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Souhrn

Idiopatické zanétlivé myopatie (IZM) jsou heterogenni skupinou chronickych zanétlivych onemocnéni svall
s vaznou progndzou. Pfitomnost autoprotilatek a sloZeni svalovych infiltratl svédci o jejich autoimunitni
povaze a o roli B lymfocyti v patogeneze 1ZM. Kromé tradi¢nich diagnostickych podjednotek byly
identifikovany autoprotilatkoveé-fenotypové podskupiny s podobnym patogenetickym mechanismem.
Nejznaméjsi z nich je antisyntetazovy syndrom, charakterizovany myozitidou, protildtkami proti tRNA
syntetazdm (znichz nejcastéj§i jsou anti-Jo-1), intersticidlnim plicnim onemocnénim a dal$imi
extramuskularnimi projevy.

BAFF (B cell-Activating Factor of the TNF Family), je klicovym faktorem v modulaci B bunécné
homeostazy. Ve vysokych hladindch umoziuje preziti autoreaktivnich klont a ucastni se tak v patogeneze
autoimunitnich onemocnéni. Jeho exprese je indukovéana interferony I. typu (IFN-1).

Cilem doktorské prace bylo studium cytokinu BAFF v patogeneze IZM analyzou sérovych hladin BAFF,
jeho receptorii ve svalech ve vztahu k IFN-1 a exprese mRNA transkripénich variant BAFF genu v periferni
krvi. Dal§im aspektem byla mozna synergie BAFF a visfatinu (PBEF; pre-B cell colony-enhancing factor),
ktery stimuluje c¢asnd stadia diferenciace B Ilymfocyti. Studovali jsme asociace téchto aspektl
s autoprotilatkami, klinickym fenotypem a aktivitou IZM, Casovou variabilitu a vliv terapie.

Teoreticka Cast obsahuje pichled aktualnich poznatki o téchto aspektech a vysledky jsou ptredlozeny ve
formé sedmi originalnich publikaci a jedné ptehledné prace.

Hlavnimi poznatky jsou: 1. ZvySené sérové hladiny BAFF jsou vazany na fenotypy s anti-Jo-1 protilatkami a
s plicnim postizenim u nemocnych s polymyozitidou a bez ohledu na pfitomnost autoprotilatek u pacientl s
dermatomyozitidou. 2. Casova variabilita byla spojena predeviim s tizi svalového postizeni, klinickou
aktivitou a hladinami autoprotilatek a byla ovlivnéna terapii glukokortikoidy. 3. Exprese receptorii na
bunikach B linie byla asociovana se znamkami piitomnosti IFN-1 a jeho bunéénym zdrojem ve svalu a byla
vazana na pozitivitu anti-Jo-1 a/nebo anti-Ro52/60 autoprotilatek v séru. Tyto nalezy ¢ini BAFF novym
terapeutickym cilem u nemocnych s vySe uvedenym fenotypem 1ZM, ukazuji na moznost mistni produkce
autoprotilatek ve svalové tkani pod lokalnim vlivem IFN-1 a BAFF a navic podporuji roli autoprotilatek v
indukci IFN-1.

4. Dv¢ alternativni varianty BAFF genu byly u nemocnych exprimovany v podobném pomeéru jako u
zdravych kontrol, takze zvySeni hladin BAFF proteinu ziejmé nelze pricitat snizeni exprese inhibi¢ni
varianty ABAFF.

5. Podobn¢ jako BAFF, visfatin byl v sérech nemocnych zvySen ve vazbé na klinickou aktivitu a byl
exprimovan ve svalech pacienti sIZM. AvSak jeho asociace se svalovym postizenim a hladinami
autoprotilatek byla slabsi. BAFF i visfatin jsou senzitivni k terapii B depleci avSak jejich regulace byla
odli$na i kdyz v obou pfipadech vazana na pocty B lymfocyti avSak v opacné korelaci. Visfatin mtize mit i

prakticky vyznam jako biomarker ti€innosti B deple¢ni terapie.

Kli¢ova slova: anti-Jo-1, BAFF, BAFF-receptor, BCMA, BLyS, Dermatomyozitida, Idiopatické zanétlivé

myopatie, Interferon a, Intersticialni plicni nemoc, Polymyozitida, TACI, Visfatin



Abstract

The idiopathic inflammatory myopathies (IIMs) are a heterogeneous group of chronic muscle diseases with
frequent extramuscular organ involvement that contributes to serious prognosis. The presence of
autoantibodies and composition of muscle infiltrates both support autoimmune nature of the disease and
pathogenic role of B lymphocytes. Besides the traditional diagnostic subgroups, autoantibody characterised
phenotype subsets have been identified with presumed similar pathogenic mechanisms. The best known is
the antisynthetase syndrome which is characterised by presence of myositis, antisynthetase autoantibodies
(with anti-Jo-1 being the most frequent), interstitial lung disease and other extramuscular manifestations.
BAFF (B cell-Activating Factor of the TNF Family) is a key factor in B cell homeostasis modulation. In high
levels, it allows survival of autoreactive B cell clones and thus participates in the pathogenesis of
autoimmune diseases. Its expression is induced by type I interferons (IFN-1).

The aim of the PhD thesis was to explore the role of BAFF in pathogenesis of [IMs by analysis of its serum

levels, the receptors for BAFF in muscle tissue, their associations to IFN-1 and expression of BAFF gene
mRNA transcription variants in peripheral blood cells. Further aspect was to study a possible synergy of
BAFF and visfatin (PBEF; pre-B cell colony-enhancing factor), a cytokine that stimulates the early stages of
B cell differentiation. Here we analysed the associations with autoantibodies, clinical phenotypes and disease
activity, time related variability and the impact of treatment.

The theoretical part of thesis summarises the current knowledge on these aspects and the results are
presented in seven original publications and one review article.

Main findings are: 1. Elevated serum BAFF levels were associated with anti Jo-1 autoantibodies and lung

involvement in patients with polymyositis and in dermatomyositis patients irrespective of autoantibodies. 2.
Time variability of BAFF levels was associated particularly with the severity of muscle impairment, clinical
disease activity and levels of autoantibodies and was affected by treatment with glucocorticoids. 3. The
expression of BAFF receptors on B and plasma cells in muscle tissue was associated with markers of IFN-1
and its cell producers and was related to presence of anti-Jo-1 and/or anti-Ro52/60 antibodies in serum.
These findings indicate a possible autoantibody production in muscle tissue under a local influence of IFN-1
and BAFF and imply that BAFF blocking therapy can be an attractive novel treatment in these subsets of
[IMs. They also further support a role of autoantibodies in the IFN-1 induction.

4. The two alternative variants of BAFF gene were expressed in patients and healthy controls in the similar
ratio. BAFF protein elevation could not thus be attributed to downregulation of the inhibitory ABAFF
variant.

5. Similarly to BAFF, visfatin was elevated in myositis sera in relation to clinical activity and was expressed
in muscle tissue of patients with I[IMs, but its association with muscle impairment and autoantibody levels
was weaker. 6. BAFF and visfatin are differentially regulated after therapy with rituximab and change in
visfatin serum levels after B cell depletion may have a practical value as an efficiency biomarker of this

treatment.

Key words: anti-Jo-1, BAFF, BAFF-receptor, BCMA, BLyS, Dermatomyositis, Idiopathic Inflammatory
Myopathy, Interferon a, Interstitial Lung Disease, Polymyositis, TACI, Visfatin
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1. Predmluva

Osobnim divodem mého PhD studia byl zajem projit stejnou védeckou pripravou jako naSi PhD
studenti, s cilem vylepsit kvalitu mého podilu na védeckych projektech pracovisté. Dalsi motivaci byla
touha lépe poznat imunologické mechanismy chorob, se kterymi jsem se setkala v klinické praxi a lépe
pochopit aktualni vyzkum prezentovany na védeckych forech v oborech imunologie a revmatologie.
Oba cile jsem mohla uskutecnit diky pochopeni feditele Revmatologického ustavu v Praze, Prof.

MUDr. Karla Pavelky, DrSc. a umoznéni studia a zahrani¢niho studijniho pobytu.

Predevsim vSak vdécim mému Skoliteli Prof. MUDr. Jifimu Vencovskému, DrSc. za zapojeni do
védecké Cinnosti Revmatologického ustavu v Praze, za neocenitelné konzultace, podporu a vedeni
studia a za uvedeni do prostiedi mezinarodniho revmatologického vyzkumu a védecké myozitické

komunity.

Diky podpote Prof. Vencovského jsem dostala moznost opakovaného pobytu v laboratoii Centre of
Molecular Medicine, CMM, Rheumatology Unit, Karolinska University Hospital, Solna, Stockholm a
ve skupiné myozitid Revmatologické kliniky pod vedenim Prof. Ingrid Lundberg MD, PhD. Tam také
bylo navrzeno spolecné téma této doktorské prace a zahdjila jsem prvni experimenty projektu. Prof.
Lundberg byla po celou dobu projektu nejen odbornym garantem ¢asti zpracované ve spolupraci, ale
vnimam ji také jako mentora a osobni vzor. Podékovani patii i kolegim z CMM za podporu nejenom
pfi praci v laboratofi ale i lidskou. Listed by alfabet, not by importance: Andreas, Dagmar, Eva J. and
Eva L.,Vivi, Heidi, Ingela, Ingrid, Johan, Leonid, Marina, Maryam, Mei, Mona, Omri, Paulius, Sevim,
Sukanya, Tina, Therese and many other uncountable — thank you a lot for all support, you will be

always in my mind and heart.

V projektu jsem pokracovala déle s kolegy z myozitické skupiny na Revmatologickém tstavu v Praze
a také spoluprici soddélenim experimentdlni revmatologie vedené Prof. MUDr. Ladislavem
Senoltem, PhD. Dékuji za spolupraci pfedevsim Ing. Hance Hulejové, MUDr. Lence Plestilové, PhD,
MUDr. Hefmanovi Mannovi, Ondfejovi Pechovi, PhD a vSem dalsi spoluautorim a kolegiim
klinikGm.

Muj velky dik patii téz Prof. MUDr. Tereze Fucikové, DrSc, mé prvni skolitelce v oboru klinické
imunologie a v§em kolegynim a koleglim z oboru imunologie véetné¢ Imunologickych tstavi 1.LFUK
a MBU AVCR, které ani nelze vyjmenovat a diky kterym jsem ziskala odvahu pokratovat v
sebevzdélavani po cely Zivot.

V neposledni fadé bych rada podékovala mym détem, sestram a pratelim za neocenitelnou podporu v
prabéhu studia.

Své prvni PGS jsem zahgjila v roce 2003 na jiné téma a z osobnich divodd pierusila a opét zahajila
nové studium v roce 2011. Protoze ¢ast povinnosti byla splnéna a uznana v ramci prvniho studia a také
z diivodu kontinuity prezentovanych vysledkt jsem do dizertace zahrnula i prvni praci publikovanou

pred zahdjenim druhého studia.

Tato prace vznikla za hlavni podpory granti EU FP6, AutoCure LSHB CT-2006-018661,
Institucionalni podpory MZCR 0021620812 a grantu NT/12438-4 IGA MZCR.



2. Uvod
2.1. Idiopatické zanétlivé myopatie (IZM)

2.1.1. Definice, klinicky obraz, diagndza a fenotypy IZM

Idiopatické zanétlivé myopatic (IZM), souhrnné nazyvané myozitis, jsou heterogenni skupinou
zanétlivych onemocnéni svalstva charakterizovanych svalovou slabosti a pfitomnosti zanétlivych
infiltratd v postizené svalové tkani [1]. Jedna se vzacné onemocnéni s odhady prevalence 0,55 az
17,50 na 100 000 [2]. Roéni incidence PM a DM je kolem 7 na 10° obyvatel. Odhad pétiletého pieziti
je podle riznych zdroji 65 — 95% [3]. Pritomnost autoprotilatek u 60-80% nemocnych s myozitidou
[4, 5] a slozeni svalovych infiltratd (viz 2.1.2.) svéd¢i o tom, ze myozitida je autoimunitni
onemocnénti.

Na podkladg klinickych a histpatologickych nalezt byly IZM tradi¢né klasifikovany na polymyozitidu
(PM), dermatomyozitidu (DM) a myozitidu s inklusnimi télisky (IBM) [6], avSak nové jsou
definovany dals$i fenotypové skupiny IZM. Pfibyvaji diikazy pro to, ze mnoho téchto fenotypa se poji
s uréitymi autoprotilatkami [7], maji rizné vyjadienou svalovou slabost a mimosvalové projevy (obr.

2.1.), spole¢né rysy histologického néalezu a lisi se téZ v progndze a odpovédi na 1écbu [8, 9].
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Obrazek 2.1.: Schematicky prehled asociaci autoprotilatek (v zahlavi) a klinickych projevl IZM.
PouZito se souhlasem autorky Zoe E Betteridge, PhD; MyoNet Meeting - Praha 2018.

Zkratky cilovych antigen(l autoprotilatek viz tabulka 1.

Hlavnim klinickym projevem IZM je symetrickd svalova slabost pfedevSim pletencového svalstva
koncetin u PM a DM, nebo spiSe asymetrické postizeni distalnich svalti u IBM [10]. Postizeni svalstva
horni ¢asti jicnu, vede k poruse polykéni, kterda mize zplsobit iaspiratni pneumonii. Slabost

dychacich svalii mlize vyustit ve ventilacni nedostatecnost.



Pro dermatomyozitidu jsou charakteristické erytematosni kozni projevy na extenzorovych plochach
drobnych kloubi rukou (tzv. Gottronovy papuly), na oc¢nich viccich (heliotropni ras), na hrudniku v
oblasti vystiihu (erytém ve tvaru V), na zddech a ramenou (84lovy piiznak). Zmény charakteru
hyperkeratotickych 1ézi a prasklinek kiize na palmarnich a medialnich ploskach prstti, oznacované jako
ruce mechanika, se objevuji vramci antisyntetdizového syndromu (viz kapitola 2.1.4.) také u
nemocnych s polymyozitidou [11]. Ruce mechanika mohou byt, spolu s ulceracemi, panikulitidou,
alopecii a nekrézami, pfitomny u pacientd s DM ktefi maji anti-MDAS autoprotilatky (ptehled

autoprotilatek viz kapitola 2.1.3 a tabulka 2.1.) [12].

U casti ptripadi DM neni slabost vyjadiena viibec nebo jen subklinicky ¢i se objevi az v prub&hu
sledovani a dominuji mimosvalové projevy. To definuje tzv. amyopatickou dermatomyozitidu [13].
Diagnoza je pak podpofena pfitomnosti kozniho projevu, priukazem organového postizeni (nejcastéji
plicniho) a pozitivitou urcitych autoprotilatek (anti-MDAS, anti-TIF-1y u mladych dospélych pacientt,

anti-SAE ¢i n¢které antisyntetazové protilatky — viz nize) [14, 15].

PredevSim u nemocnych s dermatomyozitidou je zvySené riziko vyskytu malignit. Za
paraneoplastickou 1ZM, se obvykle povazuje onemocnéni vzniklé v obdobi 3 roky pred nebo po
diagnéze malignity, s nejvysSim rizikem nddoru v obdobi jednoho roku od zacatku ptiznaki
myozitidy. Pfitomnost nadoru definuje dalsi skupinu, pro kterou jsou charakteristické protilatky proti
TIF-1y [16] a Casto se poji s anti-NXP-2 u starSich dospélych pacientii [17]. Protilatka anti-NXP-2 je
Casto provazena vyskytem podkoznich kalcifikaci (kalcindza), predevsim u détskych pacientt [18].

Tabulka 2.1. Autoprotilatky specifické pro myozitidu a asociované s myozitidou, upraveno dle [8,
19-21]. Podskupiny autoprotilatek jsou podkresleny podle vazby na fenotypy: modre-
antysyntetdzovy syndrom, zelené - dermatomyozitida, rliZzové - imunitné zprostfedkovana
nekrotizujici myopatie, Zluté - myozitida s inklusnimi télisky.

Specifické  Cilovy antigen Asociované  Cilovy antigen

Al SR SR () Anti-SSA/Ro Sjégren’s syndrome antigen A
Anti-Jo-1 Histidyl-RS Anti-Ro52 Ro-52 kDa (TRIM21)
Anti-PL-7 Threonyl-RS Anti-Ro60 Ro-60 kDa
Anti-PL-12 Alanyl-RS Anti-SSB/La Sjégren’s syndrome antigen B
Anti-EJ Glycyl-RS Anti-PM-Scl 75/100 kDa Exosome protein complex
Anti-0J Isoleucyl-RS Polymyositis-Scleroderma
Anti-KS Asparaginyl-RS Anti-U1RNP U1 small nuclear RNP
Anti-Zo Phenylalanyl-RS Anti-Ku72/86 72/86 kDa DNA- dependent protein
Anti-YRS Tyrosyl-RS kinase catalytic subunit complex

Anti-cN-1A Cytosolic 5'-nucleotidase-1A

Anti-Mi-2 Chromodomain-helicase-DNA binding protein 4
Anti-MDA5 Melanoma differentiation-associated gene 5

Anti-TIF1-y Transcriptional Intermediary Factor-1y
Anti-NXP-2 Nuclear matrix protein-2

Anti-SAE Small ubiquitin-like modifi er -1 activating enzyme
Anti-SRP Signal recognition particle

Anti-HMGCR  3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reducase
Anti-FHL1 Four and half limb domain-1 protein




V posledni dobé byl (mezi pacienty ptivodné klasifikovanymi jako polymyositis) identifikovan dalsi
podtyp IZM - imunitné zprostiedkovana nekrotizujici myopatie (IZNM), charakterizovany ptevahou
nekrotickych zmén svalovych vldken v biopsii a ptitomnosti specifickych autoprotilatek (anti-SRP

nebo anti-HMGCR) [22].

Mezi mimosvalové projevy patii postizeni plic, srdce, kloubll a gastrointestinalniho traktu.
s prevalenci pfiblizné 20-65% IZM [23-25]. Plicni postizeni a jeho komplikace se podili podle
riznych zdroji na 40-80% mortality IZM [26-28]. Odhady prevalence u nové diagnostikovanych
myozitid se pohybuji mezi 40 az 65% v zavislosti na kritériich pouzitych pro prikaz ILD a na dobé
vySetieni, nebot’ se miize manifestovat kdykoliv v pribéhu onemocnéni [23, 26]. Hlavnim rizikovym
faktorem ILD je pritomnost autoprotilatek proti amino-acyl-tRNA syntetazdm (ARS; resp.
antisynthease antibodies - ASA) a anti-MDA-5 [23]. Pozitivita anti-ARS protilatek a postizeni plic je

spolu s dalsimi klinickymi projevy soucasti antisyntetazového syndromu [11] (kapitola 2.1.4.).

Tabulka 2.2. Diagnostické nastroje 1ZM, podle [20].

Anamnéza: svalova slabost, nebo Gnava
Klinicky nalez: svalova atrofie, slabost, vyrazka, postizeni kloubu, plic, srdce
Predchozi Ié¢ba: myotoxické léky*, statiny a dalsi.
Rodinna anamnéza: revmatického nebo svalového onemocnéni
Vysetieni:
Svalové enzymy v séru (CK, LDH, AST, ALT a aldolaza)
Svalova biopsie z postizeného svalu
Magnetickd rezonance postizeného svalu s T1 a T2 (STIR) zobrazenim
Autoprotilatky myozitis specifické nebo asociované (tab. 2.1.)
Elektromyografie (EMG)
Prikaz organového postizeni
HRCT plic (high resolution computer tomography)
Spirometrie, Difusni kapacita plic

Elektrokardiografie
Echokardiografie

* prehled myotoxickych Iéka viz [29, 30]
Dalsi fenotypovou skupinu tvofi nemocni, u kterych se pfiznaky myozitidy piekryvaji s jinymi
systémovymi onemocnénimi (Overlap myositis, OM / CTD overlap), nejcastéji se systémovou
sklerodermii (SSc), systémovym lupusem erythematodem (SLE), Sjogrenovym syndromem (pSS),
revmatoidni artritidou (RA) nebo smiSenou chorobou pojiva (Mixed connective tissue disease,
MCTD). Tento fenotyp se poji s riznymi autoprotildtkami, mezi které patii anti-PM-Scl, anti-Ku, anti-
U1/2 RNP a dalsi autoprotilatky asociované s myozitidou [10, 31]. Podrobny ptehled autoprotilatkove-
fenotypovych podskupin 1ZM s ohledem na histopatologicky obraz je podan v recentnim navrhu

integrované klasifikace prezentovaném skupinou neuropatologi [9].



Diagnéza myozitidy (tab. 2.2.) je zalozena na pfitomnosti svalové slabosti, charakteristickém
klinickém a laboratornim nalezu se zvySenim svalovych enzymii (kreatin kindza - CK, laktat
dehydrogenaza - LDH, aminotransferazy - AST a ALT) a myoglobinu v séru. Svalové postiZeni je
verifikovano charakteristickymi zménami elektromyografické kiivky (EMG), zndmkami otoku, atrofie
a nahrady svalu tukovou tkani v magnetické rezonanci (MRI) a myozitickym obrazem ve svalové
biopsii. K diagnoze ptispiva prikaz autoprotilatek specifickych pro myoizidu (tab. 2.1.) [8]. Dosud
jsou nejcastéji pouzivana klasifika¢ni kritéria pro DM a PM podle Bohana a Petera (tab. 2.6.) [32, 33]
nebo Griggsova pro IBM (tab. 2.7.) [34]. Ta vSak neumoziuji identifikaci dalSich nové popsanych
fenotypi IZM a nezahrnuji prikaz autoprotilatek [20]. Mnoho pacienti hodnocenych jako
polymyozitis bylo v prubéhu sledovani na podkladé histopatologickych a serologickych nalezl
piehodnoceno na myozitidu s inklusnimi télisky, imunitné zprostfedkovanou nekrotizujici myopatii
nebo antisyntetizovy syndrom. To miZze do budoucna zpochybnit existenci polymyozitidu jako

diagnostické jednotky [9].

Letos byla publikovana nova EULAR/ACR kritéria pro IZM dospélych a détského veku, ktera maji i
klasifika¢ni strom k identifikaci fenotypovych podskupin IZM vcetné¢ imunitné zprostiedkované
nekrotizujici myopatie a amyopatickou dermatomyozitidu [35]. Tato kritéria byla vyvinuta na
podklade¢ pacientskych dat a vzhledem k frekvenci ostatnich autoprotilatek zlstaly mezi kritérii zatim
jen protilatky proti Jo-1. Predpokladda se, Ze zohlednéni dalSich autoprotilatek umozni v budoucnu

klasifikovat vice homogenni skupiny nemocnych s podobnym patogenetickym mechanismem [9].

2.1.2. Histologie 1ZM

Diagn6zu myozitidy podporuje histologicky nalez nekrozy svalovych vlaken I a II typu, fagocytdza,
degenerace a regenerace svalovych vlaken s kolisanim jejich velikosti, infiltraty mononukledrnich
bunék v endomysiu, perimysiu, perivaskuldrné nebo v intersticiu postizeného svalu. Jednotlivé
diagnostické ¢i fenotypové podskupiny IZM maji charakteristické rysy v bioptickém nalezu.

Pro dermatomyozitidu je charakteristickd atrofie svalovych vldken s perivaskularnimi zanétlivymi
infiltraty v interfascikularnich septech a na periferii svalovych snopct. Patologické zmény svalovych

vlaken (degenerace, nekréza a regenerace) jsou u DM lokalizované predevsim perifascikularné [36].

Tyto zmény jsou vysvétlovany hypoperfusi na podkladé destrukce endomysialnich kapilar na okrajich
snopcti a mikroinfarkty. PoSkozeni kapilar je vysvétlovano humordlnimi mechanismy, vzhledem
k nalezu znamek aktivace komplementu s depozity terminalniho produktu komplementové kaskady
C5b-9, oznacovaného jako MAC (membrane attack complex) na kapilarach endomysia v Casnych
stadiich [10, 37].

Aktivace komplementu je pravdépodobné spusténa autoimunitnimi mechanismy v misté postizenych
cév [38] nebo aktivaci klasické drahy komplementu piimou vazbou Clq slozky komplementu na
poskozené endotelie [39]. Nasledna redukce kapilar je spojena s kompenzacni dilataci cév. Pod vlivem

prozanétlivych cytokinil se zvysuje exprese adhesnich molekul na endoteliich usnadnuje transmigraci
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a homing infiltrujicich bungk do endomysia [40]. V infiltritech pfevazuji CD4" T a B lymfocyty,
makrofagy a dendritické buiiky [38].

U pacientll s polymyozitidou a myozitidou s inklusnimi télisky pfevazuji v endomysialnich
zanétlivych infiltratech T lymfocyty, predevsim CD8", které obklopuji a invadujici neposkozena (non-
nekroticka) svalova vlakna a prostiednictvim enzymi perforinu a granzymu uplatiluji myotoxicky
efekt [41]. Dal§imi slozkami infiltratd u PM a IBM jsou CD4" T lymfocyty, dendritické buiiky (DC) a
makrofagy coz, spolu s expresi HLA L. tfidy svalovymi vlakny ukazuje na moznou lokalni prezentaci

autoantigenti ve svalu a buné¢ny imunopatogeneticky mechanismus poskozeni svalovych vlaken [38].

Pro diagnézu IBM je charakteristicky nalez lemovanych vakuol ve svalovych vlaknech a depozit
amyloidu. Elektronopticky lze zobrazit cytoplazmaticka i nuklearni vlaknita inkluzni téliska.
Histopatologicky obraz ukazuje na sou¢asny podil mitochondrialni dysfunkce, abnormalni agregace
proteintl a zanétlivych mechanismii. Na pocatku onemocnéni muze mit infiltrat podobny charakter
jako u polymyozitidy [10].

V infiltratech u IBM a PM bylo nalezeno vice myeloidnich DC, zatimco v dermatomyozitickych
infiltratech prevazovaly plazmacytoidni DC (pDC) [42, 43], kter¢ jsou hlavnim zdrojem interferont .
typu (IFN-1) [44] (IFN-1 viz kapitola 2.2.8). Mozna lokalni syntéza IFN-1 v zanétlivych infiltratech je
histologicky doloZena pfitomnosti proteinu indukovaného IFNa/B - MX-1 (myxovirus resistance-1)
nejen ve svalech pacientii s DM a také u PM a IBM a v koznich biopsiich pacientii s DM a JDM [42,
43, 45-48].

Histologicky obraz DM, PM a IBM neni vzdy takto uniformni a plvodni diagnostické zavéry a
imunopatogenetické hypotézy jsou revidovany [49].

Histopatologicky obraz, v posledni dobé cast&ji diagnostikovanych, imunitné zprostiedkovanych
nekrotizujicich myopatii je charakterizovany difusni nekrézou a variabilitou velikosti svalovych
vlaken, expresi HLA 1. tfidy a depozici komplementu na sarkolemé, myofagocytozou a minimalnim
lymfocytarnim infiltratem [9].

Také dalsi klinické fenotypy asociované suréitymi autoprotilatkami maji charakteristické
morfologické obrazy, na podkladé kterych vznikaji nové klasifikacni systémy [9, 50]. Pacienti
s antisyntetazovymi autoprotilatkami maji odlisny biopticky nalez se zmnozenim pojiva bohatého na
makrofagy v perimysiu pobliz perifascikularnich oblasti, s atrofickymi a regenerujicimi vlakny a se
znamkami perifascikularni nekrozy [51].

Nalezy B lymfocytt v infiltratech svalovych biopsii nemocnych s DM, PM a IBM a plazmatickych
bunek (PC) u nemocnych s PM [52-56] se zndmkami klonalni proliferace B bun€k a PC [57] a lokalni
afinitni maturace [58] spolu s pfitomnosti autoprotilatek v séru a jejich klinickymi asociacemi [8]

sveédc¢i o podilu B lymfocytl v patogenetickych mechanismech [ZM.



2.1.3. Autoprotilatky u 1IZM
Organovée nespecifické autoprotilatky se nachazeji castéji v séru nemocnych s PM, DM a méné ¢asto u
IBM [4, 59]. Autoprotilatky, které se vyskytuji pfedevs§im u myozitidy jsou povazovany za specifické
pro toto onemocnéni (myositis-specific autoantibodies, MSA, tab. 2.1). U pacientii s DM a PM jsou
nachazeny ve vice nez 50%. U IBM byly autoprotilatky zjistovany méné Casto (v 18%) [4] do prukazu
anti-cN-1A u 37-61% nemocnych s IBM [60, 61] (tab. 2.1.).
Autoprotilatky vici funkéné podobnym antigentim se druzi s uréitymi klinickymi projevy zminénymi
vyse (viz odstavec 2.1.1.) a jsou vyuzivany v diagnostice [8]. Mnohé MSA a jejich klinické asociace
byly popsany teprve v poslednich letech (anti-TIF1, anti-NXP2, anti-MDAJS, anti-SAE, anti-HMGCR
a anti-cN-1A). MnozZi se dikazy o vazbé hladin autoprotilatek na klinickou aktivitu a o jejich
prognostické hodnoté [8, 62-65].
Nekteré autoprotilatky (napt. anti-SSA/Ro -Ro52, Ro60, anti-SSB/La, anti-PM-Scl, anti-Ku a anti-
RNP) jsou bézné€ piitomné i u riznych autoimunitnich systémovych onemocnéni véetné myozitidy a
jsou oznacovany jako asociované s myozitidou (myositis-associated autoantibodies; MAA, tab. 2.1.)
[11]. Z nich nejcast&j$i jsou anti-SSA/Ro52, které se nachazi u vice systémovych onemocnéni
(ptedevsim u pSS a SLE), maji u myozitidy prevalenci 12-30%. Dale jsou ¢asté anti-PM-Scl protilatky
(5-10% IZM), ptedevsim u piekryvu se systémovou sklerodermii [4, 66].

2.1.4. Antisyntetazové protilatky

Hlavni skupinu MSA tvofi protilatky proti aminoacyl-tRNA syntetazam (ARS), pfi¢emz jsou
pritomny cCast&ji u pacientti s PM (20-40%) nez u nemocnych s DM (5%). Cilovym antigenem jsou
enzymy, které katalyzuji vazbu urcitych aminokyselin na ptislusnou molekulu transferové RNA (tab.
2.1.). Nejcast€jsi z nich jsou proti histidyl-tRNA syntetaze (Jo-1) a nachdzi se podle riznych zdroji u
9-25% dospélych nemocnych s myozitidou. Dalsi z celkem osmi zndmych ARS (non-Jo-1) maji mensi
prevalenci. Nemocni s non-Jo-1 ARS tvoii celkové 6-12% nemocnych s myozitidou a jednotlivé
autoprotilatky byly nalezeny v 1-5% a méné [5, 8, 19, 59, 66]. Rutinni testy pro prikaz non-Jo-1 ARS
autoprotilatek jsou k dispozici teprve v poslednich letech a to miize byt pfi¢inou podhodnoceni jejich

prevalence.

Spolu s myozitidou, postizenim plic (ILD) a dal§imi extramuskularnimi projevy (Raynaudtv fenomén,
polyartritida a kozni projev - ruce mechanika) jsou antisyntetdzové protilatky soucasti tzv.
antisyntetdzového syndromu (ASS) [11, 67], druzi se s horsi odpovédi na 1écbu kortikoidy a t€zsi
progndzou a maji ziejme 1 patogeneticky vyznam.

Horsi prognoza pacientl s ARS je pfikladana asociaci s postizenim plic, jehoz komplikace jsou hlavni
pfi¢inou mortality u antisyntetazového syndromu [11, 25, 27, 28]. ILD se muze objevit kdykoliv

v pribéhu onemocnéni myozitidou a také manifestace je variabilni. V nékterych ptipadech je



asymptomaticka ILD zjisténa pfi systematickém sledovani funkénimi testy ¢i zobrazovacimi postupy,

jindy se projevi akutné té¢zkou respiracni nedostatecnosti [68, 69].

Frekvence ILD u nemocnych s anti-Jo-1 autoprotilatkami se v rdznych studiich pohybuje mezi 56 -
93% v zavislosti na zkoumané populaci a na pouzitych kritériich pro definici plicniho postizeni (tab.
2.3.) [70-80]. I kdyZ témét vSechny non-anti-Jo-1 antisyntetazové protilatky se poji s ILD je znama
heterogenita v ptevaze plicniho nebo svalového postiZeni, ktera je vdzana na pfitomnost urcitych non-

anti-Jo-1 autoprotilatek [8, 68, 81-83].

Tabulka 2.3. Prevalence intersticialni plicni nemoci (ILD) u pacient( s anti-Jo-1 protilatkami.

Pocet pacientd v % ILD Citace
(o]

souboru
231 75% Schmidt, Wetzel et al. 2000 [70]
15 73% Marie et al. 2002 [71]
14 64% Mielnik et al. 2006 [72]
14 64% Selva-O'Callaghan et al. 2006 [73]
90 86% Richards et al. 2009 [74]
27 70% Vancsa et al. 2009 [75]
15 93% Mileti et al. 2009 [76]
37 70% Dugar et al. 2011 [77]
107 56% Marie et al. 2011 [78]
225 84% Cavagna et al. 2015 [79]

2.1.5. Anti-Jo-1 protilatky v patogeneze IZM
Anti-Jo-1 autoprotilatky byly pozorovany jesté pied prvnimi klinickymi projevy myozitidy, coz svédci
pro jejich moznou roli v patogenezi této podskupiny IZM [84, 85]. Dale byla popsana korelace
sérovych hladin protilatek proti Jo-1 se svalovym postizenim hodnocenym hladinou CK v séru a se
svalovou, plicni a celkovou klinickou aktivitou IZM a jejich asociace v Case [65]. Navic bylo
pozorovano i vymizeni anti-Jo-1 protilatek v dobé nizké aktivity myozitidy v 16-27% raznych kohort

anti-Jo-1-pozitivnich nemocnych [65, 86, 87].

DalSim diikazem mozné patogenetické role anti-Jo-1 autoprotilatek je nalez modifikovaného antigenu
(histidyl-tRNA syntetazy), v plicich, kde ziejmé probihd iniciace autoimunitni odpovédi u ASS [88].
Predpoklada se, Ze rozvoji svalového postizeni predchazi respiracni infekce, pfi kterém je histidyl-
tRNA syntetdza Stépena granzymem B a nové vzniklé antigenni fragmenty jsou prezentovany
dendritickymi butikami CD4" T lymfocytim s néslednou aktivaci autoantigen specifickych
adaptivnich mechanismii (obr. 2.2.). T lymfocyty periferni krve anti-Jo-1 pozitivnich pacientt
reagovaly proliferaci v kultufe s autolognimi dendritickymi bufikami s navazanymi fragmenty histidyl-

tRNA syntetazy [89].

Fragmenty Jo-1 piisobi chemotakticky na lymfocyty, aktivované monocty a nezralé dendritické bunky
[90] a také séra anti-Jol pozitivnich pacientl s PM a postizenim plic v experimentu indukovala

expresi adhesivni molekuly ICAM-1 endotelidlnimi bunkami derivovanymi z plic coZ také mize
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prispéet k lokalni migraci zanétlivych bunck [91]. Tyto infiltrujici buniky lokalné vyzravaji, prezentuji
peptidy a produkuji cytokiny.

Predpoklada se, ze molekuly MHCI exprimované na myocytech mohou prezentovat peptidy Jo-1
CDS8+T lymfocytim. Ve svalové tkani nemocnych s PM byly analyzou spektra T buné¢nych receptorti
prokazany znamky oligoklonalni expanze CD8+ T lymfocyt [92, 93], ktera mtize byt lokaln€ fizena
jednim ¢&i vice specifickymi antigeny a spiSe polyklonalni expanze CD4" T lymfocytl. Dale byla
zjisténa zvySena exprese antigenu Jo-1 v regenerujicich svalovych vlaknech [94]. Ty pak mohou byt
specifickym cilem infiltrujicich cytotoxickych CD8" a CD4'CD28™" T lymfocyti [95, 96], které

mohou plsobit nejen ve svalech ale 1 v plicich destrukci cilovych tkani a také spoustét autoimunitni

reaktivitu §tépenim Jo-1 [41].
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V sérech anti-Jo-1-pozitivnich nemocnych s myozitidou odebiranych béhem dlouhodobého sledovani
bylo prokazano rozsifovani spektra a afinitni maturace anti-Jo-1 autoprotilatek [98]. Ve svalové tkani
pacienti s DM byla zjisténa exprese mRNA sekretovatelnych sestiihovych variant Jo-1, které byly
rozpoznany anti-Jo-1 autoprotilatkami [99]. To, spolu s pritkazem lokalni afinitni maturace bunék B
lymfocytarni linie ve svalovych infiltratech [58], mize svéd¢it pro piipadnou mistni produkci

autoprotilatek v zanicené svalové tkani.



Nékteré MAA a MSA se vyskytuji soucasné. Tak je tomu u autoprotilatek proti Ro52, které byly
pozorovany v 56-72% anti-Jo-1 pozitivnich sér [8, 100, 101]. Jejich soucasny nalez byl spojen s
vazn&j$im priabéhem plicniho postiZeni a horsi odpoveédi na imunosupresivni terapii [25, 27, 100, 101],
nebo s t€z§im svalovym postizenim a s kloubnimi projevy [78]. Imunokomplexy s protilatkami proti
Jo-1 a/nebo Ro52 ze sér nemocnych s myozitidou indukovaly in vitro tvorbu IFN-o/f [46, 102], ktery

je vyznamnym Cinitelem v patogeneze IZM (viz 2.2.8.).

2.1.6. Terapie [ZM

Lécbou prvni volby jsou glukokortikoidy. Vice nez dve tietiny pacientl s plicnim postizenim v ramci
antisyntetazového syndromu potiebuje jedno a vice imunosupresiv v prubéhu 1é¢by. Glukokortikoidni
a imunosupresivni lécba jsou navic U€inné jen u Casti nemocnych. Pouze 20% az 40% lécenych
nemocnych s IZM dosahne remise, zatimco 60% az 80% pokracuje v chronickém ¢i polycyklickém
vyvoji onemocnéni [27]. Proto se u vybranych fenotypli IZM rezistentnich na steroidy ovéfuje
ucinnost v€asného nasazeni imunosupresiv, pouziti intravendznich imunoglobulini a dale kombinace s
biologickymi léky. Zatim nejucinngjsi byla deplece B lymfocyti rituximabem (RTX, anti-CD20),
ktera je zdivodnitelna pfitomnosti bun¢k B lymfocytarni linie v zanétlivych infiltratech a také asociaci
autoprotilatek s klinickymi projevy. U¢inek RTX byl popsan v ptipadovych studiich pacienti DM a
PM rezistentnich na konven¢ni 1ébu, nemocnych s antisyntetazovym syndromem a s protilatkami
proti Jo-1 a v jedné oteviené pilotni studii [103-113].

V recentni pirehledové studii bylo analyzovano 458 pacientti s myozitidou prezentovanych ve 48
sdélenich, kde byl prokazan Uc¢inek rituximabu celkem ve 78,3% léCenych [114]. Dale byla
zaznamenana dobra odpovéd’ na RTX u nemocnych s ASS a autoprotilatkami proti Jo-1, predevsim ve
zlepSeni plicnich funkci [115]. Vysledky randomizované klinické studie u pacientd s PM/DM/JDM
(NCTO00106184) byly mén¢ presvédcivé [116]. I kdyz témeét 80% nemocnych odpovédelo na terapii
RTX, nebylo dosazeno primarniho ani sekundarnich cili studie, coz bylo Castecné vysvétlovano
navrhem studie. Neddvna dodatecna analyza navic ukazala, ze u podskupiny nemocnych s DM a JDM
méla terapie rituximabem vyznamny ucinek na refrakterni kozni projevy [117]. Ukazalo se, Ze
ucinnost RTX mize byt predikovana pfitomnosti a také hladinami antisyntetdzovych protilatek
(pfedevsim anti-Jo-1), protilatek proti Mi-2 a TIF1-y [118-121].

Alternativou k depleci B lymfocytti je blok mechanisml regulace vyzravani a preziti B lymfocytu,
jakym je naptiklad cytokin BAFF (B cell-Activating Factor of the TNF Family; viz kapitola 2.2.9.)
[122, 123]. B-depleéni 1é¢ba rituximabem ma sva omezeni. Jednak bylo prokazano, ze deplece B
lymfocytd vedla kelevaci hladin BAFF vséru [124, 125], coz by mohlo umoznit proliferaci
autoreaktivnich klonti béhem repopulace B bun¢k. Navic se cilova molekula pro RTX (CD20) nachazi
pouze na urcitych diferenciacnich stadiich B lymfocytt. CD20 negativni diferenciacni stadia B bunck
(plazmatické buiiky), nepodléhaji depleci. Ty vSak exprimuji receptory pro BAFF (viz kapitola 2.2.3.),

od které¢ho dostavaji antiapoptotické signaly.
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2.2. BAFF

2.2.1. Charakteristika BAFF

Cytokin BAFF (B cell-Activating Factor of the TNF Family), také znadmy jako B-lymphocyte
stimulator (BLys), nebo TNFSF13B (Tumor Necrosis Factor ligand SuperFamily member 13B) ¢i
TALL-1 (TNF- and APOL-related Leukocyte expressed ligand), je klicovym faktorem v modulaci B
bunécné tolerance a homeostazy [126]. Pusobi pfeziti prechodnych stadii maturace B lymfocytd.
Vysoké hladiny BAFF umozni pfeziti i autoreaktivnich B lymfocytt, které by mély hynout apoptdzou
a umozni jejich klonalni proliferaci (review [127]). Na zvifecim modelu bylo prokazano, ze pfi
chybéni BAFF dochazi k tézké deficienci B lymfocytt. Naopak, transgenni mysi s nadmérnou tvorbou
BAFF maji zvysené pocty B bun¢k a lupu s-like syndrom [128].

Funkce BAFF jsou vSak komplexni, také vzhledem k tomu ze ma4 tfi receptory (obr. 2.3.), z nichz dva
sdili s dal§im ligandem zvanym APRIL (A PRoliferation-Inducing Ligand) [129]. BAFF i APRIL jsou
Cleny rodiny TNF (tumor nekrotizujici faktor) [130].

Makrofagy Makroféagy

DC Golai Monocyty
olgi

Granulocyty APRIL . Neutrofily

Nadorové bb. DC

TWE-PRIL

">€

T lymfocyty BAFF BAFF FDC
T lymfocyty
Epitelie
APRIL Astrocyty
BAFF/APRIL Synoviocyty
heterotriméry Osteoklasty
Stromalni buriky
ABAFF B lymfocyty
~ APRIL
kratky
TACI BCMA W
Transmembrane a ator - c?" matigtaon BAFF-R
and CAML interact antigen -
HSPG Y (Proteoglykan)
B lymfocyty (T2/3) B lymfocyty (T2/3)
Lymfocyty T lymfocyty B lymfocyty (T1) Aktivované T lymfocyty
Nelymfoidni buriky Makrofagy Plazmatické buriky || 1reg

Obrazek 2.3.: BAFF, APRIL, jejich zdroje a jejich receptory. Upraveno podle [129, 131, 132].

2.2.2. Produkce BAFF

BAFF je tvofen predevsim neutrofily, monocyty, makrofagy a dendritickymi bunkami (DC) a v mensi
mife i T-bunikami [129, 133-135]. Dal§im mistnim zdrojem BAFF jsou folikularni DC [136] a bunky
nehematopoetického ptivodu (obr. 2.3.). V perifernich tkanich se podili na lokalnich antiapoptotickych
signalech specifickych nik, které moduluji pteziti a funkci B lymfocytl a plazmatickych bun¢k v
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zanétlivych infiltratech [127]. V riznych tkanich byly lokalnim zdrojem BAFF epitelie dychacich cest
a slinnych zlaz [137, 138], synovialni fibroblasty [139], astrocyty [140], VCAM-1 pozitivni bunky
stromatu kostni diené [141] a osteoklasty [142]. Nékteré studie ukazuji na autokrinni tvorbu BAFF B
lymfocyty (napf. [143]).

Tvorba BAFF i APRIL v makrofazich, neutrofilech a DC je stimulovatelna interferony (IFN)a, IFNy,
interleukiny (IL)-10 a IL-4 [129], faktorem stimulujicim kolonie granulocytti a makrofagti (GM-CSF),
CD40 ligandem (CD40L), lipopolysacharidem a peptidoglykany [144, 145].

2.2.3. Receptory pro BAFF a APRIL

BAFF puisobi prostiednictvim tii receptort [129], BAFF-R (BAFF Receptor neboli BR3;
TNFRSF13c), BCMA (B-Cell Maturation Antigen; TNFRSF17) a TACI (Transmembrane Activator
and calcium-modulating Cyclophilin ligand Interactor; TNFRSF13b), které se exprimuji
diferencovan¢ v riznych stadiich maturace B lymfocyta (obr. 2.4.) [146, 147].

BAFF se vaze specificky na BAFF-R a sdili BCMA a TACI s cytokinem APRIL [129, 148]. Ten se
navic vaze na povrchové proteoglykany bun¢k lymfoidniho i nelymfoidniho ptivodu [149] (obr. 2.3.).
Nezralé B buiiky, které pravé vznikly v priméarnich lymfatickych centrech, jsou nejvice nachylné
k negativni selekci a jejich kontakt s vysoce aviditnim antigenem spousti procesy eliminace bunécnou
smrti nebo revize BCR. Pokud pfeziji, vyzravaji nezralé B buniky do pozdnich nezralych B bunék,
které opousteji primarni lymfatickd centra a kolonizuji vné&jsi lymfatické organy v prvni fazi

prechodného stadia jako T1 B buiiky (z angl. Transitional).

Preziti

Preziti

Preziti |zotypovy presmyk

BAFF-R

TACI

: Preziti <

3 BCMA

= =~/
I ‘( S/
- 4
Zrala naivniB AktivovanaB Pamét'ovaB Plasmablast Plazmaticka
burka burika burka bunka
ﬂ BAFF-R ++ ++ ++/- +-
U TACI dim ++ ++ ++ ++
dim +/- e ++

Obrazek 2.4.: Exprese receptord pro BAFF a APRIL v rGznych stadiich maturace

zralych B

bunék. Upraveno podle [129, 150-154]. BAFF-R = BAFF receptor, BCMA = B-cell maturation
antigen a TACI = transmembrane activator and CAML (calcium-modulating cyclophilin ligand)

interactor.
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BCMA je pritomen jiz na Casnych pfechodnych stadiich (T1) nezralych B lymfocytt, dale se jeho
exprese snizuje a opét se zvysuje az béhem dalsi diferenciace do plazmablastl a plazmatickych bunék
[155, 156] (obr. 2.4.). Byl nalezen také na B buiikdch germinalnich center tonzil [155, 157, 158].
TACI a BAFF-R jsou exprimovany nezralymi B bunikami pozdnich stadii (T2/3) a déle zralymi B
buiikami. BAFF-R je pfitomen na vSech diferenciacnich stadiich az do stadia pamétovych B bunék.
Jeho exprese je stimulovana vazbou specifického antigenu na BCR zralych B bun¢k a pozdéji klesa
behem vyvoje do plazmatickych bunék. Naopak exprese TACI se béhem diferenciace plazmatickych
bun¢k zvysuje. BAFF-R je navic exprimovan také aktivovanymi T-lymfocyty a T-regula¢nimi

bunkami (Treg) [149].

2.2.4. Funkce BAFF, APRIL a jejich receptort

Nejprve bylo zjisténo v in vitro experimentu, Ze BAFF pusobi specificky pteziti T2 pfechodného
stadia vyzravani B bun¢k pii maturaci ve sleziné [129]. To bylo potvrzeno na zvifecim modelu tak, Ze
BAFF-deficitni zvitata méla poruchu diferenciace B lymfocyti z pfechodného stadia T1 do stadia T2
[129]. B lymfocyty vtomto stadiu prochazeji tzv. negativni selekci na podkladé specificity B
bunécného receptoru (BCR), ktera vede k jejich snasenlivosti k antigenu bud’ eliminaci, nebo anergii.
Tento mechanismus negativni selekce B bunék zabranuje nadmérné produkci autoreaktivnich B

bunék.

Ty B lymfocyty, jejichz BCR rozpoznavaji vlastni antigeny, hynou apoptézou. Vysoké hladiny BAFF
pusobi antiapoptoticky proti tomuto mechanismu a je tak umoznéna proliferace autoreaktivnich klont
B lymfocytt [126]. U BAFF transgennich mysi byla nadprodukce BAFF sdruzena s autoimunitnimi

projevy. Toto je také dilezity patogeneticky mechanismus autoimunitnich onemocnéni u lidi.

APRIL neni nezbytny pro normalni vyvoj B lymfocytt. Zda se, Ze se uplatni predev§im v mechanismu
izotypového piesmyku do IgA [134]. Biologicka funkce smiSenych molekul BAFF/APRIL a TWE-
PRIL neni zcela jasna.

BAFF-R je klicovym receptorem, ktery zprostiedkovava vySe popsany anti-apoptoticky signal
cytokinu BAFF v populaci naivnich B lymfocytt [129, 144, 159].

v

plazmatickych bun¢k (PC), véetné dlouho zijicich PC v kostni dfeni [156].

TACI je dulezity pro odpoved na antigeny nezavislé na T lymfocytech, negativné reguluje aktivaci a
klonalni expanzi B bun€k [160] a pieddva signal cytokinu APRIL k izotypovému piesmyku [161].
Mutace TACI byla spojena s protilatkovym imunodeficitem (CVID) [162]. TACI mtize také ptsobit
regulacné vazbou BAFF, kterd snizi jeho dostupnost pro BAFF-R [146, 147, 163]. TACI-deficitni
zvirata maji vysoké pocty B lymfocytl a autoimunitni fenotyp, podobny SLE a také lymfatické nadory
[159].
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2.2.5. BAFF u nemocnych s revmatickymi chorobami

Biologicky vyznam BAFF v patogeneze systémovych onemocnéni dokladaji nalezy vysokych hladin
v séru nemocnych a autoimunitnimi onemocnénimi [124, 164-175] v asociaci s aktivitou onemocnéni
nebo pozitivitou autoprotilatek [165, 168, 170-173] a exprese BAFF nebo jeho receptord v
postizenych organech [144].

Byly dokumentovany asociace hladin BAFF s vysokymi titry autoprotilatek proti dsSDNA nebo Sm u
SLE [165, 168, 170, 172, 176-178], s revmatoidnim faktorem (RF) a protilatkami proti citrulinovanym
peptidim (anti-CCP) u revmatoidni artritidy [168, 179], s RF nebo s anti-SSA/B autoprotilatkami u

Sjogrenova syndromu [173], a nebo protilatkami proti histontim u lokalizované formy SSc [164].

Do zahajeni naSeho projektu byla publikovana jedna studie proteinu BAFF v séru, kde byla zatazena i
malé kontrolni skupina nemocnych s DM k pacientlim se systémovou sklerodermii. Zde byly hladiny
BAFF zvySené u DM oproti zdravym kontrolam [171]. Pozdé¢ji byla nalezena zvySend exprese
transkriptt BAFF mRNA v bioptickych vzorcich svali od nemocnych DM, PM a IBM, pfitomnost
BAFF proteinu v perifascikularnich svalovych vldknech nemocnych s DM [57, 180] a také exprese
BAFF-R [180].

variabilita sérovych hladin BAFF v ¢ase bez vyvoje v dob¢ vzplanuti [165, 172], pozdé&jsi prace uvadi
kolisani hladin BAFF ve vztahu k vyvoji aktivity onemocnéni béhem dlouhodobého sledovani
nemocnych se SSc, ¢asnou RA a SLE [164, 178, 179]. Zmény hladin BAFF mezi dvéma casovymi
body byly asociované se zménami aktivity podle laboratornich a klinickych hodnoceni u SLE a SSc a
byly vdzané na davky terapie glukokortikoidy [165, 171].

2.2.6. Polymorfismy BAFF genu

Existuje nekolik jednonukleotidovych polymorfismli (single-nucleotide polymorphisms; SNP)
promotorové oblasti genu pro BAFF [181, 182]. Ctyfi z nich (rs9514827 (-2841T>C), rs3759467 (-
2704T>C), rs1041569 (-2701T>A) a rs9514828 (-871C>T)) jsou v silné vazebné nerovnovaze a tvoii
4 nejcastjsi haplotypy CTAT, TTAC, TCAC a TTTT. Tyto polymorfismy i jejich haplotypy byly
studovany u nemocnych s pSS, SLE a RA [176, 182-184] s rizné silnymi asociacemi n€kterych z nich
s diagnozou ¢i se zvySenymi hladinami BAFF u nemocnych s autoimunitnimi chorobami.

Z nekonzistentnich nalezii téchto studii je spiSe pravdépodobné, Ze dysregulace exprese BAFF
proteinu je zpusobena dalS§imi faktory (jiné genetické, prostfedi, dalsi cytokiny), které ovliviiuji
senzitivitu bunék produkujicich BAFF. Tvorba proteinu BAFF neni zavisla jen na genetickém pozadi,

ale také jsou zndmé transkrip¢ni varianty, kddujici proteiny s riznou funkci.

2.2.7. Alternativni varianty BAFF

BAFF je tvoien, podobn¢ jako dalsi TNF ligandy, jako transmembranovy protein II. typu a je téz
sekretovdn po proteolytickém odsté€peni z bunééné membrany ve formé rozpustného homotriméru

nebo multiméru (obr. 2.3.) [185]. Membranova i rozpustna forma je biologicky aktivni, av§ak funkéni
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rozdily mezi membranovou a rozpustnou formou BAFF zatim nejsou zndmé [185]. Kromé nezkracené
formy byly popsany dalsi sestfihové varianty [186, 187]. Plna varianta (full-length; FL-BAFF) piisobi
na diferenciaci a preziti B lymfocytl a plazmatickych bunék, zatimco zkraceny produkt alternativniho
sestiihu, s chybéjicim 3. exonem (ABAFF), ktery se ziejmé neodstépuje z bunécné membrany do
solubilni formy, nema tuto funkci, a navic mize pusobit jako negativni regulator FL-BAFF tak, ze
tvoii s FL heterotrimér a omezuje odstépeni sekretované formy z bunééné membrany [186]. Rozpustné
heterotriméry BAFF/ABAFF se vazou na receptory pro BAFF s mensi afinitou nezli multiméry FL-
BAFF ¢imz jej kompetitivné inhibuji. U lidi zatim nebyl detekovan protein odpovidajici této varianté a
jsou dostupné jen analyzy exprese ABAFF na mRNA turovni. ZvySeni poméru mezi BAFF/ABAFF
pravdépodobné hraje roli v patogenezi pSS [138]. U pacientt s IZM byla exprese obou variant
zvySena, korelovala s aktivitou myozitidy a byla asociovana s autoprotilatkami proti SSA/Ro, SSB/La.
Pomér BAFF/ABAFF byl u IZM s autoprotilatkami nizs$i nez u pacienti bez autoprotilatek, koreloval
negativné s aktivitou myozitidy a byl ziejmé ovlivnén 1écbou [188].

Dalsi varianta, AABAFF, byla popsana u B lymfoproliferativnich onemocnéni a zfejmé ptisobi jako
transkripéni faktor BAFF genu a zvySuje produkci BAFF u nadord i autoimunitnich onemocnéni

[187].

2.2.8. BAFF a interferony I. typu
Exprese BAFF je indukovana interferony (IFN) L. typu [138, 189]. Navic expozice IFN L. typu (IFN-1)

prispiva k diferenciaci B lymfocytd do plazmablastii a zvySuje jejich pfezivani a rezistenci k Fas-
zprostiedkované apoptoze [190, 191]. IFN-1 jsou skupinou 13 subtypt IFNa, IFNB, -¢, -k a -0 [192] a
jejich prukaz konvenéni metodou testy ELISA neni zcela jednoduchy. Navic jsou systémové i lokalni
koncentrace cytokinli nizké a potencidlni exprese muize byt pouze piechodna. Ukazatelem
nadprodukce IFN-1 je analyza gend nebo proteini které indukuji - tzv. otisk interferonu (IFN
singature) [193]. Uloha IFN-1 v patogeneze IZM je dobie dokumentovéna [43, 48, 194, 195]. Exprese
transkriptd indukovanych IFN-1 v krvi nemocnych s DM a PM korelovala s aktivitou myozitidy [193,
196-200] a byla asociovana s pozitivitou protilatek proti RNA-vazajicim proteinim (Jo-1, Ro60 a
UIRNP) [201]. Avsak u nemocnych DM bylo zaznamenano zvyseni INF-indukovatelnych genti bez
vazby na piitomnost autoprotilatek [201]. Také v myozitické svalové tkani bylo popsano zvyseni

exprese IFN imunohistochemicky i pritkazem genomického otisku IFN [43, 197, 202].

Bunéénym zdrojem IFN-1 jsou plasmacytoidni dendritické buiky (pDC) stimulované viry nebo
imunokomplexy obsahujicimi protilatky proti nukleovym kyselindm, nebo proteinim vazajicim
nukleové kyseliny [203]. Plazmacytoidni DC byly spole¢né s proteinem MX-1 (myxovirus resistance-
1) indukovanym IFN-1 nalezeny v biopsiich svalii nemocnych pfedevs§im s DM ataké uPM alBM av
koznich biopsiich pacientli s DM a JDM [42, 43, 45-48].

Séra nemocnych s protilatkami proti Jo-1 a/nebo Ro52 piisobila v in vitro experimentu jako endogenni

faktor indukujici tvorbu IFN-o v kulturach mononuklearnich bun€k periferni krve [46, 102].
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Predpoklada se, ze komplexy autoprotilatek s fragmenty Jo-1 a nebo nukleovymi kyselinami

obsazenymi v materialu z nekrotickych bunék, aktivuji pravé pDC k expresi IFN-a.

Vzajemnou interakci mezi BAFF a IFN-1 v patofyziologii IZM potvrzuje u¢inek 1é¢by monoklonalni
protilatkou proti IFN-o (sifalimumab; NCT00533091), ktera vedla u nemocnych s DM a PM ke
snizeni transkriptdt BAFF v periferni krvi a poklesu exprese transkriptli vyvojové fady B bunék ve
svalovych biopsiich [204]. Vyznam interference s patogenetickymi mechanismy zprostfedkovanymi
IFN-1 u IZM je zfejmy i z aktualn€ probihajicich terapeutickych studii na Grovni bloku pDC vazbou
receptoru  ILT7 monoklonalni protilaitkou (NCT02780674) a vakcinace IFNoa-Kinoidem
(NCT02980198) [205].

2.2.9. BAFF jako cilova molekula v terapii

Po prvotnich experimentech s neutralizaci BAFF pomoci TACI-Ig a BAFF-R-Ig u mySich modeld
SLE [206] byla neutralizace BAFF protilatkami (anti-BAFF, anti-BAFF-R) ¢i rozpustnym receptorem
(TACI-Ig) terapeuticky zkouSena v klinickych studiich pfedev§im u SLE (review [122]) a pSS [183].
V soucasné dobé je registrovand monoklonalni protilatka proti BAFF - belimumab - pro terapii,
pacientii s SLE s pozitivnimi autoprotilatkami a netG¢innosti standardni 1é€cby. Probiha studie u
nemocnych s postizenim ledvin pti SLE (NCT01639339) a randomizovana studie s kombinovanou
sekvencni aplikaci belimumabu a B deplece rituximabem u pSS (NCT02631538). Hodnoceni
ucinnosti ataciceptu (TACI-Ig; fuzni protein Fc frakce IgG a receptoru TACI), ktery vaze BAFF i
APRIL, bylo ukonceno pro rozvoj té€zké hypogamaglobulinemie se zavaznou pneumonii. Dalsi dva
Iéky, které jsou zkouSeny u SLE: Blisibimod (fuzni polypeptidovy protein Ctyt vazebnych domén pro
BAFF a Fc fragmentu IgG) a tabalumab (monoklonalni protilatka proti BAFF izotypu IgG,), vaZou jak
na rozpustny tak na membranovy BAFF. Aktudln€ probiha klinické hodnoceni u¢inku belimumabu u

PM a DM refrakternich na 1écbu glukokortikoidy a imunosupresivy (NCT02347891) [205].

2.3. Visfatin / PBEF

Visfatin, také znamy jako pre-B cell colony-enhancing factor (PBEF) nebo nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT), byl identifikovan v kostni dfeni jako cytokin, ktery je
sekretovan aktivovanymi lymfocyty a stimuluje Casnéd stadia diferenciace B lymfocytt [207]. Je
povsechné pfitomen v riznych tkanich a vzhledem ke zvySené expresi v buitkdch visceralniho tuku byl
oznacen za adipocytokin [208]. Visfatin je protein s vyznamnymi imunomodula¢nimi vlastnostmi.
Krom¢ ucasti v energetickém metabolismu [209]se podili na mechanismech pfirozené imunity a
zanétu [210]. ZvySuje aktivaci a stimuluje proliferaci leukocyti, expresi adhezivnich molekul a
produkci prozanétlivych cytokinti jako napf. TNF-o a interleukiny IL-1 a IL-6 v monocytech [210-
212].

Bylo prokéazano, ze BAFF zvySuje expresi genu pro visfatin [213] ale interakce BAFF a visfatinu na

proteinové trovni a ex vivo v klinickém kontextu nebyly studovany. Nedavno bylo prokazano zvysSeni
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jiného adipocytokinu - rezistinu v sérech nemocnych s myozitidou ve srovnani se zdravymi jedinci a
jejich asociace s aktivitou zanétu a vyssi celkovou zanétlivou a klinickou aktivitou [214]. O roli

visfatinu v IZM do nasi studie nebyly zpravy.

Visfatin a dal§i adipocytokiny jsou tvofeny bunkami revmatoidniho kloubu v mistech aktivity a
periartikularni tukové tkan€. Prozanétlivé faktory stimuluji jeho tvorbu v synovialnich fibroblastech a
on sam pusobi jako zanétlivy mediator [215, 216]. Nemocni se SLE a RA méli zvySené hladiny
visfatinu v séru v korelaci s klinickou aktivitou onemocnéni a destruktivnimi zménami u RA [215,

217, 218].

Béhem B-deplecni terapie rituximabem dochazi ke zvySeni BAFF v séru nemocnych se systémovymi
revmatickymi onemocnénimi [124, 125]. Vliv této 1éby na hladiny visfatinu, na vztah mezi témito
dvéma cytokiny indukujicimi diferenciaci B lymfocytli neni znam. Pfedpokladanymi mechanismy
elevace BAFF jsou snizeni spotfeby BAFF pfi absenci B lymfocytt jako jeho hlavnich konzumentti a
nedostatecni zpétnovazebna regulace jeho produkce s prikazem trvalé transkripce BAFF mRNA
[125]. Vzestup hladin BAFF vséru s odstupem po B-depleéni 1é¢b€ byl asociovan s relapsem
onemocnéni, elevaci autoprotilatek a plazmablastt v periferni krvi jak u SLE [219, 220] tak u RA
[221]. Asociace pfipadnych zmén visfatinu s klinickym stavem nemocnych po depleci B lymfocyta

nebyl studovan.
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3. Cile doktorské prace
Cilem doktorské prace bylo pfispét k poznani role cytokinu BAFF v patogeneze idiopatickych
zanétlivych myopatii (IZM). Studiem niZze uvedenych aspekti jsme chtéli zjistit:

A) Kvantitativni analyza sérovych hladin BAFF:

- Zda jsou sérové hladiny BAFF odlisné u nemocnych s IZM a jsou-li pfipadné odchylky
ovlivnény pfitomnosti autoprotilatek, ¢i klinickym fenotypem a popiipadé zda reaguji na terapii.
- Zda zvysené hladiny BAFF maji vliv na hladiny autoprotilatek, ¢i pfipadn€ obracené; méni-li se

v Case a jsou-li jejich zmény vazany na aktivitu onemocnéni a na jeji vyvoj.

B) Hodnoceni exprese receptorti pro BAFF ve svalu a vztah k IFN L. typu:

- Zda jsou v infiltratech postizeného svalu nemocnych pfitomny bunky B lymfocytarni linie a zda
tyto bunky exprimuji receptory pro BAFF.

- Zda jsou v oblastech exprese receptorti pro BAFF znamky ptitomnosti IFN 1. typu a bunék,
které jej tvofi, a zda tyto znamky kvantitativné koreluji s expresi receptort pro BAFF.

- Zda je tato exprese asociovana s piitomnosti autoprotilatek proti Jo-1 a/nebo Ro52 v sérech
nemocnych (vzhledem k prokazané¢ inducibilit¢ IFN I typu séry obsahujicimi tyto
autoprotilatky).

- Zda jsou v sérech nemocnych s IZM zménény hladiny IFNo a jaky maji pfipadny vztah

k postizeni svalu.

C) Analyza exprese transkripénich variant BAFF na Grovni mRNA:

- Zda se pomér dvou riznych transkripénich variant u nemocnych s IZM lisi oproti zdravym

jedinctm.

D) Studium mozné synergie BAFF a PBEF (visfatinu):

- Zda ma PBEF podobny vztah k aktivité myozitidy a autoprotilatkam jako BAFF.

- Pokud ano, jsou-li hladiny PBEF a BAFF v sérech nemocnych s IZM vzajemn¢ asociované a
jsou-li podobné ovlivnéné 1écbou.

- Zda je PBEF pftitomen v postizeném svalu nemocnych s [ZM.

- Zda je PBEF asociovan s po¢ty B lymfocytti a zda po jejich depleci dochazi k podobnému
vyvoji hladin PBEF jako bylo popséno u BAFF.
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Ke zodpovézeni téchto otazek jsme provedli sedm studii, jejichz vysledky jsou predloZeny v této
dizertacni praci ve formé publikaci v impaktovanych casopisech. Dale je ptilozena oponovana
prehledna prace.

A) Kvantitativni analyza sérovych hladin BAFF u nemocnych s IZM.

1. Krystafkova O, Vallerskog T., Barbasso Helmers S., Mann H., Pttova L., Bélacek J., Malmstrom
V., Trollmo C., Vencovsky J., Lundberg IE. Increased serum levels of B cell activating factor
(BAFF) in subsets of patients with idiopathic inflammatory myopathies.

Ann Rheum Dis.2009; 68 (6): 836-843. IF: 12,811

2. Krystifkova O, Hulejova H, Mann H, Pecha O, Putova I, Ekholm L, Lundberg IE, Vencovsky J
Serum levels of B-cell activating factor of the TNF family (BAFF) correlate with anti-Jo-1
autoantibodies levels and disease activity in patients with anti-Jo-1 positive polymyositis and
dermatomyositis
Arthritis Res Ther - Submitted manuscript ARRT-D-18-00153, IF: 4,121

B) Exprese receptori pro BAFF v postiZeném svalu a vztah k IFN.IL. typu

3. Krystifkova O, Barbasso Helmers S, Venalis P, Malmstrom V, Lindroos E, Vencovsky J,
Lundberg IE. Expression of BAFF receptors in muscle tissue of myositis patients with anti-Jo-1 or
anti-Ro52/anti-Ro60 autoantibodies.

Arthritis Res Ther. 2014;16 (5): Article Nr. 454: pp 1-13. IF: 4,121

4. Krol P, Krystufkova O, Polanskd M, Mann H, Klein M, Beran O, Vencovsky J. Serum levels of
IFNo do not correlate with disease activity in patients with dermatomyositis / polymyositis.
Ann Rheum Dis, 2011;70 (5): 879-880. IF: 12,811

C) Exprese mRNA transkrip¢nich variant BAFF na urovni mRNA

5. Remakova M, Svitalkova T, Faustova M, Vencovsky J, Novota P, Krystifkova O. The two mRNA
transcription variants of the B-cell activating factor are differentially expressed, but in a stable
ratio.

Clin Exp Rheumatol 2014 Sep-Oct;32(5):763-764. IF: 2,634

D) Studium mozné synergie BAFF a PBEF (visfatinu):

6. Hulejova H, Krystafkova O, Mann H, Klein M, Pavli¢kova K, Zameénik J, Vencovsky J, Senolt L.
Increased visfatin levels are associated with higher disease activity in anti-Jo-1-positive myositis
patients.

Clin Exp Rheumatol 2016; 34(2):222-229 IF: 2,634

7. Senolt L*, Krystifkova O*, Hulejova H, Kuklova M, Filkova M, Andrés Cerezo L, Bé&lagek J,

Haluzik M, Forejtova S, Gay S, Pavelka K, Vencovsky JI. The level of serum visfatin (PBEF) is

associated with total number of B cells in patients with rheumatoid arthritis and decreases
following B cell depletion therapy.
Cytokine. 2011; 55 (1): 116-121. TF: 3,488

* Sdilené prvni autorstvi.
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Piehledny ¢lanek
Krystifkova O. Cytokiny BAFF (B-cell activating factor) a APRIL (a proliferation-inducing
ligand) a jejich role u autoimunitnich onemocnéni. Ces Revmatol 2008; 16 (1): 9-15.bez IF

(recenzovany)

Podil na predloZenych publikacich

Na predlozenych publikacich jsem se podilela ucasti na ptipravé navrhi studii ¢ 1,2, 3,4 a 6 a 7 a dale

jsem provedla tyto prace:

Studie 1: provedla jsem ELISA testy a jejich vyhodnoceni, vytvofila databazi klinickych a
laboratornich dat, koordinovala interpretaci stanoveni autoprotilatek, provedla zakladni statistické
analyzy a grafickou dokumentaci, koordinovala provedeni mnohorozmérnych statistickych testd,

sepsala draft rukopisu a dokon¢ila jej spolu se spoluautory.

Studie 2: koordinovala jsem ELISA testy a jejich vyhodnoceni, vytvoftila jejich databazi klinickych a
laboratornich dat, koordinovala vySetfeni a interpretaci prikazu anti Jo-1 autoprotilatek, provedla
zakladni statistické analyzy a grafickou dokumentaci, koordinovala provedeni mnohorozmérnych

statistickych testl, sepsala draft rukopisu a dokoncila jej spolu se spoluautory.

Studie 3: provedla jsem imunohistochemickd barveni, jejich vyhodnoceni a koordinovala
vyhodnoceni dal§imi nezavislymi hodnotiteli, koordinovala imunofluorescen¢ni barveni a jeho
vyhodnoceni konfokalni mikroskopii, titrace protilatek a optimalizace blokac¢nich postupi obou
metod. Provedla statistické analyzy, vytvofila obrazovou a fotografickou dokumentaci, sepsala draft

rukopisu a dokoncila jej spolu se spoluautory.

Studie 4: koordinovala jsem optimalizaci multiplexové analyzy IFNa s vyhodnocenim na pritokovém

cytometru, podilela se na méfeni a interpretaci vysledkd, statistické analyze a psani rukopisu.
Studie 5: podilela jsem se na interpretaci vysledki a psani rukopisu.

Studie 6: vytvofila jsem databazi klinickych a laboratornich dat, podilela se na vybéru biologického
materialu pro studii a interpretaci ELISA testd a vyhodnoceni imunohistochemickych barveni,
provedla statistické analyzy a vytvorila grafickou dokumentaci, podilela se na sepsani rukopisu ve

sdileném prvnim autorstvi (které vSak nebylo uvedeno v tisku).

Studie 7: podilela jsem se na interpretaci ELISA testl a tvorbé databaze klinickych a laboratornich
dat, koordinovala a ¢astecné provedla cytometrickd méteni a analyzy, provedla statistické analyzy a

vytvorila grafickou dokumentaci, podilela se na sepsani rukopisu ve sdileném prvnim autorstvi.
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4. Material a metody

4.1. Nemocni
Nize je uveden zplisob vybéru pacientl pii zafazovani do jednotlivych studii, které jsou soucésti prace.
Slozeni skupin je vypséno v tabeldrnim pirehledu (tab. 4.1.) a demografické charakteristiky jsou
uvedeny v metodice plnych znéni ¢lankt (viz piilohy 1-7). VSichni nemocni podepsali informovany
souhlas s iCasti ve studii schvaleny etickou komisi Revmatologického tstavu v Praze.
Studie 1-3 vznikly ve spolupraci s myozitickou skupinou prof. Ingrid E. Lundberg z Kliniky
Revmatologie, Karolinska University Hospital Solna, Karolinska Institute (KI) Stockholm, Sweden a
ucast §védskych pacientt byla schvalena etickou komisi Karolinska Hospital Nord, Stockholm.

Tabulka 4.1. Zakladni charakteristiky skupin nemocnych s IZM zahrnutych do studii 1-6. Uvedeny
pocty (%) pacientll zafazenych do studii.

PriiFezovs Hladiny BAFF Expreseo Hiadiny IFNa Exprese Kc?relace
studie hladin 2 receptord -, séru a MRI mMRNA pro hlat?ln B.AFF 2
BAFF v séru a’ntl-Jov-l v pro BAFF svald BAFF V|sfa’t|nu
séru v case ve svalu v PBMC v séru
Studie 1. [222] 2. [*] 3.[223] 4. [224] 5.[225] 6. [226]
Vsichni nemocni 99 63 23 43 26 38
DM 49 22 11 24 NA 27
PM 44 41 6 19 NA 11
IBM 6 - 6 - NA -
Casné pripady (< 6 mésicll) 27 (27%) 30 (48%) 9 (23%) NA NA NA
Opakované odbéry - 58 - - - 16
ILD 43 (43%) 48 (76%) 7 (30%) 26 (60%) NA 32 (84%)
Autoprotilatky
anti-Jo-1 34 (34%) 63 (100%) 6 (26%) 26 (60%) NA 38 (100%)
anti-Ro52/60 26 (26%) 33 (52%) 5 (22%) NA NA 15 (40%)
anti-Mi-2 11 (11%) - - NA NA -
anti-PM-Scl 11 (11%) - - NA NA -
anti-Ku72/86 13 (13%) - - NA NA -
Bez autoprotilatek 39 (39%) - 10 (43%) 17 (40%) NA -
Kontroly - zdravé 30 25 7 25 18 25
- akutni virova infekce - - - 6 - -

Legenda: DM, dermatomyozitida; IBM, myozitida s inklusnimi télisky; ILD, intersticidlni plicni nemoc; NA,
nehodnoceno; PBMC, mononuklearni buriky periferni krve; PM, poylmyozitida; RU, pacienti z
Revmatologického Ustavu Praha; *odeslano do tisku ART

4.1.1. Studie 1: Prufezova studie hladin BAFF v séru

V prvnim hodnoceni hladin BAFF v séru nemocnych myozitidami bylo vySetfeno 99 prospektivng
sledovanych pacientd s DM (n=49), PM (n=44) nebo IBM (n=6), cilen¢ vybranych tak, aby byly
zahrnuty nemocni s nejcastéjSimi myositis specifickymi a asociovanymi autoprotilatkami. Proto
zastoupeni autoprotilatek u zatfazenych pacientli neodpovidala publikovanym frekvencim v populacich

IZM [4, 11, 73, 227].
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Inicialnimi aspekty vybéru nemocnych byla piitomnost ¢i chybéni autoprotilatek proti Jo-1 a Ro52/60,
zvolené na podkladé ptredchozi studie role téchto autoprotilatek v indukei IFN L. typu [46], o kterém je
znamo, ze stimuluje tvorbu cytokinu BAFF. V prvni pilotni fazi bylo vySetfeno 28 pacientd
sledovanych na klinice Revmatologie ve Stockholmu s a bez téchto autoprotilatek. Vedeni
predbéznymi vysledky jsme rozsifili projekt o vybér 71 pacientll z narodniho registru revmatickych
chorob Revmatologického ustavu v Praze (RU), kteii méli anti-Jo-1, anti-Mi-2 nebo anti-PM-Scl
protilatky anebo neméli znamé autoprotilatky (viz tabulka 4.1.).

Ob¢ kohorty mély srovnatelné demografické a klinické charakteristiky [222], kromé vyssiho véku a
doby trvani Svédskych pacienttl, coz viak nemélo vztah k hladinAm BAFF v séru, takze jsme mohli
provést souhrnnou analyzu obou skupin najednou. Kontrolni skupinu tvofilo 30 vékem a pohlavim

srovnatelnych zdravych osob.

4.1.2. Studie 2: Dlouhodobé sledovani hladin BAFF a anti Jo-1

Vzhledem k priikazu asociace zvySenych hladin BAFF s pozitivitou anti-Jo-1, jsme do dalsi studie
zatadili vSechny nemocné, u kterych jsme zjistili pfitomnost téchto autoprotilatek béhem devitiletého
obdobi a kteii byli dlouhodobé sledovani v ramci registru RU v Praze (n=53). Soudasné jsme vysetfili
10 prospektivné sledovanych pacientt v KI Stockholm. Z celkem 63 pacientd, 41 m¢lo diagndzu
pravdépodobné nebo definitivni PM a 22 mélo DM. Dale bylo zafazeno 25 sér od vékem a pohlavim

srovnatelnych, zdravych kontrol (viz tabulka 4.1.).

K posouzeni variability hladin BAFF a anti-Jo-1 v séru v Case a vyvoje asociaci s aktivitou myozitidy
byly vysetfeny opakované odbéry provedené pii béznych klinickych kontrolach spolu s klinickym
hodnocenim aktivity. Celkem bylo vySetfeno 143 vzorka sér. Nejstars$i vzorky od kazdého pacienta
byly pouzity pro pritfezové hodnoceni. Parové vzorky ze dvou odbérl od 46 nemocnych a odbéry ze 3

az 5 Casovych bodil od 23 pacientii byly pouzity pro hodnoceni v Case.

4.1.3. Studie 3: Exprese receptoru pro BAFF ve svalu

Expresi receptord pro BAFF v postizené svalové tkani jsme studovali u 23 pacientt s diagndzou
definitivni nebo pravdépodobné PM (n=11), DM (n=6) nebo IBM (n=6) zatazenych podle pozitivity
nebo negativity autoprotilatek proti Jo-1 a Ro52. Tato skupina nemocnych byla dlouhodobé sledovana
na Revmatologické jednotce, KI ve Stockholmu a jiz dfive referovana v praci zaméfené na roli
autoprotilatek v indukci IFN 1. typu u myozitidy [46]. Kontroly tvofily bioptické vzorky sedmi
zdravych osob.

4.1.4. Studie 4: Hladiny IFNa v séru nemocnych s IZM.

Vzhledem k tomu, Ze nejvy$si hladiny BAFF v séru méli pacienti s anti Jo-1 autoprotilatkami, které
ziejmé maji patogenetickou roli mechanismem indukce IFN 1. typu [46] a je prokazano, Ze IFN 1. typu
stimuluje produkci BAFF, méfili jsme také hladiny IFNo u skupiny nemocnych s myozitidami

obohacené o pacienty s anti-Jo-1 autoprotilatkami. Z originalni kohorty 81 pacientt s PM a DM
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registru RU v Praze jsme vybrali nemocné, ktefi méli vySetieni svali magnetickou rezonanci a

s ohledem na pfitomnost protilatek proti Jo-1.

Vysetiili jsme celkem 43 sér nemocnych s DM/PM (n=24/19) roztifidénych podle terapie do odbéru
do 3 skupin na nelécené (Skupina 1= GI1; n=19; 44%), 1écené kortikoidy v davce prednisonu <
20mg/den (Skupina 2 = G2; n= 15; 35%) a nemocné, kteti uzivali > 20mg prednisonu denné (Skupina
3 =G3; n=9; 21%). Kontrolni skupiny tvofilo 25 zdravych jedinct (C1) a k ové€feni citlivosti metody
stanoveni IFNa jsme zatadili 6 nemocnych s virovou infekei (C2).

4.1.5. Studie 5: Exprese transkrip¢nich variant BAFF genu

Do studie hodnoceni exprese dvou transkripcnich variant BAFF genu jsme zatadili 26 nemocnych s
myozitidou a 18 zdravych kontrol kavkazské etnicity zregistru RU Praha. Pacientské vzorky byli

zatazeny a analyzovany bez ohledu na autoprotilatkovy profil (viz tabulka 4.1.).

4.1.6. Studie 6: Asociace hladin BAFF a PBEF v séru u DM/PM

K zhodnoceni vztahu cytokinu BAFF k adipocytokinu PBEF (pre-B cell colony-enhancing factor) u
nemocnych s myozitidami jsme vySetiili 38 anti-Jo-1 pozitivnich pacientd s (27 PM a 11 DM) opét z
registru RU. K posouzeni vyvoje PBEF v ¢ase jsme vySetiili parové vzorky ze dvou opakovanych
odbérit u 16 nemocnych. Kontrolni skupinu tvofilo 25 vékem a pohlavim srovnatelnych zdravych
jedinct.

Vzorky svalové biopsie pro imunohistochemii od pacientti s PM (n =5) a DM (n = 5) byly odebrany z
postizenych svalli po stanoveni diagndzy a po vySetfeni magnetickou rezonanci (MRI) [228] a pted
zahdjenim 1écby. Jako nezanétlivé kontroly byly pouzity vzorky svalové tkané¢ od pacientd s
myasthenia gravis bez lymfocytarni infiltrace (MG, n = 5), které byly ziskany v pribéhu tymektomie.

4.1.7. Studie 7: Vliv B depleéni terapie na hladiny BAFF a PBEF u nemocnych s RA.

Protoze je znamy trend ke zvySeni BAFF po 1écbé rituximabem (RTX), adipocytokin PBEF (visfatin)
je prozanétlivym mediatorem u RA a oba cytokiny maji ulohu v diferenciaci B lymfocytt, hodnotili
jsme jejich vzajemny vztah a vyvoj po B-deple¢ni 1é€bé RTX. Vysetiili jsme tak 31 pacientt s aktivni
RA pted a 16 tydni po podani RTX z &eského registru biologické 1é¢by ATTRA v RU. U 24 z nich
predchazela neadekvatni odpovéd’ na TNFa blokujici 1é€bu. Kontrolni skupinu tvotilo 33 vékem a

pohlavim srovnatelnych zdravych jedinc.

4.2. Diagnoza a fenotyp IZM
Ve vsech studiich byla diagnoza pravdépodobné nebo definitivni DM ¢i PM stanovena podle kritérii
Bohana a Petera (viz tabulka 4.2. [32, 33]) a diagndza IBM byla zalozena na Griggsovych kritériich
(viz tabulka 4.3. [34]). Klinicka a laboratorni data vztahujici se k fenotypu a aktivit¢ myozitidy byla
sbirdna prospektivnd v ramci registri obou pracovist (RU a KI), které se pozd&ji staly soucasti

Evropské databaze - EuroMyositis (https://www.euromyositis.eu/). Chybé&jici data byla v jednotlivych

pripadech doplnéna z pacientskych zaznamd. Plicni postizeni (ILD) bylo ve v8ech studiich definovano

na podkladé patologického nalezu na rentgenu nebo HRCT (vypocetni tomografie s vysokym

24


https://www.euromyositis.eu/

rozliSenim) plic (denzity mlécného skla, vostinovitd pfestavba, trakéni bronchiektasie a dalsi
prestavbové zmény) nebo snizeni funkénich testll ve spirometrii (vitalni kapacita pod 80% nalezité

hodnoty) nebo difusni kapacity plic (DLCO < 80% nalezité hodnoty) [24].

ILD a ostatni extarmuskularni projevy (kozni ra§, Raynaudiv fenomén, ruce mechanika, Sjogrentiv

syndrom a artritida) byly registrovany kdykoliv v anamnéze a béhem sledovani.

Tabulka 4.2.: Kritéria PM/DM dle Bohana a Petera, dle [32, 33].

Vylouceni jinych forem myopatii
1. Symetricka svalova slabost pletencovych sval(, obvykle progresivni
2. Biopticky prlikaz myozitidy ve svalu
Nekrdza svalovych vldken | a Il typu, fagocytdza, degenerace a regenerace
svalovych vlaken s kolisanim jejich velikosti, infiltraty mononuklearnich bunék v
endomysiu, perimysiu, perivaskuldarné nebo v intersticiu
3. Zvyseni svalovych enzym( v séru
CK, Adolaza, LDH, Aminotransferazy (ALT/SGPT a AST/SGOT)*
4. EMG myopaticka triada
— Kratké, malé potencidly motorickych jednotek, polyfazické a nizké amplitudy
— Fibrilace i klidové
— Bizarni repetitivni vyboje o vysoké frekvenci
5. Ras - koini projev charakteristicky pro dermatomyozitidu

Polymyozitida Dermatomyozitida

Definitivni 421-4 Definitivni raSa3z1-4
Pravdépodobnd 3z1-4 Pravdépodobna raSa2z1-4
Mozna 221-4 Mozna raSalz1-4

*CK, kreatin kinaza; LDH, Laktat dehydrogenaza

Tabulka 4.3.: Diagnosticka kritéria pro IBM dle Griggse a spol. dle [34].

1. Trvani potiZi nejméné 6 mésicl
2. Vék zacatku onemocnéni nejméné 30 let
3. Svalova slabost proximalnich a distalnich svalli paZi a nohou a pfitomnost nejméné
jednoho z nasledujicich projev(:
1. Slabost flexor( prst
2. Na zapésti je slabost flexor( > slabost extenzoru
3. Slabost kvadricepsu
4. Zvyseni CK* v séru> 12-ti ndsobek nad normou
5. Biopticky nalez ve svalu:
1. Mononuklearni infiltrat invadujici non-nekroticka svalova vldkna
2. Vakuoly ve svalovych vlaknech
3. Intracelularni depozita amyloidu nebo tubulofilamenta v elektronové
mikroskopii.

6. EMG obraz zanétlivé myopatie

*CK, kreatin kinaza
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4.3. Hodnoceni aktivity IZM
4.3.1. Laboratorni aktivita

Svalové postizeni bylo laboratorné hodnoceno podle sérovych hladin tzv. svalovych enzymt CK,
ALT, AST, LDH a myoglobinu. K posouzeni systémové zanétlivé aktivity byla ve vSech studiich
hodnocena hladina C-reaktivniho proteinu (CRP). Tato vySetieni probéhla v rutinnich laboratofich RU
nebo KI se srovnatelnymi referenénimi mezemi [222], pfipadné dodatecné vySetiena ze sér zahrnutych

do studie.
4.3.2. Klinickéa aktivita

Klinicka aktivita byla standardizované¢ hodnocena pomoci Myositis Disease Activity Assessment Tool
(MDAAT) podle doporuc¢eni IMACS (International Myositis Assessment and Clinical Studies Group)
[229].

4.3.3. Aktivita podle MRI

Mira svalového postizeni byla ve studii 4. hodnocena také vySetfenim MRI svalii ve zobrazeni
s potla¢enim signalu tuku sekvenci STIR (short tau inversion recovery). Intenzita a rozsah otoku a

celkové postizeni byly kvantifikovany pomoci 10 cm vizualné analogové skaly [228].
4.4. Hodnoceni aktivity RA

Aktivita RA byla hodnocena pouzitim indexu aktivity DAS28 (disease activity score), zaloZené¢ho na
poctu bolestivych a oteklych kloubil ze 28 hodnocenych, sedimentaci erytrocytu a celkového
hodnoceni aktivity pacientem na VAS $kale.

4.5. Serologické testy
4.5.1. Detekce autoprotilatek

Mpyositis specifické (MSA) a myositis asociované (MAA) autoprotilatky byly stanoveny pro vSechny
studie s vyuzitim souprav pro line blot (Inno-Lia ANA Update line blot assay, Innogenetics, Ghent,
Belgium and Myositis-LIA, IMTEC, Berlin, Germany) a western blot (Anti-Myositis—Antigen
EUROLINE-WB kit, Euroimmun, Lubeck, Germany) [222], které zahrnovaly nasledujici specificity
Jo-1/HRS, SmB, SmD, ribonukleoprotein (RNP)-70K, RNP-A, RNP-C, Ro52/SSA, Ro60/SSA,
La/SSB, Centromera B, Topoisomeraza-1/Scl70, Ribozomalni P antigen, histony, Mi-2, PM-Scl/100,
UI-SnRNP, Ku72/86, PL-7 a PL-12. Kritériem negativity anti-Jo-1 a anti-Ro52 protilatek byl
negativni vysledek vsech tfech testu.
4.5.2. ELISA testy

Hladiny BAFF, APRIL a Visfatinu v sérech nemocnych byly méfeny pomoci souprav ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) podle instrukci vyrobce (R&D Systems, Inc., Minneapolis,
MN, USA / Bender MedSystems GmbH, Vienna, Austria / BioVision Research Products, Mountain
View, USA).
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Kvantitativni stanoveni autoprotilatek proti Jo-1 bylo provedeno soupravou ELISA (Orgentec, Mainz,
Germany) s hrani¢ni hodnotou pozitivity <15kU/I a Sedou zoénou 15-25kU/l. Pozitivita anti-Jo-1 ve

vzorcich s hodnotami v oblasti Sedé zony byla ovéfena vyse uvedenymi metodami (viz bod 4.5.1).

Stanoveni autoprotilatek proti citrulinovanym proteinim/peptidim (ACPA) a revmatoidniho faktoru

IgM (IgM-RF) byla provedena soupravami ELISA (Test Line s.r.o., Czech Republic).
4.5.3. IFN alfa

Kvantitativni stanoveni hladin IFNa v séru bylo provedeno pomoci Multiplex Fluorescent Bead
Immunoassay (Human IFN-alpha FlowCytomix Simplex, Bender MedSystems) s vyhodnocenim na
prittokovém cytometru CyAn""".

4.6. VySetreni svalovych biopsii
4.6.1. Svalova biopsie

Vzorky postizenych svall pro histochemické stanoveni byly odebrany polootevienou technikou [230].
Sériové kryostatové fezy, Sife 5 nebo 7 um, byly fixované ve 2% formaldehydu [46] a zamraZeny pfi -
80°C do stanoveni. K zajisténi konzistence pritomnosti zanétlivych infiltrat v sériovych fezech byl
vzdy prvni a posledni vzorek série obarven hematoxylinem a eozinem a vyhodnocen pfed zafazenim

série do studie.
4.6.2. Imunohistochemie
4.6.2.1. Exprese receptort pro BAFF ve svalu.

Pro imunohistochemické barveni receptorti pro BAFF a identifikaci bun€k zanétlivého infiltratu ve
studii 3 jsme barvili sériové fezy svalovych biopsii primarnimi mysimi monoklonalnimi protilatkami
proti receptorim BAFF-R, BCMA a TACI (ZymoGenetics, Seattle, WA), se zatazenim protilatek
proti CD19 a CD138 (Dako, Glostrup, Dansko) do série, podle piredpokladané exprese receptori
BAFF-R, BCMA a TACI na B lymfocytech nebo plazmatickych buiikach. K potvrzeni specificity

znac¢eni bylo pouzito izotypovych kontrol.

Barvili jsme peroxidazovou metodou (Vectastain ABC Elite Kit; Vector, Burlingame, CA), kdy jsme
po inkubaci se sekunddrni biotinylovanou polyklonalni konskou-anti-mysi protilatkou provedli
vizualizaci avidinovym konjugatem s peroxidazou a 3,3'-diaminobenzidinem (DAB substrate kit,
Vector, Burlingame, CA) s dobarvenim jader Mayerovym hematoxylinem. Postup zavedeny ve studii
s IFNa, na kterou jsme navazovali [46], jsme modifikovali n€kolikastupniovou blokaci nespecifického
barveni a kromé bloku endogenni peroxidazy a biotinu (Vector, Burlingame, CA) jsme zaradili také
blok kotiskym sérem [223]. Vzhledem k heterogenité v pfitomnosti B lymfocytt a plazmatickych
bun¢k a v expresi receptorti pro BAFF ve svalovych infiltratech jednotlivych pacientti jsme k titraci

primarnich protilatek pouzili, jako pozitivni kontroly, vzorky lidskych tonsil.

Kvantitativni odecteni kédovanych vzorkll jsme provedli na svételném mikroskopu (Reichert-Jung

Polyvar 2; Leica, Vienna, Austria). Hodnotili jsme poéty bunék v mm’® svalové tkan&, nesouci
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receptory pro BAFF a znaky CD19 a CD138. Do vyhodnoceni jsme pak pouzili primémé hodnoty

odecti tf nezavislych hodnotitelt.

Expresi receptori jsme mohli porovnat s pritomnosti proteinu MX-1, jako znamky pfitomnosti
interferonu I. typu a znaku plazmacytoidnich dendritickych bunék BDCA-2 (blood dendritic cell
antigen-2; CD303) na dfive znafenych fezech stejné série diky shodé mezi konvenéni mikroskopii a
pocitatovou analyzou obrazu (Leica QWin software na mikroskopu DMRXA2; Leica, Wetzlar,

Germany) pouzitou pro vyhodnoceni celkové exprese MX-1 a BDCA-2 pozitivnich bunék [46].
4.6.2.2. Exprese PBEF/visfatinu ve svalu

Pro imunohistochemicky prtikaz exprese visfatinu (studie 6) ve svalové tkani nemocnych s myozitidou
a v kontrolni nezéanétlivé tkani byla pouZzita imunoperoxidazovd metoda barvenim mrazenych
bioptickych fezli primarni krali¢i polyklonalni protilatkou anti-PBEF (Phoenix Pharmaceuticals, Inc.,
Burlingame, CA, USA) s vizualizaci pomoci Histofine detection system (Nichirei Biosciences Inc.,
Tokyo, Japan) a 3,3"-diaminobenzidinu a dobarvenim Harrisovym hematoxylinem.

Vsechny fezy byly analyzovany semikvantitativné dvéma zkuSenymi patology na spolupracujicim
pracovisti v Ustavu patologie 3. LF UK. Intenzita exprese visfatinu byla hodnocena na &tyfbodové
Skale (0-3) v sedmi oblastech fezu (zanétlivy infiltrat, perimysialni cévy, kapilary endomysia, svalova
vlakna, regenerujici a atroficka svalova vlakna a rhabdomyoblasty).

4.6.3. Imunofluorescence a konfokalni mikroskopie.

Exprese receptorti pro BAFF na B lymfocytech a plazmatickych buiikdch v zanétlivych infiltratech
svali byla ovéfena dvojitym znaCenim metodou nepfimé imunofluorescence. Byly pouzity svalové
fezy ze stejné série jako pro imunohistochemii s blokovacimi kroky lidskym a zvifecimi séry. Po
znaceni primarnimi protilatkami proti receptorim BAFF-R a BCMA a znakim CD19 a CD138 a
nasledné inkubaci se sekundarnimi protildtkami (s biotinylovanou koiiskou-anti-mysi respektive osli-
anti-kozi znacenou fluorochromem Alexa Fluor 594) byly fezy inkubovany s konjugatem streptavidin-
Alexa Fluor 488. Jadra byla doznacena 4',6-diamidino-2-phenylindolem (DAPI). Pro detekci
imunofluorescence byl pouzit konfokalni mikroskop a software Leica QWin (Leica, Wetzlar,

Germany).

4.7. Transkrip¢ni varianty BAFF

Stanoveni exprese mRNA transkripénich variant BAFF genu (plné Full-length = FL-BAFF a zkracené
varianty = ABAFF) bylo provedeno metodou kvantitativniho real time PCR. Po extrakci RNA z plné
krve s pouzitim soupravy RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) byla provedena
amplifikace pro oba transkripty BAFF genu s primery 5'-AGAAATAAGCGTGCCGTTCAG-3"a 5'-
AGAAGCCATGGAACAAATGTG-3". Pro identifikaci transkripénich variant bylo pouZito
specifickych  MGB  sond (Life Technologies, USA); pro FL variantu BAFF: 5'-
CAGAAGAAACAGGATCTT-3'-VIC a pro ABAFF: 5'-AGTCACTCAAGACTGCTT-3"-6-FAM
(Applied Biosystems, Warington, UK). Detekce exprese mRNA byla provedena pomoci ABI 7900 RT
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cykleru s pouzitim SYBR® Green (Life Technologies, USA) s normalizaci na 2 referencni house-
keeping geny (B2M, GAPDH). Expresni hladiny obou mRNA transkripénich variant BAFF byly
vyjadfeny jako normalizované delta Ct hodnoty.

4.8. Imunofenotypizace

Imunofenotypizace mononuklearnich bun€k periferni krve, izolovanych na hustotnim gradientu, byla
provedena metodou pritokové cytometrie s vyuZzitim pfimo znacenych monoklonalnich protilatek
CD19-PB, CD3-FITC, CD45-CY aCD14-APC-Cy7 (Dako, Glostrup, Denmark a BD Biosciences, San
Jose, CA USA) na analyzatoru CyAn""" (Dako, Colorado, USA). Analyza byla provedena pomoci
software Summit a B buiiky byly definovany jako CD19"/CD45°/CD14/CD3" lymfocyty.

4.9. Statistika

Vzhledem k nenormalni distribuci dat jsme ke statistickym analyzam vyuZili neparametrickych testu.
K porovnani skupin byl pouzit Kruskal-Wallistiv test s Dunnovym post hoc testem a Mann-Whitnetiv
U test. K parovému srovnani byl pouzit Wilcoxoniiv test a ke korelacnim analyzam Spearmanntiv
poradovy test a jeho varianta pro parcialni korelace. VyuzZili jsme statistické baliky GraphPad Prism
(verze 3.03 a 5.02; GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) a SPSS (verze 14.0 a 17.0, SPSS, Inc.,
Chicago, Illinois, USA).

Pro analyzu vztahu vzajemné korelovanych proménnych jsme pouzili vicerozmérné analyzy rozptylu
ANOVA na logaritmicky transformovanych hodnotach sérovych hladin BAFF - jako zavislé
proménné ve studii 1 a na hladinach CK v séru - jako zavislé proménné ve studii 2. Ve studii 1 byly
dale vytvofeny hierarchické linedrni modely vysvétlujici rozptyl hodnot BAFF dal$imi nezavislymi
proménnymi (aktivita podle hladiny CK, diagnéza PM/DM, pfitomnost autoprotilatek a terapie). Ve
studii 2 bylo pouzito strukturdlniho modelovani k vysvétleni kauzalnich vztahti mezi hladinami BAFF,
anti Jo-1, CK a CRP v séru pomoci path analyzy (software package LISREL 8.8, Scientific Software
International, Inc., Lincolnwood, IL.) [231, 232].

Pro analyzu vztahu opakovanych méfeni sérovych hladin BAFF, anti Jo-1, CK a dal$ich hodnoceni
klinické aktivity myozitidy v Case byly vytvofeny dvojuroviiové hierarchické linearni modely

samostatné pro hladiny BAFF, anti-Jo-1 a CK s pouzitim baliku HLM 6 [233].
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Studie 1 - BAFF, autoprotilatkovy a fenotypovy profil a 1é€ba IZM

Pratezova studie hladin BAFF v séru méla zodpovédét dotaz, zda 1) jsou sérové hladiny BAFF odlisné

u nemocnych s IZM, 2) jsou-li ptfipadné odchylky ovlivnény pfitomnosti autoprotilatek, ¢i klinickym
fenotypem a popiipadé 3) zda maji vztah ke svalovému postizeni a 4) zda reaguji na terapii. 5)
Soucasné jsme chtéli zjistit, zda najdeme podobné zmény hladin funkéné blizkého cytokinu APRIL (a

proliferation-inducing ligand [129]).

1) Sérové hladiny BAFF byly u vybérové skupiny nemocnych s IZM (metody 4.1.1) signifikantné
vyssi nez u zdravych osob, srovnatelné s nalezy u jinych systémovych onemocnéni [164-166, 168,

170, 171, 173, 175].

2) Nalezli jsme vy$$i hladiny BAFF u nemocnych s dermatomyozitidou oproti pacientim
s polymyozitidou a jejich asociaci s postizenim plic (ILD) a s protilatkami proti Jo-1. Pro uplnost je
nutno zminit, Ze tento nalez nebyl specificky pouze pro anti-Jo-1 nebot’ vyssi hladiny BAFF méli také
jednotlivi pacienti s jinymi autoprotilatkami. Naopak soucasna ptitomnost protilatek proti Ro52 u %4

anti-Jo-1 pozitivnich pacientll s mozitidou se v asociacich hladin BAFF neodrazila.

Vazba BAFF na autoprotilatky specifické pro diagnézu byla prokdzana u dalSich revmatickych
onemocnéni - jako primdrni Sjogrentiv syndrom (anti-SSA/Ro [173]), systémovy lupus erythematodes
(anti-dsDNA, anti-Sm [165, 168, 170, 172, 176-178]) a sklerodermie (anti-histony [164]). Potvrdili
jsme tak v klinickém kontextu, ze také u myozitidy ma BAFF vliv na preziti a diferenciaci

autoreaktivnich B lymfocyt a produkci myositis-specifickych autoprotilatek.

ZvySeni hladin BAFF v sérech

_p=0.0185 , pacientii s polymyozitidou bylo
159 'p=0.0011
f . ' Vvazano na fenotypy
- o 'p=0.0141
% 104 f ' charakterizované ILD
= . . E a protilatkami proti Jo-1, zatimco
3 . . . . u pacientl s dermatomyozitidou
220 L2 e N — e
et > A i >~ sodser nemélo vazbu na autoprotilatky
n= 27 7 6 9 15 10 2 17
ot - . . ) . . (Obr 5.1.1.).
Lo - . . .
Také v mnohorozmérném
oM PM

Obrazek 5.1.1.: Hladiny BAFF vséru u pacientl tfidénych podle ANOVA modelu méla pfitomnost

diagnézy (DM/PM) a klinického fenotypu charakterizovaného anti-Jo-1 protilatek a ILD vétsi
postizenim plic (ILD) a protilatkami proti Jo-1. , L
vypoveédni hodnotu pro

vysvétleni variability sérovych hladin BAFF, nez tradi¢ni déleni podle diagn6zy DM a PM.

Klinicky fenotyp pacientii se zvySenymi hladinami BAFF, charakterizovany myozitidou, ILD

a protilatkami proti Jo-1 odpovida minimalni definici antisyntetdzového syndromu [28, 68]. To
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podporuje soucasnou teorii, ze jednotlivé autoprotilatkové-fenotypové podskupiny maji spolecné
patogenetické mechanismy. Z tohoto hlediska by byla v dalsich vyzkumech vhodné subklasifikace
IZM spise podle autoprotilatkového profilu, nez podle tradi¢nich diagnostickych jednotek DM/PM.

Skute¢nost, Ze podskupina nemocnych s dermatomyozitidou méla vysSi hladiny BAFF i bez
pritomnosti anti-Jo-1 protilatek a postizeni plic, ukazuje na mozny podil dalSich B bunéc¢nych
mechanismt, které nejsou vazané na pritomnost téchto autoprotilatek. ZvySené hladiny BAFF ziejmé
mohou byt zprostfedkované jednak fenotypove specifickymi ale také spoleCnymi mechanismy,
vazanymi na interferony L. typu (IFN-1). [IFNa mtze indukovat expresi BAFF [138]. Podobny fenotyp
m¢eli nemocni, jejichz séra vykazovala schopnost indukovat tvorbu IFNa in vitro [46]. Plazmacytoidni
dendritické buiiky, které¢ jsou zdrojem IFNa byly nalezeny v koznich biopsiich pacienti s DM [45] a
ve svalovych biopsiich pacientd s PM a DM [42, 43, 234]. U nemocnych DM byla jizZ popsana
nepfitomnost vazby exprese genl indukovatelnych INF-1 na autoprotilatky [201]. ZvySeni hladin
BAFF v séru bychom mohli klast do souvislosti s mistni produkci endogenniho IFN-1 ve svalu u anti-

Jo-1 pozitivnich nemocnych s PM a v kiizi u nemocnych s DM.

3) Pro vazbu téchto mechanismtl na svalové postizeni svéd¢i také asociace sérovych hladin BAFF a
kreatin kindzy v korela¢ni a v mnohorozmérné analyze. To ukazuje na moznou variabilitu sérovych

hladin BAFF v ¢ase vazanou na aktivitu myozitidy.

4) Dalsi analyzy ukazuji na senzitivitu hladin BAFF k terapii glukokortikoidy (GC). Negativné
korelovaly s denni davkou GC podévanou v obdobi pfed odbérem a uzeji s kumulativni davkou
v prvnim % roce 1écby. Podobné asociace byly prokazany u systémového lupusu, nebo u systémové
sklerodermie [165, 171]. Terapie také dominovala v ANOVA modelu vysvétlenim variability hladin
BAFF. Klinicky uc¢inek GC vsak neni u nékterych pacientii dostate¢ny a naSe nalezy ukazuji na

terapeuticky potencial blokady BAFF u pacientt s vySe uvedenym fenotypem 1ZM.

5) V pilotni analyze sérovych hladin cytokinu APRIL jsme neprokazali zddné asociace s diagndzou,
autoprotilatkami, fenotypem ¢i terapii a dale jsme se studiu tohoto cytokinu nevénovali. Rozdil mezi
asociacemi BAFF a APRIL si vysvétlujeme jejich odlisnou regulaci u revmatickych onemocnéni

[235].

Priloha 1. Krystufkova O, Vallerskog T., Barbasso Helmers S., Mann H., Patova 1., Bélacek J.,
Malmstrém V., Trollmo C., Vencovsky J., Lundberg IE.

Increased serum levels of B cell activating factor (BAFF) in subsets of patients with idiopathic
inflammatory myopathies. Ann Rheum Dis.2009; 68 (6): 836-843. IF: 12,811

31



5.2. Studie 2 - BAFF, anti-Jo-1 a aktivita myozitidy v ¢ase
Na podkladé prokézané variability hladin BAFF u IZM [222] a vzhledem k recentné referovanym
korelacim mezi hladinami anti-Jo-1 autoprotilatek a aktivitou myozitidy [65] jsme se rozhodli studovat

vzajemné asociace sérovych hladin BAFF a anti-Jo-1 protilatek, jejich vyvoj v ¢ase a jejich vztah

k aktivité¢ myozitidy. K posouzeni vyznamnosti uc¢asti BAFF na tvorbé anti-Jo-1 autoprotilatek a jejich

kolisani v ¢ase jsme provedli prifezové a longitudinalni sledovani hladin BAFF a kvantitativniho
stanoveni protilatek anti-Jo-1 v séru metodou ELISA (4.3.2.) a jejich porovnani s aktivitou
onemocnéni hodnocenou standardizovanymi indexy klinické aktivity (MDAAT) a hladinami kreatin
kinazy (CK), myoglobinu a aminotransferaz (ALT, AST) v sérech nemocnych vS§ech dostupnych anti-

Jo-1 pozitivnich nemocnych s DM a PM (viz tab. 4.1. a odstavec 4.1.2.).

Chtéli jsme zjistit: 1) Zda zvySené hladiny BAFF maji vliv na hladiny autoprotilatek, nebo obracen¢ a
zda maji podobny vztah k aktivit¢ onemocnéni, 2) méni-li se sérové hladiny BAFF a anti-Jo 1 v Case a

3) jsou-li jejich zmény vazany na aktivitu onemocnéni a na jeji vyvoj.

1) V prifezovém hodnoceni jsme prokazali vyznamnou vazbu mezi sérovymi hladinami BAFF a anti-
Jo-1 protilatek a to pfedevSim u pacientl s polymyozitidou a s ILD. Hladiny BAFF a anti-Jo-1 v séru
korelovaly s laboratornimi znadmkami svalového postizeni (myoglobin, CK, AST) coz potvrzuje

predchozi nalezy [65, 222, 236]. S ohledem na

L . . . . Model B: Path analysis, all patients (n=63)
variabilitu vS§ech parametrii v ¢ase byly asociace
10.52

vyznamnéjsi na pocatku onemocnéni. *1.00

CRP
Pomoci path analyzy (odstavec 4.2.; obr. 5.2.1.) | 073
jsme zjistili, Ze BAFF ma vliv na hladiny anti-Jo- 08
1 a dale na svalové postizeni (hladinu CK) a to :
. . . 0.29% 1041
jak ptimy tak nepiimy prostfednictvim anti-Jo-1.
Korelace mezi hladinami BAFF a hodnocenim -
kozni aktivity u nemocnych s DM, spolu a jiz "0.64

znamymi asociacemi BAFF a zdvaznosti kozniho
postizeni u SSc a SLE [164, 171, 177] svéd¢i pro
to, ze aktivni kozni 1éze mohou byt zdrojem

zvySenych BAFF v cirkulaci.

Neptitomnost rozdiltt hladin BAFF mezi pacienty
s diagn6zou DM a PM, nebo s a bez postizeni plic

(ILD)  potvrzuje predchozi nalez  vyssi

¥*=1,24; df=2; RMSEA=0.000; CFI=1.0; PNFI=0.328

Obrazek 5.2.1.: Schematické zobrazeni asociaci
mezi hladinami BAFF, anti-Jo-1 protilatek (a-Jo-1),
CRP a CK v séru hodnocenych pomoci path analyzy.
Zobrazeny jsou signifikantni Tpath koeficienty,
*residualni rozptyly a parametry fitu (pod
schématem). Sipky ukazuji smér vlivi proménnych,
které byly navrzeny modelem a ze kterych mlzeme
usuzovat na mozné kauzalni vztahy.

diskriminacni hodnoty anti-Jo-1 protilatek pro variabilitu hladin BAFF nez tfidéni podle diagnozy,

nebo postizeni plic [222].
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2) Hladiny BAFF se ménily v Case vice nez anti-Jo-1 avSak s podobnym trendem, pfedevSim na
pocatku onemocnéni. Zatimco variabilita hladin BAFF v ¢ase spocivala ve zménach u jednotlivych
pacientli, podstatna cast variability anti-Jo-1 byla situovana mezi pacienty. Kauzalni vztah zavislosti
anti-Jo-1 na BAFF byl podpofen modelem HLM, ktery vysvétlil vysoké procento rozptylu anti Jo-1

sérovymi hladinami BAFF, ale opacny vztah nebyl pfitomen.

3) Prokazali jsme i vztah ¢asového vyvoje hladin BAFF i anti-Jo-1 se znamkami svalového postizeni
v porovnani zmén mezi dvéma odbéry i v analyze dlouhodobého sledovani HLM a navic s klinickou
aktivitou svalovou, plicni a celkovou.

Protilatky proti Jo-1 pfestaly byt u ¢asti pacientd méfitelné, spolu s vyznamnym poklesem hladin
BAFF a znamek aktivity svalové 1éze. Navic zmény BAFF a aktivity onemocnéni v Case byly

asociovany se vstupni davkou kortikoidu.

4) Puvodné jsme chtéli potvrdit ze BAFF neni ukazatelem nespecifického zanétu vyloucenim vztahu
mezi sérovymi hladinami BAFF a C-reaktivniho proteinu (CRP) [222]. Proto byly asociace BAFF,
anti-Jo-1 i aktivity myozitidy a svalového postizeni s hladinami CRP neo¢ekavanym nalezem. I kdyz
CRP neni povazovan za ukazatele aktivity vétSiny systémovych onemocnéni (kromé RA), jsou dikazy
o jeho roli v patogeneze plicniho postizeni [237-239]. U IZM mél CRP prediktivni hodnotu pro plicni
postizeni [71, 74, 240, 241] a také pro zhorSeni plicnich funkeci u pacientti s anti-Jo-1 pozitivni
myozitidou a ILD [74]. Nasi nemocni s ILD méli vice vyjadiené asociace sérovych hladin CRP s
hladinami BAFF, anti-Jo-1 ¢i svalovych enzymi jak v prifezovém tak v longitudinalnim sledovani,
avsak k plicni aktivité vztah nemély.

V PA modelu mél CRP na svalové postizeni (hladiny CK) jen neptimy avsSak signifikantni vliv,
zprostiedkovany hladinami BAFF a anti-Jo-1 (obr. 5.2.1.). Vazby hladin BAFF a CRP byly prokdzany
také v né€kolika studiich u nemocnych se SLE [172, 176, 242]. Tento nalez lze naptiklad vysvétlit
schopnosti CRP indukovat sekreci solubilniho biologicky aktivniho BAFF myeloidnimi butikami po
vazbé na FcyRlIla receptor [243]. To vSak vyzaduje dal$i ovéteni.

Asociace sérovych hladin BAFF a anti-Jo-1 protilatek a aktivity onemocnéni v prifezovém hodnoceni
vstupnich hodnot i v dlouhodobém sledovani dale podporuje moznou roli BAFF v patogenezi anti-Jo-
1 pozitivni myozitidy a ¢ini BAFF novym atraktivnim terapeutickym cilem, pfedevsim u pacientd s
PM aILD.

Navic, nase nalezy ukazuji na to, ze CRP by mohl hrat roli u IZM nejen jako ukazatel systémové
aktivity ale i podilet se na mechanismech onemocnéni ve vztahu k cytokinu BAFF u podskupiny

nemocnych s PM, ILD a autoprotilatkami. Molekularni mechanismy v8ak vyzaduji dalsi vyzkum.

Priloha 2. Krystufkova O, Hulejova H, Mann H, Pecha O, Putova I, Ekholm L, Lundberg IE,
Vencovsky J. Serum levels of B-cell activating factor of the TNF family (BAFF) / BLyS correlate
with anti-Jo-1 autoantibodies levels and with disease activity in longitudinally followed patients with
polymyositis and dermatomyositis. Arthritis Res Ther — Odeslano do tisku ARRT-D-18-00153
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5.3. Studie 3 - Receptory pro BAFF ve svalu

Prokézali jsme asociaci zvySenych sérovych hladin BAFF s autoprotilatkami proti Jo-1 a s markery
svalového postizeni u pacientti s [ZM [222, 244]. Misto produkce autoprotilatek u IZM neni znamé,
avSak nalezy B lymfocytl a plazmatickych bun€k (PC) infiltratech svalovych biopsii [52-56] se
znamkami klonalni piibuznosti a lokalni afinitni maturace B bun¢k a PC [57, 58] ukazuji na moznou
produkci autoprotilatek ve svalové tkani. DalSim diikazem podminek podporujicich mistni diferenciaci
autoprotilatky produkujicich bun€k je prikaz exprese mRNA pro BAFF v myozitickém svalu [57,
180]. Exprese BAFF je indukovana interferony I. typu (IFN-1; IFN-o/B) [138, 189]. Vzhledem ke
znamé inducibilité IFN-a séry nemocnych s myozitidou a autoprotilatkami proti Jo-1 a/nebo Ro52/60
[46] lze ocekavat, ze uvedené mechanismy jsou relevantni piedev§im u nemocnych s témito

autoprotilatkami.

Studii exprese receptorti pro BAFF ve svalu jsme chtéli zjistit: 1) Zda jsou v infiltratech postizen¢ho

svalu nemocnych s myozitidou pfitomné buiky B lymfocytarni linie, které exprimuji receptory pro
BAFF.

2) Zda jsou v oblastech exprese receptori pro BAFF znamky pfitomnosti IFN-1 (MX-1) a
plazmacytoidnich dendritickych bun¢k (blood dendritic cell antigen 2; BDCA-2) a zda vzajemné

kvantitativng koreluji.
3) Zda ma exprese receptorti pro BAFF vazbu na autoprotilatkovy profil nemocnych.

1) Do studie byli zafazeni proporcionalné nemocni s DM, PM a IBM ¢i s protildtkami proti Jo-1,
R052/60 a bez autoprotilatek (viz tab. 4 a odstavec 4.1.3.). Ve svalové tkani jsme nalezli receptory
BAFF-R, BCMA a TACI v rGznych oblastech mononuklearnich infiltratt. Podle lokalizace na
sériovych fezech byla exprese receptoru BAFF-R pfitomna ve shlucich B lymfocyti s pomérné slabou
expresi CD19. Zatimco znaceni BCMA a TACI bylo pozitivni v jinych mistech infiltratt a také na
jednotlivych bunkach s morfologii plazmatickych bunék a pozitivitou znaku CD138, které byly

roztrou$ené ve svalové tkani.

Koexpresi znaki B linie a receptorG pro BAFF odpovidajici diferencované expresi receptorti pro
BAFF  (viz obr. 2.4, kapitola 2.2.3, [146, 147]) jsme v nasi studii potvrdili imunofluorescencnim
znatenim a konfokalni mikroskopii. Tuto expresi, kterd odpovida pritomnosti bun¢k rtznych
diferenciacnich stadii ve tkanich individualnich pacientii, odrazela i kvantitativni korelace receptorii a

bun¢k B linie.

Prevaha plazmatickych bunék ve svalovych biopsiich IZM jiz byla demonstrovana i jinymi autory [56-
58]. Slabsi barveni CD19 odpovida snizeni exprese CD19 na dlouho zijicich prekurzorech
plazmatickych buniikach u dalsSich systémovych onemocnéni [245-247], které provazi diferenciaci B
lymfocytt do protilatky produkujicich bunék [248, 249].

2) Ve svalovych biopsiich nemocnych IZM byly nalezeny plazmacytoidni dendritické bunky (pDC),

které jej tvori a také protein indukovany interferonem (myxovirus resistance-1 protein; Mx-1) [43, 46].
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My jsme nalezli v sériovych bioptickych fezech postizené svalové tkané naSich pacientli mistni i
kvantitativni asociaci exprese receptori pro BAFF na plazmatickych bunkach s pozitivitou Mx-1,
odpovidajici pritomnosti IFN(a/B) i pDC podle exprese znaku BDCA-2. Expozice IFN-a/p také
podporuje diferenciaci B bun€k do plazmablasti a jejich preziti [190, 191]. BAFF a IFN-1 nejspise
navzajem interaguji a lokalné se podili na permisivnim mikroprostfedi pro diferenciaci autoreaktivnich
bun¢k B lymfocytarni linie. To odpovida lokélni roli pDC a IFN-1 v diferenciaci B bunék. Nase
nalezy, spolu s literarnimi daji, podporuji lokéalni diferenciaci B buné¢k, exprimujicich receptory pro
BAFF, (obr. 5.3.1.) a moznou produkci autoprotilatek pfimo ve svalové tkani pod vlivem ptfitomnosti
IFNo/p a BAFF.

3) Receptory pro BAFF byly exprimovany castéji ve svalové tkani pacientd s protilatkami proti Jo-1
nebo R052/60 v séru nezli u nemocnych bez téchto autoprotilatek ¢i u kontrol. Jejich exprese nebyla
vazéna na diagnéozu PM, DM nebo IBM ani na terapii nebo trvani onemocnéni. PfindSime tak dalsi

dikazy pro potencidlni uc¢inek blokady BAFF pifimo v postizeném svalu u fenotypu anti-Jo-1 pozitivni

myozitidy.
imunokomplexy L plazmacytoidni (auto)protildtky
e bc -
o ( (BDCA-2) 4
Dendriticka burika (DC) =
IFN-c/ 8 R
preziti
Plazmaticka burika
(cD138")

izotypovy
presmyk

preZiti preziti

Zrala naivni B burika Aktivovana B burika Pamétova B buiika
(cD19%) (cD19%) (cD19%)

Obrazek 5.3.1.: Schematické zobrazeni pfedpokladanych mechanism( interakce dendritickych bunék (DC),
IFN 1. typu (a/B) a lokalni diferenciace B lymfocytld v myozitickém svalu. Plazmacytoidni dendritické buriky
tvofi IFN-a/B po stimulaci imunokomplexy a indukuji sekreci cytokint BAFF a APRIL v konvenénich DC. Ty
pak plsobi preziti B bunék. Receptory BAFF-R, BCMA a TACI jsou rizné exprimovany na diferenciacnich
stadiich B lymfocyt (od naivnich az po pamétové B lymfocyty a plazmatické buriky). Izotypovy presmyk,
diferenciace plazmablast( a jejich prfeziti jsou také ovlivnény IFN-a/B. Pfitomnost APRIL ve svalu je nejista
ale je zndma jeho potteba pro presmyk izotypd imunoglobulind. Je pravdépodobné, Ze infiltrujici B buriky a
plazmocyty jsou autoreaktivni a tvorba autoprotilatek méze probihat pfimo ve svalu.

Priloha 3.Krystifkova O, Barbasso Helmers S, Venalis P, Malmstrom V, Lindroos E, Vencovsky J,
Lundberg IE.

Expression of BAFF receptors in muscle tissue of myositis patients with anti-Jo-1 or anti-Ro52/anti-
Ro60 autoantibodies. Arthritis Res Ther 2014;16 (5): Article Nr. 454: pp 1-13
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5.4. Studie 4 - I[FNo, anti-Jo-1, terapie a svalové postizeni

Jak bylo feceno, eprese BAFF je indukovéna interferony I. typu a expozice IFN-1 pfispiva
k diferenciaci B lymfocyti do plazmablasti a zvySuje jejich rezistenci k Fas-zprostiedkované
apoptoze [190, 191]. V piedchozi préci jsme zjistili mistni i kvantitativni asociaci exprese receptort
pro BAFF na plazmatickych buiikdch se zndmkami piitomnosti IFN L. typu a plazmacytoidnich
dendritickych bunék v bioptickych fezech postizené svalové tkané. Akutni zanét svalu u IZM

zpusobuje otok, ktery miize byt zobrazen nuklearni magnetickou rezonanci (MRI).

Studiem hladin IFNa jsme chtéli zjistit:

1) Zda jsou hladiny IFNo v sérech nemocnych s IZM zménény, zda jsou tyto pfipadné zmény vazany
na diagnézu DM ¢i PM nebo spiSe na fenotyp charakterizovany protilatkami proti Jo-1 ¢i postizenim
plic.

2) Jaky maji ptipadny vztah k tizi svalového postiZeni.

1) Sérové hladiny IFNa u naSich pacientd s PM a DM neodrazely predpokladany zvySeny obsah IFNa
ve tkani [250]. Naopak, byly niz§i u nemocnych nez u zdravych kontrol i pti ovéfeni citlivosti metody
vySetfenim sér pacienti s aktivni virovou infekci. Tento nalez nehodnotime jako disledek terapie,
protoze hladiny IFNa se nelisily v sérech pacientli odebranych pted a po terapii. Hladiny IFNa v séru
se u nemocnych s DM a PM neliSily, coz odpovida popsanému expresnimu profilu IFN-1
indukovatelnych genti [193]. AvSak ze hladiny IFNa byly zvySené v sérech pacientli s anti-Jo-1
protilatkami na rozdil od pacientli bez autoprotilatek. Také nemocni s ILD méli trend k vys$Sim
hladindm IFNa. To je v souhlasu s popsanou kapacitou sér, které obsahuji tyto autoprotilatky,
indukovat IFNa [46], s nalezem zvySené exprese transkriptd indukovanych IFN-1 v krvi nemocnych
s pozitivitou protilatek proti RNA-vazajicim proteinim (Jo-1, Ro60 a UIRNP) [201] a s prokazanou

schopnosti sér pacientl s postiZzenim plic indukovat [FNa [46].

2) IFNa se podili v patogeneze myozitidy [43, 48, 194, 195], avSak my jsme nenasli ocekavané

W v v

zvySeni hladin IFNa u nemocnych stéz§im svalovym postizenim podle hodnoceni MRI ani
s klinickou aktivitou myozitidy. Naopak; ¢im niz$i byly hladiny IFNa tim tézsi byl svalovy edém na
MRI. Hypoteticky by lokaln¢ tvofeny IFNo mohl byt spotiebovan ve svalu, a proto by nebyl
uvolnovan do cirkulace, coz by odpovidalo jiz publikovanému nalezu vysSi exprese transkriptl
indukovatelnych IFN-1 ve svalu v porovnani s nalezem v krvi [197] a potvrdilo lokalni mechanismus
indukce prostiedi permisivniho pro diferenciaci autoprotilatky produkujicich bun¢k (viz obrazek
5.3.1.). Nebo by za interferonovy podpis v cirkulaci, charakteristicky pro nemocné s DM a PM, mohl
byt zodpovédny jiny typ IFN ze skupiny IFN-1 nezli IFNa. U nemocnych s DM byla vysoka exprese
gent indukovatelnych IFN-1 asociovéna pouze s hladinami proteinu IFNf v periferni krvi a nikoliv
IFNa nebo IFNw [251].

Priloha 4. Krol P, Krystifkova O, Polanska M, Mann H, Klein M, Beran O, Vencovsky J.

Serum levels of IFNa do not correlate with disease activity in patients with dermatomyositis /
polymyositis. Ann Rheum Dis, 2011;70 (5): 879-880.
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5.5. Studie 5 - Transkrip¢ni varianty BAFF

V predchozich studiich jsme prokazali, ze hladiny BAFF v sérech pacientll s [ZM maji vyznamnou
variabilitu mezi pacienty i v ¢asovém pribéhu u jednotlivych nemocnych. Mohou byt ovlivnéy nejen
syntézou BAFF proteinu ale i spotfebou a dostupnosti bunék nesoucich receptory vazajici BAFF [125,
143, 252]. Dalsim faktorem je exprese BAFF vazaného na membranach produkujicich bunék.
Stanoveni hladin messenger RNA (mRNA) pro BAFF na buikach periferni krve muze byt

senzitivn€jSim a presnéjsim ukazatelem aktivity BAFF v cirkulaci [188].

Kromé& BAFF proteinu o plné délce (full-length; FL-BAFF) existuji dalsi transkripéni varianty BAFF
genu [186, 187] s rtznou funkci. Zkraceny produkt alternativniho sestfihu, s chybé&jicim 3. exonem
(ABAFF), ziejm¢é muze pusobit jako negativni regulator FL-BAFF tak, Ze s nim tvofi heterotrimér a
omezuje jeho odstépeni z bunééné membrany a naslednou sekreci [186]. Rozpustné heterotriméry
BAFF/ABAFF se véazou na receptory pro BAFF s nizsi afinitou nezli multiméry FL-BAFF ¢imz jej
kompetitivn€ inhibuji. U lidi zatim nebyl detekovan protein odpovidajici této varianté a jsou dostupné
jen analyzy exprese ABAFF na mRNA turovni. Neni tedy znamo do jaké miry se na zvySenych

sérovych hladinach BAFF proteinu podili tyto dvé varianty.

Analyzou exprese transkripénich variant BAFF na urovni mRNA jsme chtéli zjistit, zda se pomér

téchto dvou riiznych transkripcnich variant li$i u nemocnych s IZM od zdravych jedinct.

Exprese FL-BAFF a ABAFF vykazovala trend k vy$§im hodnotdam u nemocnych oproti zdravym
kontrolam. V porovnani pacientti a zdravych kontrol, byla u nemocnych exprese BAFF i ABAFF.
K posouzeni mozné snizené inhibice FL-BAFF pisobenim ABAFF u pacienti jsme analyzovali
relativni pomér FL-BAFF/ABAFF. U pacientu i kontrol byla exprese FL-BAFF vyznamné vys$si nez
ABAFF, avsak relativni pomér FL-BAFF/ABAFF byl u pacientd srovnatelny s kontrolami. Exprese
obou variant byly u pacientli izce korelovany zatimco u kontrol nikoliv. ZvySeni sérovych hladin na
proteinové Grovni u pacientl s IZM oproti kontrolam tedy zfejmé nelze pfi¢itat pouze zméné poméru
dvou transkrip¢nich variant, respektive snizeni exprese inhibi¢ni varianty ABAFF.

Prikaz vyznamné vysSi exprese obou variant u pacientll s IZM neZ u zdravych kontrol odpovida
nalezu na vétsi skupin€ americkych pacientti. AvSak v nasi pilotni studii jsme nenasli asociaci hladin
exprese BAFF mRNA s aktivitou, terapii, vékem ani pohlavim [188]. Tim také mulZeme vysvétlit
skutecnost, Ze jsme nenasli rozdil v relativnim poméru exprese FL-BAFF/ABAFF mezi pacienty a
kontrolami.

Dosud neni dostupnd metoda kvantitativni analyzy, ktera by odlisila mezi FL-BAFF a ABAFF na
proteinové urovni. Z toho diivodu je tieba interpretovat asociacni studie proteintit BAFF s opatrnosti.
Do budoucna by bylo zajimavé posoudit, zda se li§i transkripni profil u pacientli s riznymi

polymorfismy v promotoru BAFF genu, nebo pod vlivem novych terapeutickych modalit.

Priloha 5. Remakova M, Svitalkova T, Faustova M, Vencovsky J, Novota P, Krystifkova O.
The two mRNA transcription variants of the B-cell activating factor are differentially expressed, but in
a stable ratio. Clin Exp Rheumatol. 2014;32(5):763-764

37



5.6. Studie 6 - BAFF, PBEF/visfatinu a aktivita anti-Jo-1" myozitidy

Vzhledem k ptedchozim naleztim asociace cytokinu BAFF s autoprotilatkami proti Jo-1, jejich vazbé
na aktivitu myozitidy [222, 244], znamé roli visfatinu v Casné diferenciaci B lymfocytt [207] a k
predpokladané interakci BAFF a visfatinu [213], hledali jsme znamky jejich synergie u anti-Jo-1
pozitivnich nemocnych s DM a PM.

Cilem studie bylo zjistit:

1) Zda visfatin ma podobny vztah k aktivit¢ myozitidy a autoprotilatkaim jako BAFF. Pokud ano, jsou-
li hladiny visfatinu a BAFF v sérech nemocnych s IZM vzajemné asociované a podobné ovlivnéné
1é¢bou.

2) Zda je visfatin pfitomen v postizeném svalu nemocnych s IZM.

1) Hladiny visfatinu v sérech pacientii s anti-Jo-1 pozitivni myozitidou byly oproti zdravym kontrolam
zvysené, stejn€ jako je tomu u hladin BAFF. Jejich vzajemna pozitivni korelace svédéi pro moznou
synergii u pacientii. AvSak negativni korelace v sérech zdravych kontrol ukazuje na existenci moznych

kompenzaénich mechanismti B bunéénych funkci pfi absenci zanétu.

Hladiny BAFF a visfatinu byly asociovany s klinickou svalovou aktivitou myozitidy (obr. 5.6.1.)
strendem k asociaci s celkovou aktivitou hodnocenymi pomoci MYOACT. To odpovida
prozanétlivym imunomodulacnim vlastnostem a prokazané roli visfatinu urGznych chorob véetné
zanétlivych onemocnéni a malignit [211, 215, 253, 254]. Protoze hladiny visfatinu (na rozdil od
BAFF) byly asociovany pouze s LDH a nikoliv s dal§imi laboratornimi ukazateli svalové 1éze (CK,

myoglobin a AST) usuzujeme, Ze visfatin ma vztah spiSe k zanétlivé aktivité a nikoliv ke svalovému

poskozeni.
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Obrazek 5.6.1.: Korelace hladin visfatinu a BAFF v séru pacientd (A),
kontrol (B) a jejich korelace se svalovou aktivitou myozitidy (C,D).
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I kdyz v prafezovém hodnoceni nemély hladiny visfatinu vztah k 1é¢bé, v pribéhu terapie vyznamné
klesly paralelné s poklesem celkové aktivity myozitidy. Podobny vyvoj byl zaznamenan u pacientl

s revmatoidni artritidou [255, 256] 1 kdyZ nalezy riznych studii nejsou zcela konzistentni [257].

Hladiny visfatinu se také lisily od hladin BAFF pouhym trendem ke korelaci s hladinami anti-Jo-1
autoprotilatek. Asociace obou cytokinti u pacientll s myozitidou a protilatkami proti Jo-1 a jejich vyvoj
pti sledovani v Case ukazuje na jejich vazbu k patogenetickym mechanismiim tohoto fenotypu 1ZM a
jejich zfejmou senzitivitu k terapii. UzSi vazba sérovych hladin BAFF k hladinam anti-Jo-1
autoprotilatek bude zifejmé souviset sjeho ulohou v diferenciaci a prezivani také (auto)protilatky
produkujicich diferenciacnich stadii bun¢k B lymfocytarni linie [127, 156], zatimco visfatin se podili

na diferenciaci pre-B bunéénych, tedy ¢asnych, stadii [207].

2) Prokazali jsme pfitomnost visfatinu ve vSech svalovych biopsiich pacienti se srovnatelnou
intenzitou u PM a DM. Visfatin byl exprimovan v pfevazné vétSin€é bunck zanétlivych
infiltrath endomysia u PM, v ¢asti infiltrujicich bun€k perimysia u DM a také v regenerujicich
svalovych vlaknech pacienti a nikoliv v nezanétlivych kontrolnich vzorcich myasthenia gravis.
Vzhledem k tomu, Ze BAFF je spolu s jeho receptory up-regulovan ve svalové tkani pacientd
s myozitidou [57, 180, 223] a zarovenn BAFF zvySuje in vitro genovou expresi visfatinu v B buiikdch
[213], mGzeme piedpokladat, ze se visfatin spolu s cytokinem BAFF mutze podilet na udrzeni
zanétlivé aktivity v infiltratech svalové tkan€. Exprese ve svalovych vldknech mtize odpovidat jeho

funkeci jako myokinu podporujiciho riist a metabolismus kosterniho svalstva [258].

I kdyz visfatin ma vazbu k aktivité myozitidy, podil BAFF v patogenezi podle asociaci s ukazateli
svalového postizeni a autoprotilatkami mize byt vyznamnéjsi. Ulohu obou cytokindl v patogenezi anti-
Jo-1 pozitivni myozitidy vSak podporuje skutecnost, Ze nemocni s antisyntetdzovym syndromem lépe
odpovidaji na B-deplecni terapii rituximabem nez nemocni s jinymi formami IZM [259] a Ze G¢innost
této 1éCby muze byt predikovana pritomnosti a také hladinami anti-Jo-1protilatek [121]. Upiesnéni

konkrétni ulohy visfatinu v patogenezi myozitidy si vyzada dalsi vyzkum.

Priloha 6. Hulejova H, Krystifkova O, Mann H, Klein M, Pavlickova K, Zamec¢nik J, Vencovsky J,
Senolt L

Increased visfatin levels are associated with higher disease activity in anti-Jo-1-positive myositis
patients. Clin Exp Rheumatol. 2016; 34(2):222-9 ISSN 0392-856X
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5.7. Studie 7 - Vliv deplece B bunék na vztah BAFF a PBEF/visfatinu

BAFF zvySuje expresi visfatinu v B lymfocytech [213]. Trend ke zvySeni hladin BAFF v séru
nemocnych béhem B deplecni terapie je znamy [124, 125]; avsak vliv B deplecni terapie na visfatin a
vztah mezi témito dvéma cytokiny stimulujicimi diferenciaci B lymfocyti neni zndm. Vzestup hladin
BAFF v séru byl asociovan s relapsem onemocnéni, elevaci autoprotilatek a plazmablastl v periferni
krvi jak u SLE [219, 220] tak u RA [221]. Vztah pfipadnych zmén visfatinu s klinickym stavem
nemocnych po depleci B lymfocytl nebyl studovan.

V této studii jsme chtéli zhodnotit 1) zda je visfatin asociovan s pocty B lymfocytl a jaky je vztah

obou cytokint k aktivit¢ RA 2) zda mé& B deplecni 1écba vliv na hladiny visfatinu a na vzajemny vztah
obou cytokinil 3) zda pifipadné zmény hladin visfatinu souvisi s klinickou odpovédi na B deplecni

1é¢bu a s jejim trvanim.

1) U pacientti s RA koreloval pocet B lymfocytt pred zacatkem 1é¢by pozitivné s hladinami visfatinu a
negativné s hladinami BAFF (obr. 5.7.1). Avsak, 16 tydnd po podéani RTX jiz asociace s B lymfocyty

nebyly vyznamné.
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Obrazek 5.7.1: Korelace visfatinu (A) a BAFF (B) s po¢tem B-lymfocytl u
pacientl s RA pred zahajenim lécby rituximabem.

Hladiny visfatinu ani BAFF nekorelovaly s aktivitou RA pted ani 16 tydnii po 1é¢bé RTX. Chyb¢jici
vazbu aktivity RA a visfatinu oproti predchozim nalezim [215, 217] by bylo mozné vysvétlit
predchozi TNFa blokujici 1écbou, ktera by omezila znamy vliv TNFa na expresi visfatinu [215, 260].
Nicméné vliv TNFo inhibitori na hladiny visfatinu a jejich asociace s aktivitou RA dosud nebyl

prokazan [257].

2) Hladiny visfatinu v sérech pacienti s RA byly pfed zacatkem 1éCby signifikantné vysS§i nez u
zdravych kontrol. Sestnact tydnti od podani 1é¢by RTX viak doslo k jejich poklesu u vétsiny pacientt
a vysledné hladiny byly srovnatelné s hodnotami u zdravych kontrol, zatimco hladiny BAFF
vyznamng stoupaly.

Rozdilny vyvoj hladin visfatinu a BAFF po terapii vedl ke vzniku vyznamné negativni korelace hladin
téchto cytokint, které pied zacatkem 1é¢by nebyly vzajemné asociovany. Vysledné hladiny visfatinu a

také negativni asociace obou cytokinti u pacientll po 1é¢bé odpovidaly naleziim u zdravych kontrol.
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Opacny vyvoj hladin BAFF a visfatinu po terapii se také odrazil v trendu k negativni korelaci zmén
hladin obou cytokind mezi parovymi odbéry pied a po terapii.

Tento rozdilny vyvoj, spolu s opac¢nou korelaci obou cytokinil s pocty B lymfocytii pred terapii, bude
zfejm¢ dusledkem jejich odlisné modulace. Elevace BAFF po RTX je kladena do souvislosti s jeho
snizenou spotiebou chybé&jicimi B lymfocyty a nedostatecnou zpétnou regulaci jeho produkce [125],

zatimco pokles visfatinu by mohl byt vysvétlen sniZzenou tvorbou B lymfocyty [211].

3) Nezaznamenali jsme vazbu vyvoje hladin obou cytokinii na klinicky u¢inek podani jednoho cyklu
RTX. Avsak zména sérového visfatinu do 16 tydnd od podani RTX pozitivné korelovala s budoucim
nartstem aktivity RA béhem nasledujicich dvou mésict (obr. 5.7.2). To je doba, kdy byva obvykle
nutno podat dal$i cyklus rituximabu. V soucasnosti neexistuji spolehlivé parametry, na zaklad¢
kterych bychom mohli predikovat, jak bude individudlni pacient reagovat na B-deple¢ni lécbu.
Voditkem by mohl byt vyvoj hladin visfatinu, jehoz zvyS$eni nebo minimalni zména béhem prvnich 4

mesicll by mohla predikovat relaps RA. Tento predpoklad bude vhodné dale ovétit.
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Obrazek 5.7.2.: Prediktivni hodnota procentudlni zmény sérovych
hladin visfatinu (A visfatin) po 16 tydnech od podani rituximabu pro
dalsi vyvoj aktivity RA - zménu DAS28 mezi 16. a 24. tydnem |éCby
(ADAS).

Piiloha 7. Senolt L*, Krystifkova O*, Hulejova H, Kuklova M, Filkova M, Andrés Cerezo L,
Bélacek J, Haluzik M, Forejtova S, Gay S, Pavelka K, Vencovsky J. (* Sdilené prvni autorstvi).

The level of serum visfatin (PBEF) is associated with total number of B cells in patients with
rheumatoid arthritis and decreases following B cell depletion therapy. Cytokine. 2011; 55 (1): 116-121
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6. Zavéry

A) Kvantitativni analyza sérovych hladin BAFF

Zvyseni sérovych hladin BAFF v asociaci s urCitymi autoprotilatkami ¢i klinickymi projevy a

aktivitou onemocnéni ukazuji na dilezitou tlohu B bunék u téchto nemocnych s myozitidou. Nas
nalez podporuje soucasnou teorii, Ze se v patogenezi onemocnéni u riiznych fenotypovych podskupin
podileji rizné mechanismy. Z tohoto hlediska by byla v dalSich vyzkumech vhodna subklasifikace
IZM spise podle autoprotilatkového profilu, nez podle tradi¢nich diagnostickych jednotek.
Zvysené hladiny BAFF mohou byt zprostfedkované jednak fenotypové specifickymi mechanismy u
pacientl s anti-Jo-1 protilatkami a postizenim plic, ale také spolecnymi mechanismy nezavislymi na
pritomnosti autoprotilatek, protoZze nemocni s dermatomyozitidou bez autoprotilatek meli také vyssi
hladiny BAFF. Takovy spole¢ny mechanismus miize byt zprostiedkovan interferony I. typu vzhledem
jejich schopnosti indukovat expresi BAFF a s ohledem na nalezy zvySeni genti indukovatelnych INF-1
u pacienti s DM bez autoprotilatek

Nejvyssi hladiny u nemocnych s kratkym trvanim onemocnéni a nizké hladiny spojené s vyssimi

davkami kortikosteroidti ukazuji na moznou variabilitu sérovych hladin BAFF v Case v souvislosti se
zménami aktivity onemocnéni a pod vlivem terapie.
Tuto vysokou variabilitu hladin BAFF v ¢ase jsme potvrdili longitudinalnim sledovanim pacienti
s anti-Jo-1 protilatkami. Mozna role BAFF v patogenezi anti-Jo-1 pozitivni myozitidy je dale
podpoiena asociaci mezi sérovymi hladinami BAFF a anti-Jo-1 protilatek v prifezovém i
dlouhodobém sledovani a také jejich vazbou na aktivitu myozitidy pfedevs§im u pacientl s postizenim
plic, polymyozitidou a v ¢asnych stadiich onemocnéni.

V souhrnu, nase data ¢ini BAFF novym atraktivnim terapeutickym cilem u anti-Jo-1 pozitivnich
nemocnych s polymyozitidou a ILD a u nemocnych s dermatomyozitidou bez ohledu na pfitomnost
autoprotilatek.

Vedlejsi nalezy ukazuji na to, ze v mechanismech onemocnéni IZM s autoprotilatkami mize hrat
roli i CRP, nejen jako ukazatel systémové aktivity ale pravdépodobné i ve vztahu k patogenetické roli

cytokinu BAFF. Molekularni mechanismy tohoto nalezu vSak vyzaduji dalsi vyzkum.

B) Hodnoceni exprese receptoru pro BAFF ve svalu a vztah k IFN 1. typu

Nalez exprese receptori pro BAFF ve svalovych infiltratech nemocnych s IZM podporuje lokalni
roli BAFF ve svalové tkani nemocnych s myozitidou a to pfedevs§im u podskupiny s protilatkami proti
Jo-1 a/nebo R052/60 v séru. Pritomnost receptorti pro BAFF v blizkosti B lymfocytd a plazmatickych
bungk az jejich kolokalizace ve svalovych infiltratech ukazuje na moznou mistni diferenciaci bun¢k B
lymfocytarni linie exprimujicich rizné receptory pro BAFF. Soucasné jsme zjistili v bioptickych
tezech postizené svalové tkan¢ mistni 1 kvantitativni asociaci exprese receptord pro BAFF na
plazmatickych bunkach se znadmkami pfitomnosti interferonu 1. typu (a/p) a jeho pravdépodobného

zdroje - plazmacytoidnich dendritickych bunék. To, spolu s literarnimi idaji, svéd¢i pro moznost
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mistni produkce autoprotilatek ve svalové tkani pod vlivem lokalni tvorby IFNo/f a BAFF (obr.
5.3.4.). Pfinasime tak dal$i dikazy pro potencialni ucinek blokady BAFF piimo v postizeném svalu u
anti-Jo-1 pozitivni myozitidy.

Nalez vyssich hladin IFNa v sérech anti-Jo-1 pozitivnich pacientl s myozitidou déle podporuje roli
autoprotilatek v indukei IFN L. typu, bez vazby na diagnostické zatazeni pacienti mezi DM nebo PM.
Soucasny trend k asociaci s plicnim postizenim ukazuje na potencialni vyznam IFNa jako biomarkeru
této fenotypové podskupiny. Interferon alfa ziejmé ptisobi predevsim lokalné ve svalu, protoze sérové

hladiny proteinu nekorelovaly s aktivitou myozitidy a byly nizsi nez u zdravych kontrol.

C) Analyza exprese transkripcénich variant BAFF na urovni mRNA

Dv¢ alternativni, funkéné odlisné transkripcni varianty genu pro cytokin BAFF (protein v plné
délce - FL-BAFF a forma s chybgjicim exonem 3 - ABAFF) byly vice exprimovany u nemocnych s
IZM nez u zdravych kontrol ale v podobném poméru. Zvyseni sérovych hladin na proteinové Grovni u
pacientti s IZM oproti kontrolam takto nelze pticitat pouze zméné poméru dvou transkripénich variant,
respektive snizeni exprese inhibi¢ni varianty ABAFF. Dosud neni dostupnd metoda kvantitativni
analyzy, kterd by odliSila mezi FL-BAFF a ABAFF na proteinové trovni. Z toho divodu je tieba
interpretovat asociacni studie proteini BAFF s opatrnosti. Do budoucna by bylo zajimavé posoudit,
zda se lisi transkripéni profil u pacientl s riznymi polymorfismy v promotoru BAFF genu, nebo pod

vlivem novych terapeutickych modalit.

D) Studium moZné synergie BAFF a PBEF/visfatinu

Prokazali jsme, Zze hladiny visfatinu jsou zvySené u pacientd s anti-Jo-1 pozitivni myozitidou,

podobné jako je tomu u hladin BAFF. Oba cytokiny byly pozitivné€ asociovany se svalovou aktivitou
hodnocenou pomoci MYOACT. Navic, i exprese visfatinu ve svalové tkani pacientti s myozitidou
byla zvySena.
Uzs1 vazba sérovych hladin BAFF k hladinam anti-Jo-1 autoprotilatek by mohla souviset s jeho
ulohou v diferenciaci a prezivani také pozdnich a (auto)protilatky produkujicich diferenciaénich stadii
bun¢k B lymfocytarni linie, zatimco visfatin se podili na diferenciaci pre-B bunéénych stadii. Inverzni
korelace mezi hladinami BAFF a visfatinu v sérech zdravych jedinci miize ukazovat na existenci
moznych kompenzacnich mechanismi B bunécnych funkci pii absenci zanétu. Odhaleni konkrétni
ulohy visfatinu v patogenezi myozitidy si vyzada dalsi vyzkum.

Jako prvni jsme popsali rozdilnou regulaci visfatinu a BAFF. Vyuzili jsme B-deple¢niho G¢inku
rituximabu, ktery indukoval pokles hladin visfatinu v séru u pacientd s aktivni revmatoidni artritidou,
zatimco hladiny BAFF stoupaly. Dva faktory aktivujici B lymfocyty — visfatin a BAFF po této B-
deplecni terapii vzajemné negativng korelovaly. Tento rozdilny vyvoj, spolu s opacnou korelaci obou
cytokini s pocty B lymfocytii pfed terapii, bude ziejmé disledkem jejich odlisné modulace. Vzhledem
k tomu, Ze zmény visfatinu v séru 16 tydnt po podani rituximabu mohou predikovat vzestup aktivity

RA, miize mit visfatin i prakticky vyznam jako biomarker ¢innosti B-deple¢ni terapie.
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8. Seznam zkratek

ACPA

ALT
ANOVA
Anti-CCP
Anti-Jo-1
APRIL
ARS / ASA
ASS

AST

BAFF / BLyS
BAFF-R / BR3

BCMA
BCR
BDCA-2
CD138
CD19; CD20
CK

CRP
DAPI
DAS28
DC
DLCO
DM
ELISA
EULAR
HLA
HLM
HRCT
IBM
ICC
IFN-1

M
ILD
IMACS
IMNM
IZM
IZNM
JDM
Kw
MAA
MCTD
MDAAT
MG

anti-citrullinated protein/peptide autoantibodies
alanine aminotransferase

multiway analysis of variance

anti-cyclic citrullinated peptide antibody
anti-histidyl-tRNA synthetase antibody

A proliferation inducing ligand

protilatky proti amino-acyl-tRNA syntetazam / anti-synthetase antibodies
anti-synthetase syndrome

aspartate aminotransferase

B-cell activating factor of the TNF family / B-cell stimulator
BAFF receptor / BAFF receptor 3

B-cell maturation antigen

B-cell receptor

blood dendritic cell antigen-2

Syndecan-1 - Plasma Cell Marker

B-lymphocyte antigen

Creatin kinase, Kreatin kinaza

C-reaktivni protein
4',6-diamidino-2-phenylindole

disease activity score of 28 joints

dendritic cell

diffusion capacity of the lung for carbon monoxide
dermatomyozitida

enzyme-linked immunosorbent assay

European league against rheumatism

human leukocyte antigen

hierarchical linear model

high resolution computer tomography

inclusion body myositis

intra-class correlation coefficient

interferon I typu

immunoglobulin

idiopathic inflammatory myositis

interstitial lung disease

International Myositis Assessment and Clinical Studies (Group)
immune mediated necrotizing myopathy
idiopatické zanétlivé myopatie

imunitné zprostfedkovana nekrotizujici myopatie
Juvenile dermato myositis

Kruskall-Wallis test

myositis associated autoantibodies

mixed connectve tissue disease

Myositis Disease Activity Assessment Tool
myasthenia gravis
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MHC major histocompatibility complex

MMT manual muscle test

MR multiple regression

MRI magnetic resonance imaging, magneticka rezonance
mRNA messenger RNA

MSA myositic specific autoantibodies

MTX methotrexate

MW Mann-Whitney test

MX-1 IFNo/B-inducible myxovirus resistance-1 protein
NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase

PBEF pre-B cell colony-enhancing factor / visfatin

PC Plasma cell

pDC plasmacytoid dendritic cell

PM polymyozitida

pSS primarni Sjégrentiv syndrom

RA revmatoidni artritida

RF revmatoidni faktor

RTX rituximab

SLE systémovy lupus erythematodes

SSc systémova sklerodermie

TACI transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor
TNF-a tumor necrosis factor a

VAS visual analogue scale
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