg tvofena
vibec (Bardel et al. 2008). Je proto mozné, zZe i funkce samotného IL-35 se mezi obéma druhy

mize vyznamné lisit.



2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Revmatoidni artritida je autoimunitni onemocnéni provazené chronickou kloubni bolesti a
vznikem kloubnich deformit, které mtize vést k ireverzibilnimu poskozeni a funkénimu
omezeni. Nerovnovdha mezi aktivitou pro- a protizadnétlivych cytokini u RA pfispiva ke
vzniku autoimunitniho onemocnéni, k chronickému zanétu a nasledné destrukci kloubi.
Hierarchie mezi jednotlivymi buiikami imunitniho systému, cytokiny a jejich vzdjemné

intereakce nejsou dosud piesné objasnény.

Biologické 1€éky, které jsou zaméfeny cilené proti cytokinim a buiikkdm imunitniho systému
specifickym pro pochody spojené s patogenezi RA, pfispivaji k lepSimu pribéhu
revmatickych zanétlivych onemocnéni. U c¢asti pacientd je stile lécebnd odpoveéd
nedostatecna a u velkého poctu neni Sance na dosazeni remise. Proto by nalezeni novych
potencidlnich terapeutickych cili mohlo pomoct zlepsit klinicky pribéh i této skupiné

pacientq.

Adipokiny jsou bioaktivni proteiny, které jsou uvoliiovany piedevsim tukovou tkani. Kromé
regulace energetického metabolismu se podili také na imunitni a zanétlivé odpovéedi
organismu, véetné revmatickych onemocnéni.

IL-35 je neddvno objeveny cytokin zrodiny IL-12, ktery je podle vysledkl ziskanych u

mySich modeli diilezitou soucasti procest, ale jeho funkce u ¢loveka je doposud nobjasnéna.

Cilem moji disertacni prace je alespon ¢asteéné odpovédet na tyto otazky:
1. Jakym zplsobem mohou jiz diive popsané adipokiny pfispivat k lokalnimu 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 cytokinl v kloubnim a systémovém kompartmentu?

4. Maji tyto molekuly vztah k aktivité nemoci a jejimu prib&hu?



3. METODIKA

3.1. Stanoveni adipokinii v séru a synovialni tekutiné u pacientii s revmatickymi

nemocemi (piehled metodiky z publikovanych praci)

Pacienti

Sérové hladiny adipokinti adiponectinu a resistinu a byly stanovovany u 48 zen s EOA, 27 Zen
s neerozivni formou OA rukou a 20 zdravych kontrol. Visfatin v séru byl méten u 29 pacientii
s RA a 33 kontrol. Adipokiny vaspin a omentin byly analyzovany v synovialni tekuting 33
pacientl s RA a 33 s OA. V podkozni tukové tkani 9 pacientli s RA byl zjiStovan expresni
profil adipokini adiponectinu, resistinu, leptinu, visfatinu, vaspinu, omentinu a TNFa, IL-1P a
IL-6 relevantnich pro patogenezi RA. Pacienti s RA a OA spliiovali ACR kritéria pro
diagn6zu RA anebo kritéria pro OA kolennich kloubt, respektive OA drobnych ru¢nich
kloubi, pacienti s EOA m¢li navic zndmky erozi (Arnett et al. 1988, Altman et al. 1986,
Altman et al. 1990). Aktivita RA byla stanovena pomoci skore DAS28 (Disease activity
score). Kazdy Ucastnik pied zatazenim do vyzkumu podepsal informovany souhlas schvéleny

etickou komisi.

Zobrazovaci metody
U pacientll s EOA a sneerozivni OA rukou byl k dispozici rentgenovy snimek kolennich
a kyCelnich kloubli, byla provedena sonografie kolennich kloubli a trojfdzova kostni

scintigrafie s aplikaci injekéniho bolusu Tc-99m metylén difosfondtu do kubitalni Zzily.

Méreni vybranych biologickych markeru

Hladiny adipokint, faktoru aktivujiciho B lymfocyty BAFF, cytokini TNFa, IL-1pB a IL-6
a protilatek proti cyklickym citrulinovanym peptidim (ACPA) a revmatiodnimu faktoru IgM
RF byly méfeny metodou ELISA podle doporuceni vyrobce. Profil perifernich
mononuklearnich bunék (PBMC) byl analyzovdn metodou pritokové cytometrie za pouziti

ptislusnych protilatek.

Statisticka analyza
Pro porovnani hodnot mezi 2 skupinami byl pouzit Mann-Whitney U-test nebo t-test, pro
porovnani sledovanych hodnot mezi 3 skupinami Kruskal-Wallistv test. Ke zji§téni korelaci

byl pouZzit Spearmaniv nebo Pearsontiv korelacni koeficient. Aplikace pfislusnych



statistickych testl zavisela od normality rozloZeni jednotlivych skupin. Hodnoty p mensi nez
0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Slozit€jSi statisticka zpracovani jsou bliZze

uvedena v jednotlivych publikacich.

3.2. IL-35 v patogenezi revmatoidni artritidy

Pacienti

Studie se zucastnilo 46 pacientll s RA, 43 s OA kolenniho kloubu, kteti splnili ACR kritéria
pro diagnézu RA anebo kritéria pro OA kolenniho kloubu a 34 zdravych kontrol. Aktivita RA
byla stanovena pomoci skore DAS28 a fukéni stav byl zjisStovan pomoci dotazniku HAQ
(Health Assessment Questionnaire) u pacienti s RA a WOMAC (Western Ontario and
McMaster Universities Arthritis Index) u pacientli s OA. Kazdy Ucastnik pfed zatazenim do
vyzkumného projektu podepsal informovany souhlas schvaleny etickou komisi

Revmatologického ustavu v Praze.

Vzorky séra a synovialni tekutiny

Synovialni tekutina byla ziskana pfi punkci kolenniho kloubu a sérum bylo odebrano do 5 dnil
po provedené punkci. Vzorky byly zamrazeny a skladovany pfi teploté -80°C. Pfed samotnou
analyzou byly vzorky synovialni tekutiny inkubovany s hyaluroniddzou (Hylase Dessau,
Riemser Arzneimittel) pfi 37°C po dobu 30 minut a centrigugovany pii 3500 otacek/min po

dobu 10 minut.

Tkanové kultury a in vitro experimenty

PBMC od zdravych dérct byly izolovany standardni gradientovou centrifugaci za pouziti
izola¢niho roztoku Ficoll a poté stimulovany TNFa (R&D Systems), IL-35:Fc humannim
rekombinantnim proteinem (ALEXIS Biochemicals, Enzo Life Sciences), kontrolnim:Fc
fozovanym humdnnim rekombinantnim proteinem (ALEXIS Biochemicals, Enzo Life
Sciences) a polymyxin B sulfatem (Sigma-Aldrich) po dobu 6 a 24 hod za standardnich
podminek. RA synovidlni fibroblasty (RASF) byly ziskany ze vzorkid synovidlni tkané od
pacientl s RA, ktefi podstoupili operaci pro kloubni ndhradu. RASF byly stimulovany TNFa
anebo IL-35:Fc rekombinantnim proteinem po dobu 6 a 24h. Buinky byly lyzovany
v lyzaénim pufru pro izolaci RNA nebo proteinovou analyzu a kultivaéni médium bylo

zachovano 24h po stimulaci. Vzorky byly az do pouziti skladovany pfi teploté -80°C.
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Real Time PCR

Po izolaci celkové RNA pouzitim MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Roche
Diagnostics) a reverzni transkripci (Applied Biosytems) nésledovala analyza genové exprese
metodou PCR reakce v redlném case (RT-PCR) a pouzitim TagMan genovych eseji (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 IL-35
v synovialni tekuting, séru a kultivaénim médiu. Pro limitovany detekéni rozsah kitu (0.7-
1600 pg/ml) byly vzorky s vysokou koncentraci mimo uvedeny rozsah 50x nafedény a findlni
koncentrace byla spocitana pomoci dilu¢niho faktoru. Cytokiny IL-1B, IL-6 a MCP-1 byly
méteny v kultivaénim médiu podle pokynli vyrobce (RayBiotech). Absorbance byla métena

na vlnové délce 450nm.

Konstrukce expresnich plasmidii

P35/IL-12a byl amplifikovan z ¢cDNA ziskané z RASF po inzerci Kozak sekvence pro
ulehceni translace, EBI3 byl amplifikovan z ¢cDNA bunééné linie HEK293 s PCR
mutagenezi s cilem zaclenéni Kozak sekvence s naslednym klonovanim pomoci vektoru
pcDNA3.1 (+) (Invitrogen). Spravnost sekvence kazdého insertu byla ovéfena sekvenovanim.
Expresni plasmidy byly transfekovany do RASF s pouzitim Amaxa Basic Nucleofector Kit

pro primarni sav¢i fibroblasty (Lonza).

Western blot (WB)

RASF po 24h stimulaci TNFa nebo 48h po transfekci expresnimi plasmidy byly lyzovany ve
standardnim lyza¢nim pufru pro proteinovou analyzu. Cely bunéény lyzat byl separovan
pomoci 15% SDS-PAGE a proteiny byly pfeneseny na PVDF membranu. Membrana byla
inkubovana pies noc s protilatkou proti IL-12a (Abcam) nebo EBI3 (Abcam) a 1 hod s protilatkou
proti o-tubulinu (Sigma) v 5% mléku. Po nasledné inkubaci s piislusnou HRP znacenou

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

Immunohistochemie
Vzorky synovidlni tkan¢ byly ziskany od 5 pacienti s RA a 5 pacientii s OA. Po odstranéni

parafinu z tkdn€ a blokovani nespecifickych vazeb byla pouzita polyklonalni protilatka proti
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EBI3 (Lifespan Biosciences) nebo monoklondlni protildtka proti IL-12a (Santa Cruz). Po
naneseni 3, 3-diaminobenzidine chromogenu (Liquid DAB+Substrate, Dako Cytomation,
Glostrup) byly fezy podbarveny hematoxylinem. Soucasné bylo provedeno kontrolni barveni.
Rezy byly analyzovany semikvantitativné na $kale intenzity barveni 0 - 3 (Zadna — maximalni

intenzita barveni) v 7 zornych polich pro vrstvu intimy (lining) a intersticium (sublining).

Statisticka analyza

Mann Whitney U-test byl pouzit pro porovnani rozili mezi 2 proménnymi a Kruskall-
Wallistiv test s naslednou post-hoc korekci pro mnohocetna porovnani (Dunn's post hoc test)
byl pouzit k ur¢eni rozdilu mezi vice nez 2 proménnymi. Spearmantiv korelacni koeficient byl
pouzit k vypoctu asociace mezi 2 veli¢inami. Hodnoty p mensi nez 0.05 byly povazovany za

statisticky vyznamné.

4. VYSLEDKY

4.1. Vyznam adipokinii u revmatickych onemocnéni

4.1.1. Adipokiny v séru u pacientii s erozivni osteoartrézou

Cilem studie bylo porovnat sérové hladiny adipokint adiponectinu a resistinu u pacientd

s EOA a neerozivni formou OA drobnych ru¢nich kloubt a zdravych kontrol (ZK) (Tab. 4.1.).

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. 4.1. Charakteristika pacientek s OA kloubt rukou a zdravych kontrol zafazenych do studie

analyzujici sérové koncentrace adipokin( adiponectinu a resistinu.

Vysledky ziskané v blood-pool fazi 3-fdzové kloubni scintigrafie ukézaly 2x CastéjSi vyskyt
zanétu u pacientek s EOA nez u pacientek s neerozivni OA, piestoze se CRP u téchto skupin
nelisilo. U pacientek s EOA jsme prokazali vyznamné vyssi hladiny sérového adiponectinu ve
srovnani s neerozivni OA nebo ZK, zatim co se hladiny resistinu v jednotlivych skupinach
neliSily (Obr. 4.1.). Nepozorovali jsme korelaci hladin téchto adipokini s CRP a ptfitomnost

hydropsu nebo synovitidy kolennich kloubti neméla vliv na jejich koncentraci.

12



a/ 100 b/ 20

— p <0.05 18 |
— L ]
E 80 - . =16 {
o) €.
2 E=)
[ 60 5 12 A
° [ f=U :
d:’ 40 4 T "&; 8 ® L4
o )
e | 0 | e o ° p—
g, ER R — =L
< T - 1
: : ' '
0 T T T 0 T T T
ZK neerozivni OA EOA ZK neerozivni OA EOA

Obr. 4.1. Sérové hladiny adiponectinu (a) a resistinu (b) u zdravych kontrol a pacientd s neerozivni
OA a EOA drobnych kloubu 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, Hulejova H, Haluzik M, Gatterova J, Pavelka K, Senolt L.
Zvysené hladiny sérového adiponectinu u pacientl s erozivni osteoartrézou. Ces.

Revmatol. 2008;16:100-3.

4.1.2. Hladiny novych adipokinii vaspinu a omentinu v synoviilni tekutiné
u pacientl s revmatoidni artritidou
V nasi praci jsme v synovidlni tekutiné u pacientli s RA a OA zjistovali koncentrace noveé

popsanych adipokind vaspinu a omentinu (Tab. 4.2.).

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?) 25.5+4.2 28.4+4.3 0.050
ACPA pozitivni (%) 57.6 - -
RF pozitivni (%) 60.6 - -
CRP (mgl/l) 25.1+23.8 2.7+2.3 <0.001
DAS 28 52+1.3 - -
Lécba (%)

DMARD 33 - -
Glukokortikoidy 25 - -

Tab. 4.2. Charakteristika pacientl zafazenych do studie analyzujici koncentrace adipokin{i vaspinu a

omentinu v synovialni tekutiné u RA a OA.
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V synovidlni tekutiné u pacientii s RA byla koncentrace vaspinu vyznamné vyssi zatim co
hladiny omentinu byly naopak niz§i ve srovnani s OA (Obr. 4.2.). Hladiny vaspinu mély
tendenci korelovat s aktivitou nemoci méfenou podle DAS28 skore(r=0.320, p=0.070), zatim
co hladiny omentinu korelovaly z hladinou ACPA (r=0.398, p=0.029) a IgM RF (r=0.592,
p<0.001) u pacientii s RA.
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Obr. 4.2. Hladiny vaspinu (a) a omentinu (b) v synovialni tekutiné u pacient 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 1é¢by TNFa inhibitorem na expresi adipokinii v tukové tkani u pacientt

s revmatoidni artritidou
V podkozni tukové tkani pacienti s RA jsme studovali expresni profil adipokinl
adiponectinu, resistinu, leptinu, visfatinu, vaspinu, omentinu a TNFa, IL-18 a IL-6 pred
zacatkem a po 6 meésicich 1écby TNFa inhibitorem etanerceptem (Tab. 4.3.). Etanercept je
fazovany TNF receptor, ktery vaze solubilni TNFa a blokuje jeho interakci s membranovym

receptorem.

V 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
1écbé nedosahl statistickou vyznamnost. Hladiny ostatnich adipokinil se po 1é¢bé nezménily
(Obr. 4.3.). Hladiny leptinu v tukové tkani pfed zahdjenim lé€by negativné korelovaly
s hladinou CRP pfed lé€bou a zvySend koncentrace leptinu v tukové tkdni po 6 mésicni terapii

negativné korelovaly se zménou/rozdilem CRP.
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Charakteristika

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

RF pozitivni (n) 8
CRP (mgl/l) 19.15+22.13
FW (mm/h) 37.2+281
DAS 28-FW 6.410.7
Lécba (n)

DMARD 7
Glukokortikoidy 6
Biologicka lé¢ba (Etanercept) 9

Tab. 4.3. Charakteristika pacientl s RA zafazenych do studie analyzujici expresni profil adipokinu

v tukové tkani po IéEbé TNFa inhibitorem etanerceptem.
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Obr. 4.3. Vliv [écby TNFa inhibitorem na expresi vybranych adipokin( leptinu (a), adiponectinu (b),

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

Publikace k tématu:

1. Senolt L, Kuklovd 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]
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4.1.4. Vliv 1é¢by rituximabem na sérové hladiny visfatinu u pacienti s revmatoidni
artritidou

Cilem prace bylo porovnat sérové hladiny visfatinu u pacienti s RA a ZK, zjistit efekt 1écby
rituximabem na sérové hladiny visfatinu a jeho vztah k cirkulujicimu BAFF a k aktivité
nemoci u pacienti s RA (Tab. 4.4.). Sérové hladiny visfatinu, BAFF a celkovy pocet B
lymfocytl byly zjistovany pred zacatkem terapie a 16 a 24 tydnli po zahajeni 1écby.

BAFF (B cell activating factor of the TNF family) zvySuje expresi visfatinu v B lymfocytech
a jeho zvysené hladiny byly popsany po 1€¢bé rituximabem (Xu et al. 2002, Lavie et al. 2007).

Rituximab je chiméricka monoklonalni protilatka proti znaku CD20 na povrchu B lymfocytt.

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?) 2515+ 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] 2.742.3
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. 4.4. 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 lymfocyti pred zacatkem 1écby koreloval pozitivné s hladinami visfatinu a negativné
s hladinami BAFF u pacientii s RA (Obr. 4.4.). Po 16 tydnech 1écby tyto asociace nebyly jiz
vyznamné. Hladiny visfatinu ani BAFF nekorelovaly s aktivitou nemoci pted ani po 16

tydnech 1écby.
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Obr. 4.4. Korelace visfatinu (a) a BAFF (b) s po¢tem lymfocytl u pacientt s RA pfed zahajenim lécby

rituximabem.

Terapie rituximabem pfinesla zlepSeni klinického stavu, coz se projevilo poklesem DAS28 a
vyznamnou depleci poctu B lymfocyth jak v 16., tak v 24. tydnu po zahdjeni 1écby.
Koncentrace visfatinu byla pted zacatkem lécby signifikantné vyssi u pacientii s RA nez u
zdravych kontrol a po 16 tydnech od zacatku lécby byly tyto hladiny srovnatelné s
kontrolami. Naproti tomu koncentrace BAFF v séru vyznamné stoupla (Obr. 4.5.).
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Obr. 4.5. Zmény celkového poctu B lymfocyta (a), visfatinu (b) a BAFF (c) u pacientl s RA pfed a 16

tydnl po zahajeni léCby rituximabem.
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V 16. tydnu lécby hladiny visfatinu a BAFF vzdjemné negativné korelovaly, ale pted

zacatkem lécby tato korelace nebyla patrna (Obr. 4.6.).
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Obr. 4.6. Korelace hladin visfatinu a BAFF u pacient s RA pfed (a) a 16 tydnu (b) po zahajeni léCby

rituximabem.

I kdyZ neni mozné predpovedét jak bude individudlni pacient reagovat na 1écbu, zvyseni nebo
minimalni zména sérového visfatinu z obdobi pied 1écbou rituximabem a 16 tydnu po jejim
zacatku pfedstavovalo predispozici pro zhorSeni aktivity nemoci v obdobi nésledujicich 8

tydna (Obr. 4.7.).
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Obr. 4.7. Prediktivni hodnota zmény sérovych hladin visfatinu po 16 tydnech Ié€by pro zménu aktivity
RA (DAS28 skoére) mezi 16. a 24. tydnem [éCby.

Publikace k tématu:
1. Senolt L, Krystitkova O, Hulejova H, Kuklovd 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.
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4.2. Vyznam IL-35 v patogenezi revmatoidni artritidy
IL-35 a aktivita nemoci

Charakteristika pacientl a ZK, ktefi se zac¢astnili studie je uvedena v Tab. 4.5.

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 (mgl/l) 27.56+31.04 6.05+13.99 1.44+1.13
Leukocyty v ST (buriky/mm3) 7209+8044 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 lé¢ba 21.74 0 0
NSAID 56.52 55,81 0
SYSADOA 15.22 4419 0

Tab. 4.5. Charakteristika pacient s RA, OA a zdravych kontrol zafazenych do studie analyzujici

koncentrace IL-35 v séru a synovialni tekutiné.

Hladiny IL-35 v synovidlni tekutin€ byly u pacientl s RA signifikantn¢ vyss§i v porovnani s

pacienty s OA (median 7483 vs. 257.6 pg/ml, p<0.0001, Obr.4.8.).
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Obr. 4.8. Hladiny IL-35 v synovialni tekutiné pacientl s RA a OA.
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Hladiny IL-35 v synovialni tekutin€ u pacientli s RA korelovaly vyznamné s DAS28 skore

aktivity nemoci, funkénim stavem pacienta podle dotazniku HAQ a CRP (Obr. 4.9.)
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Obr. 4.9. Korelace hladin IL-35 v synovialni tekutiné s DAS28 (a), HAQ (b) a CRP (c) u pacientl s RA.

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

synovialni tekuting, jak tomu bylo u RA.

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 pacienti s RA v porovnani

s OA a to jak v povrchové vrstvé, tak v intersticiu synovialni tkdné (Obr. 4.10.).
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Obr. 4.10. 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 vy$Si 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.

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

Exprese p35 a EBI3 na tirovni mRNA v RASF byly signifikantné zvySeny po stimulaci TNFa
a byly nasledovany uvolnénim IL-35 do kultiva¢niho média v zavislosti na ddvce TNFa (Obr.
4.11.). Proteinova analyza WB prokazala v bunééném lyzatu mirné€ zvySenou expresi p35 v
souladu s vysledky na transkripni arovni. Specificky signdl byl ovéfen porovnanim s
prouzkem ziskanym po transfekci p35 expresnim plasmidem. Signdl pro EBI3 se nepodatilo
prokézat pro jeho nizkou expresi v porovnani s expresi dosazenou po transfekci plasmidem,

ktera ani po stimulaci TNFa nedosahuje expresni troven ziskanou po transfekei (Obr. 4.11.).
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Obr. 4.11. Indukce p35 (a) a EBI3 (b) na transkrip&ni drovni, uvolnéni IL-35 do kultivacniho média (c)

a exprese p35 a EBI3 v buné&ném lyzatu (d) po stimulaci prozanétlivym cytokinem TNFa v RASF. * p
<0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Rovnéz u PBMC vedla stimulace TNFa k indukci exprese p35 a EBI3 na transkripéni Grovni.

Uvolnéni IL-35 do kultivaéniho média potvrdilo vysledky na transkripéni Grovni (Obr. 4.12.).

al 207 b/ 8
*
1.5 * - 9
—_ k)
o '4? * %
2 1.0 X 4 [
0 o)
a m
2 05 w ol
2 05 2
O.G T T 9 T T
kontrola 6h 24h kontrola 6h 24h

TNFa 10ng/ml TNFa 10ng/ml

o/ 4 -
= 3001 *kek *kk
E
2
— 200
0
?
= 100
0_
0 10 50 100
TNFa ng/ml

Obr. 4.12. Exprese p35 (a) a EBI3 (b) na transkrip&ni urovni a uvolnéni IL-35 do kultivatniho média po
stimulaci TNFa (c) u PBMC. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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IL-35 indukuje expresi prozanétlivych cytokini/chemokini

PBMC byly stimulovany rekombinantnim IL-35, TNFa a nebo jejich kombinaci po dobu 6 a
24h. IL-35 zvySuje v zavislosti na davce expresi IL-1p a IL-6 a chemoaktraktantu MCP-1 jak
urovni mRNA po 6 a 24h, tak i na proteinové trovni po 24h (Obr. 4.13.). Tato stimulace

nemeéla vliv na uvolnéni TNFa.
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Obr. 4.13. IL-35 indukuje v PBMC tvorbu cytokind IL-1B (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 neméla Zadny vliv na expresi nasledujicich molekul, které jsou
esencialni v patogenezi RA: IL-18, IL-6, TNFa, MCP-1, COX2, MMP-1 a MMP-3. Nelze ale
vyloucit, Ze nckteré¢ z gentli, které nebyly pfedmétem naseho studia, byly touto stimulaci
ovlivnény.

Nespecificky efekt rekombinantniho IL-35 v diisledku kontaminace LPS nebo pfitomnosti Fc

fragmentu byl vyloucen, protoZe stimulace PBMC kontrolnim Fc IgG fragmentem a IL-35 s
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polymyxinem B nevedla ke zméné exprese IL-1B, IL-6, TNFa, MCP-1 v porovnani
s ptisluSnou nestimulovanou, resp. IL-35 stimulovanou kontrolou.

S. DISKUSE

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

V poslednich letech vzristd zajem o vyzkum znamych adipokinii a objevovani novych
molekul, v€etné jejich potencidlniho vztahu k zanétu. Rostouci mnozstvi studii prokazalo
jejich dilezitou roli v pribehu revmatickych onemocnéni (Gomez et al. 2011). Nekolik praci
potvrdilo zvySené koncentrace adipokinl adiponectinu, resistinu, visfatinu nebo leptinu
v synovidlni tekuting& u RA pacientii (Schaffler et al. 2003, Bokarewa et al. 2005, Senolt et al.
2006, Brentano et al. 2007, Bokarewa et al. 2003).

Adiponectin mé& obecné v patogenezi metabolick¢ého syndromu a jeho komplikaci roli
protizanétlivého cytokinu (Haluzik 2005). Adiponectin v synovialnich fibroblastech a
chondrocytech indukuje tvorbu zéanétlivych cytokinl, chemokini a matrix degradacnich
enzymu a podporuje tak zanétlivé prostiedi v kloubu a jeho destrukci (Neumann et al. 2011).
Sérové hladiny adiponectinu koreluji se zdvaznosti kloubni destrukce u pacienti s RA (Giles
et al. 2009, Giles et al. 2011). Adiponectin v synovidlni tekutiné koreluje s degrada¢nimi
produkty proteoglykanti a s mirou postizeni u pacienti s OA kolenniho kloubu (Honsawek et
al. 2010, Hao et al. 2010). Intraartikularni podéni rekombinantniho resistinu u mysiho modelu
vede k zanétu synovidlni tkané, ktery svym obrazem pfipominad RA a jeho vysoka exprese je
popsdna v RA synovialni tkani (Bokarewa et al. 2005, Senolt et al. 2006). Resistin vede v
PBMC k tvorbé =zanétlivych cytokinli, chemoatraktant, cyklooxygendzy a matrix
degradacnich enzymi (Bokarewa et al. 2005, Nagaev et al. 2006, Lee et al. 2009).

Hladiny adipokint u pacientli 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 nalezu (Punzi et al. 2010).

V nasi studii jsme nezjistili u pacientii s EOA a neerozivni OA rozdil v koncentracich
sérového CRP, i kdyz kostni scintigrafie prokdzala 2x ¢astéjsi zanét drobnych kloubi rukou u
pacienti s EOA. Na zakladé toho se domnivame, Ze zanétlivy charakter EOA je podminény
lokaln¢ a nevede k systémové zanétlivé odezvé v podobné zvyseného CRP. U pacientd s EOA
jsme soucasn€ zjistili vyznamné vyS$$i hladiny sérového adiponectinu neZ u pacientl

s neerozivni formou OA, ale hladiny sérového resistinu se nelisily. Lze proto pfedpokladat, Ze
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adiponectin se ucastni v patogenezi erozivni formy artrotického procesu. Jeho protektivni
nebo destruktivni uloha u EOA zistava otdzkou, i kdyZ nejnovéjsi data poukazuji na jeho

prozanétlivé a destruktivni u€inky.

Vaspin a omentin jsou adipokiny objevené v souvislosti se senzitiviou k inzulinu. Né&které
prace poukazuji na jejich moznou souvislost se zanétlivymi procesy (Hida et al. 2005, Auguet
et al. 2011, Schéffler et al. 2005, Yamawaki et al. 2011).

Nase vysledky ukazuji vyssi koncentraci vaspinu a niz§i koncentraci omentinu v synovialni
tekutin€ u pacientl s RA nez s OA a tim i rozdilny mechanismus regulace téchto adipokinti
v mistech zanétu. Jakym zplsobem se tyto cytokiny podili na zdnétu a kloubni destrukci

zustava predmétem dal§iho vyzkumu.

I kdyz je obezita zavaznym rizikovym faktorem pro rozvoj ateroskler6zy, diabetu 2. typu,
OA, nckterych typl rakoviny atd., je obezita u RA paradoxné spojena s méné agresivnim
pribéhem a predstavuje tak spiSe protektivni faktor dal§itho vyvoje nemoci (Escalante et al.
2005, Westhoff et al. 2007). Pomérm¢ velké mnozstvi praci popisuje hladiny cirkulujicich
adipokint u pacient 1écenych TNFa inhibitory, ale doposud Z&4dna se nezabyvala expresi
adipokint v tukové tkani, kterd je jejich vyznamnym zdrojem (Neumann et al. 2011).

Na rozdil od limitovaného vlivu TNFo inhibitori na systémové hladiny adipokint
v ptedchozich studiich, naSe data ukazuji, Ze 1écba TNFa inhibitorem etanerceptem vyznamné
ovliviluje expresi leptinu a adiponectinu v podkozni tukové tkani u pacientdi s RA.
Predpokladame, Ze zejména zvySeni leptinu v tukové tkani je duasledkem zlepSeni
syst¢émového zanétu po 1écbe, coz je vsouladu s protektivnim UCinkem vysokych
systémovych hladin leptinu na rentgenové kloubni postizeni u pacientd s RA (Rho et al.
2009).

Visfatin se kromé¢ energetického metabolismu, kde plni fukci nikotinamid fosforibosyl
transferdzy, podili jako PBEF (pre-B colony enhancing factor) na diferenciac B lymfocyta
(Rongvaux et al. 2002, Samal et al. 1994). Visfatin je protein s vyznamnymi
imunomodula¢nimi vlastnostmi. Prozanétlivé faktory stimuluji jeho tvorbu v synovidlnich
fibroblastech a on sam piisobi jako zanétlivy medidtor (Brentano et al. 2007). Inhibice
visfatinu u my$iho modelu artritidy snizila lokalni expresi a systémové hladiny zanétlivych
cytokini, eliminovala destrukci chrupavky a tvorbu kostnich erozi (Busso et al. 2008, Evans

at al. 2011). ZvySené hladiny visfatinu v cirkulaci a v synovidlni tekutiné u pacientd s RA
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navic vyznamné korelovaly s aktivitou nemoci (Otero et al. 2006, Brentano et al. 2007). Jina
studie vSak neprokéazala vztah sérového visfatinu k aktivit¢ RA ani k jeho zménu po 1écbe
TNFa inhibitory (Gonzalez-Gay et al. 2010).

V souladu s pfedchozimi publikacemi jsme potvrdili vyssi sérové koncentrace visfatinu v séru
RA pacientl nez u zdravych jedinct, které ale nekorelovaly s aktivitou nemoci, coZ by mohlo
byt podminéné ptredchozi 1é€bou TNFa inhibitory u vétSiny pacientil v nasi studii. Hladiny
sérového visfatinu vyznamné korelovaly spoctem B lymfocytd a poklesly po terapii
rituximabem, kterd vedla ke snizeni po¢tu 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 lymfocytl. Navic zména sérového
visfatinu pred zacatkem a 16 tydni po zahdjeni lécby korelovala se zménou aktivity RA
v nasledujicich 8 tydnech, kdy byva obvykle podavana dal$i davka rituximabu. Lze tedy

uvazovat, ze visfatin by mohl mit prediktivni hodnotu pro dalsi prub¢h RA.

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

Rodina IL-12 je sloZena ze 4 heterodimernich cytokinti IL-12 (p35/IL-12a a p40/IL-12b), IL-
23 (p19 ap40), IL-27 (p28 a EBI3/IL-27b) a IL-35 (p35 a EBI3) (Collison et al. 2008).
Hladiny IL-12 byly zvySeny v séru a synovialni tekutin€ u pacientll s RA a maji vztah k poctu
oteklych kloubti a k CRP (Kim et al. 2000). Hladiny IL-23 byly v séru a synovialni tekutiné
témef neméfitelné a mezi RA a OA pacienty nebyly zadné rozdily (Brentano et al. 2009). IL-
27 je vyssi v plasmé RA pacientl ale jeho asociace s aktivitou RA neni znaméa (Wong et al.
2010). Sérové hladiny IL-27 korelovaly se zdvaznosti nemoci u pacientll s psoriatickou
artritidou a systémovou sklerodermii (Shibata et al. 2010, Yoshizaki et al. 2011).

Zjistili jsme, ze 1L-35 je signifikantné vyS$i v synovialni tekutiné u RA nez OA a koreluje
s aktivitou a funkénim stavem u RA pacientii. Na zaklad¢ korelace IL-35 s poctem leukocytli
v synovidlni tekutiné u RA se miizeme domnivat, Zze pravé leukocyty mohou byt hlavnim

zdrojem IL-35 v misté zanctu.

Buiky, které tvoii IL-12, jsou v RA synovidlni tkani lokalizované v pfedev§im v povrchové

intim¢ v souladu s predominantni expresi IL-12 v makrofazich (Morita et al. 1998). Protein
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p19 je pfitomen v intim& RA synovie, v mistech invaze do chrupavky a v cévnim endotelu.
Exprese p40 nevykazuje stejnou lokalizaci a ani RASF, které exprimuji p19, soucasné netvori
p40 (Brentano et al. 2009). Zatimco je p35 protein exprimovan ubikvitné, EBI3 je vysoce
inducibilni a je exprimovan selektivné (Trinchieri et al. 2003, Bardel et al. 2008). Koexprese
p35 a EBI3 byla popsand v placentarnich trofoblastech a hladkych svalovych buikéach
v zan&tlivém prostiedi aterosklerotickém platu (Devergne et al. 1997, Kempe et al. 2005).

Zjistili jsme, Ze ob€ podjednotky IL-35 - p35 a EBI3 jsou vice exprimovany v RA oproti OA
synovii a to jak v intim¢, tak v intersticiu. Exprese obou podjednotek je ptfitomna i v bunkach
pfipominajicich fibroblasty. Protoze RASF neprodukuji p40 (Brentano et al. 2009), je EBI3

jedinym moZnym (a doposud znamym) partnerem pro p35.

Jak p35 tak i EBI3 jsou indukovany po stimulaci mediatory zanétu (Pflanz et al. 2002, Kempe
et al. 2009, Wirtz et al. 2005). Nase experimenty in vitro ukazuji, ze exprese p35 a EBI3 je po
stimulaci TNFa zvySena v RASF a PMBC. ZvySena exprese p35 a EBI3 v RA synovialni
tkani muze byt proto vysvétlena chronickym zénétlivym prostiedim, coz koresponduje
s vysledky ptfedchozich publikaci a s nasim pozorovanim in vitro. Zatim co IL-12 a IL-23
funguji jako zanétlivé molekuly, studie na IL-27 u mySich modeld jsou protichtidné (Niedbala
et al. 2008, Cao et al. 2008). IL-35 byl u mySich modeli prezentovdn jako protein s
protizanétlivymi vlastnostmi (Collison et al. 2007, Collison et al. 2010, Niedbala et al. 2007).
IL-35 mél 1 vlastnosti zanétlivého cytokinu, kdy u mySiho modelu nezabranil rozvoji lymské
artritidy, ale naopak zesilil zanétlivou odpoveéd’ (Kuo et al. 2011). V naSich experimentech IL-
35 stimuluje PBMC k tvorbé ne¢kolika zénétlivych molekul, které jsou esencialni pro pribéh

RA.

6. ZAVER

Nase studie prokédzaly vyznam adipokinl pii regulaci zanétu u revmatickych onemocnéni a
jejich moznou prediktivni hodnotu pro dalsi pribéh RA. Dalsi vysledky poukazuji spiSe na
zanétlivé vlastnosti IL-35, podobné jako je tomu u ostatnich ¢lenti IL-12 rodiny a jeho vztah
k aktivité nemoci u pacienti s RA. Objasnéni patogeneze RA a nalezeni novych potencialnich
terapeutickych cilii by mohlo pfispét ke zlepseni klinického stavu u pacientil rezistentnich na

dosavadni 1é¢bu.
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