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Abstrakt

Biologicka funkce fady lokalnich mediatorti i¢astnicich se na patogenezi revmatoidni
artritidy (RA) je kontrolovana proteolytickym odstépenim dvou aminoterminalnich
aminokyselin prostiednictvim dipeptidylpeptidazy-1V (DPP-IV) a molekul vykazujicich DPP-
IV-podobnou enzymovou aktivitu ("Dipeptidylpeptidaze-1V Aktivitou a/nebo Strukturou
Homologni molekuly- DASH).

Cilem této disertacni prace bylo identifikovat spektrum DASH molekul podilejicich se
na celkové DPP-1V-podobné enzymové aktivité u nemocnych s RA v periferni krvi a
synovialni tekutiné a srovnat ho s kontrolni skupinou pacienti trpicich osteoartrozou (OA) a
dale popsat vztah téchto molekul k aktivité onemocnéni u RA.

Prokazali jsme, Zze dominantnim nositelem DPP-1V-podobné enzymové aktivity
V plazmé a synovidlni tekutin¢ u pacientli s RA je kanonickd DPP-IV. DPP-1V-podobna
aktivita a kanonickd DPP-IV byla dale detekovana na povrchu mononuklearnich bunék v Krvi
i synovialni tekutiné

U pacienti s RA jsme pozorovali snizenou DPP-1V-podobnou enzymovou aktivitu i
expresi DPP-IV na mononuklearnich burnikach synovialni tekutiny. U téchto pacientd navic
zastoupeni DPP-IV+ T lymfocytti v synovialni tekutiné negativné korelovalo s koncentraci
prozanétlivého mediatoru SDF (stromal cell-derived factor-1a.), ktery je substratem DPP-1V.
V krevni plazmé jsme u pacientli s RA prokazali vyznamné nizsi aktivitu a koncentraci DPP-
IV ve srovnani s OA a negativni korelaci mezi koncentraci C reaktivniho proteinu (CRP) a
enzymovou aktivitou DPP-IV. Nepozorovali jsme rozdil v DPP-1V-podobné enzymové
aktivité ani expresi na krevnich mononuklearnich buikach (BMNC) mezi pacienty s RA a
OA. Pfi intraindividualnim porovnani doslo u pacienti s poklesem aktivity RA k poklesu
DPP-IV na BMNC a soucasné nartstu plazmatické DPP-IV.

Tyto vysledky svéd¢i pro mozny vztah DPP-IV Kk aktivité RA a moznou vyuzitelnost
tohoto enzymu pii monitoringu 1é€by. Pozorovana snizena dostupnost DPP-IV na
mononukledrnich buiikach v synovidlni tekutin€ navic naznacuje jeji moznou piimou
patogenetickou roli na lokalni Grovni prostfednictvim omezeni degradace SDF a tim zvySeni
jeho prozanétlivého piisobeni.



Abstract

The biological half-life of several pro-inflammatory mediators involved in the
pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA) is controlled by molecules exhibiting dipeptidyl
peptidase-1V (DPP-1V)-like enzymatic activity (Dipeptidyl peptidase-IV activity and/or
structure homologues- DASH).

The aim of this thesis was to identify the molecular source of the DPP-1V-like
enzymatic activity in the peripheral blood and synovial fluid in patients with rheumatoid
arthritis as compared to control patients with osteoarthritis (OA), and to evaluate the
association of DPP-1V with the disease activity.

We found that the main source of the DPP-1V-like enzyme activity in the plasma and in the
synovial fluid in patients with RA is the canonical DPP-IV. DPP-IV-like enzymatic activity
and canonical DPP-IV were also detected on the cell surface of blood and synovial fluid
mononuclear cells.

Significantly lower DPP-IV-like enzymatic activity and DPP-1V expression in the
synovial fluid mononuclear cells was found in RA as opposed to OA patients. In the synovial
fluid of RA patients there was also a negative correlation between the concentration of the
pro-inflammatory DPP-1V substrate SDF (stromal cell-derived factor-1o) and the proportion
of the DPP-1V+ T cells. The blood plasma DPP-I1V-like enzymatic activity and concentration
were lower in patients with active RA as compared to OA, while there were no differences in
DPP-1V expression on the blood mononuclear cells (BMNC). In a follow-up study,
intraindividual comparison in patients with disease remission revealed that there was an
increase of the blood plasma DPP-IV and a decrease of DPP-IV on BMNC in RA patients
during the less active phase of their disease.

The association between RA activity and the changes in the blood plasma and the
blood mononuclear cell DPP-1V in individual patients supports the possible role of DPP-1V as
a disease activity marker. The lower local availability of DPP-IV in the synovial fluid in RA
may in addition participate on the disease progression by the reduced degradation of the pro-
inflammatory chemokine SDF.



Uvod

Revmatoidni artiritida (RA) je zanétlivé autoimunitni onemocnéni, jehoz patogeneze
neni dosud zcela objasnéna, nicméné za rizikové faktory lze povazovat genetickou
predispozici (zejména exprese HLA-DR4), pohlavni hormony a infek¢ni nebo jiné antigeny
ovlivitujici imunitni systém. U pacienti s RA dochazi vlivem autoimunitniho procesu
predevsim k destrukci kloubt, a nasledné i postizeni dal$ich organi (Mclnnes a Schett 2011).
Rozvoj zéanétlivého poskozeni u RA je spojeny s infiltraci bunék do synovidlniho prostredi
kloubu, pfi¢emz vyznamnou roli v téchto procesech hraji T lymfocyty (Loetscher a Moser
2002). Bunky v synovialnim prostfedi secernuji prozanétlivé cytokiny, coz stimuluje migraci
dalsich bunék do synovialni tekutiny i tkan¢ a vznik uskupeni bun¢k podobnych sekundarnim
lymfatickym orgédntim. V disledku zvySené dostupnosti prozanétlivych mediatortt dochézi
k stimulaci synovialocyta a fibroblasti podporujici formovani zanétlivého pannu, ktery
produkuje kolagenasy a stromelysin, jeZ jsou zodpovédné za postupnou destrukci chrupavek a
kosti. (Loetscher a kol., 2002, Mclnnes a kol., 2011). Rada z téchto mediatorti jako nap¥. SDF
(stromal cell-derived factor-la), SP (substance P), VIP (vasoaktivni intestinalni peptid),
RANTES (regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted), ma svuj
biologicky polo¢as kontrolovany DPP-IV-podobnou enzymovou aktivitou (Ohnuma a kol.,
2011). Jejich zménéna dostupnost tak mimo jiné mize vznikat i v diasledku zmény
proteolytického opracovani a vést k ovlivnéni progrese onemocnéni (Sedo a kol., 2005).

SDF (Stromal cell-derived factor 1-a) je chemoatraktant produkovany synovialnimi
bunikami a endotelem (Bradfield a kol., 2003). V patogenesi RA se SDF podili pfedev§im na
stimulaci infiltrace lymfocyti a monocyti/makrofagi do zanicené synovie (Wolf a kol.,
2008). Infiltrujici bunky (zejména CD4+ T lymfocyty) exprimuji membranovy receptor pro
SDF — CXCR4 (Bradfield a kol., 2003). Exprese CXCR4 je rovnéz zvySovana parakrinnim
pusobenim nékterych dalSich lokalnich medidtort, které jsou pfitomné v zanétlivém kloubu a
piedpoklada se, ze osa CXCR4 - SDF je zasadné vyznamnd pro setrvani imunitnich bun¢k
V synovidlnim prostiedi. To ve svém disledku vede k dalsi perpetuaci zanétlivého procesu
zpusobujicim naslednou destrukei kloubt (Pablos a kol., 2003, Proost a kol., 2006).

Neuropeptid Substance P (SP) je prozéanétlivy mediator interagujici s tachykinovymi
receptory NK1, NK2 a NK3, nicméné nejvyssi afinitu ma k receptoru NK (Maggi 1995).
Vyssi koncentrace SP byla ve srovnani s kontrolnimi skuinami nalezena v synovialni tekuting
pacienti s RA (Westermark a kol., 2001) . SP vykazuje prozanétlivé G¢inky na monocyty,
lymfocyty, ale téZ synovialocyty v prostfedi zanicené synovidlni tkan€. To vede k dalsi
produkci fady prozanétlivych cytokinti, kolagenaz a adhezivnich molekul, podilejicich se na
formovani synovialniho pannu a tim dal$im rozvoji vlastniho onemocnéni (Lambert a kol.,
1998)

Dipeptidylpeptidaza-1V (DPP-IV, CD26, EC 3.4.14.5, Obrazek 1) odstépuje diky své
hydrolytické aktivit¢ N-termindlni dipeptid z peptidi majicich jako predposledni
aminokyselinu prolin nebo alanin. Po dlouha 1éta byla DPP-IV povazovana za jedinou
molekulu vykazujici takovouto enzymovou aktivitu. Dalsi studie ovSem postupné prokazaly
existenci dal§ich molekul nesoucich podobnou enzymovou aktivitu a rovnéz n¢kolik molekul
bez charakteristické hydrolytické aktivity, ovSem DPP-IV sekvencné podobnych. Studium
vlastnosti a biologickych funkeci téchto molekul vedlo k definici ,,Dipeptidylpeptidaze-1V
podobnych strukturou a/nebo aktivitou homolognich® (DASH) molekul (Sedo a Malik 2001).
Vétsina téchto molekul tedy vykazuje DPP-1V-podobnou enzymovou aktivitu, pficemz ovSem
nékteré své biologické funkce vykonéavaji tyto molekuly nezavisle na své vnitini enzymové
aktivite. DASH molekuly jsou ¢asto multifunkéni proteiny, nesouci rtizné biologické funkce,
Vv zavislosti na exprimujici tkdni ¢i bunééném systému, ale i subceluldrni lokalizaci a kontextu



daného mikroprosttedi. DASH a molekuly s nimiz funk¢éné interaguji (substraty, receptory),
predstavuji ,,DASH systém®, jehoz (de)regulace se pravdépodobné uplatiiuje v tadé
patogenetickych procest (Sedo a kol., 2001).
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Obrazek 1. Dipeptidylpeptidaza-1VV (DPP-1V, CD26, EC 3.4.14.5). DPP-1V je transmembranovy protein II.
typu obsahujici 6 aminokyselin dlouhou cytoplazmatickou doménu, extracelularni doménu s kratkym flexibilnim
segmentem a C-koncovym regionem se serin-protedzovym typem Kkatalytického centra. Serin®® tvoii
katalytickou triadu s kyselinou asparogovou’® a histidinem’. Prevzato z Mentlein 1999 (Mentlein 1999).

DPP-IV poprvé identifikovali na zakladé jeji proteolytické aktivity Hopsu-Havu a
Glenner v jaternich homogenatech (Hopsu-Havu a Glenner 1966). DPP-IV pak byla nasledné
identifikovana a jeji protein charakterizovan v celé fadé tkani 1 bunék (napf. epitel, endotel,
glie, buiiky imunitniho systému) za fyziologickych i patologickych okolnosti (Lambeir a kol.,
2003, Sedo a kol., 2008) a jeji solubilni forma se také vyskytuje v té€lnich tekutinach vcetné
krevni plazmy (Sedo a kol., 2005, Balaziova a kol., 2006). Tato multifunk¢éni molekula svoji
enzymovou aktivitou vykonavéd rizné imunoregulacni funkce a mnoho uloh téZ zastava
V metabolismu Zivin i1 patogenezi diabetu mellitu.

V imunitnim systému je kanonicka DPP-IV identickd s diferenciatnim antigenem
CD26. Je exprimovana zejména CD4+CD45R0O+ pamétovymi T lymfocyty a je asociovana s
Th1 imunitni odpovédi. Obvykle nedetekovatelnd, nebo jen velmi malo exprimovana je DPP-
IV na B-lymfocytech, NK bunkach a na monocytech zdravych jedinc (Ohnuma a kol., 2011).
K jeji upregulaci dochazi na aktivovanych T lymfocytech (Morimoto a kol., 1989). DPP-1V je
rovnéZ ko-stimula¢ni molekulou T lymfocyth podilejici se na jejich aktivaci a proliferaci.
Tyto ucinky jsou pravdépodobné zavislé na jeji intrinsické enzymové aktivité¢ (Ohnuma a kol.,
2008, Ohnuma a kol., 2011). V in vitro studiich byl pouzitim DPP-1V inhibitord prokazan
pokles produkce nékterych cytokinti (IL-2, IL-6, IL-10, IL-12 a IFN gamma) a zvySeni
produkce supresivniho cytokinu transformujiciho rustového faktoru beta (Ansorge a kol.,
1997, Reinhold a kol., 1997, Reinhold a kol., 1997, Reinhold a kol., 1998, Lendeckel a kol.,



2003) Vzhledem Kk funkénimu vyznamu v imunoregulacich je v soucasnosti DPP-I1V
V imunitnim systému intenzivn¢ studovana v souvislosti s moznymi disledky jeji systémoveé
farmakologicky navozené inhibice pii 1é¢bé diabetu mellitu 2. typu gliptiny (Stulc a Sedo
2010). Mezi neenzymové ucinky DPP-IV lze zatadit jeji interakci s adenosin deaminazou,
dale i s membranové vazanou protein. tyrosin fosfatdzou CD45 ¢i jeji vazbu ke kolagenu a
fibronektinu (Tanaka a kol., 1994, Tanaka a kol., 1995, Aytac a Dang 2004). DPP-1V takto
zprostiedkovava kontakt mezi buiitkami navzajem i mezi bunikami a extracelularni matrix. Jeji
interakce s proteiny extracelularni matrix jsou vyznamné pro invazi a migraci nadorovych
bun¢k a tim i1 pro dal$i metastazovani nadori, stejné¢ tak jako pro migrace lymfocyti do
zanétlivé tkané synovie (Dang a Morimoto 2002, Kikkawa a kol., 2003, Kikkawa a kol.,
2005).

Zmény exprese DPP-IV byly popsany v biopsiich z raznych typt lidskych tumord, kdy
u nékterych z nich je povazovdna za mozny prognosticky ukazatel (Tanaka a kol., 1995,
Busek a kol., 2004) DPP-IV byla studovana v transformovanych nervovych burkach,
glidlnich bunikédch ¢i melanomech. Potladeni tumorigeneze v disledku re-exprese DPP-1V
bylo pozorovano na buiikach melanomu ¢i neuroblastomu (Wesley a kol., 1999, Arscott a
kol., 2009). Nicméné v pokrocilych stadiich melanomu spojeném jiz s tvorbou metastaz,
exprese DPP-IV tento protinadorovy efekt spojeny se zménami invazivity nevykazuje
(Pethiyagoda a kol., 2000). Zvysena exprese kanonické DPP-IV byla pozorovano v tkanich
pochazejicich z gliomt s vy$§im stupném malignity dle WHO (Stremenova a kol., 2007).
V permanentnich i primarnich liniich odvozenych z téchto nadorii byl pozorovan negativni
efekt DPP-IV-podobné enzymové aktivity na rdst bunék in vitro (Busek a kol., 2012).

Kromé¢ kanonické DPP-IV/CD26 patii mezi DASH molekuly (Obrazek 2) naptiklad
Fibroblastovy aktivacni protein alfa (FAP), DPP-II, DPP8 a DPP9, diive byl mezi n¢ fazen i
atraktin (Wrenger a kol., 2006, Wrenger a kol., 2006).
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Obrazek 2. Bunécéna lokalizace DASH molekul. DPP-IV a FAP jsou lokalizovany na buné¢né membrang,
jejich aktivni doména je orientovana extracelularné. Atraktin je exprimovany na membrané i v intracelularnich
vesikulech. DPP8 a DPP9 jsou typicky cytosolické enzymy. DPP-II je lokalizovana v intracelularnich
vezikulech. (DPP - Dipeptidylpeptidaza, FAP — fibroblastovy aktivacni protein alfa), pfevzato a upraveno dle
Wrenger a kol. 2006, Maes a kol 2007.

Atraktin byl primarn€ identifikovén jako solubilni DPP-IV-enzymové€ aktivni protein,
ktery vSak nevykazuje strukturni homologii s kanonickou DPP-IV (Duke-Cohan a kol., 1995).
Nasledné prace popisuji i jeho expresi na bunkéach periferni krve, zejména na monocytech
(Wrenger a kol., 2006). Dalsi studie vsak zpochybnily existenci jeho intrinsické proteolytické
aktivity, ale prokazaly jeho schopnost zvySovat specifickou aktivitu kanonické DPP-IV,
pravdépodobné piimou intermolekularni interakci obou molekul, zprostfedkovanou CUB
doménou Atraktinu (Jonathan-Duke Cohan, osobni sdéleni). Friedrich a kol. (2007) izolovali
atraktin z plazmy periferni krve a prokazali, ze atraktin nema podil na DPP-IV-podobné
enzymov¢ aktivité a jeho regulacni ucinky jsou spiSe dusledky neenzymovych interakci
(Friedrich a kol., 2007).



Dipeptidylpeptidaza-II (DPPII, ,,Quiescent cell* prolinova dipeptiddza) je intracelularni
proteaza s pH optimem v kyselé oblasti (Underwood a kol., 1999) . Pii neutralnim pH ma
stejnou substratovou specifitu jako DPP-IV, avSak v buiikach je tato molekula lokalizovana ve
vesikulech (Chiravuri a kol., 2000).

Dipeptidylpeptidaza 8 a 9 (DPP8 a DPP9) jsou DASH molekuly vykazujici DPP-IV-
podobnou exopeptidasovou aktivitu i strukturni homologii (21% resp. 19%) s kanonickou
DPP-IV (Sedo a kol., 2001, Qi a kol., 2003). Oba enzymy jsou exprimovany v buiikach
imunitniho systému a epitelidlnich strukturach riznych tkani (Qi a kol., 2003, Bank a kol.,
2011). Maes a kol (2007) diky frakcionaci leukocyti prokazali, ze molekuly DPP8 a DPP9
jsou dominantn¢ lokalizovany v cytosolu, zatimco kanonickd DPP-IV je exprimovana
predevs§im v membranové frakci (Maes a kol., 2007). Ojedinélé je pozorovani Bankové et al.
(Bank a kol., 2011) popisujici v nepermeabilizovanych mysich splenocytech a permanentnich
bunécnych liniich Jurkat (T lymfoblastoidni linie) a H9 (embryonalni kmenové buiiky) DPP-
IV-podobnou aktivitu inhibovatelnou specifickymi inhibitory DPP8 a 9. Autofi spekuluji, zda
se jednd o primarné extracelularni lokalizaci nebo o sekundarni interakci plivodné
extracelularn¢é secernované molekuly s plazmatickou membranou. Struktura molekul DPPS a

9 navic neobsahuje typickou transmembranovou doménu (Abbott a kol., 2000, Qi a kol.,
2003)

Fibroblastovy aktiva¢ni protein alfa (FAP), zndmy téZ pod ndzvem sepréza, je
strukturné vysoce homologni s kanonickou DPP-IV a je povazovan za produkt jeji genové
duplikace (Busek a kol., 2004). Kromé DPP-1V-podobné enzymové aktivity vykazuje i
endopeptidazovou gelatinazovou aktivitu (Aertgeerts a kol., 2005). Stejné jako DPP-IV byva
jeho solubilni forma secernovana butikami a nachazime jej téz v plazmé periferni krve (Lee a
kol., 2006). Exprese FAP byva spojovana s migracnim fenotypem bunék a jeho lokalizace
byla prokazéana napf. v invadopodiich malignich bunék a spolu s dal$imi secernovanymi
proteazami hraje roli v degradaci slozek extracelularni matrix (Sedo a kol., 2001, Ramirez-
Montagut a kol., 2004). FAP je exprimovan nejen v fadé tumord, ale i aktivovanymi
fibroblasty synovialni tkan¢ a u pacienti s osteoartr6zou byla prokazana jeho role v destrukci
chrupavky (Bauer a kol., 2006, Ospelt a kol., 2010). Ghersi a kol popisuji formace
membranove vazanych komplextt FAP s DPP-1V a jejich vliv na migraci a invazi bunék
(Ghersi a kol., 2002, Ghersi a kol., 2006). V naSich studiich (Balaziova a kol., 2011), jsme
prokazali ko-expresi DPP-IV a FAP na primarnich kulturach i permanentnich liniich
odvozenych z glidlnich tumort.

V poslednich letech doSlo k znaénému rozSifeni poznatki o mozZzném vyuZiti
diagnostického a terapeutického potencialu DASH molekul, stejné tak jako ve studiu jejich
funk¢niho vyznamu v patogenezi fady onemocnéni. U pacientli s RA byl pozorovan pokles
solubilni DPP-IV-podobné enzymové aktivity v periferni krvi ve srovnani s kontrolami a
rovnéz vyssi intenzita exprese na mononuklearnich buinikach periferni krve (Balaziova a kol.,
2006, Ohnuma a kol., 2011). Ne¢ktefi autofi se rovné€z snazili najit rozdily v téchto
parametrech mezi pacienty s vyssi/nizsi aktivitou onemocnéni (Gerli a kol., 1996, Ulusoy a
kol., 2012) ¢i jejich vztah ke klinickym parametrim souvisejicimi s aktivitou RA. Jen malo
praci se vSak zaméfilo u pacientl s revmatoidni artritidou na konkrétni charakterizaci DASH
molekul, které by byly dostupné bud’to v solubilni formé cirkulujici v télnich tekutinach nebo
jako membranoveé vazané molekuly a svoji DPP-IV-podobnou enzymovou aktivitou by se tak
mohly pfimo podilet na proteolytickém opracovani lokalnich mediatort. Dosud publikované
vysledky (Gerli a kol., 1996, Balaziova a kol., 2006) navic naznacuji, ze 1ze ocekavat jejich
odlisné chovani a ulohu na systémové urovni tj. v periferni krvi a v lokdlnim synovialnim
mikroprostiedi. Dosud nebyla provedena longitudidlni studie, ktera by se zaméfila na
intraindividualni charakterizaci molekul DASH systému u jednotlivych pacient v zavislosti
na vyvoji aktivity jejich onemocnéni.



Hypotéza

Ve srovnani s pacienty s osteoartrézou (OA) jsou u pacientl trpicich revmatoidni
artritidou (RA) pozorovany vyznamné rozdily DPP-IV na systémové (periferni krev) a lokalni
(kloubni vypotek) trovni.

Dusledkem je pravdépodobné zmeéna opracovani biologicky aktivnich peptidi
piitomnych jak v cirkulaci, tak v kloubnim prostiedi pfitomnou solubilni, nebo na bunéénych
povrsich lokalizovanou DPP-IV-podobnou enzymovou aktivitou a tim i vysledny
patogeneticky efekt - perpetuace a rozvoj zanétlivého procesu.

Identifikace molekul "DASH systému", jejichz exprese je v soubehu nebo v disledku
zminéné dysregulace zménéna, muze vést k nalezeni novych diagnostickych pfistupii a nebo
prognostickych tvah a soucasné¢ k navrhu novych terapeutickych modalit, regulujicich
specificky aktivitu patogeneticky vyznamnych DASH molekul.

Cile prace

I. Identifikace DASH molekul nesoucich DPP-1V-podobnou enzymovou
aktivitu v plazmé a na povrchu mononuklearnich bunék periferni krve a
synovialni tekutiny a jejich reakénich partnera

Il.  Porovnani exprese a DPP-IV-podobné aktivity vybranych DASH molekul,
jejich substrati a receptori u pacienti s revmatoidni artritidou (RA) ve
srovnani s pacienty s osteoartrézou (OA) na lokalni a systémové urovni

I11.  Intraindividualni posouzeni vztahu vybranych DASH molekul v periferni
krvi ke klinickému pribéhu RA
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Material a metody

Pacientsky soubor

V Revmatologickém tustavu v Praze byla rekrutovana skupina pacientt s aktivni RA
(diagnostika dle standardnich kritérii (Arnett a kol., 1988) a kontrolni skupina tvofena
pacienty s osteoartrozou (OA), kteti méli v dobé zatazeni do studie vypotek v kolennim
kloubu (Tabulka 1).

Aktivita revmatoidni artritidy byla hodnocena na zakladé tzv. DAS28 skore (Prevoo a
kol., 1995) vypocitaného z hodnoty plazmatické koncentrace C-reaktivniho proteinu (CRP),
pacientem uvedené hodnoty VAS (vizudlni analogové Skéaly) a poctu bolavych a oteklych
kloubt (http://www.das-score.nl/).

Tabulka 1. Klinické charakteristiky studovanych skupin pacienti.

Revmatoidni artritida (n=27) Osteoartroza (n=15)

Vek 59 +13 62+11
Muzi/Zeny 7/20 6/9

Délka onemocnéni (roky) 12.5+12.4 -

Pocet bolavych kloubt (0-28) 9+6.3 -

Pocet oteklych kloubt (0-28) 11+ 6.7 -

DAS 28 5.8+1.1 -

FW (mm/h) 56+28.2 10+6.4

CRP (mg/l) 44426 5+ 4

DAS 28, disease activity score; CRP, C-reaktivni protein, FW, rychlost sedimentace ¢ervenych krvinek.
Hodnoty jsou uvedeny jako median£SD.

Nasledné (follow-up) vySetieni bylo u pacientii s RA provedeno v dobé, kdy neméli
kloubni vypotek a uplynulo alespont 6 mésicli od vstupniho vySetieni a zarazeni do studie.
Intraindividudlni zmény studovanych parametri byly hodnoceny u pacienti vykazujicich
alespoft mirny pokles aktivity onemocnéni, definovany jako zména DAS28 skore (pokles
DAS28 vétsi nez 0.6 oproti vstupnimu vySetfeni, jestlize sou¢asna hodnota je mensi nez 5.1 a
nebo jako pokles DAS28 vétsi nez 1.2 jestlize soucasnd hodnota je vétsi nez 5.1, Tabulka 2)
(https://www.rheumatology.org/practice/clinical/indexes/members/Disease_Activity _Score_S
heet.pdf).

Tabulka 2. Klinicka charakteristika skupiny pacientii s RA vykazujici alespoii mirny pokles aktivity
onemocnéni ve follow-up vySeti‘eni.

Vstupni hodnoty Follow-up
Vek 60£16 61£16
Muzi/Zeny 5/13 5/13
Délka onemocnéni (roky) 4.5£13.3 5.5+13.5
Pocet bolavych kloubii (0-28) 946 243
Pocet oteklych kloubu (0-28) 11.5+6.5 2.5+6.6
DAS 28 5.66+0.97 3.49+1.22
FW (mm/h) 56+27.7 30+24.1
CRP (mg/1) 51.08+24.49 7.31£19.13

DAS 28, disease activity score; CRP, C-reaktivni protein, FW, rychlost sedimentace ¢ervenych krvinek.
Hodnoty jsou uvedeny jako median+SD.

V letech 2011-2012 (5 let po vstupnim odbéru) pak u vSech pacienti zafazenych do
studie bylo provedeno kontrolni rentgenologické vysetfeni K posouzeni pfitomnosti eroze
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kloubti. Pouze u péti pacientl byla pozorovana progrese erozi kloubti (Tabulka 3).

Tabulka 3. Radiologicky hodnocena progrese erozi kloubtui u pacientii zahrnutych do studie

Kod Pohlavi Stupeni eroze
pacienta
Vstupni vySetieni Follow-up vySetfeni Vysetfeni po 4 letech
1 zena | I Il
22 zena | I I
34 Zena i v v
35 muz 1 v v
47 muz | I 11|

Pacientim byla pfi vstupnim vySetfeni odebrana periferni krev a synovialni tekutina.
V ramci follow-up vySetfeni pak byl proveden pouze odbér periferni krve. Studie byla
schvalena etickou komisi Revmatologického tstavu v Praze a byla v souladu s Helsinskou
deklaraci. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas.

Biologicky material

Izolace mononuklearnich bunék

Periferni krev byla odebrana do ,,BD Cell preparation tube“ (BD Biosciences, USA)
obsahujici jako protisraZlivou latku heparin a ficoll pro efektivni gradientovou separaci.
Vacutainer byl centrifugovan 20 minut pii teplot¢ 20°C a 2000g kdy doSlo k oddéleni
erytrocyta a vytvoreni vrstvy BMNC

Synovidlni tekutina byla po punkci vypotku z kolene odebrdna do sterilnich ,,BD
Vacutainer (BD Biosciences, USA) obsahujicich heparin. Mononuklearni bunky byly
ziskany gradientovou centrifugaci (40 minut pii teplot¢ 20°C a 1000g) na gradientu
vytvofeného pomoci Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Sweden).

Vyizolované buniky byly odebrany, dvakrat promyty roztokem PBS a nésledné byla
stanovena jejich koncentrace na pfistroji Z2 Coulter (Beckman Coulter,USA). Viabilita
izolovanych bungk byla potvrzena testem s Trypanovou modii.

Priprava plazmy a synovidlni tekutiny pro analyzy

Periferni krev i synovialni tekutina byly po odebrani do BD vacutaineru s heparinem
uloZeny na led. Pro stanoveni koncentrace Substance P byl vZdy Iml heparinizované krve
ihned po odbéru pienesen do zkumavky obsahujici aprotinin (0,014 TIU/ml vzorku, Sigma
Aldrich, USA). Vsechny typy vzorkta byly nasledné centrifugovany (15 minut, 4°C, 850g) a
supernatanty odebrany. Vzorky pro analyzu DPP-1V-podobné enzymové aktivity byly ihned
analyzovany, alikvoty pro stanoveni koncentrace DPP-IV, FAP, SDF a SP byly zamrazeny na
-80°C.

Analyza bunék priitokovou cytometrii

Pro imunofenotypizacni studie byly pouzity vzorky heparinizované periferni krve (PB)
nebo synovidlni tekutiny (SF) ziskané z kloubniho vypotku. Vzorky SF byly centrifugovany
(5 min, 4 °C, 233 g), pelet promyt a resuspendovan v RPMI 1640 mediem (Lonza, Svycarsko)
a zfiltrovan (50 um cup filcons, BD Biosciences, USA). 50ul vzorku bylo inkubovano 30
minut ve tmé pii laboratorni teploté se smési protilatek (Tabulka 4).
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Tabulka 4. Protilatky pro priitokovou cytometrii

Protilatka Zdroj Redéni Klon Fluorochrom Vyrobce
anti-CD3 mys 1:20 SK7 PerCP BD Bioscience
anti-CD4 my$ 1:20 SK3 APC BD Bioscience
anti-CD8 my$ 1:20 SK1 PE-Cy7 BD Bioscience
anti-CD14 mys 1:20 MSE2 APC-Cy7 BD Bioscience
anti-CD26/DPP-I1V krysa 1:20 222113 FITC RD systems
anti-CXCR4 mys$ 1:20 12G5 PE RD systems
anti-FAPa stalk region  kralik 1:50 - - Abcam
anti-FAPa spacer
region kralik 1:50 - - Abcam
anti-NK1 receptor kralik 1:50 - - Abcam
anti-rabbit 1IgG H&L koza 1:50 - FITC Abcam

PerCP - Peridinin chlorofyl protein; APC, Alofykocyanin; PE-Cy7, Fykoerytrin -Cyanin-7; APC-Cy7,
Alofykocyanin -Cyanin-7; FITC, Fluorescein isothiokyanat; PE, Fykoerytrin

Erytrocyty ve vzorcich byly lyzovany pomoci BD FACS Lysing solution (BD
Biosciences, USA) a vzorky byly nésledné¢ promyty roztokem BD Cell wash (BD
Biosciences, USA). V ptipadé nepiimé imunofluorescence byla po tomto promyti provedena
30 minut dlouha inkubace ve tm¢ a pfi laboratorni teploté se sekundarni protilatkou (Tabulka
4). Analyza byla provadéna na pfistroji BD FACS Canto (BD Biosciences, USA) se
softwarem Diva 5 pro akvizici. K vlastnimu kvantitativnimu vyhodnoceni pak byl pouzivan
software FlowJo (TreeStar, Inc. USA). Vysledky jsou vyjadieny jako % pozitivnich bunck ze
sledované populace, nebo jako podil medianu intenzity fluorescence (MFI) pozitivnich a
negativnich populaci bunék.

Stanoveni DPP-1V-podobné enzymové aktivity

DPP-IV-podobna enzymova aktivita byla stanovovana spektrofluorimetricky za
pfitomnosti 50 pmol/l 7-(Glycyl-L-Prolylamido)-4-methylkumarinu (Bachem AG, Svycarsko)
jako substratu. Detekce byla provadéna pii excitacni vinové délce 380 nm a emisni 460 nm na
spektrofluorimetru  Perkin Elmer LS50B (Perkin Elmer, USA). Aktivita byla méfena
v krevni plazmé, supernatantu synovialni tekutiny a ve viabilnich mononuklearnich bunikach
periferni krve a synovidlni tekutiny pti pH 7,4 a 37°C. Pro zjisténi celkové aktivity byly pak
burniky permeabilizovany pomoci 0.1% Triton X-100 (Balaziova a kol., 2006). Inhibi¢ni studie
byly provadény s pouzitim specifickych inhibitori DPP-IV a DPP8/9, ziskanych v ramci
spoluprace s Ferring Research (USA) (Stremenova a kol., 2007) .

Izolace a kvantifikace celkové RNA, real-time RT PCR

Mononukledrni buiiky vyizolované z periferni krve i1 synovidlni tekutiny byly
resuspendovany v 2,5 ml izoloa¢niho ¢inidla TriZol (Life Technologies, USA), celkovd RNA
byla izolovana c¢inidlem TriZol dle instrukci vyrobce. Koncentrace celkové RNA byla
stanovena kitem RiboGreen RNA Quantitation Kit (Life Technologies, USA). Ke studiu
exprese DPP-IV, FAP, NK1R, CXCR4 a B-aktin (interni referen¢ni transkript) mRNA byly
vyuzity gen kodujici region-specifické priméry a fluorogenni TagMan proby, pfipravené v
programu Primer Express (Applied Biosystems - Life Technologies, USA). Jejich piehled je
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uveden v tabulce 5. Exprese byla kvantifikovana spfazenou real time RT-PCR s vyuzitim
ThermoScript One-Step System (Life Technologies, USA). Analyzy byly provadény v
dubletech v MicroAmp Optical 96-jamkové desce na piistroji ABI PRISM 7700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems - Life Technologies, USA). Exprese cilovych
transkriptii byla normalizovana na expresi mRNA B-aktinu pouzitim ACt metody (Livak a
Schmittgen 2001)

Enzyme-linked immunoassay (ELISA)

DPP-1V, FAP a SDF

Pro stanoveni koncentrace DPP-IV, FAP a SDF byly pouzity komer¢n¢ dodavané kity
,DuoSet* firmy RD Systems (USA) DPP-IV/CD26 DY1180, FAP DY3715 a CXCL12/
SDF DY350. Ptiprava vSech reagencii byla provedena dle instrukci vyrobce. Vzorky
heparinizované plazmy i synovialni tekutiny byly pro stanoveni DPP-IV a FAP nafedény
1000x, pro analyzu SDF 2x roztokem 1% BSA v PBS. 96-jamkova desti¢ka byla pfes noc
inkubovéana na tfepacce pii pokojové teploté se 100 pl roztoku protilatky, 4x oplachnuta
roztokem PBS s 0,05% Tween-20 na pfistroji Hydroflex (Tecan, Svycarsko) a hodinu
blokovéna roztokem 1% BSA v PBS. Po promyti byly do jamek naneseny vzorky i standardy
V duplikatech a dvé hodiny inkubovany na tfepacce pii pokojové teploté. Po promyti byla do
jamek nanesena detek¢ni protilatka a inkubovana (2 hodiny, pokojova teplota). Poté byly
jamky promyty a 20 minut (SDF 40 minut) inkubovany ve tm¢ s roztokem Streptavidin-HRP
(soucast kitu) a nasledné¢ se 100 pl substratu (DY999, RD systems USA), ptipravené¢ho
smichdnim roztoki ,,Color reagent A*“ (stabilizovany peroxid vodiku) a ,,Color reagent B*
(stabilizovany tetrametylbenzidin) v poméru 1:1 (20 mintu DPP-1V a FAP, 40 minut SDF).
Reakce byla zastavena pridanim 50 pl 2N kyseliny sirové. Optickd densita byla méfena na
plistroji Sunrise (Tecan, Svycarsko) pfi vinové délce 450nm s korekci na 540nm.

Substance P

Pro stanoveni koncentrace byl pouzit Substance P Parameter Assay Kit firmy RD
systems (USA) KGEO007, ktery funguje na principu kompetitivniho enzymového
imunostanoveni. Do kazdé jamky bylo dle instrukci napipetovano 50 pl nafedéné plazmy (1:1
s roztokem ,,Calibrator diluent®, souc¢ést kitu), 50 pl primarni protilatky a 50 pl konjugované
Substance P. Deska s jamkami byla 3 hodiny inkubovana na tiepacce pii pokojové teploté a
4x oplachnuta roztokem PBS s 0,05% Tween-20 na piistroji Hydroflex (Tecan, Svycarsko).
Do jamek bylo pfidano 200 pl substratu (peroxid vodiku a tetrametylbenzidin v poméru 1:1,
soucast kitu). Reakce byla zastavena pfidanim 50 pl 2N kyseliny sirové. Optické densita byla
méfena na piistroji Sunrise (Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 450nm s korekei na 540nm.

Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provadéna v programu Statistica 12.0 (StatSoft, Inc., USA).
Rozdily mezi jednotlivymi skupinami jsou hodnoceny pomoci Mann-Whittneyho U-testu a
v ptipad¢ intraindividudlniho posuzovani zmén u pacienti pak pouzitim Wilcoxnova
parového testu, korelace byly analyzovany pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu.

14



Tabulka 5. Prehled priméri a prob pro real time RT-PCR

Transkript | GeneBank Sekvence a finalni koncentrace priméru a TagMan prdéb
Vstupni
¢islo.
DPP-IV NM 001935 Forward primér: 5'-TGGAAGGTTCTTCTGGGACTG-3', 200 nmol/1l
Reverse primér : 5'-GATAGAATGTCCAAACTCATCAAATGT-3',200 nmol/l
TagMan préba : 5'-(6-FAM)CACCGTGCCCGTGGTTCTGCT (TAMRA)-3',200 nmol/1l
FAP NM 004460 Forward primér : 5'-TGCCACCTCTGCTGTGC-3', 200 nmol/l
Reverse primér : 5'-GAAGCATTCACACTTTTCATGGT-3', 200 nmol/l
TagMan prdéba : 5'-(6-FAM) TGCATTGTCTTACGCCCTTCAAGAGTTC (TAMRA)-3',200 nmol/1l
NK1 NM 001058 Forward primér : 5'-CAGTGGTGAACTTCACCTATGCT-3', 400 nmol/1l
Reverse primér : 5'-GATGTATGATGGCCATGTACCTATC-3', 400 nmol/1
TagMan préba : 5'-(6-FAM) TCCACAACTTCTTTCCCATCGCCG (TAMRA)-3',200 nmol/1l
CXCR4 NM 0010085 | Forward primér : 5'-CATGGGTTACCAGAAGAAACTGA-3', 400 nmol/1
40 Reverse primér: 5'-GACTGCCTTGCATAGGAAGTTC-3', 400 nmol/l
TagMan prdba : 5'-(6-FAM)CACCTGTCAGTGGCCGACCTCCT (TAMRA)-3',200 nmol/1l
B-Aktin NM 001101 Forward primér : 5'-CTGGCACCCAGCACAATG-3', 200 nmol/1l
Reverse primér : 5'-GGGCCGGACTCGTCATAC-3', 200 nmol/l
TagMan préba : 5'-(VIC)AGCCGCCGATCCACACGGAGT (TAMRA)-3',200 nmol/1
Vysledky

|. Identifikace DASH molekul nesoucich DPP-1V-podobnou enzymovou aktivitu v plazmé a na
povrchu mononukleiarnich bunék periferni krve a synovidlni tekutiny a jejich reakénich
partneru

Detekce DASH molekul na mononuklearnich buiikach

Metodou pritokové cytometrie byla analyzovana ptitomnost DPP-1V, FAP, CXCR4 a
NK1 receptoru na populacich lymfocytl a v monocytech v periferni krvi a synovialni tekuting
pacientl s RA a OA. Lymfocyty byly definovany dle optickych parametri a nésledné
s vyuzitim monoklonalni protilatky anti-CD3 jako T lymfocyty (Obrazek 3).
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Obrazek 3. Gatovaci strategie pro identifikaci lymfocytarni populace a exprese DPP-1V. DPP-IV je
dominantné lokalizovana na CD3+ lymfocytech, zatimco na CD3- lymfocytech je prakticky nedetekovana.
V nékterych vzorcich byla patrna pfitomnost DPP-IV vysoce pozitivni (high) populace CD3+lymfocytu.
Typicky experiment.

Subpopulace lymfocytl (Obrazek 4) byly definovany jako Th (CD4+CD3+lymfocyty) a Tc
(CD8+CD3+lymfocyty). Monocyty byly identifikovany jako CD14+ buniky (Obrazek 5 a 6)
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Obrazek 4. Gatovaci strategie pro identifikaci T lymfocytarnich subpopulaci CD4+ a CD8+ bunék .
Typicky experiment.

Na vSech analyzovanych vzorcich periferni krve i synovialni tekutiny pacientti s RA i
OA byla detekovdna pfitomnost DPP-IV a receptoru CXCR4. Zatimco CXCR4 byl
exprimovan na lymfocytech i monocytech, DPP-IV byla dominantné (95-100%) pfitomna na
CD3+ lymfocytech. Pozitivita detekovand na CD3- lymfocytech a monocytech (definovanych
jako CD14+ buiiky) byla spiSe vyjimecna a na hranici detekce. Ve vétSiné vzorkli nebyla
hodnotitelna tzv. DPP-IV high populace pozitivnich bun¢k (Obrazek 3).
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Obrazek S. Gatovaci strategie pro identifikaci monocytarni populace. Monocyty byly charakterizovany jako
CD14+bunky. Typicky experiment.
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Obrazek 6. Detekce exprese DPP-IV na monocytech (CD14+ buiikach).
Neni detekovatelnd zména intenzity fluorescence po obarveni monocytld protilatkou proti DPP-IV
s fluorochromem FITC oproti kontrole barveni (vlevo) ani subpopulace DPP-IV pozitivnich bunék (dot-plot,

vpravo). Typicky experiment.

Na vzorcich BMNC ani FMNC nebyla metodou pratokové cytometrie prokazéana
pritomnost FAP ani receptoru NK1 Zzadnou z pouzitych protilatek. Proto jsme se rozhodli
ovéfit na nékolika vzorcich separovanych BMNC a FMNC piipadnou expresi FAP a NK1-R
transkriptu pomoci real-time RT-PCR. V grafu jsou uvedeny relativni hodnoty exprese
jednotlivych transkriptlh normalizovanych na hodnotu exprese beta-aktinu (Obrazek 7). Tyto
vysledky potvrdily, Zze FAP a NKIR (NKI1 receptor) nebyly v mononuklearnich bunkéch
pfitomny ani na urovni transkriptu.

Na vsech vzorcich BMNC i FMNC byla nalezena povrchové vazand DPP-IV-podobna
enzymova aktivita, jejimz zdrojem je tedy pravdépodobné kanonickd DPP-1V.
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Obrazek 7. Exprese mRNA DPP-1V, FAP, NK1R a CXCR4 v mononuklearnich buiikich normalizovana
na lidsky beta aktin. Na mononuklearnich bunkach periferni krve (BMNC) i synovialni tekutiny (FMNC) byla
u pacientll s revmatoidni artritidou (RA) 1 osteoartr6zou (OA) potvrzena pfitomnost transkriptu DPP-IV a
CXCRA4, zatimco exprese FAP a NK1R zde prokazana nebyla.

Detekce molekul DASH systému v plazmé periferni krve a solubilni komponenté synovialni
tekutiny

Ve vSech vzorcich plazmy periferni krve 1 solubilni (bezbunécné) komponenté
synovialni tekutiny byla detekovana DPP-IV-podobna enzymova aktivita, kterd byla velmi
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dobie inhibovatelna DPP-IV specifickym inhibitorem (IC50 pro rekombinantni protein 2
nmol/l vs. 4,8 nmol/l ve vzorcich plazmy a 5,8 nmol/l pro solubilni frakci SF). Pro specificky
inhibitor DPP8/9 (IC50 pro rekombinantni protein DPP8 je 4 nmol/l a pro DPP9 20 nmol/l)
byly naméfeny hodnoty IC50 546 nmol/l ve vzorcich plazmy a 498 nmol/l pro solubilni
frakci SF svéd¢ici proti vyznamné pritomnosti téchto enzymii v nami analyzovaném
materialu.

Koncentrace DPP-IV stanovena metodou ELISA signifikantné korelovala s DPP-1V-
podobnou enzymovou aktivitou v plazmé (r=0.83, p<0.001) i v synovialni tekutiné (r=0.61,
p<0.001). FAP byl ve vzorcich s vyuzitim ELISA rovnéz detekovatelny, avSak jeho
koncentrace byla nékolikanasobné nizsi nez koncentrace DPP-IV a s DPP-1V-podobnou
enzymovou aktivitou nekoreloval (Tabulky 6 a 7). Z téchto vysledkd vyplyva, ze
dominantnim nositelem DPP-IV-podobné enzymové aktivity v plazmé periferni krve a
solubilni komponenté synovialni tekutiny je kanonickd DPP-IV.

Koncentrace biologicky aktivnich substratt DPP-IV SDF a SP byly ve vSech nasich
vzorcich nad detekénim limitem pouzité metody, avSak dostupné protilatky proti SDF a SP
neumoziuji rozliSeni peptidi biologicky aktivnich (intaktnich) a inaktivovanych
(proteolyticky  opracovanych) DPP-IV-podobnou enzymovou aktivitou. Stanovena
koncentrace je tak spiSe nepifimou informaci o celkovém mnozstvi a obratu prozanétlivého
mediatoru nez o jeho biologicky aktivni frakei.

I1. Porovnani exprese a DPP-1V-podobné aktivity vybranych DASH molekul, jejich substrati a
receptori u pacienti s revmatoidni artritidou (RA) ve srovnani s pacienty s osteoartrézou (OA)
na lokalni a systémové urovni

Periferni krev

Ve vzorcich BMNC pacientl s aktivni RA ve srovnani s nemocnymi s OA nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v DPP-IV-podobné enzymové aktivité ani
procentualnim zastoupeni DPP-IV &1 CXCR4 pozitivnich bun€k (Tabulka 6). Pacienti s
aktivni RA ve srovnani s kontrolni skupinou ovSem vykazovali signifikantné nizsi
plazmatickou DPP-1V-podobnou enzymovou aktivitu i koncentraci DPP-IV v krevni plazmé
(Tabulka 6). Tato aktivita u pacientd s RA vyznamné negativné korelovala s koncentraci
proteinu akutni faze CRP (r = -0.39 p<0.05, Obrazek 8).

U pacienti s RA byla oproti kontrolni skupin€ pozorovana vyS$si plazmaticka
koncentrace SDF 1 SP, ale nebyla zde nalezena zadna statisticky vyznamné korelace ani s
DPP-1V-podobnou enzymovou aktivitou ani s ELISA stanovenymi koncentracemi DPP-IV a
FAP. Rovnéz nebyl pozorovan statisticky vyznamny vztah obou prozanétlivych mediatorti k
pfitomnosti DPP-IV a receptoru CXCR4 na povrchu krevnich mononuklearnich bunék.
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Obrazek 8. Negativni korelace koncentrace CRP a DPP-1V-podobné enzymové aktivity v plazmé periferni
krve pacientti s RA. Spearmantv korela¢ni koeficient
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Synovialni tekutina
Signifikantné niz§i DPP-IV-podobnad enzymova aktivita i mnozstvi DPP-IV

pozitivnich bun¢k bylo pozorovano ve vzorcich FMNC u pacientii s RA ve srovnani s OA
(Tabulka 7). Ve FMNC nemocnych s RA byla navic pozorovéana i niZsi intenzita exprese u
DPP-IV pozitivnich lymfocyti (vyjadiena jako median intenzity fluorescence - MFI
pozitivni/negativni populace; median+SD 34.2+14.0 v RA vs. 65.3£30.6 v OA, p= p<0.05)
nez u pacientd s OA. Stejné jako v periferni krvi, byla u pacientd s OA i Vv bunkach ze
synovialni tekutiny DPP-IV dominantné exprimovana na CD4+ lymfocytech, zatimco u
pacientli s RA nebyla podobna ptevazujici exprese DPP-IV na CD4+ v porovnani s CD8+
lymfocyty synovialni tekutiny pozorovana (Obrézek 9),

DPP-IV-podobna enzymova aktivita, stejn¢ jako ELISA stanovena koncentrace DPP-
IV a FAP v solubilni komponenté synovidlni tekutiny mezi obéma skupinami nemocnych
nevykazovaly signifikantni rozdil (Tabulka 7)

Tabulka 6. Porovnani exprese a DPP-1V-podobné enzymové aktivity vybranych DASH molekul a
pritomnost jejich substrati a receptord u pacienti s revmatoidni artritidou ve srovnani s pacienty
S osteoartrézou v periferni krvi

Statisticka

Revmatoidni artritida Osteoartroza analyza
BMNC
DPP-1V-podobna enzymova aktivita
pkat/10° bungk 0.15+0.075 0.18+0.079 n.s.
DPP-IV+ lymfocyty (%) 46.7+14.9 50.9+18.4 n.s.
DPP-1VV+ monocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
FAP+ lymfocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
FAP+ monocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
CXCR4+ lymfocyty (%) 28.5+25.5 20.0+18.2 n.s.
CXCR4+ monocyty (%) 44.5+£26.5 43.0+24.6 n.s.
NK1R+ lymfocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
NK1R+ lymfocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
Plazma
DPP-IV-podobna enzymova aktivita
pkat/ml 220.15+83.6 376.9+144.9 p<0.001
DPP-1V koncentrace ng/ml 465.1+215.6 953.3+368.4 p<0.001
FAP koncentrace ng/ml 56.7+47.3 73.3+30.7 n.s.
SDF koncentrace pg/ml 170.0+£214.0 50.0 + 51.0 p<0.05
SP koncentrace pg/ml 495.0+83.6 262.0+220.7 p<0.05

BMNC — mononuklearni butiky periferni krve, DPP-dipeptidylpeptidaza, FAP — fibroblastovy aktivaéni protein alfa, SDF - Stromal cell-
derived factor 1-a, SP — substance P, n.s. — statisticky nevyznamny rozdil mezi skupinami, hodnoty jsou vyjadieny jako median+SD
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Tabulka 7. Porovnani exprese a DPP-1V-podobné enzymové vybranych DASH molekul a piitomnost
jejich substrati a receptori u pacienti s revmatoidni artritidou ve srovnani s pacienty s osteoartrézou

V synovialni tekutiné

Statisticka

Revmatoidni artritida Osteoartroéza analyza
FMNC
DPP-1V-podobna enzymova aktivita
pkat/10° bungk 0.16+0.16 0.37+0.84 p<0.05
DPP-1V+ lymfocyty (%) 33.7+15.9 52.6+16.4 p<0.05
DPP-1VV+ monocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
FAP+ lymfocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
FAP+ monocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
CXCRA4+ lymfocyty (%) 38.5+£22.6 23.0+£24.5 n.s.
CXCR4+ monocyty (%) 37.0+£23.8 37.0+£20.9 n.s.
NK1R+ lymfocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
NK1R+ lymfocyty (%) nedetekovatelné nedetekovatelné
Solubilni komponenta
DPP-1V-podobna enzymova aktivita
pkat/ml 90.9+33.9 96.5+30.8 n.s.
DPP-1V koncentrace ng/ml 315.0 + 152.0 293.0 + 101.0 n.s.
FAP koncentrace ng/ml 58.0 + 38.0 49.0 +41.0 n.s.
SDF koncentrace pg/ml 174.0+513.0 55.0 £219.0 p<0.05
SP koncentrace pg/ml 459.0+£126.5 256.0£192.7 p<0.05

FMNC — mononuklearni buiiky synovialni tekutiny, DPP-dipeptidylpeptidaza, FAP — fibroblastovy aktivaéni protein alfa, SDF - Stromal
cell-derived factor 1-a, SP — substance P, n.s. — statisticky nevyznamny rozdil mezi skupinami, hodnoty jsou vyjadieny jako median=SD
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Obrazek 9. Procentuelni zastoupeni DPP-IV pozitivnich bunék v ramci CD4+ a CD8+ populaci
lymfocyti. BMNC — mononuklearni buiiky periferni krve, FMNC — mononuklearni bunky synovialni tekutiny,
DPP-1V —dipeptidylpeptidaza-1V, RA — revmatoidni artritida, OA — osteoartroza, * p< 0.05, Manm-Whitneyiav

U test

U pacientli s RA byla pozorovana vyssi koncentrace SDF i SP ve srovnéni s kontrolni
skupinou. Na rozdil od systémové trovné (periferni krve), na lokdlni tirovni (v kloubnim
vypotku) koncentrace SDF v solubilni komponenté u pacientii s RA vyznamné negativné
korelovala s mnozstvim DPP-IV+ CD3+lymfocyti synovidlniho vypotku (R =-0.614; p =

0.001, Obrazek 10)
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Obrazek 10. Negativni korelace procentualniho zastoupeni DPP-IV+CD3+lymfocyti (DPP-1V+T
lymfocytii) a koncentrace SDF (stromal cell-derived factor 1-a) v synovialni tekutiné pacienti s RA.

Spearmantv korela¢ni koeficient.

I11. Intraindividualni posouzeni vztahu DASH molekul ke klinickému priubéhu RA

Jako dominantni nositel DPP-IV-enzymové aktivity vkrevni plazmé€ 1 na
mononuklearnich buinkach periferni krve u pacientt s RA byla vprvni ¢asti studie
identifikovana kanonickd DPP-IV. Proto byla intraindividualni sledovani vztahu DASH
molekul ke klinickému pribéhu RA zaméfena na studium exprese a enzymové aktivity
kanonické DPP-IV.

Pro analyzu byli ze skupiny pacienti s aktivni RA vybrani ti, u nich doslo
k definovanému zlepsSeni (tj. poklesu aktivity onemocnéni — viz Material a Metody,
https://www.rheumatology.org/practice/clinical/indexes/members/Disease_Activity Score_Sh
eet.pdf). U 13 pacientti naseho experimentalniho souboru (72%), bylo toto zlepSeni stavu
onemocnéni asociovdno se vzestupem plazmatické DPP-IV-podobné enzymové aktivity
alesponn 0 20% ve srovnani se vstupni hodnotou u dan¢ho pacienta. U 3 pacientd (17%)
zlstala aktivita nezménéna a u 2 (11%) poklesla.

Celkové lze ftici, ze plazmatickd DPP-IV-podobnd enzymova aktivita vzrostla na
1414+46% (median+SD, p=0.011) v porovnani se vstupnimi hodnotami jednotlivych pacientt.
Podobny vzestup na 168+25% (median+SD, p=0.033) vstupnich hodnot individudlnich
pacientll byl pozorovany i v pfipadé koncentrace proteinu plazmatické DPP-IV stanovené
metodou ELISA (Obrazek 11). Navzdory tomuto pozorovani, vzestup plazmatické DPP-IV u
pacientil s poklesem aktivity RA median této hodnoty zlstava asi o 30% niz§i nez u pacientil
bez zanétlivého kloubniho onemocnéni.
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Obriazek 11. Intraindividualni porovnani plazmatické DPP-IV u pacienti s poklesem aktivity
RA. Plazmatickd DPP-IV-podobnd enzymova aktivita a DPP-IV koncentrace analyzované u pacientl
vykazujicich  pokles aktivity RA. Znazornéni individualnich vstupnich a follow-up hodnot. * p< 0.05,
Wilkoxonav parovy test
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Opacny trend byl u nemocnych s poklesem aktivity RA pozorovan v BMNC (Obrazek
12).  Povrchovda DPP-IV-podobna enzymova aktivita BMNC poklesla na 66+56%
(median=SD, p=0.018) individualnich vstupnich hodnot pacientii. Procentualni zastoupeni
DPP-1V pozitivnich lymfocytii u jednotlivych pacientil sice signifikantn€ pokleslo o 11+80%
(median+SD, p=0.029), ale v¢tsi a vyznamnéj§i zmény byly pozorovany v expresi DPP-IV
kvantifikované jako median intenzity fluorescence, ktery poklesl na 63+£31% vstupnich
hodnot (median+=SD, p=0.005).
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Obrazek 12. Intraindividualni porovnani pritomnosti DPP-IV na povrchu mononukleiarnich bunék
periferni krve (BMNC) u pacienti s poklesem aktivity RA. DPP-1V-podobna enzymova aktivita povrchu
BMNC a median intensity fluorescence (MFI) DPP-IV+ lymfocytli u pacientti vykazujicich pokles activity
onemocnéni RA. Zndzornéni individualnich vstupnich a follow-up hodnot. * p< 0.05, Wilkoxonuv parovy test

Zavérem lze fici, Ze pokles aktivity RA individudlnich pacientii byl spojen s nariistem
plazmatické DPP-IV a poklesem DPP-IV mononuklearnich bun¢k periferni krve

Diskuze

vvvvvv

dipeptidylpeptidaze-IV  aktivitou a/nebo strukturou homolognich molekul (DASH)
V autoimunitnich zanétlivych onemocnénich jako napt. systémovy lupus erythematodes a
revmatoidni artritida (Hagihara a kol., 1987, Gotoh a kol., 1989, Kobayashi a kol., 2002).

Cilem této disertacni prace bylo identifikovat spektrum DASH molekul podilejicich se
na celkové DPP-IV-podobné enzymové aktivit¢ u nemocnych s RA v periferni krvi a
synovialni tekutin€ a srovnat ho s kontrolni skupinou pacientti trpicich osteoartrézou (OA) a
dale posoudit mozny vztah téchto molekul k aktivité RA. Nami provedené inhibi¢ni studie za
vyuziti specifickych inhibitord spolu s ELISA analyzami potvrdily dominantni podil
kanonické DPP-IV na celkové DPP-IV-podobné enzymové aktivité jak v periferni krvi tak 1
synovialni tekutiné¢ a to i vCetné vyznamné korelace mezi DPP-IV-podobnou enzymovou
aktivitou a koncentraci DPP-IV proteinu. Tato pozorovani jsou v souladu s praci Durinx a
kol. (Durinx a kol., 2000) v niz autofi popisuji 95% podil kanonické DPP-IV na celkové
DPP-IV-podobné enzymové aktivity v krevni plazmé. Nase imunodetekéni studie, stejné tak
jako expresni studie na urovni mRNA, navic neprokazaly pfitomnost FAP na
mononukledrnich bunikach jak v periferni krvi, tak v synovialni tekuting, proto i zde je vysoce
pravdépodobné, ze membranové lokalizovand DPP-1V-podobna enzymova aktivita BMNC a
FMNC je pravdépodobné¢ dominantnim atributem kanonické DPP-IV. Pro dal$i porovnani
jsme se tedy zaméfili na studium kanonické DPP-IV v periferni krvi a synovidlni tekutiné u
pacientli s RA ve srovnani s OA a nasledn¢ na vlastni dynamiku DPP-IV u jednotlivych
pacientll ve vztahu k aktivité jejich onemocnéni.

U pacientt trpicich RA byla prokazana nizsi plazmaticka DPP-1V-podobné enzymova
aktivity ve srovnani s kontrolni skupinou s nezanétlivym kloubnim onemocnénim (Busso a
kol., 2005, Balaziova a kol., 2006). Toto pozorovani jsme dale rozvinuli v této praci, kdy
pozorovand plazmatickd DPP-IV-podobnd enzymova aktivita i koncentrace proteinu DPP-1V
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byly o 50% niz8i ve srovnani s pacienty s osteoartrézou. Ackoliv Cuchacovich a kol.
(Cuchacovich a kol., 2001) prokazali, ze u pacientii s RA (na rozdil od zdravych kontrol)
dochazi k hypersialylaci DPP-IV a tim ke snizeni jeji specifické enzymové aktivity, nase
vysledky v souladu s dalsimi (Cordero a kol., , Busso a kol., 2005, Ulusoy a kol., 2012)
ukazuji, ze niz8i enzymova aktivita pozorovana u RA pacientl je z velké Casti zpiisobena
spiSe poklesem koncentrace proteinu DPP-IV v plazmé. Funkéni disledek tohoto pozorovani
vSak stale zustava neobjasnén. Niz§i DPP-IV-podobnd enzymova aktivita byla nékterymi
autory popisovana i v synovialni tekutiné pacientd s RA ve srovnani s OA (Gotoh a kol.,
1989, Sedo a kol., 2005), nicméné tento zavér nebyl u vSech autord jednozna¢ny (Busso a
kol., 2005) a zifejm¢ muze zaviset i na zpusobu vyjadieni specifické enzymové aktivity
(pfepocet na objem nebo na koncentraci celkového proteinu ve vzorku; vzhledem k tomu, Ze
celkova koncentrace proteinu je ve vypotku u pacientil s RA vyznamné vyssi nez u OA,
enzymova aktivita vyjadfena ve vztahu k celkové koncentraci proteinu mohou zdéanliveé
maskovat skutecny proteolyticky potencial DPP-IV pfitomné v synovidlni tekutin€). V nasi
studii nebyl pozorovan vyznamny rozdil mezi DPP-IV-podobnou enzymovou aktivitou
synovialni tekutiny RA a OA pacientti vyjadfovanou na jednotku objemu vypotku (Sromova a
kol., 2010).

Signifikantni vzestup exprese antigenu DPP-IV na CD4+ lymfocytech byl popsan u
pacientl s chronickou (median trvani onemocnéni 11.5 let) revmatoidni artritidou (Ellingsen
T 2007), zatim co u kratkodobé¢ diagnostikovanych pacientd (< 6 mésict), signifikantni rozdil
ve srovnani se zdravymi kontrolami pozorovan nebyl (Ellingsen a kol., 2012). V nasi studii
byli jako kontrolni skupina pouziti pacienti s osteoartré6zou. Nepozorovali jsme signifikantni
rozdil v proporci DPP-IV pozitivnich lymfocytd ani v intenzité exprese DPP-IV mezi obéma
pacientskymi skupinami. Variabilita v délce trvani onemocnéni, rozdily v pouzitych
protilatkach anti-DPP-IV a rozdilné kontrolni skupiny (pacienti s osteoartrézou vs. zdravé
kontroly) pouzité v nasi studii mohli zapti¢init pozorovany rozdil mezi nasimi vysledky a daty
v citované literatuie. V souladu s diive publikovanymi vysledky nasi laboratote (Balaziova a
kol., 2006), jsme nepozorovali signifikantni rozdily v DPP-1V-podobné enzymové aktivité na
mononukledrnich bunikach periferni krve mezi RA a OA pacienty, zatimco v FMNC byla
pozorovana vyznamné niz§i DPP-1V-podobna enzymova aktivita u pacientt s RA. Tato nizsi
enzymova aktivita korespondovala i s niz§im procentualnim zastoupenim DPP-IV+ lymfocyti
i intenzité exprese DPP-IV (MFI) na téchto bunikach (Sromova a kol., 2010). Nase pozorovani
DPP-IV+CD3+FMNC vykazujici téz nizsi intenzitu fluorescence u pacientl s aktivni RA ve
srovnani s OA. (Muscat a kol., 1994), avsak v dalsi praci Castené poukazuji na fakt, ze
presné pocty pozitivnich bun¢k jsou do jisté miry zavislé i na typu pouzité protilatky (Gerli a
kol., 1996). DPP-IV pozitivita na bunkach je spojovana s migracnim fenotypem bunék
infiltrujicich revmatoidni synovii (Ohnuma a kol., 2006). Tento jev muze byt pfi¢inou
relativniho ubytku DPP-IV+ FMNC v kloubnim vypotku u RA pacientli pozorovanych v této
studii, avSak nelze vyloucit ani primarni pokles exprese DPP-IV FMNC u pacientli s RA
(Sromova a kol., 2010).

Na bunikdch periferni krve je DPP-IV exprese dominantné pfitomna na CD4+ T
lymfocytech (Morimoto a kol., 1989). Podobnou distribuci jsme v nasi studii pozorovali u OA
BMNC i FMNC, nikoliv v§ak u RA, kde DPP-IV pozitivita byla rovhomérné rozloZzena mezi
CD4+ a CD8+ bunky i kdyz relativni proporce obou téchto subpopulaci ve vypotku se mezi
obéma skupinami nemocnych vyznamné nelisila (Obrazek 9).

SDF, biologicky substrat DPP-IV, dosahuje vyssich koncentraci v synovialni tekuting
nemocnych s RA nez s OA (Wei a kol., 2006, Kim a kol., 2007). Tato zvySena dostupnost
SDF v synovialnim prostfedi je povazovana za faktor vedouci ke zvySené neovaskularizaci,
infiltraci imunitnich bunék do synovidlni membrany a k destruktivnimu uc¢inku na
chondrocyty (Pablos a kol., 2003, Bauer a kol., 2006). Tento efekt zvySeného uvoliovani
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SDF, substratu DPP-1V, ze zanétlivé tkan¢ miize byt dale potencovan ndmi pozorovanou nizsi
ptitomnosti DPP-IV na FMNC pfitomnych v synovialni tekutin¢ (Sromova a kol., 2010) ,
Obrazek 13). V pribehu péti let po ukonceni studie doslo k progresi eroze kloubti u sledované
skupiny pacientll pouze u péti. Pravdépodobné i z tohoto divodu jsme pii porovnani ostatnich
sledovanych parametrti na této malé skupiné¢ nemohli pozorovat zadny vyznamny vztah k
nami sledovanym parametriim. Soubor nemocnych by z tohoto hlediska vyzadoval dalsi
sledovani.

Nékteré publikované studie spekuluji mozny vztah DPP-IV a aktivity RA. Cordero a
kol. (Cordero a kol., 2001) popsali negativni korelaci mezi koncentraci proteinu DPP-IV v
krevnim séru a poctem oteklych kloubti, avSak nepozorovali rozdily v sérové koncentraci
DPP-IV mezi skupinami s aktivni a neaktivni RA. Podobné ani Ulusoy a kol (Ulusoy a kol.,
2012) nepozorovali vyznamny vztah DPP-IV v krevnim séru s aktivitou RA. Vyssi exprese
DPP-IV v T lymfocytech byla pozorovana u pacientii s aktivni RA ve srovnani s pacienty s
mén¢ aktivni RA (Muscat a kol., 1994, Gerli a kol., 1996). Dtive publikované vysledky nasi
pracovni skupiny prokézaly negativni korelaci mezi enzymovou aktivitou plazmatické DPP-
IV a koncentraci CRP (Balaziova a kol., 2006). Dosud provadéné studie vychazely vétSinou
z interindividudlnich skupinovych porovnani, kterd vzhledem k pomérn€ zna¢né populacni
variabilit€¢ ptitomnosti DPP-IV Vv biologickém materidlu mohou ve statistickych porovnanich
vést k faleSné negativnim vysledkiim. Pokusili jsme se tedy charakterizovat vztah DPP-IV a
aktivity RA na intraindividualni bazi. V prabéhu nasi studie méli jednotlivi pacienti rozdilnou
1é¢bu, v zavislosti na klinickém posouzeni oSettujiciho 1ékare (glukokortikoidy, metotrexat,
anti-TNF alfa a anti-CD20 protilatky, leflunomid, sulfasalazin piipadné jejich kombinace).
Navzdory heterogenité¢ pouzité 1écby jsme ve follow-up vySetfeni pozorovali signifikantni
vzestup plazmatické DPP-IV-podobné enzymové aktivity i koncentrace u pacientl
S definovanym poklesem aktivity RA. Podobny vzestup DPP-IV-podobné enzymové aktivity,
spojeny s posunem z kyselych do vice neutralnich glykoforem cirkulujici DPP-IV, byl jiz
diive popsan u nemocnych s klinickym zlepSenim RA navozenym anti-TNF cilenou terapii
(Mavropoulos a kol., 2005).

Kromé téchto zmén v hlading solubilni DPP-IV jsme v nasi studii pozorovali, Ze i
DPP-IV-podobna enzymova aktivita na BMNC a exprese na lymfocytech klesd soubézné s
poklesem DAS2S, tedy se sniZzenim aktivity RA u jednotlivych pacientll. Intraindividualni
pokles exprese DPP-IV antigenu byl nejvice patrny na CD4+ T lymfocytech (p=0.055), coz je
v souladu s popsanou dominantni pfitomnosti DPP-IV v této lymfocytarni subpopulaci u RA
pacienti (Muscat a kol., 1994).

REVMATOIDNi ARTRITIDA OSTEOARTROZA

SYNOVIALNi TEKUTINA . SYNOVIALNi TEKUTINA

0Ff N \
/\ l\J/FP-IV/GDZE‘ \ \‘\
/ X"JJ‘/ )

| excral- /7
— <

~{ cHoNDROGYTY |

Obrazek 13. Hypotetizovana vzajemna interakce DPP-1V a SDF-CXCRA4 signalizace v synovialnim
mikroprostredi. V synovialni tkani pacientd s RA je buiikami produkovano a secernovano vice SDF nez u OA.
Ackoliv DPP-IV-podobna enzymova aktivita v synovialni tekutin€ se u pacientti s RA a OA nelisi, nizsi
hydrolyticky potencial FMNC muze u pacientti s RA zvySovat dostupnost aktivniho SDF a tim i vlastni
parakrinni G¢inky tohoto mediatoru a potenciovat tak dalsi prozanétlivé procesy. FMNC: mononuklearni buniky
synovialni tekutiny; SDF: stromal cell-derived factor-1; DPP-IV: dipeptidylpeptidaza-1V (Sromova a kol., 2010)
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Zavéry

. Kanonickd DPP-IV je hlavnim nositelem DPP-IV-podobné enzymové aktivity
V krevni plazmé¢, synovidlni tekutiné a velmi pravdépodobné i na povrchu BMNC a FMNC u
nemocnych s RA (i OA).

J U nemocnych s RA ve srovnani s OA je vyznamné niz§i enzymova aktivita a
koncentrace DPP-IV v krevni plazmé a exprese a aktivita DPP-IV na FMNC. U pacientt s
RA nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil v expresi a aktivit¢ DPP-IV na BMNC
oproti kontrolni OA skupiné.

J Intraindividualné pozorované snizeni exprese a aktivity DPP-IV na BMNC, a vzestup
koncentrace i aktivity plazmatické DPP-IV spojené s poklesem aktivity onemocnéni a
negativni korelace plazmatické aktivity DPP-IV s CRP naznacuji vztah tohoto enzymu
k aktivit¢ RA a jeho moznou vyuzitelnost pii sledovani 1é¢by.

. Nizsi dostupnost DPP-IV na FMNC muze vést k omezeni degradace SDF a tim ke
zvySeni jeho prozanétlivého plisobeni v synovidlnim prostiedi

Zkratky

BMNC mononuklearni buiiky periferni krve

BSA hovézi sérovy albumin

CD diferenciaéni skupina (clusters of diferenciation)

CRP C-reaktivni protein

CXCR4 CXC chemokinovy receptor 4

DAS28 disease activity score 28

DASH dipeptidylpeptidaze-1V aktivitou a/nebo strukturou homologni molekuly
DPP dipeptidylpeptidaza

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FAP fibroblastovy aktivaéni protein-o

FMNC mononuklearni buiiky synovialni tekutiny

FW rychlost sedimentace ¢ervenych krvinek

FSC forward scatter detektor umistén v ose dopadajiciho paprsku
IC50 koncentrace inhibitoru potifebna k inhibici 50% enzymové aktivity
MADb monoklonalni protilatka

MFI median intenzity fluorescence

mMRNA mediatorova ribonukleova kyselina

NK1 neurokininovy receptor 1

OA osteoartroza

PB periferni krev

PBS fosfatovy pufr

RA revmatoidni artritida

RANTES regulated upon activation normal T-cell expressed and secreted
SDF stromal cell-derived factor-1o/ CXCL 12

SF synovialni tekutina

SP substance P

SSC side scatter detektor v uhlu 90° na dopadajici paprsek

Tc cytotoxické T lymfocyty

Th pomocné T lymfocyty

VAS vizualni analogova skala

VIP vasoaktivni intestinalni peptid
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