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UVOD

Systémova sklerodermie (SSc) je vzacné, chronické systémové onemocnéni pojiva
postihujici kiizi, pohybové ustroji a vnitini organy. Nazev tohoto onemocnéni je odvozen z
feckych slov ,,scleros® a ,,derma‘* — tuha ktize a byl prvné pouzit Gintracem v roce 1847. Prvni
zminka o tuh¢é kizi, na které nelze vytvofit fasu, vSak pochazi jiz od Hippokrata asi 400 let pft.
n. | (Gabrielli A et al. 2009). Pro SSc je typicka heterogenita multisystémovych klinickych
manifestaci a variabilni, nepiedvidatelny prubéh. Dochazi k postizeni kiize, srdce, tepen, plic,
gastrointestinalniho traktu, ledvin a sexualnich funkci. Mezi hlavni patologické procesy
V patogenezi SSc patfi autoimunita a zanét, vaskulopatie a fibroza (Abraham DJ, Varga J
2005). Vsechny klicové procesy jsou vzajemné propojeny, coz odliSuje SSc od jinych
systémovych onemocnéni pojiva a fibrotizujicich onemocnéni. Pacienty se SSc bézné
klasifikujeme podle typu kozniho postizeni na dva zakladni podtypy - limitovanou (lcSSc,
limited cutaneous SSc) a difizni formu (dcSSe, diffuse cutaneous SSc). Pro difazni formu je
typicka rapidni progrese fibrozy kize, plic a dalSich vnitinich organd, zatimco u limitované
SSc dominuji cévni manifestace a fibréza klize a organi je obecné limitovana a progreduje
pomalu (LeRoy EC, Medsger TA, Jr. 2001). I kdyz se kvalita zivota a délka pieziti pacientt
se SSc Vposlednich letech stile zlepSuje, hlavné diky pokroku v 1écbé organovych
manifestaci a komplikaci, SSc potad zlistava nevylécitelnou nemoci. Diftizni forma SSc sebou
nese nejvyssi riziko tmrti ze vSech systémovych onemocnéni pojiva s délkou pieziti 10 let
v 49 % (Czirjak L et al. 2008). Mezi nejcastéjsi ptiCiny Gmrti u pacientd se SSc v soucasné
dobé patii plicni fibroza (35 %), plicni arterialni hypertenze (26 %), srde¢ni selhdni a arytmie
(26 %). Sklerodermickd renalni krize ztratila své dominantni postaveni mezi pficinami
mortality se zacatkem pouzivani ACE inhibitor (Tyndall AJ et al. 2010).

Etiologie SSc je nezndma. Pii vzniku tohoto onemocnéni se mohou uplatnit genetické
1 vngj$i faktory a vyznamnou roli zde maji humoralni a imunologické déje. Bylo popséano
n¢kolik gent, které mohou byt asociovany s predispozici ke vzniku SSc, ale etiologii SSc
nelze vysvétlit jen na zakladé genetickych faktort. Konkordance u dvojcat je jen 5%, ale
prevalence SSc v rodinach (1,6 %) je n€kolikrat vyssi nez v bézné populaci (0,003 - 0,03 %) a
pozitivni rodinnd anamnéza potad zlstava nejsilnéjSim rizikovym faktorem pro rozvoj SSc
(Feghali-Bostwick C et al. 2003). Asociace mezi vnéjsimi vlivy (napf. profesni expozice, viry
a bakterie) a rozvojem SSc byly dostatecné¢ zkoumany, ale role téchto faktorti neni dosud
uspokojivé objasnéna. Nejsilngj§i dikazy existuji pro slouceniny kiemiku a organicka

rozpoustédla, avsak jejich podil na vSech pfipadech SSc je jen minimalni (Mora GF 2009).



V patogenezi SSc dominuji tfi navzajem se prolinajici patologické procesy: i)
poskozeni endotelu a obliterujici vaskulopatie cévnich lizek, ii) zanét a autoimunita a iii)
progresivni fibréza (Varga J, Abraham D 2007). Vaskularni poSkozeni je nej¢asnéjSim a
pravdépodobné i1 primarnim procesem v patogenezi SSc a je histopatologicky prokazatelné
pied rozvojem fibrozy a objevenim se prvniho klinického piiznaku, kterym obvykle byva
Raynaudiv fenomén. K dal§im manifestacim vaskulopatie u SSc patii teleangiektazie, typické
zmény na kapilarach nehtového lizka, trofické defekty, plicni arteridlni hypertenze, antralni
vaskularni ektazie a renalni krize s maligni hypertenzi (Kahaleh MB et al. 1979). V
patogenezi SSc ma vyznam jak vrozena tak ziskana imunita. V postiZzenych tkanich lze
histopatologicky prokazat perivaskularni infiltraty (zejména T a B lymfocyty, makrofagy a
zirné bunky), které prispivaji k rozvoji SSc sekreci riznych profibrotickych cytokinl a
chemokinti a produkci autoprotilatek (Artlett CM 2005). Fibroza byva ¢asto dominantnim
rysem SSc a postihuje jak kuzi, tak vnitini organy - zejména plice, srdce a gastrointestinalni
trakt. Dochdzi k postupnému nahrazeni funk¢ni tkdn€ postizenych organt kolagennimi vlakny
a dalsimi slozkami extracelularni matrix (ECM), coz vede ke ztraté jejich funkce a selhavani

(\Varga J, Abraham D 2007).

1.1. Tkanova fibréza u systémové sklerodermie
Tkanova fibréza obecné je koneCnym béZnym patologickym disledkem fady chronickych
zanétlivych onemocnéni a piedstavuje rostouci globalni problém ve zdravotni péci, jenz dle
recentnich statistik pfispiva az k 45 % vSech umrti celosvétové (Wynn TA, Ramalingam TR
2012). Ke zvysené produkci ECM dochazi za fyziologickych podminek pfi hojeni ran. Na
rozdil od tohoto sebelimitujiciho procesu dochédzi v hypertrofické jizevnaté tkani, pii
chronické zanétlivé stimulaci a v 1ézich pacientll se SSc k perzistentni zesilené fibrogenezi

s nadbyte¢nou perivaskularni a intersticialni akumulaci ECM (Varga J, Abraham D 2007).

1.1.1. Patogeneze fibrozy

Fibroblasty jsou hlavnim efektorem fibrogeneze. Fibroblasty izolované z
postizené kiize nebo plic pacientli se SSc maji abnormalni, aktivovany fenotyp, ktery je
signal-independentni a pietrvava po nékolik pasazi in vitro (LeRoy EC 1974). Pro aktivovany
fenotyp je typickd nadmérnd produkce slozek ECM, konstitutivni sekrece cytokini a
chemokinti a zvysena exprese membranovych receptorti vazicich profibrotické mediatory.
ECM piedstavuje komplexni smés proteini uspoifadanych do organizované struktury, mezi

které patii hlavné kolageny, proteoglykany, fibriliny, fibronektin, malé proteoglykany bohaté



na leucin a adhezni molekuly (Pannu J, Trojanowska M 2004). SSc fibroblasty jsou rovnéz
relativné rezistentni vii€i apoptdze a je u nich zvySena exprese faktorti s antiapoptotickym
ucinkem Bcl2 (B-cell lymphoma 2) a Akt (PKB, proteinkinaza B). U SSc fibroblastl také
Castéji dochazi k transdiferenciaci v myofibroblasty (aktivované fibroblasty) obsahujici a-
smooth muscle actin (a-SMA) — centralni komponentu cytoplazmatického kontraktilniho
aparatu bunék podobnych hladkému svalu. Za fyziologickych podminek hraji myofibroblasty
hlavni roli v procesu hojeni ran prostfednictvim jeji kontrakce, syntézy kolagenti a dalSich
slozek EMC a sekrece profibrotickych mediatorii. Zdrojem pro myofibroblasty jsou kromé
rezidentnich intersticidlnich fibroblastii podléhajicich procesu transdiferenciace také pericyty,
progenitory z kostni dfen¢ a buniky epitelu, které podléhaji za patologickych podminek,
jakymi jsou tumorigeneze a rendlni a plicni fibroza, epitelidlné-mezenchymalni tranzici
(EMT) (Varga J, Abraham D 2007). VétSiny charakteristik aktivovanych SSc fibroblastu lze
dosahnout pomoci stimulace transformujicim ristovym faktorem beta (TGF-B). ZvySena
exprese receptorti pro TGF- na povrchu SSc fibroblastl a alterovany pomér receptori 1. a I1.
typu vede Kk robustni odpovédi na TGF- ligand (Pannu J, Trojanowska M 2004). K dosazeni
kompletniho fenotypu SSc fibroblastii vSak samotné TGF-B nestaci a pfedpokladd se ucast
epigenetickych modifikaci, alterace signalnich cest integrinli z prostfedi okolni ECM a
mezibunééné kontakty s dal§imi bunéénymi typy véetné desti¢ek, bunék zanétlivého infiltratu,
endotelu a epitelu (Varga J, Abraham D 2007).

Mezi hlavni mediatory fibrozy u SSc patii TGF-f, jenz je produkovan jako latentni
komplex ¢etnymi buikami véetné desticek, monocytt/makrofagi, T lymfocyti a fibroblasti.
Proces aktivace TGF-f je regulovan interakci s fibrilinem a dal§imi slozkami ECM v¢etné
integrinti, trombospondini, THY-1 (CD 90, Cluster of Differentiation 90) a plasminu.
V bunikach mezenchymu podporuje TGF-B syntézu kolagenu, proliferaci, migraci, adhezi a
transdiferenciaci bunék v myofibroblasty (Varga J, Abraham D 2007). Po navazani aktivniho
TGF-p na TGF-B receptor II. typu (TGFPRII) dochazi k heterodimerizaci a aktivaci
transmembranové serin-treoninové kinazy TGF-B receptoru 1. typu (TGFBRI). Ten nasledné
aktivuje klasickou Smad-dependentni TGF-f signalni transdukci (obr. 1) 1 Smad-
nedependentni signalni cesty (obr. 2). Mezi cilové geny Smad-dependentni signalni kaskady
patii kolagen typu I, inhibitor aktivatoru plasminogenu-1 (PAI-1), a-SMA, CTGF a Smad7. U
SSc fibroblasti byla prokazana deregulace procest aktivace a inhibice Smad proteint (Pannu
J, Trojanowska M 2004; Massague J, Gomis RR 2006).

Mezi dalsi mediatory fibrogeneze u SSc patii CTGF (tkanovy pojivovy rastovy faktor)
a PDGF (rustovy faktor z desticek). CTGF je ¢lenem rodiny Cyr61/CTGF/NOV (CCN)



matricelularnich rastovych faktor, které spojuji bunéény povrch s ECM, kontroluji
mezibunécna spojeni a migraci bunék, moduluji aktivitu TGF-f a dalSich cytokinti a reguluji
bunéénou diferenciaci, proliferaci, apoptozu a syntézu ECM (Leask A, Abraham DJ 2006).
TGF-p a ET-1 (endothelin-1) indukuji expresi CTGF a ten je rovnéz efektorem TGF-f
v stimulaci produkce ECM (Krieg T et al. 2007).

Dalsim mediatorem fibrézy u SSc je PDGF. PDGF je potentnim mitogenem a
chemoatraktantem fibroblastl, nepfimo indukuje produkci kolagenu, fibronektinu a
proteoglykanii a zvySuje sekreci profibrotickych cytokint TGF-B, MCP-1 (monocyte
chemotactic protein-1) a IL-6 (Varga J, Abraham D 2007). PDGF je uvoliiovan aktivovanymi
destickami, makrofagy a bunkami endotelu, jejichz alterované funkce a pocet prispivaji ke
zvySené expresi PDGF ve tkanich SSc pacientti. Dalsim aktivatorem PDGF jsou stimulujici
autoprotilatky proti PDGF receptortim, které ptes aktivaci intracelularni kaskddy Ha-Ras-
ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases) a produkci kyslikovych radikalt vedou
k aktivaci fibroblasti. Tento mechanismus je dikazem propojeni procesi autoimunity a
fibrozy v patogenezi SSc, které spole¢né s vaskulopatii vedou k rozvoji a progresi této nemoci

(Baroni SS et al. 2006).

1.1.2. Soucasné moznosti ovlivnéni tkafové fibrézy u systémové sklerodermie

Jelikoz dosud neexistuje univerzalni G¢inna 1écba SSc, farmakologicka terapie tohoto
onemocnéni je pouze organové specifickd a symptomatickd. Vzhledem ke skuteCnosti, Ze
mezi hlavni patogenetické mechanizmy u SSc patfi aktivace imunitniho systému a
abnormality buné¢né i humoralni imunity vedouci k produkei autoprotilatek a profibrotickych
cytokint, je u pacientl s aktivni dcSSc a/nebo zanétlivym postizenim (jako napf. artritida,
myozitida, myokarditida a alveolitida v ramci intersticialniho plicniho postizeni) odborniky
doporucovana systémova lécba imunosupresivnimi preparaty. V Casné fazi dcSSc je zvySené
riziko rychlého rozvoje organového postizeni a cilem imunosupresivni lécby je snaha o
zpomaleni progrese a zmirnéni zdvaznosti organového postizeni a naslednych komplikaci. Ze
vSech klinickych projevii SSc ma vSak koZni postiZzeni historicky nejmensi odpovéd na
protizanétlivou anebo imunosupresivni 1é€bu v dosud provadénych kontrolovanych
klinickych hodnocenich (Kowal-Bielecka O et al. 2016).

I proto recentn¢ aktualizovana doporuceni Evropské ligy proti revmatismu (EULAR)
pro 1lécbu SSc vzhledem k obecnému nedostatku dikazli v podobé kvalitnich

randomizovanych kontrolovanych studii (RCT) odkazuje pii ovlivnéni kozZni fibrozy u



pacienti s ¢asnou dcSSc a s intersticialnim plicnim postizenim (ILD) pouze na tii 1é¢ebné
modality:

1) metotrexat (MTX), u kterého byl ve dvou RCT demonstrovan trend ke zlepSeni kozniho
skore (hodnoceno pomoci modifikovaného Rodnanova kozniho skére (mRSS);

ii) cyklofosfamid (CYC), u kterého byla ve dvou RCT demonstrovana stabilizace plicnich
funkci a zmirnéni kozniho postizent;

ii1) autologni transplantace kmenovych bun¢k (HSCT), zalozena na diikazech ze dvou RCT,
ve kterych bylo demonstrovano vyznamné zlepSeni mRSS a plicnich funkci (nikoliv vSak
DLCO) ve srovnani s CYC a lepsi dlouhodobé pteziti bez nezddoucich udalosti u HSCT
(Kowal-Bielecka O et al. 2016).

K dal$im Vv revmatologii bézné uzivanym imunosupresivnim preparatim, konven¢nim
syntetickym chorobu modifikujicim lékiim (csDMARDs, jako napt. mykofenolat mofetil
(MMF) nebo azatioprin (AZA)) a biologickym DMARDs (bDMARDs, jako napf. rituximab
(RTX), tocilizumab (TCZ), abatacept (ABA) a TNF-a inhibitory) a jejich G¢innosti u kozniho
postizeni a ILD u dcSSc se panel expertt EULARu vzhledem k nedostatku kvalitnich dikazt
nevyjadiuje (Kowal-Bielecka O et al. 2016). V klinické praxi se vSak mizZeme cCasto setkat s
pouzitim i téchto preparati. U MMF prokazaly reanalyzy ze dvou RCT srovnatelné zmirnéni
mRSS a stabilizaci plicnich funkci jako u CYC (Namas R et al. 2017; Volkmann ER et al.
2017). U RTX byl v jedné malé RCT a v zatim nejvétsi observaéni studii pfipadd a kontrol
z registru EUSTAR (European Scleroderma Trials and Research group) prokazan vyznamny
pokles mRSS a stabilizace plicnich funkci u aktivni ILD (Jordan S et al. 2015; McQueen FM,
Solanki K 2015). Pravé probiha velkd RCT s RTX iniciovana spolecnosti EUSTAR, jejiz
vysledky nabidnou vétsi evidenci o u¢innosti RTX. U inhibitort TNF-alfa neexistuje dostatek
diikazli o u€inném ovlivnéni koZniho postizeni u SSc a jejich podavani v této indikaci neni
odborniky doporuc¢ovano i vzhledem k mozné progresi ILD (Nagaraja V et al. 2015). Inhibitor
stimulace T lymfocytt ABA byl zkouman v jedné malé RCT s vyslednym trendem ke
zlepSeni mRSS a vysledky prave probihajici dalsi RCT zatim nebyly uvefejnény (Chakravarty
EF et al. 2015). Priznivé, klinicky vyznamné, ale statisticky nevyznamné, zlepseni mRSS a
plicnich funkci demonstrovala prvni RCT faze II s TCZ (Khanna D et al. 2016), ale
definitivni zavéry a doporuceni Ize délat az po potvrzeni téchto vysledkii v probihajici RCT
faze III. Dalsi moZnosti ovlivnéni kozniho postizeni zejména u pacientii s aktivni rychle
progredujici dcSSc, neodpovidajicich na konvenéni imunosupresivni 1é¢bu, je podavani
intravendznich globulinti (IVIG). Mechanismus t¢inku IVIG je dosud neznamy, ale vétSina

studii demonstrovala piiznivé G€inky na postizeni kiize — data vSak pochazeji ze série ptipadd,



otevienych hodnoceni jednotlivych center anebo z jedné vétsi retrospektivni multicentrické
studie (Sanges S et al. 2017).

V posledni dekad¢ jsme byli svédky exponencialniho ristu poctu publikaci v oblasti
bazalniho, preklinického i1 klinického vyzkumu u SSc, ktera byla jest¢ pied neddvnem razena
mezi tzv. orphan diseases. Nové poznatky v patogenezi SSc piinesly 1 fadu potencidlnich cili
terapie. Pro preklinické testovani novych antifibrotickych terapii jsou bézn¢ pouzivany in
vitro experimenty na tkanovych nebo bunécnych kulturach anebo in vivo experimenty za
pomoci zvifecich experimentalnich modeld SSc. Prehled nejcastéji pouzivanych
experimentalnich modelt SSc, jejich vyhody a nevyhody, strategii volby vhodného modelu a
jejich piinos ke stavu poznani a moznostem 1é¢by SSc nabizi prvni piilozena publikace. Zde
je vsak na misté uvést n€kolik kandidatnich molekul antifibrotické terapie, které¢ uspesné
prosly zminénym preklinickym testovanim a vstoupily jiz do klinické fidze hodnoceni u
pacientt se SSc v tzv. proof-of-concept studies (Bruni C et al. 2017):

i) imatinib mesylat (inhibitor tyrosinkinaz PDGFR, c-Abl, c-Kit) — po prvnich slibnych
vysledcich oteviené¢ho klinického hodnoceni se zlepSenim mRSS a FVC pfisly negativni
vysledky u 2 RCT v podobé neucinnosti a ¢astych nezddoucich tc¢inki;

ii) dasatinib (inhibitor tyrosinkinaz Ber-Abl, Src) — byla jiz ukon¢ena RCT u SSc-ILD a jsou
ocekavany jeji vysledky;

iii) nilotinib (inhibitor tyrosinkinazy Bcr-Abl, 10-30x potentnéjsi nez imatinib) — v otevieném
nekontrolovaném hodnoceni u ¢asné dcSSc byl demonstrovan pokles mRSS, ale i trend
poklesu FVC a DLCO;

iv) nintedanib (inhibitor tyrosinkindz FGFR, VEGFR, Src) — byl jiz schvalen na zaklad¢ 2
RCT pro 1é¢bu idiopatické plicni fibrézy (IPF) a nyni je hodnocen u SSc-ILD ve velké RCT
faze III;

V) antagonista receptoru typu 1 pro kyselinu lysofosfatidovou (LPAR1) — byl hodnocen
Vv malé RCT u ¢asné dcSSc, kde byl demonstrovan trend ke snizeni mRSS;

vi) fresolimumab (monoklonalni protilatka inhibujici vSechny isoformy TGF-B) — byl
hodnocen v malé oteviené studii u ¢asné dcSSc, kde bylo demonstrovano snizeni mRSS;

vii) pirfenidon (inhibitor TGF-f sne zcela objasnénym mechanismem ucinku) — byl jiz
schvalen pro 1é¢bu IPF a byl hodnocen v malé oteviené randomizované studii faze II u SSc-
ILD jako bezpecny preparat s vyhledem dal$iho hodnoceni ve fazi I11;

viil) pomalidomid (analog thalidomidu druhé generace) — kontrolovana studie faze II u SSc

hodnotici jeho bezpecnost byla ukoncena pro pomaly nébor pacientt;



ix) rapamycin (makrolidové antibiotikum s imunosupresivnimi ucinky) — studie faze I-1l u
dcSSc prokazala srovnatelné snizeni mRSS a stabilizaci FVC ve srovnani s MTX;

X) pan-PPAR agonista (agonista Perixisome proliferator activated receptor, jenz ma
antifibrotické¢ ucinky) — jiz bylo zahdjena RCT faze II u dcSSc hodnotici bezpecnost a
ucinnost;

Xi) riociguat (stimulator solubilni guanylatcyklazy (sGC), ktera ma vazodilatacni a
antifibrotické ucinky) — byl jiz schvalen pro 1écbu idiopatické plicni arterialni hypertenze a
V soucasnosti jsou zkoumany jeho antifibrotické ucinky ve velké RCT u ¢asné dcSSc;

Xii) tergurid (antagonista serotoninovych receptorti 5-HT2A a 5-HT2B, které jsou mediatorem

profibrotické osy serotoninu) — planovano zahajeni RCT u deSSc (Bruni C et al. 2017).

1.2. Zkoumané potencialni cile antifibrotické terapie u systémové sklerodermie

1.2.1. Heat shock protein 90 (Hsp90)
Proteiny tepelného Soku (Hsps) jsou rodinou molekularnich chaperont, které byly objeveny
Vv bunikach slinnych zlaz Drosophily a pojmenovany na zakladé skute¢nosti, Ze jejich exprese
po expozici vysoké teploté vzrista. V eukaryotickych bunikach vSak dochazi k indukci jejich
syntézy i vlivem jinych stresovych situaci, napt. nizké teploty, pfitomnosti virové infekce,
zmén pH, intracelularniho prostfedi, expozici UV zafeni, hladovéni, imobilité, nadmérné
fyzické zatézi, ale i béhem hojeni a remodelace tkani (Hartl FU 1996). Hsps délime podle své
molekularni hmotnosti na Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 a malé Hsp. Hsps selektivné
rozpoznavaji a vazou nespravné sbalené¢ proteinové klienty, které posléze stabilizuji ve
spravné prostorové konformaci, ¢imz je chrani pfed degradaci v proteozomech (Buchner J
1996). Ptedchozi prace prokazaly, ze Hsp90 je nezbytny pro stabilizaci mnoha receptort
(napt. EGFR, TGF-f receptor Il. typu), protein-kinaz (napt. NF-kB, ERK, PI3K, IKK,
Bcr/Abl, Src) a transkripénich faktort, které reguluji fadu biologickych procest dulezitych
pro rist a preziti nadorovych bunék, ale i pro regulaci tkanové fibrozy (TGF-3 receptor a Src
kinazy) (Calderwood SK et al. 2006; Koga F et al. 2006; Wrighton KH et al. 2008). Cetné
prace demonstrovaly, Ze Hsp90 podporuje angiogenezi, invazivni rist nadord, tvorbu
metastaz a inhibuje apoptézu nadorovych bunék. ZvySena exprese Hsp90 byla detekovéana u
fady solidnich tumort a lymfoproliferativnich onemocnéni a signalizuje Spatnou prognozu,
horsi odpoveéd’ na terapii a zkracené pieziti (Calderwood SK et al. 2006). Recentné&jsi prace
demonstrovaly, ze se Hsp90 podili 1 na prezentaci antigenu a aktivaci vrozené imunitni

odpovédi (Nardai G et al. 2006). ZvysSena exprese Hsp90 byla popsana i u nékterych



revmatickych onemocnéni, napt. v mononuklearnich butikach periferni krve (PBMC) pacientt
S vySs$i aktivitou systémového lupus erythematodes (SLE) (Shukla HD, Pitha PM 2012), ve
svalové tkani pacienti s idiopatickymi zanétlivymi myopatiemi (IZM) (De Paepe B et al.
2009; De Paepe B, De Bleecker JL 2013) a v plazm¢ pacientd s IZM a se spondyloartritidou
(SpA) (nepublikovana data nasi pracovni skupiny).

1.2.2. S100A4
S100A4 (znam také jako metastasin-1, calvasculin, pEL, p9Ka, Fspl, CAPL) je kalcium
vazici protein, ktery byl plvodné izolovan u mysi jako protein tvofeny metastatickymi
bunikami adenokarcinomu mlééné zlazy (Ebralidze A et al. 1989). Vazba kalcia vede ke
strukturdlnim zménadm umoznujicim navazani cilové molekuly a regulaci riznych
biologickych procesii. V intracelularnim prostfedi se podili na regulaci bunécné proliferace,
apoptdozy, motility a remodelace ECM (Donato R 2001). S100A4 uvolnény
do extracelularniho prostiedi ma vlastnosti podobné cytokinim, které v urcitych ptipadech
uplatiuje prostiednictvim receptoru RAGE (receptor for advanced glycation end-products)
(Huttunen HJ et al. 2000). Cetné studie prokazaly zvyseni exprese S100A4 u riiznych
nadorovych onemocnéni a piimou souvislost s frekvenci tvorby metastdz a zvySenou
mortalitou pacientd (napf. u nemalobunééného karcinomu plic, karcinomu prostaty,
mocového méchyie, duktidlniho adenokarcinomu pankreatu, kolorektalniho karcinomu)
(Mishra SK et al. 2012). V poslednich letech se objevuje mnoho praci, které davaji S100A4
do souvislosti s ¢etnymi nenadorovymi onemocnénimi, napi. tkanova fibroza, regenerace
poskozenych neuronti a rohovky, psoridza i zanétliva revmatickd onemocnéni. Spole¢nym
jmenovatelem vétSiny zminénych onemocnéni jsou fibrotické a zanétlivé procesy, tj. procesy
zavislé na remodelaci tkani, bunétné motilité a epitelidlné-mezenchymalni tranzici (EMT)
(Schneider M et al. 2008). S100A4 byl popsan jako mediator renalni fibrozy, jaterni fibrozy a
primarni biliarni cirhozy, idiopatické plicni fibrozy a fibrozy myokardu (Zeisberg M et al.
2003; Lawson WE et al. 2005; Schneider M et al. 2007; Zeisberg EM et al. 2007; Zeisberg M
et al. 2007). U revmatoidni artritidy (RA) S100A4 podnécuje patologickou remodelaci
artritickych kloubt, zvySuje expresi matrixmetaloproteindz a je zvySen¢ produkovéan v misté
zanétu synovialnimi fibroblasty, zanétlivymi buiikami i chondrocyty. Navic byla prokézana
jeho zvySena exprese jak v synovialni tkdni a synovidlni tekuting, tak i v plazmé pacienti
s RA (Senolt L et al. 2006; Klingelhofer J et al. 2007). ZvySena exprese S100A4 byla také
prokazana v zanétem postizené svalové tkani pacientt s 1ZM, kde ptisobi pravdépodobné jako

faktor podobny cytokiniim, ktery podporuje postizeni svalovych vldken prostfednictvim
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stimulace produkce prozanétlivych cytokinti mononuklearnimi bunikami (Cerezo LA et al.

2011).

1.2.3. Tribbles homologue 3 (Trb3)
Tribbles homologue 3 (Trb3, znamy i jako TRIB3, NIPK a SKIP3) je nejmlad$im ¢lenem
rodiny molekul Tribbles, které jsou sav¢imi homology Drosophila Tribbles. Jedna se o
skupinu pseudokindz, tj. proteint, které sice obsahuji doménu podobnou serin/treoninové
proteinkinaze, ale chybi jim vazebné misto pro ATP (adenosintrifosfat) a katalyticka rezidua.
Proto Trb3 nereguluje expresi cilovych gent pfimo, ale prostiednictvim protein-proteinovych
interakci s nékolika klicovymi proteinkindzami (napt. Akt, Smad3) a transkripcnimi faktory
(napt. ATF4, CHOP a NF-kB). Timto mechanismem je zapojen do regulace zdsadnich
biologickych procesti, jako jsou bunécnd smrt a diferenciace, zanét a degradace proteind,
glukozovy a lipidovy metabolismus a diferenciace adipocyta (Ord T, Ord T 2017). Velka
pozornost byla vénovana Trb3 u nddorovych onemocnéni. ZvySend exprese Trb3 byla
nalezena u pacientt s kolorektalnim karcinomem a jeho exprese korelovala s celkovou
Spatnou prognozou (Miyoshi N et al. 2009). Exprese Trb3 na mRNA uarovni (na rozdil od
proteinové turovn¢) korelovala se Spatnou prognézou u pacientli s karcinomem prsu a
s nemalobunéénym karcinomem plic (Wennemers M et al. 2011; Zhou H et al. 2013). Dalsi
prace dokumentovala, ze zvySend exprese Trb3 potencuje angiogenezi u pacienti
s karcinomem Zzaludku (Dong S et al. 2016). Recentnéj$i prace demonstrovaly zvySenou
expresi Trb3 u rendlni a kardidlni fibrézy u zvifecich experimentalnich modeld diabetu 2.
typu. U potkaniho modelu s diabetickou kardiomyopatii bylo prokazano, Ze inhibice Trb3
vedla k potlaceni zanétu a kardidlni fibrozy prostiednictvim upravy Grovné fosforylace Akt a
snizenim fosforylace ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) (Ti Y et al. 2011).
V podobné praci u inzulin-rezistentnich potkani byla detekovana zvySena exprese Trb3 a jeho
utlumeni pomoci siRNA redukovalo renalni fibrézu soucasné se sniZzenou fosforylaci ERK
(Ding WY et al. 2014). Zvysena exprese Trb3 byla rovnéz nalezena v chondrocytech
pacientll s osteoartrozou a vedla k utlumeni fosforylace Akt a ke snizeni pfezivani

chondrocytt a redukci syntézy proteoglykanti (Cravero JD et al. 2009).

1.2.4. Interleukin (IL)-35
Interleukin (IL)-35 je nejnovéjsim ¢lenem cytokinové rodiny IL-12, kam dale spada IL-12,
IL-23 a IL-27. Jednd se o heterodimery, které jsou produkovany antigen prezentujicimi

bunkami a tvofeny vzajemné sdilenymi fetézci alfa (p19/1L-23a, p28/IL-27 a p35/1L-12a) a
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beta (p40/IL-12b a EBI3/IL-27b) (Collison LW, Vignali DA 2008). IL-35 je tvoien
konsistentné¢ exprimovanym fetézcem alfa (p35/IL-12a) a inducibilnim fetézcem beta
(EBI3/IL-27b), ktery je selektivné exprimovan. IL-35 se vaze na receptor, jenZ ma dvé
podjednotky, IL12Rb2 (soucast receptoru pro IL-12) a gp130 (soucast receptoru pro IL-27), a
nasledné dochazi k aktivaci signalni drahy STAT1 a STAT4 (Collison LW et al. 2012). Je
transkripéniho faktoru STAT4 prostfednictvim aktivace a proliferace T lymfocytd u
experimentalnich mySich modeltt SSc, konkrétné kozni fibrozy (Avouac J et al. 2011).
(naptf. nemalobunéény karcinom plic, duktdlni adenokarcinom pankreatu a kolorektalni
karcinom). 1L-35 zde byl popsan jako mediator nadorové progrese a biomarker progrese a
Spatné progndzy (Zeng JC et al. 2013; Gu X et al. 2014; Jin P et al. 2014). Recentng&jsi studie
popsaly jeho kontroverzni roli u zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Na rozdil od
ostatnich ¢lend rodiny IL-12, které se fadi mezi imunostimulaéni cytokiny, patii 1L-35 dle
ucinky prostfednictvim indukce T-regulaénich lymfocytli, regula¢nich B lymfocyti a
potlaceni proliferace a funkce efektorovych T lymfocytl a produkce prozanétlivych cytokint
(napt. u experimentalnich modeld nespecifickych stfevnich zanétd (IBD) a u kolagenem
indukované artritidy, RA, SLE) (Collison LW et al. 2007; Niedbala W et al. 2007; Collison
LW et al. 2010; Kochetkova | et al. 2010; Ouyang H et al. 2014; Wang RX et al. 2014).
Nove¢jsi prace demonstrovaly spiSe jeho prozanétlivou roli u nékterych zanétlivych
revmatickych onemocnéni (napt. u Lymeské artritidy, RA, IZM - nepublikovana data) (Kuo J
et al. 2011; Thiolat A et al. 2014; Filkova M et al. 2015; Senolt L et al. 2015).

1.2.5. Adiponectin
Adiponectin (znam taky jako Acrp30, AdipoQ, GBP28 nebo apM1) je ¢lenem rodiny
adipocytokini a je fazen do tzv. C1g-TNF superrodiny. Jeho struktura sdili podobnosti s
kolageny typu VIII a X, komplementarnim faktorem C1q a vykazuje rovnéz silnou homologii
s TNFa (Shapiro L, Scherer PE 1998). Adiponectin ptisobi pies své membranové receptory
AdipoR1, AdipoR2 a T-cadherin, které aktivuji pocetné signalni drahy. Ty nasledné zvysuji
oxidaci mastnych kyselin ve svalech a redukuji syntézu glukézy v jatrech, snizuji
plazmatickou hladinu glukézy, triacylglyceroli a volnych mastnych kyselin (Haluzik M
2005). Na tvorb¢ adiponectinu se Vv lidském organismu krom¢ adipocytt podileji zanétlivé

bunky, zejména builky monocyto-makrofagové linie. Adiponectinu se pfisuzuji spiSe
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protektivni vlastnosti, je snizen u obéznich jedincti, zlepSuje inzulinovou senzitivitu a tlumi
proces aterosklerozy (Koerner A et al. 2005). Vztah adiponectinu k nadorovym onemocnénim
byl bohaté zkouman a presahuje rdmec tohoto piehledu. Na zdkladé vysledkl recentni
Metaanalyzy vSak 1ze zobecnit, Ze u vétSiny nadorovych onemocnéni mizeme detekovat nizsi
cirkulujici koncentrace adiponectinu nez u kontrolnich zdravych jedincta (Wei T et al. 2016).
Adiponectin ma kromé vztahu k metabolizmu vyznam 1 pfi aktivaci zanétu a imunitni
odpovédi, ovliviiuje vrozeny i ziskany imunitni systém, tlumi fagocytarni schopnost
makrofagll a snizuje expresi prozanétlivych cytokinu IL-6 a TNFa (Tilg H, Moschen AR
2006). U zanétlivych revmatickych onemocnéni se adiponectinu pfisuzuje spise prozanétlivy
ucinek. Zvysené cirkulujici koncentrace i lokalni exprese a prozanétlivé vlastnosti
adiponectinu byly demonstrovany v ¢etnych studiich zejména u RA, OA a SLE (Abella V et
al. 2014). Dalsi vyzkumné skupiny popsaly potentni antifibrotické 0c¢inky adiponectinu
v experimentalnich modelech tkafiové fibrozy. Nekolik praci prokazalo, ze adiponectin tlumi
proliferaci hepatalnich stellatovych bunék a jaterni fibrozu (Adachi M, Brenner DA 2008;
Caligiuri A et al. 2008). Jiné skupiny demonstrovaly, Ze adiponectin zabranil hypertrofii
kardiomyocytil a rozvoji myokardialni fibrozy (Shibata R et al. 2004; Essick EE et al. 2011).
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1.4. Prilohy

Obr. 1

Smad-dependentni TGF-f signalni kaskada (upraveno podle Varga J, Abraham D 2007).
Po navazani aktivniho TGF-B na TGF-B receptor II. typu dochazi k heterodimerizaci a
aktivaci transmembranové serin-treoninové kinazy TGF-f receptoru 1. typu, kterad
fosforyluje v cytoplazmé ptitomné proteiny Smad2 a Smad3. Ty tvofi komplex se Smad4,
ktery je translokovan do jadra fibroblastu, vaze se na Smad Binding Element-sekvenci
DNA a spolecné s transkripnimi faktory a kofaktory (napt. P300) reguluje expresi
cilovych gent (hlavné komponent ECM).

Vysvétlivky: TGF-B, transforming growth factor beta; TGFPRIL, transforming growth factor beta type Il receptor; TGFPRI,
transforming growth factor beta type | receptor; SBE, Smad Binding Element; p300, E1A binding protein p300; ECM, extracelularni

matrix
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Obr. 2

Smad-nedependentni TGF-f signalni kaskada (upraveno podle Varga J, Abraham D
2007).

Po navazani aktivniho TGF-B na TGF-B receptor II. typu dochazi k heterodimerizaci a
aktivaci transmembranové serin-treoninové kinazy TGF-B receptoru I. typu, ktera
fosforyluje v cytoplazmé pritomné Cetné kaskady kindz, které spole¢né s transkripénimi
faktory a kofaktory reguluji expresi cilovych gent (hlavné slozek ECM) v jadie
fibroblastu. Tyto signalni cesty mohou interagovat se Smad-dependentni signalni

kaskadou 1 plisobit zcela nezavisle.

Vysvétlivky: TGF-f, transforming growth factor beta; TGFPRIL, transforming growth factor beta type Il receptor; TGFBRI,
transforming growth factor beta type | receptor; TAK1, TGF-f activated kinase 1; TAB1/2, TAK1-binding protein 1/2; p38, p38 a JINK
(c-Jun N-terminal kinase) jsou MAPKSs (mitogen-activated protein kinases); MEK, mitogen-activated protein kinase kinase; ERK1/2,
extracellular-signal-regulated kinases; Elk-1, E twenty-six (ETS)-like transcription factor 1; PI3K, phosphatidylinositol 3-kinases;
PAK2, p21-activated kinase 2; c-Abl, cytoplasm-Abelson tyrosine kinase; Akt/PKB, protein kinase B; ROCK, Rho-associated, coiled-
coil containing protein kinase 1; AP-1, acivator protein 1; EGR-1, early growth response 1; SP1, specificity protein 1; p300, E1A
binding protein p300; CBP, CREB-binding protein; CBF, Core hinding factor
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Obr.3
Koncentrace Hsp90 v plazmé zdravych jedinct (ZK, n=85), pacientll se systémovou

sklerodermii (SSc, n=92), s kozn¢ limitovanou formou (IcSSc, n=54) a s kozn¢ difuzni
formou SSc (dcSSc, n=38).
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Obr. 4

Pozitivni korelace plazmatického Hsp90 s C-reaktivnim proteinem (CRP) a s rozsahem a
zavaznosti koZniho postizeni (hodnoceno dle modifikovaného Rodnanova kozniho skore,

mRSS) u pacientil s kozné difuzni formou SSc (decSSc).
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Obr.

5

Negativni korelace plazmatického Hsp90 s hodnotami plicnich funkénich testi (FVC,

FEV1, DLCO, Sp0O;) a zvysené koncentrace Hsp90 u pacientli se SSc s intersticialni

plicni fibrézou.
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S100A4 (ng/mL)

p<0,001
p=0,102
p=0,012 p=0,021
6004 . v
400 o* ‘e
250
2004 L) ———
L PP ¥ *
1504 L JS |
1004 ® D S
- 00"0 f" *
50- mombm . Y
C 7 S A 8 .
0l — aae®  vyr' :
ZK S$Sc lcSSc dcSSc

24



Obr. 7
Pozitivni korelace sérového S100A4 s rozsahem a zavaznosti kozniho postizeni

(hodnoceno dle modifikovaného Rodnanova kozniho skore, mRSS) a s aktivitou nemoci

(hodnoceno pomoci EUSTAR skore aktivity SSc).
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Obr. 8

Negativni korelace sérového S100A4 s hodnotami plicnich funkénich testii (FVC, SpOy).
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2. HYPOTEZA

Hypotéza habilitacni prace je rozd€lena podle studovanych témat na pét hlavnich ¢asti. Prvni
cast se opird o studie zabyvajici se vyzkumem Hsp90 u néadorovych, zanétlivych a
autoimunitnich onemocnéni. Hsp90 je povaZovan za molekulu regulujici angiogenezi,
invazivni rast, apoptdzu a tvorbu metastdz u nadorovych onemocnéni a zanét u nékterych
autoimunitnich revmatickych onemocnéni. Druhd ¢ast hypotézy této prace vychazi z praci
zkoumajicich roli S100A4 v progresi nadorového bujeni a tvorbé nebo Sifeni metastaz u
nadorovych onemocnéni, prozanétlivou roli u nékterych autoimunitnich revmatickych
onemocnéni a roli medidtora experimentalni tkanové fbrozy. Ve treti ¢asti vychazi hypotéza
ze studii zabyvajicich se vyznamem Trb3 jako reguldtora bunécné proliferace, diferenciace,
apoptozy a metabolismu kolagenu. Ctvrta ¢ast hypotézy vychazi z praci zkoumajicich vyznam
IL-35 jako mediatora nddorové progrese a praci, které mu pfipisuji bud’ prozanétlivou nebo
protizanétlivou roli u experimentalnich modelt nékterych autoimunitnich revmatickcyh
onemocnéni. Posledni pata ¢ast hypotézy se opird o studie prokazujici roli adiponectinu jako
prozanétlivého mediatoru U zanétlivych revmatickych onemocnéni a antifibrotickou molekulu
Vv experimentalnich modelech tkanové fibrozy.

Piedpokladali jsme proto, ze vybrané molekuly by mohly mit vztah k patogenezi a k aktivité
systémové sklerodermie, vzacného revmatického autoimunitniho onemocnéni, u kterého ma

dominantni roli vaskulopatie, aktivace imunitniho systému, zanét a fibroza.

3. CILE PRACE
Cilem této habilita¢ni prace je objasnit vyznam vybranych molekul (Hsp90, S100A4, Trb3,

IL-35 a adiponectinu) u systémové sklerodermie.

Specifické cile:

A. Zjistit expresi téchto molekul v ktizi a izolovanych dermalnich fibroblastech od pacientt
se systémovou sklerodermii a od kontrolnich zdravych jedinci.

B. Zjistit roli téchto molekul pii aktivaci dermalnich fibroblastd produkujicich nadbyte¢né
mnozstvi slozek extracelularni matrix vedouci ke tkanové fibroze.

C. Zhodnotit antifibroticky potenciadl inhibice vybranych molekul pomoci in vitro
experimenta.

D. Potvrdit antifibrotické ucinky utlumeni vybranych molekul in vivo pomoci

experimentalnich mysich modelt systémové sklerodermie.
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E. Analyzovat extracelularni koncentrace vybranych molekul v periferni krvi pacientt se
systémovou sklerodermii a zdravych jedinct a zhodnotit jejich vztah k aktivité nemoci, k

organovému poskozeni a k 1écbé.
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4, KOMENTARE K PUBLIKACIM ZARAZENYM DO HABILITACNi PRACE

Komentéie k jednotlivym publikacim jsou pro piehlednost rozdéleny do jednotlivych

tematickych okruhti podle studované problematiky.

Tematické okruhy:

4.1. Vyznam experimentalnich zvifecich modeltl pii studiu patogeneze systémové
sklerodermie

4.2. Vyznam proteinu tepelného Soku 90 (Hsp90) v patogenezi systémové sklerodermie

4.3. Vyznam S100A4 v patogenezi systémové sklerodermie

4.4. Vyznam Tribbles homologue 3 (Trb3) v patogenezi systémové sklerodermie

4.5. Vyznam interleukinu (IL)-35 u pacientti se systémovou sklerodermii

4.6. Vyznam adiponectinu u pacientll se systémovou sklerodermii
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4.1. Vyznam experimentalnich zvifecich modeli pii studiu patogeneze systémové
sklerodermie

Souhrn:
Etiologie SSc je stale neobjasnéna, pfestoze jsou jiz del§i dobu znamé asociace mezi
nékterymi vnéjSimi vlivy (napf. slouceniny kiemiku, organicka rozpoustédla) a rozvojem SSc.
Moznost bioptického odebrani vzorkil postizené tkané€, hlavné pomoci kozni biopsie, ptispéla
velkou mirou k objasnéni patogeneze tohoto onemocnéni. Material z koznich biopsii umoznil
zhodnoceni charakteristickych histopatologickych nalezli, analyzu genové a proteinové
exprese, epigenetickych modifikaci a signadlnich drah zkoumanych molekul. Potencidlni
vyznam téchto kandidatnich molekul musi vSak byt vzdy nejprve testovan a nasledné
potvrzen, nez dojde K jejich 1ééebnému vyuziti u SSc. Pro tyto ucely lze pouzit in vitro
experimenty na tkanovych anebo bunéénych kulturach izolovanych z bioptovanych tkani
pacienti se SSc a zdravych jedinci anebo in Vivo experimenty za pomoci zvifecich
experimentalnich modelt SSc. V soucasnosti existuje cela fada zvifecich modelti SSc,
nicméné zadny z nich nenapodobuje kompletni rozsah patologickych procest a klinickych
manifestaci SSc. Experimentalni zvifeci modely pomahaji objasnit urcité patologické
mechanismy a napodobuji jen urcité aspekty SSc. Kazdy model ma vSak své vyhody i1
nevyhody. Vybér vhodnych zvifecich modeld musi byt tedy pro analyzu cilovych gent a
kandidatnich molekul terapie predem dikladné zvézen. V budoucnu miize vést kombinace
genetickych a indukénich strategii k vytvoreni experimentalnich modeld, které presnéji a do
vétsi miry napodobi SSc u lidi a mohou tak vést k objasnéni podstatnych patomechanizmt a
Vv idealnim ptipadé i k objeveni univerzalni u¢inné terapie SSc. Stavajici modely vsak jiz nyni
vyznamné prispély k preklinickému testovani nékolika dostupnych biologickych preparati
(napf. inhibitory TNF-a, IL-6, CD20) a malych molekul (napf. imatinib mesylat, riociguat),
Z nichz nékteré dosahly slibnych vysledkd Vv prvnich klinickych hodnocenich a mohly by

pfinést lepsi vyhlidky pacientim s touto dosud nelécitelnou nemoci.

Seznam publikaci k tématu:

1. STORKANOVA, Hana, Michal TOMCIK. Animal models of systemic sclerosis. In:
RADIC, Mislav. Systemic sclerosis. Split: InTech, 2017. ISBN 978-953-51-5045-9.
(kapitola piijata k tisku do monografie v angli¢tiné v lednu 2017)

29



4.2. Vyznam proteinu tepelného Soku 90 (Hsp90) v patogenezi systémové
sklerodermie

Souhrn vysledku:
Ptfedchozi prace prokézaly, ze chaperon Hsp90 je nezbytny pro stabilizaci mnoha receptort,
protein-kinaz a transkripénich faktord, které reguluji fadu biologickych procest dilezitych
pro rist a pieziti nadorovych bunék, ale i pro regulaci tkanové fibrozy (jako napt. TGF-
receptor a Src kinazy). Recentnéjsi prace demonstrovaly, ze se Hsp90 podili i na prezentaci
antigenu a aktivaci vrozené imunitni odpovédi. ZvySena exprese Hsp90 byla popsana u
nekterych revmatickych onemocnéni, napt. v PBMC pacientli s vyssi aktivitou SLE a ve
svalové tkani a v plazmé pacient s IZM (naSe nepublikovana data). Nase prace méla za cil
prozkoumat roli Hsp90 u SSc pomoci analyzy exprese Hsp90 v kuzi a dermaélnich
fibroblastech od pacienti se SSc a od zdravych kontrol a v experimentalné navozené
fibrotické ktzi mySich modeld SSc. DalSim cilem bylo zhodnotit antifibrotické Uc¢inky
inhibitoru Hsp90 (17-DMAG, alvespimycinu) pomoci in vitro a in vivo experimentl. Poprvé
jsme prokazali zvySenou expresi Hsp90 na mRNA 1 proteinové urovni jak v postizené dermis
pacientii se SSc, tak i ve fibroblastech z ni izolovanych, tak i v experimentalné¢ navozené
fibrotické kazi 3 riznych mysich modeli SSc. Demonstrovali jsme, ze inhibice Hsp90
pomoci 17-DMAG ucinn¢ tlumi stimula¢ni efekt hlavniho profibrotického cytokinu TGF-f a
brani aktivaci fibroblasti a produkci kolagenu. Antifibrotické t€inky inhibice Hsp90 z in vitro
experimentll jsme ndsledné potvrdili in vivo na tfech riiznych experimentdlnich mysich
modelech SSc (i. AJTBR model s aktivovanou signalni drahou TGF-f; ii. bleomycinem
indukovana kozni fibroza, iii. Tight skin-1 (Tsk-1) model), které napodobuji rizné aspekty
patogeneze SSc u lidi: vyraznou aktivaci profibrotické signélni drahy (i), Casnou zanétlivou
fazi (i1) a pozdnéjsi fibrotickou fazi nezavislou na zanctu (iii). Na zdklad¢ vysledkl nasi
studie jsme se rozhodli zhodnotit roli Hsp90 coby potencidlniho biomarkeru SSc, stanovit
jeho koncentrace v plazmé pacientti se SSc a zdravych jedinci se srovnatelnym vékem a
pohlavim a zanalyzovat asociace naméfenych hodnot s klinickymi parametry a s aktivitou
nemoci (nepublikovand data). Nalezli jsme zvySené plazmatické koncentrace Hsp90 u
pacientil se SSc (obr. 3), zejména u pacientl s vyssi zanétlivou aktivitou a S vétsim rozsahem
a zavaznosti kozniho postiZeni (obr. 4), ale 1 u pacientli s vyraznéjSim intersticidlnim plicnim
postizenim (obr. 5). V soucasnosti probiha analyza plazmatického Hsp90 u pacientti se SSc
S intersticidlnim plicnim postizenim 1é€enych intraven6znimi pulzy cyklofosfamidu

(nepublikovana data). Prace jinych vyzkumnych skupin z poslednich 3 let potvrdily
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profibrotickou roli Hsp90 i u dalSich tkanovych fibroz — napt. u idiopatické plicni fibrozy
(Sibinska Z et al. 2017; Sontake V et al. 2017), myokardialni fibroézy (Garcia R et al. 2016) a
jaterni fibrozy (Abu-Elsaad NM et al. 2016). VVzhledem k pokrokidm ve vyvoji novych tiid a
syntetickych malych molekulovych inhibitort Hsp90 s vyssi ucinnosti a nizsi toxicitou
pouzivanych v 11 probihajicich studiich a desitkach jiz ukonéenych klinickych hodnoceni u
solidnich tumorti a v hematoonkologickych indikacich (www:.clinicaltrials.gov) by mohly
nase vysledky pfispét k zahajeni klinické studie s inhibitorem Hsp90 i u né&kterého

Z fibrotickych onemocnéni, konkrétné 1 SSc.

Seznam publikaci k tématu:

2. Tomcik M, Zerr P, Pitkowski J, Palumbo-Zerr K, Avouac J, Distler O, Becvar R, Senolt
L, Schett G, Distler JH. Heat shock protein 90 (Hsp90) inhibition targets canonical TGF-$3
signalling to prevent fibrosis. Ann Rheum Dis. 2014 Jun;73(6):1215-22.

Publikace o roli Hsp90 jako nového potencialniho biomarkeru u systémové sklerodermie

je ve stadiu pfipravy.

4.3. Vyznam S100A4 v patogenezi systémové sklerodermie

Souhrn vysledkii:

a ptimou souvislost s frekvenci tvorby metastaz a se zvySenou mortalitou. Mezi popsané
mechanizmy metastatické progrese indukované proteinem S100A4 patii regulace bunééné
motility, invaze, adheze, angiogeneze, bunécné smrti a epitelidlné-mezenchymalni tranzice
(EMT). V posledni dekadé se objevilo mnoho praci, které davaji S100A4 do souvislosti
s ¢etnymi nenadorovymi onemocnénimi, napi. fibrézou plic, jater, retroperitonea a ledvin,
hypertrofii a fibrézou myokardu, psoriazou, ale i se zanétlivymi revmatickymi onemocnénimi
jako RA a IZM. Jejich spole¢nym jmenovatelem jsou fibroza a zanét, tj. procesy zavislé na
remodelaci tkani, bunécné motilit€¢ a EMT. Cilem nasi studie bylo prozkoumat roli S100A4
pfi patologické aktivaci fibroblastli u SSc a v modelech experimentalni kozni fibrozy. Poprvé
jsme demonstrovali zvySenou expresi SI00A4 v kuzi pacientti se SSc, v SSc fibroblastech i
v mysSich modelech experimentalni kozni fibrézy zplsobem zavislym na TGF-f / Smad
signalni draze. Endogenni zvySeni exprese S100A4 (pomoci plasmidu) anebo exogenni
stimulace (pomoci rekombinantniho S100A4 proteinu) indukovaly v klidovych normalnich

fibroblastech aktivovany fenotyp a produkci kolagenu. Snizeni exprese S100A4 (pomoci
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SiIRNA) nebo jeho kompletni deficit (ve fibroblastech z knock-out mysi) naopak utlumili
profibrotické ucinky TGF-B a potlacili tvorbu kolagenu. S100A4 knock-out mysi byly
uchranény pied rozvojem experimentdlni kozni fibrozy indukované bleomycinem
(napodobujici ¢asnou zanétlivou fazi SSc) i u Tsk-1 mySiho modelu (imitujiciho pozdni
fibrotickou fazi SSc nezavislou na zanétu). Antifibrotické u¢inky inaktivace S100A4 v obou
experimentalnich modelech byly zprostfedkované inhibici TGF-f / Smad signalni kaskady.
Dle vysledkl nasi prace jsme nasledné méli za cil zhodnotit potencialni vyuziti S100A4 jako
biomarkeru SSc. Stanovili jsme jeho koncentrace v séru pacientti se SSc a zdravych jedinct se
srovnatelnym vékem a pohlavim a zhodnotili asociace naméfenych hodnot s klinickymi
parametry a s aktivitou nemoci (nepublikovand data). Nalezli jsme zvySené sérové
koncentrace S100A4 u pacientl se SSc (obr. 6), zejména u pacientl s VyS$$i aktivitou nemoci a
S vétSim rozsahem a zévaznosti kozniho postizeni (obr. 7), ale 1 u pacientl se zhorSenymi
funkénimi parametry pii vyraznéj$im intersticialnim plicnim postizeni (obr. 8). V soucasnosti
rovnéz probihd analyza sérového S100A4 u pacientd se SSc s intersticidlnim plicnim
postizenim 1é¢enych intraven6znimi pulzy cyklofosfamidu (nepublikovana data). VVzhledem
k tomu, Zze moznosti inhibice S100A4 jsou v poslednich letech aktivné zkoumany na
preklinické Grovni u nadorovych onemocnéni (napt. anti-S100A4 monoklonalni protilatky,
anti-S100A4 peptidy, nespecifické inhibitory S100A4 — napf. niclosamid, calcimycin) (Sack
U et al. 2011; Grum-Schwensen B et al. 2015; Naiya G et al. 2015; Stewart RL et al. 2016) a
hodnoceny i nasi skupinou u experimentalniho modelu RA (anti-S100A4 monoklonalni
protilatky - nepublikovana data), mohl by se S100A4 protein stat kandidatni molekulou nové
antifibrotické terapie.

Seznam publikaci k tématu:

3. Tomcik M, Palumbo-Zerr K, Zerr P, Avouac J, Dees C, Sumova B, Distler A, Beyer C,
Cerezo LA, Becvar R, Distler O, Grigorian M, Schett G, Senolt L, Distler JH. S100A4
amplifies TGF-B-induced fibroblast activation in systemic sclerosis. Ann Rheum Dis.
2015 Sep;74(9):1748-55.

Publikace o roli S100A4 jako nového potencialniho biomarkeru u systémové sklerodermie

je ve stadiu ptipravy.
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4.4. Vyznam Tribbles homologue 3 (Trb3) v patogenezi systémové sklerodermie

Souhrn vysledku:

proteinovych interakci nékolik klicovych proteinkinaz (napt. Akt, Smad3) a transkripcnich
faktor (napi. ATF4, CHOP a NF-kB), ¢imZ reguluje zasadni biologické procesy jako
bunécnou smrt a diferenciaci, zanét a degradaci proteint. Zvysena exprese Trb3 byla popsana
u nékolika naddorovych onemocnéni, u kterych koreluje s hor$i progndézou. Novéjsi studie
demonstrovaly zvySenou expresi Trb3 u rendlni a kardidlni fibrézy u zvifecich
experimentalnich modelti diabetes mellitus. ZvySend exprese Trb3 byla rovnéz nalezena
v chondrocytech pacientii s osteoartrozou. Cilem nasi studie bylo prozkoumat roli Trb3
v aktivaci fibroblastt a v produkci kolagenu, analyzovat expresi Trb3 v SSc kuzi, v
dermalnich fibroblastech a ve fibrotické kizi u mySich experimentalnich modelli a zhodnotit
antifibrotické G¢inky inhibice Trb3 in vitro a in vivo. Poprvé jsme detekovali zvySenou
expresi Trb3 v SSc kuzi, konkrétné v aktivovanych fibroblastech, a potvrdili zvySenou expresi
Trb3 i v experimentalné navozené fibrotické mysi kuzi. Zjistili jsme, ze hlavni profibroticky
cytokin TGF-B indukuje expresi Trb3 zpisobem zavislym na Smad3 a Zze zvySeni Trb3
(navozeno pomoci plasmidu) pak dale potencuje aktivaci signalni drahy TGF- / Smad,
aktivaci fibroblastti a produkci kolagenu. Patologickou aktivaci signalni kaskady TGF-§ /
Smad jsme utlumili pomoci inhibice Trb3 (prostfednictvim siRNA), coz vedlo k potlaceni
aktivace fibroblastli a produkce kolagenu in vitro a k redukci experimentalné navozené kozni
fibrozy u dvou mysich modelt in vivo (i. bleomycinem indukovana fibroza reprezentujici
casnou zanétlivou fazi SSc; i1. AdTBR model reprezentujici perzistentni aktivaci signalni
drahy TGF-B nezavislou na zanétu). Inhibice Trb3, kterd méla vyznamné antifibrotické
ucinky jak in vitro, tak in vivo, bylo dosazeno pomoci siRNA. Pouziti siRNA k selektivnimu
utlumeni klicovych genti, které hraji zdsadni roli napf. v rozvoji a progresi tumord, je
atraktivnim terapeutickym cilem nejen u nadorovych onemocnéni. Zasadni limitaci tohoto
konceptu v podminkach in vivo obecné je vSak jejich vysoka degradabilita, velikost molekuly
a negativni naboj. V nasi studii jsme vzhledem k nedostupnosti knock-out mysi nebo
specifického inhibitoru pouzili systém navazané anti-Trb3-siRNA s atelokolagenem, ktery
redukuje zminéné limitace. Vzhledem k recentnimu velkému pokroku v oblasti vyvoje
aplika¢nich systémt siRNA in vivo (jako napf. konjugaty siRNA s cholesterolem, N-
acetylgalaktosaminem nebo tokoferolem) a nanocastic, které mohou slouzit jako tzv.
nanonosi¢e siRNA (Asami Y et al. 2016), by se inhibice Trb3 mohla stat atraktivnim cilem

antifibrotické terapie.
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Seznam publikaci k tématu:
4, Tomcik M, Palumbo-Zerr K, Zerr P, Sumova B, Avouac J, Dees C, Distler A, Becvar R,

Distler O, Schett G, Senolt L, Distler JH. Tribbles homologue 3 stimulates canonical

TGF-p signalling to regulate fibroblast activation and tissue fibrosis. Ann Rheum Dis.

2016 Mar;75(3):609-16.

4.5. Vyznam interleukinu (IL)-35 u pacienti se systémovou sklerodermii

Souhrn vysledkii:

IL-35 je nejnovéjSim Elenem cytokinové rodiny IL-12, kam dale patii 1L-12, IL-23 a IL-27.
byl popsén jako mediator nadorové progrese a biomarker progrese a Spatné progn6zy. Novéjsi
studie popsaly jeho ambivalentni roli u zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. N¢kolik
praci mu pfipsalo protizanétlivé ucinky prostiednictvim indukce T-regulacnich lymfocyti a
inhibice efektorovych T lymfocytii (napi. u experimentidlnich modelti IBD a kolagenem
indukované artritidy, RA, SLE) a novéjsi prace spiSe prozanétlivou roli (napf. u Lymeské
artritidy, RA, 1ZM). Dalsi studie popsaly, Ze receptor pro IL-35 aktivuje signalni drahu
STATI1 a STAT4. Nase diivéjsi prace jiz popsala potentni profibrotické ucinky transkripcniho
faktoru STAT4 prostiednictvim aktivace a proliferace T lymfocytd. Cilem nasi studie bylo
zhodnotit expresi IL-35 v SSc kuzi a dermalnich fibroblastech, analyzovat jeho roli v aktivaci
fibroblasti, stanovit jeho koncentrace v séru pacientl se SSc a kontrolnich zdravych jedincii
se srovnatelnym vékem a pohlavim a charakterizovat asociace nameétfenych hodnot
S klinickymi parametry specifickymi pro SSc. Poprvé jsme demonstrovali zvySenou expresi
obou podjednotek IL-35 (EBI-3 i p35) v SSc kiizi i v dermalnich fibroblastech, jak na mRNA,
tak na proteinové trovni. IL-35 byl v SSc kuzi zvySené exprimovan zejména fibroblasty,
aktivovanymi fibroblasty a bunkami perivaskuldrniho zanétlivého infiltratu v dermis. Dale
jsme zjistili, ze hlavni profibroticky cytokin TGF-f indukuje expresi IL-35 a jeho zvyseni
(exogenné pomoci rekombinantniho proteinu IL-35) posléze vede k aktivaci fibroblasti a k
produkci kolagenu v zavislosti na davce rekombinantniho IL-35. Detekovali jsme rovnéz
zvySenou expresi IL-35 v séru pacientti se SSc, zejména v ¢asné fazi nemoci a u pacientl
s kapilaroskopickym nalezem charakteristickym pro ¢asnou fazi mikrovaskulopatie u SSc.
V soucasnosti rovnéz probiha analyza sérového IL-35 u pacientd se SSc s intersticialnim
plicnim postizenim lé¢enych intravendznimi pulzy cyklofosfamidu (nepublikované data). Ve
stejném roce byla publikovana prace brazilskych autort, ktefi rovnéz demonstrovali zvysené

sérové koncentrace IL-35 u SSc a navic i jejich asociaci s plicni fibrozou (Dantas AT et al.
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2015). Prace jinych vyzkumnych skupin potvrdily zvySenou expresi vSech dalSich cytokini
rodiny IL-12 v séru pacienti se SSc a jejich asociaci s renalni vaskulopatii (u IL-12),
S trvanim nemoci (u IL-23), plicni fibrézou (u IL-23, IL-27) a rozsahem kozni fibrézy (u IL-
27) (Sato S et al. 2000; Komura K et al. 2008; Yoshizaki A et al. 2011). Vzhledem ke
zkoumajicich roli IL-35 u zanétlivych a U autoimunitnich onemocnéni a soucasnym
limitovanym moznostem terapeutického ovlivnéni IL-35 v podminkach in vivo (Guan SY et
al. 2017) bude zapotiebi jesté mnoho studii k objasnéni vyznamu IL-35 u téchto onemocnéni,

véetné SSc, a vyznamného pokroku ve vyvoji anti-1L-35 terapie.

Seznam publikaci k tématu:

5. Tomcik M, Zerr P, Palumbo-Zerr K, Storkanova H, Hulejova H, Spiritovic M, Kodet O,
Stork J, Becvar R, Vencovsky J, Pavelka K, Filkova M, Distler JH, Senolt L. Interleukin-
35 is upregulated in systemic sclerosis and its serum levels are associated with early
disease. Rheumatology (Oxford). 2015 Dec;54(12):2273-82.

4.6. Vyznam adiponectinu u pacienti se systétmovou sklerodermii

Souhrn vysledku:

Nékolik praci popsalo protektivni roli adiponectinu u zmén spojenych s obezitou a
Pozdéjsi prace naopak prokazaly jeho zvySenou lokélni a systémovou expresi u RA a SLE a
charakterizovaly adiponectin jako mediator aktivace zancétu a imunitni odpovédi. Dalsi
vyzkumné skupiny popsaly potentni antifibrotické uc¢inky adiponectinu v modelech jaterni a
myokardialni fibrozy. Cilem nasi prace bylo stanovit koncentrace adiponectinu v séru
pacientli se SSc a kontrolnich zdravych jedinc se srovnatelnym vékem a pohlavim a
charakterizovat asociace naméfenych hodnot s klinickymi parametry specifickymi pro SSc.
Detekovali jsme numericky nizs$i, ale statisticky srovnatelné, sérové koncentrace adiponectinu
u SSc a u zdravych jedinct a jejich negativni korelaci s rozsahem a se zavaznosti kozniho
postizeni (hodnoceno podle modifikovaného Rodnanova kozniho skére, mRSS). Pomoci
regresni analyzy jsme zjistili, Ze variabilitu naméfenych hodnot adiponectinu vysvétluji
proménné HDL, mRSS, trvani nemoci a v€k (model 1) a CRP, mRSS a v¢ék (model 2). Ve
stejném obdobi publikovaly dalsi tfi vyzkumné tymy podobné vysledky — pfevazné nizsi
exprese ve fibrotické klizi anebo v séru pacientti se SSc, ktera korelovala s mRSS, s aktivitou,

zavaznosti a trvanim nemoci (Arakawa H et al. 2011; Lakota K et al. 2012; Masui Y et al.
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2012). Vyzkumny tym profesora Johna Vargy pak ve stejném roce demonstroval, Ze
adiponectin, ktery je pfimo fizen hlavnim regulatorem adipogeneze - PPAR-y (Peroxisome
proliferator activated receptor gamma), ma potentni antifibrotické ucinky zprostfedkované
AMP (adenosinmonofosfatem) a Gtlumem kanonické Smad signalni drahy (Fang F et al.
2012). V ramci spoluprace s vyzkumnym tymem prof. Vargy se nasledné naSe skupina
podilela na hodnoceni terapeutického ovlivnéni drahy PPAR-y-adiponectin-Smad a jejiho
antifibrotického potencidlu pomoci in vitro experimenti na dvourozmérnych kulturach
dermalnich fibroblasti a trojrozmérnych tkanovych koznich kulturach a pomoci in vivo
experimentalnich mysich modeld SSc. Demonstrovali jsme, Ze triterpenoid — agonista PPAR-
Yy ma potentni antifibrotické uc¢inky, jak in vitro, tak in vivo, u obou pouzitych
experimentalnich modeld kozni fibrézy (i. bleomycinem indukovana fibréza reprezentujici
casnou zanétlivou fazi SSc; ii. AdTBR model reprezentujici perzistentni aktivaci signalni
drahy TGF-B, nezavislou na zanétu) prostiednictvim utlumeni Smad signalni kaskady. Nase
vysledky byly o dva roky pozdé&ji potvrzeny skupinou profesora Yannicka Allanora, ktera
prokazala potentni antifibrotické ucinky pan-PPAR agonisty (IVA337) na modelu
bleomycinem indukované kozni fibrozy, aniz by negativné ovlivnil hojeni ran. Antifibroticky
efekt pan-PPAR agonisty byl srovnatelny s u¢inky selektivniho agonisty PPAR-y v nasi praci,
navic vsak byl demonstrovan i protizanétlivy ucinek (Ruzehaji N et al. 2016). Uéinnost
IVA337 je vVvsouCasnosti zkoumana u pacienti skozné difuzni SSc (dcSSc)
v multicentrickém, randomizovaném, placebem kontrolovaném, dvojité zaslepeném
klinickém hodnoceni faze II (tzv. proof-of-concept study), jehoz spolufesitelem bude letos i
nas ustav. Primarnim cilem hodnoceni je zména mRSS a sekundarnimi cili jsou zejména

hodnoceni plicnich funkci a kvality Zivota.

Seznam publikaci k tématu:

6. Tomcik M, Arima K, Hulejova H, Kuklova M, Filkova M, Braun M, Belaéek J, Novak M,
Bec¢vai R, Vencovsky J, Haluzik M, Gay S, Miiller-Ladner U, Distler O, Senolt L.
Adiponectin relation to skin changes and dyslipidemia in systemic sclerosis. Cytokine.
2012 May;58(2):165-8.

7. Wei J, Zhu H, Komura K, Lord G, Tomcik M, Wang W, Doniparthi S, Tamaki Z,
Hinchcliff M, Distler JH, Varga J. A synthetic PPAR-y agonist triterpenoid ameliorates
experimental fibrosis: PPAR-y-independent suppression of fibrotic responses. Ann Rheum
Dis. 2014 Feb;73(2):446-54.
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5. ZAVER

Vysledky nasich vybranych praci objasiiuji vyznam n€kolika novych molekul, které dosud
by mohly mit vztah k zdsadnim patologickym procesim v patogenezi SSc — vaskulopatii,
zanétu a fibroze. Vzhledem k vyzkumnému zaméieni nasi pracovni skupiny a zahrani¢nich
spole¢nych charakteristik s tkanovou fibrozou postihujici jiné organy u SSc (napft. plice, srdce
a travici trakt) anebo u idiopatickych organovych fibréz (Wynn TA, Ramalingam TR 2012).
Nami demonstrovanad profibrotickd role vétSiny zminénych molekul (s vyjimkou
adiponectinu) a antifibroticky potencial jejich inhibice (naopak potenciace u adiponecinu)
vSak nelze generalizovat a bude zapotiebi dalSich podrobnych studii k potvrzeni nasich
vysledkli na globalni Grovni SSc a fibrotickych onemocnéni obecné. I pies tyto limitace
vétime, Ze naSe vysledky vyznamné ptispély k obohaceni znalosti patogeneze SSc a doufame,
ze nékteré ze zminénych molekul se brzy stanou cilem antifibrotické terapie v klinickych

hodnocenich u pacientt se SSc, jako v piipadé osy PPAR-y-adiponectin.
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