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Abstrakt

Uvod: Nové poznatky a bliz§i pochopeni patogeneze revmatickych onemocnéni piispély k
vyvoji biologickych 1ékli zamétenych proti cytokinim a imunitnim bunkdm. Nékteré S100
proteiny vykazuji chovani podobné cytokinlim a kromé regulace mnoha bunéénych funkci
jsou soucasti zanétlivého procesu. Cilem nasi prace bylo studovat vyznam vybranych S100
proteinu ve vztahu k aktivité a patogenezi zanétlivych revmatickych onemocnéni.

Vysledky: Nase vysledky poprvé poukézaly na vztah S100A4 proteinu Kk aktivité revmatoidni
artritidy (RA) a na pokles jeho biologicky aktivni multimerni formy vlivem aplikace
biologické 1é¢by blokujici tumor nekrotizujici faktor-a (TNFa). Prokazali jsme, ze S100A4
funguje v podminkach in vitro jako prozanétlivy mediator, ktery indukuje produkci cytokint
TNFa, interleukinu (IL)-1p a IL-6 mononuklearnimi buiikami prostifednictvim Toll-like
receptoru 4 (TLR-4), transkripéniho faktoru NFkB a tyrosinovych kindz erk1/2 a p38.
S100A4 protein mize navic hrat roli v patogenezi zanétlivych myopatii, kde je pfitomen ve
zvySeném mnozstvi v zanétlivém infiltratu postizeného svalu, v regenerujicich svalovych
vlaknech a nepiimo se tak muze podilet na poskozeni svalovych vldken stimulaci tvorby
cytokinii mononuklearnimi bunikami. Dal$im zjisténim byla normalizace zvysenych sérovych
hladin S100A12 a S100A8/9 proteini u pacientii s ¢asnou RA po zahajeni konvenéni
antirevmatické 1é¢by. Oba tyto proteiny pozitivné korelovaly s aktivitou RA, ptic¢emz pokles
S100A8/9 muze predstavovat potencialné nadéjny ukazatel redukce poctu oteklych kloubt
vlivem uspésné terapie RA.

Zavér: Nase vysledky umoznily podrobnéji charakterizovat vybrané S100 proteiny ve vztahu
k aktivit¢ a patogenezi revmatickych chorob a zhodnotit mozné terapeutické vyuziti jejich
inhibice u autoimunitnich onemocnéni.

Klic¢ova slova: revmatoidni artritida, zanétlivé myopatie, S100 proteiny



Abstract

Introduction: Recent findings and better understanding to the pathogenesis of rheumatic
diseases contributed to the development of biological therapies targeting cytokines and
immune cells. Several S100 proteins exert cytokine-like effects and participate in the
regulation of the inflammatory process. The aim of this work was to study the role of selected
S100 proteins in the activity and in the pathogenesis of the rheumatic diseases.

Results: Our data show for the first time an association of S100A4 proteinwith RA disease
activity and decrease of the bioactive form, but not the total amount of S100A4, after
aplication of tumour necrosis factor (TNF) blocking biologic therapy in patients with RA. We
demonstrated that in vitro S100A4 acts as a potent pro-inflammatory mediator inducing
production of TNFa, interleukin (IL)-1p and IL-6 in PBMCs via Toll-like receptor 4 (TLR-4),
transcription factor NFkB and tyrosine kinases erk1/2 and p38. Moreover, S100A4 can play
an important role in the pathogenesis of inflammatory myopathies. S100A4 is present in the
inflammatory infiltrate of the affected muscles and in the regenerating muscles and may act as
a cytokine-like factor indirectly promoting muscle fiber damage by stimulating mononuclear
cells to increase the synthesis of pro-inflammatory cytokines. We also show normalization of
elevated S100A8/9 and S100A12 in patients with recent-onset RA after the initiation of
conventional treatment. Both proteins were positively associated with the RA disease activity
and the decrease of SI00A8/9 may be an indicator of the improvement in the total number of
swollen joints after succesful therapy of RA.

Conclusion: We provide further characterization of the role of S100 proteins in the activity
and pathogenesis of rheumatic diseases and evaluation of the potential therapeutic implication
in autoimmune diseases.

Key words: rheumatoid arthritis, inflammatory myopathies, S100 proteins



OBSAH

1

1.1

1.2

UvoD
Revmatoidni artritida

Idiopatické zanétlivé myopatie

1.2.1 Polymyositida a dermatomyositida

1.3

S100 proteiny

1.3.1 S100A12 a S100A8/9
1.3.2 Protein S100A4

2

3

3.1

1.3.2.1  Vyznam S100A4 u nadorovych onemocnéni
1.3.2.2 Vyznam S100A4 v patogenezi autoimunitnich onemocnéni

HYPOTEZA A CILE

METODIKA A VYSLEDKY

Vyznam S100 proteint u revmatickych onemocnéni (komentare k publikacim

zatazenym do disertacni prace)

13
13

17
18
19
20
22

25

26

26

3.1.1 Hiladiny S100A4 proteinu koreluji s aktivitou onemocnéni a aplikace anti-TNFa
terapie vede k poklesu hladin biologicky aktivni multimerni formy S100A4 v plazmé u
pacientli s revmatoidni artritidou

3.1.2 Protein S100A4 je zvySené exprimovan u pacientl s idiopatickymi zanétlivymi

myopatiemi

3.1.3 SniZeni hladin sérového calprotectinu (S100A8/9) koreluje s poklesem poctu

oteklych kloubti u pacientli s ¢asnou revmatoidni artritidou

3.2

Molekularni mechanismy S100A4 indukované zanétlivé odpovédi u pacientii S

revmatoidni artritidou
3.2.1 Metodika
3.2.2 Vysledky

4  DISKUSE
4.1  Vyznam S100 proteinti u revmatickych onemocnéni
4.2 Molekularni mechanismy S100A4 indukované imunitni odpovédi u pacientti

s revmatoidni artritidou

5

6

ZAVER

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

33

38
38
41

44

44

47

48

49



10

SEZNAM POUZITE LITERATURY
SEZNAM PUBLIKACI
PODEKOVANI

PRILOHY

51

69

74

75



1 UvoD

1.1 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je systémové autoimunitni onemocnéni charakterizované
chronickym zanétem synovialni tkané, tvorbou autoprotilatek a naslednou Kloubni destrukci.
V prumyslovych zemich je revmatoidni artritidou postizeno piiblizn€ 1% populace (Lawrence
R.C. et al., 1998). K manifestaci onemocnéni dochazi vétsinou mezi 20. a 50. rokem zivota a
zeny jsou postizeny piiblizné tfikrat Castéji nez muzi. Kromé typického postizeni kloubu
mohou byt zanétem zasazeny i dal§i organy, zejména srdce nebo plice, coz muze vést ke
kardiovaskularnim komplikacim a zvySené mortalité takto postizenych pacientli (Alamanos
Y. et al., 2008; Avifia-Zubieta J.A. et al., 2008). Nelééena RA vyznamné snizuje kvalitu
zivota a ve vysledku vede k vyraznému funkénimu postizeni. Prestoze je RA zatim
onemocnénim nevylécitelnym, moderni 1éCebné strategie umozZiluji u vyznamné casti
nemocnych dosahnout nizké aktivity a klinické remise a zpomalit nebo i zastavit rozvoj
kloubnich destrukci. Zakladnim piedpokladem uspéchu je véasna diagnoza a 1écba. Casna
intenzivni 1écba RA spolu s peclivym sledovanim aktivity onemocnéni v prub&hu 1é¢by jsou v

soucasnosti povazovany za akceptovany terapeuticky postup.

Etiologie RA neni dosud zcela objasnéna. Soufasné poznatky ukazuji, Ze na vzniku
onemocnéni se podili kombinace genetickych a environmentalnich faktord, které dohromady
predurcuji nachylnost k rozvoji onemocnéni (Obr. 1.1.). U geneticky predisponovanych
jedinct vystavenych pisobeni vyvolavaciho €initele dochazi k abnormalni imunitni reakci
vedouci k chronickému zanétu. Opakované bylo prokazano, Ze srozvojem RA jsou
asociovany specifické alely HLA-DR1 a HLA-DR4, konkrétné alely HLA-DRB1*0401,
DRB1*0404, DRB1*0101 (Gregersen P.K. et al., 1987; Nepom G.T. et al., 1987). Pro tyto
alely je charakteristickd pfitomnost sekvence n¢kolika aminokyselin ve tfeti hypervariabilni
oblasti HLA-DRbetal fetézce HLA oznaCovana jako tzv. sdileny epitop. Silnou asociaci se
vznikem RA vykazuje také alela genu PTPN22 (kddujici tyrozinovou fosfatazu), ktera je
soucasti signalni kaskddy T a B lymfocyti. Nékteré dalsi znamé rizikové alely se ucastni
regulace imunitni odpovédi prostiednictvim NFkB singalizace (TRAF1-C5, c-REL) nebo
pomoci aktivace a diferenciace T lymfocyta (CTLA4, STAT4) (Begovich A.B. et al., 2004;
Kurreeman F.A. et al., 2007; Plenge R.M. et al., 2007; Remmers E.F. et al., 2007). Nositelstvi
sdileného epitopu v molekulach HLA-DR ¢i vnimavé alely genu PTPN22 predisponuji

nemocné Kk tvorbé autoprotilatek proti citrulinovanym proteinim (ACPA) a revmatoidnim



faktorim a nasledné k rozvoji tzv. seropozitivni (ACPA a/nebo RF pozitivni) RA (Padyukov
L. et al., 2004; Klareskog L. et al., 2006; Lee A.T. et al., 2005). Autoprotilatkové negativni
RA - prognosticky ptiznivéjsi forma onemocnéni - mé dosud méné popsany geneticky zaklad
a to v jinych oblastech genomu nez je tomu u ACPA pozitivni formy RA. S rizikem rozvoje
vzniku ACPA negativni RA jsou spojovany napi. HLA-DBR1*03, interferon regula¢ni faktor

5 (IRF5) nebo lektin vazajici proteiny (Klareskog L. et al., 2008).
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Obr. 1.1. Etiopatogeneze revmatoidni artritidy



Jednim z nejvyznamnéjsich faktorti zevniho prostiedi, ktery u geneticky vnimavych jedinct
muze fungovat jako podnét pro aktivaci imunitniho systému a rozvoje RA, je koufeni tabaku
(Padyukov L. et al., 2004; Klareskog L. et al., 2006). Koufeni a dalsi stresové faktory
ovliviwyjici plicni tkan (rozpoustédla, kfemen) zvysSuji riziko vzniku ACPA pozitivni RA u
jedincu se sdilenym epitopem (Silman A.J. et al., 2001). Vlivem téchto stresovych faktort
dochazi k postranslacni modifikaci enzymem PADI4 (peptidyl arginin deiminasa typu V),
coz navozuje citrulinaci proteint v plicich. Zména argininu v citrulin, ktery neni télu vlastni,
tak mizZe spustit ztrdtu tolerance vuéi témto neoepitoptim a vyvolat protilatkovou odpovéd’

(Vincent C. etal., 1999; De Rycke L. et al., 2004).

Za mozné spoustéce autoimunitni reakce u RA jsou povazovana také nckterd infek¢ni agens
(lidsky parvovirus B19, virus Epstein-Barrové, retroviry, virus hepatitidy B, Escherichia coli,
Mycobacterium tuberculosis a Mycoplasma) a jejich produkty (napf. proteiny tepelného Soku
HSPs). Piedpoklada se, ze imunokomplexy vznikajici v priabéhu infekce indukuji tvorbu
autoprotilatek (Auger 1. et al., 1997; Kamphuis S. et al., 2005). Nedavna studie také ukazala
souvislost mezi rozvojem RA a parodont6zou zptisobenou bakterii Porphyromonas gingivalis,

ktera produkuje enzym PAID4 regulujici citrulinaci proteini (Wegner N. et al., 2010).

Klicovym mistem patogeneze RA je synoviadlni membrana. Za normalnich okolnosti je
tvofena tenkou vystelkou ze synovialnich fibroblasti a makrofagi leZicich na relativné malo
bunécném podkladé obsahujicim cévy, pojivovou tkan a jen malé mnozstvi imunitnich bun¢k.
Povrchova vrstva synovie, tzv. synovialni intima, se v klidovém stavu sklada ze dvou az tii
vrstev bunék. S rozvojem RA Vv synovialni membrané vyznamné narista pocet synovialnich
fibroblasti a synovie se stava hyperplastickou. Aktivované RA synovidlni fibroblasty
produkuji fadu prozanétlivych signalnich molekul, které mohou pfimo ovliviiovat dalsi bunky
a dale se podilet na prohlubovani zanétu. Krom¢ toho dochazi k aktivaci fady imunitnich
bunék, které infiltruji synovidlni tkai a ta se méni v agresivni granula¢ni tkén, tzv. pannus.
Tato tkan miize prertstat kloubni povrch, infiltrovat ostatni kloubni struktury a navozovat

jejich postupnou destrukci (Zvaifler N.J. et al., 1994).

Ptedpoklada se, ze v patogenezi RA ma zésadni vyznam autoprotilatkova odpovéd’ vyvolana
interakci vrozeného (antigen prezentujici buiiky) a adaptivniho (CD4 + T lymfocyty a B
lymfocyty) imunitniho systému. Aktivovand synovie je hojné infiltrovana celou fadou

imunokompetentnich bun¢k, pfedev§im makrofagy a lymfocyty. T lymfocyty, a to zejména



stimulované Th1l lymfocyty, jsou povazovany za kli¢ové buiikky odpovédné za rozvoj a
udrzovani zanétlivé reakce v RA synovialni tkani. Recentni prace poukazuji také na
vyznamnou roli tzv. Th17 lymfocytd, které jsou zdrojem celé fady prozanétlivych cytokind
(IL-17A, IL17F, IL-21, IL-22 a TNFa), (Chabaud M. et al., 1998; Miossec P. et al., 2009).
Th1l7 se polarizuji z ThO bunék pod vlivem makrofagy a dendritickymi buikami
produkovaného IL-23. Tento interleukin spolu s dal§imi faktory (TGFp, IL-1p, IL-6, 1L-21)
vytvati prostiedi potlacujici diferenciaci T regulaénich bunék ve prospéch Th17. Tim dochazi
Kk naruseni rovnovahy mezi Th17 a Treg bunkami, které jsou nezbytné pro kontrolu zanétu.
Th17 lymfocyty jsou zdrojem zejména IL-17, ktery tidi diferenciaci neutrofilnich leukocytt a
podili se na aktivaci monocytl, fibroblastii a chondrocyti (Genovese M.C. et al., 2010;
Nadkarni S. et al., 2007). Mezi vyznamné buniky podilejici se na destrukci kloubu béhem RA
se fadi tak¢ B lymfocyty. B lymfocyty diferencuji v plasmatické bunky, které tvoii
autoprotilatky, reguluji aktivaci dendritickych bunék, ovliviuji interakce T lymfocyta s
makrofagy a s vlastnimi B lymfocyty a tvofi prozanétlivé cytokiny a chemokiny (napi. TNFa,
IL-6, IL-10 a LTP). Nezanedbatelna je jejich role také jako antigen prezentujicich bun¢k a
bungk poskytujicich dilezity kostimulaéni signal nutny pro Klonalni expanzi a funkci CD4+ T
lymfocytt (Takemura S. et al., 2001; McInnes 1.B. et al., 2007).

Makrofagy ptitomné v synovii jsou jednak fagocytujicimi a antigen prezentujicimi bunikami,
ale také vyznamnym zdrojem prozanétlivych cytokinii a chemokinti (napt. IL-1, TNFa, IL-6,
IL-12, IL-15, IL-18, IL-23 a GM-CSF) a metalloproteinaz, které¢ udrzuji zanétlivé prostiedi
RA synovialni tkané a pfispivaji k destrukci kloubu (Mclnnes I.B. et al., 2007). K regulaci
zanétu, proliferace a apoptozy piispivaji v mensi mife také zirné bunky piitomné v synovii
(Nigrovic P.A. et al., 2007; Hueber AJ. et al., 2010). Svij podil maji také neutrofilni
leukocyty, které se z vétsi Casti vyskytuji v Ssynovialni tekutiné a jsou odpovédné za produkci

prostaglandini a proteolytickych enzymu (Cascdo R. et al., 2010).

Nejen imunitni bunky, ale také aktivované synovidlni fibroblasty pfispivaji
k patogenetickému procesu u RA. Aktivované fibroblasty vykazuji oproti zdravym bunikam
zménény fenotyp, ztraceji schopnost tzv. kontaktni inhibice, rostou bez nutnosti ukotveni a
produkuji cytokiny, chemokiny, adhezni molekuly a metalloproteindzy (Bradfield P.F. et al.,
2003). Predpoklada se, ze agresivni fenotyp fibroblastli je zpusoben predevS§im zménami
v regulaci apoptozy (Aupperle K.R. et al., 1998; Schett G. et al., 1998), napt. mutacemi tumor

supresorového genu p53, expresi proteini tepelného Soku (Hsp70) a dale zménou funkce
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endoplasmatického retikula, kterd vede k naruSeni pfirozené rovnovahy mezi proliferaci a
apoptozou (Amano T. et al., 2003). Nezanedbatelny vliv naregulaci bunééného cyklu
synovialnich fibroblasti ma také epigenetickd modifikace, a to zejména metylace a acetylace

regulacnich genti a pozménénd exprese mikroRNA (Stanczyk J. et al., 2008).

Na molekulové drovni jsou imunitni mechanismy v synovii zprostfedkovany S$irokym
spektrem cytokind, jehoz sloZeni v prubéhu onemocnéni se méni. Soucasnd data ukazuji, ze
spektrum cytokinll pfitomnych v synovidlni tekutin€é pacientd s ¢asnou RA se vyznamné
odliSuje od pacientu s etablovanou RA a zasadnim zptusobem ovliviiuje prostiedi kloubu, ¢imz
piispiva k rozvoji etablované RA (Raza K. et al., 2005). Zatimco pro ¢asné stadium nemoci je
charakteristicka pfitomnost interleukint a rastovych faktoru (IL-2, IL-4, IL-13, IL-17, IL-15a
FGFs, EGFs), u pacientu s etablovanou RA hlavni roli piebiraji cytokiny jako je TNFa, ktery
indukuje produkci dalsich cytokini, chemokind, adheznich molekul, podporuje angiogenezi a
potlacuje aktivitu T regula¢nich lymfocyti. Z interleukind je nejvyznamnéjsi IL-6, ktery se
spolu s IL-1 podili na aktivaci leukocytt, IL-6 dale ovliviiuje produkci protilatek, ale také
zmény v lipidovém metabolismu. Rodina interleukinti 1 hraje roli pfi aktivaci bunék
kloubniho prostiedi chondrocytii a osteoblastd, ale i endotelovych bunék (Mclnnes 1.B. et al.,
2007). Prozanétlivé cytokiny uvolfiované v hyperplastické synovii indukuji tvorbu
metalloproteinaz v synovidlnich fibroblastech. Synovie ztraci svoji protektivni funkci a
proteolytické enzymy rozrusuji kolagenovou sit’ chrupavky, agregan a nekolagenovou
proteinovou matrix, coz vede k destrukci kloubni chrupavky a subchondralni kosti.
Protektivni funkce enzymovych inhibitora (napf. TIMPS) se stava nedostate¢nou a navic pod
vlivem cytokinii dochazi k apoptdéze chondrocytl (Sabeh F. et al.,, 2010). Dusledkem je
postupna destrukce chrupavky a pfi pretrvavajicim zanétu i1 destrukce kosti zptisobend vlivem
M-CSF (faktor stimulujici kolonie monocyti) a RANKL (ligand pro receptor aktivujici
NF«B) na diferenciaci osteoklastti (Gravallese E.M. et al., 1998), (Obr. 1.2.).
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1.2 Idiopatické zanétlivé myopatie

Idiopatické zanétlivé myopatie (IZM) tvoii heterogenni skupinu pomérné vzacnych
onemocnéni neznamé etiologie projevujici se svalovou slabosti, kterd je nasledkem zanétu
Vv piién¢ pruhované svalové tkani. Polymyositida (PM) a dermatomyozitida (DM) ptedstavuji
dvé nejrozsifenc;si kategorie zanétlivych myopatiii. Vyznamné nizsi frekvence vyskytu byla
dokumentovana u myositidy s inkluznimi télisky (IBM), ktera je Cast&jsi u pacientl starSich
50 let a byva casto zaménovana s PM (Dalakas M.C. et al., 2003; Dalakas M.C., 2004).
Vyskyt 1ZM v populaci je vzacny, odhaduje se na 20/100 000. Zeny jsou postiZeny asi tfikrat
Castéji nez muzi. Pro IZM je typicka symetricka proximalni svalové slabost, ktera je obvykle
nebolestivd. U pacientl s dermatomyositidou jsou navic kromé svalového syndromu
pozorovany charakteristické kozni zmény ve tvafi, na koncetinach a trupu. Ve vétsin¢ ptipada

jsou s IZM asociovana ruzna organova postizeni, CastéjSi je také pritomnost nadorovych

onemocnéni (Zantos D. et al., 1994; Levine S.M., 2006).

1.2.1 Polymyositida a dermatomyositida

Etiopatogeneze PM a DM neni dosud pfesné znama. Podobné jako u jinych autoimunitnich
chorob se predpoklada, ze u geneticky predisponovanych jedinci mohou nékteré vnéjsi
faktory fungovat jako spoustéci mechanismy autoimunitni reakce (Cooper G.S. et al., 1999).
Imunogenetickd predispozice v populaci pacienti s PM a DM je charakterizovana vyssi
frekvenci vyskytu uréitych HLA. Jedna se predev§sim o HLA antigeny HLA-DRB1*0301
HLA-DQAI*0501 a PTPN22 (Mastaglia F.L. and Phillips B.A., 2002; Koffman B.M. et al.,
1998; Price P. et al., 2004). Spoustécim faktorem mohou byt néktera infek¢nich agens, 1éky a
toxiny. Je diskutovana nepiimd asociace myositidy a nekterych vird (viry Coxackie B,
influenzy, paramyxovirus, cytomegalovirus a Epstein-Barr virus) a retrovira (HIV, HTLV-1)
(Leff L.R. et al., 1992; Illa I. et al., 1991; Cupler E.J., 1996; Crum-Cianflone N.F., 2008).
Nov¢ byla také popsana souvislost mezi koufenim a zvySenym rizikem produkce protilatky
anti-Jo-1 u pacienti s HLADRB1*03 (Chinoy et al., 2012). Dale existuje fada bakterialnich a
parazitarnich onemocnéni, ktera mohou vyustit v tzv. infekéni myositidu (Crum-Cianflone
N.F., 2008). V neposledni fadé uzivani nékterych 1éku (napt. antimalarika, kolchicin,
omeprazol, glukokortikoidy, interferon alfa nebo D-penicilamin) a expozice toxickym latkam
mohou vyvolat onemocnéni prakticky nerozeznatelné od idiopatické DM nebo PM (Walsh

R.J. et al., 2005).
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Vyznamna ¢ast pacientt s [ZM ma v séru pfitomny rizné autoprotilatky zamétené proti
molekulam podilejicich se na regulaci transkripce, translace anebo opravy DNA. Jejich
ptitomnost 1ze prokazat u ptiblizné 56-80 % pacientti s IZM (Brouwer R. et al., 2004; Koenig
M. et al., 2007). Autoprotilatky nespecifické pro IZM, tzv. s myositidou asociované, se
vyskytuji 1 u dalSich revmatickych chorob bez systémovych zndmek myositidy a fadi se sem
anti-Ro52, anti-Ro60, anti-Ku, anti-U1 RNP, anti-PM-Scl a dalsi (Brouwer R. et al., 2004;
Koenig M. et al., 2007). Asi u 40% pacientl byly zjistény autoprotilatky specifické pro 1ZM,
k nimz se vaze vyskyt urCitého klinického obrazu, nejCastéji charakteristicky zacatek
onemocnéni nebo typickd odpovéd na podavanou lé€bu. Mezi nejCastejsi patii protilatky proti
aminoacyl-tRNA-syntetazam, napf. anti-Jo-1 (Brouwer R. et al., 2004; Koenig M. et al.,
2007; Seiberlich S. et al., 2005).

PM a DM predstavuji dvé patogeneticky odliSna autoimunitni onemocnéni. Zatimco PM je T
lymfocyty  zprostiedkované  onemocnéni  zaméfené proti  svalovym  vlakntm,
charakteristickym znakem DM je postizeni cév zapii¢inéné humoralnimi mechanismy

namifenymi proti komponentdm endotelii, endomyzialnich kapilar a malych cév.

Polymyositida je onemocnéni zprosttedkované bunécnou imunitou. Primarné jsou postizena
svalova vlakna, kterd u pacientd s PM na svém povrchu exprimuji MHC | receptory a
kostimula¢ni molekuly, a tudiz funguji jako antigen prezentujici buiiky. Hlavni roli v
patogenezi tohoto onemocnéni hraji cytotoxické, pravdépodobné klondln¢ expandované,
CD8+ T lymfocyty a makrofagy, které obklopuji ,,non-nekroticka“ svalova vlakna.
Sensibilizované CD8+ T lymfocyty se nasledné prostfednictvim TCR receptoru vdzou na
MHCI svalovy antigen a infiltruji ,,non-nekrotickd" svalova vlakna. Nezanedbatelnou roli v
procesu invaze svalovych vlaken hraji také kostimula¢ni molekuly (BB1 a ICOSL) a jejich
ligandy (CD28, CTLA-4, a ICOS) ICAM-1/LFA-1, které stabilizuji vazbu mezi CD8+ T
lymfocyty a svalovym vlaknem. Infiltraci svalového vldkna CD8+ T lymfocyty vyznamné
usnadiiuji také matrixové degradujici metalloproteinazy a v neposledni fad¢ i cytokiny jako
interferon (IFN)y, interleukin IL-1, nebo TNFa. Vlastni nekréza svalového vlakna je
indukovana perforinovymi granuly uvoliovanymi CD8+ T lymfocyty (Dalakas M.C. et al.,
2006)(0br. 1.3. 1.).

Dermatomyositida (DM) je pfedevsim protilatkové zprostfedkované onemocnéni zacinajici v
intramuskularnich cévéch, ve kterych se ukladdaji uto¢né slozky komplementu (membrane

attack complement — MAC). Sekundarné jsou aktivovany B lymfocyty, CD4+ lymfocyty,
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makrofagy a dendritické bunky, které infiltruji do svalu, ptedevSim do intermyzia, kde
produkuji prozanétlivé cytokiny. Ty indukuji expresi adheznich molekul (VCAM, ICAM) a
integrintt (VLA-4, LFA-1) a tim podporuji dalsi infiltraci svalu mononuklearnimi bunkami.
Tento proces vede k intramuskularni angiopatii a nasledné ischemii a nekréze svalovych
vlaken (Dalakas M.C. et al., 2006) (Obr. 1.3. 11.).
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Obr. 1.3. Imunopatogeneze polymyositidy (I.) a dermatomyositidy (I1.)
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1.3  S100 proteiny

S100 rodina je tvofena vice nez 25 nizkomolekularnimi kyselymi proteiny o molekulové
hmotnosti 10-12 kDa. Poprvé byly identifikovany a popsany v hovézim mozku a na zakladé
rozpustnosti ve 100% roztoku amonium sulfatu oznaceny jako S100 (Moore B.W., 1965).
Charakteristickym znakem S100 proteinti jsou dva strukturalni motivy, tzv. ,,EF- vazebné
domény*, které s riznou afinitou vazi kalcium (Isobe T. et al., 1978). Vazba kalcia vede ke
strukturdlnim zméndm, diky nimz mohou S100 proteiny navézat cilovou molekulu
(Santamaria-Kisiel L. et al., 2006). Vedle kalcia jsou to také ionty zinku a médi, které svou

vazbou ovliviuji strukturu a pisobeni nékterych S100 proteinti (Heizmann C.W. et al., 1998).

S100 proteiny vykazuji své biologické funkce jak vV intracelularnim prostfedi, tak
extracelularn¢. Zatimco uvniti bun€k jsou v pfevazné vétsing pritomny ve formé homodimera
a heterodimerti, v podminkach extracelularniho prostfedi se vyskytuji jako oligomery nebo
multimery. Popsany byly napi. heterotetramery proteinit SI00A8/S100A9 (Strupat K. et al.,
2000;Vogl T. et al., 2006), hexamery S100A12 proteinu (Strupat K. et al., 2000; Moroz O.V.
et al., 2002) nebo tetra- a multi-mery S100A4 proteinu (Klingelhofer J. et al., 2007). VétSina
S100 proteint se vyskytuje intracelularné a podili se na regulaci fady bunécnych procest,
mezi n¢Z patii napf. proliferace, apoptdza, bunéna motilita a remodelace extracelularni
matrix (Donato R., 2003). S100 proteiny uvolnéné do extracelularniho prostfedi se svym
chovanim podobaji cytokinim. Ne&které znich se ucastni regulace bunéénych dé&ja
prostiednictvim receptoru RAGE (Huttunen A.J. et al., 2000; Hofmann M.A. et al., 1999),
avsSak v soucasnosti se stavaji pfedmétem vyzkumu i dalsi receptory, u kterych se predpoklada
mozna asociace s nékterymi S100 proteiny (Robinson M.J. et al., 2002; Kiryushko D. et al.,
2006; Semov A. et al., 2005; Klingelhofer J. et al., 2009; Vogl T. et al., 2007).

Modifikovana exprese S100 proteinli byla dokumentovdna u mnoha onemocnéni, jako jsou
neurodegenerativni a kardiovaskularni onemocnéni, zanétlivd onemocnéni, diabetes mellitus,
alergie ¢i tumory (Donato R., 2003). Ze vsech dosud znamych S100 proteint tvoii pomérné
velkou skupinu proteiny, jejichz zvySena exprese je spojovana s fadou nadorovych
onemocnéni (S100A1, S100A4, SI00A6, SI00A7 a S100B). Obecné se predpoklada, ze v
prabéhu naddorového bujeni hraje podstatnou tilohu aktivace zanétlivych bunék a imunitniho
systému (Marx J., 2004). Z praci zabyvajicich se vyzkumem S100 proteind lze usuzovat, ze
tyto proteiny by mohly tvofit urity spojovaci ¢lanek mezi chronickym zanétem a tumory.

Dikazem je napt. S100A4 protein, ktery byl donedavna spojovan pouze s rozvojem
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nadorovych chorob (Lee W.Y. et al., 2004; Gupta S. et al., 2003; Ambartsumian N. et al.,
1996). Nejnovéjsi poznatky vsak prokazaly jeho zvySenou expresi u revmatoidni artritidy a
vztah k patogenezi této chronické autoimunitni nemoci (Klingelhofer J.et al., 2007; Senolt L.
et al., 2006; Senolt L. et al., 2006). Uvnit¢é S100 rodiny byla také identifikovana trojice
proteinit charakteristickd ucasti pfi aktivaci zanétu a imunitniho procesu, tzv. alarminy

(S100A8, S100A9 a S100A12).

1.3.1 S100A12 a S100A8/9

S100A12 (calgranulin C) a S100A8/9 (calprotectin) proteiny predstavuji podskupinu
prozanétlivych proteind v ramci S100 rodiny, které jsou tvofeny pifevazné fagocytujicimi
buitkami myeloidniho ptivodu a vyznamné se podili na aktivaci zanétu a imunitnim procesu.
Vzhledem k jejich vyznamu jako endogennich molekul signalizujicich jiz v Casné fazi
posSkozeni bun€k a tkdni, jsou v soucCasnosti nékterymi autory oznacovany jako “alarminy”

(Bianchi M.E., 2007).

S100A12 (calgranulin C, EN-RAGE) je tvotfen ptevazné granulocyty (Vogl T. et al., 1999) a
monocyty (Santamaria-Kisiel L. et al., 2006) a jeho zvySena piitomnost v tkanich byla
dokumentovana u mnoha zanétlivych onemocnéni jako napf. u  psoridzy
(Mirmohammadsadegh A. et al. ,2000), zanétlivych onemocnéni sttev (Lugering N. et al.,
1995), Kawasakiho choroby (Ye F. et al., 2004), dale u nemoci jakymi jsou diabetes mellitus
2. typu (Kosaki A. et al., 2004) nebo u Alzheimerovy nemoci (Shepherd C.E. et al. ,2006).
Soucasné studie na zvifecich modelech a in vitro studie odhalily vyznam S100A12 v
patogenezi chronické artritidy. S100A12 protein byl prokdzdn v hojném mnozstvi
v neutrofilnich leukocytech a makrofazich RA synovialni tkané (Yang Z. et al., 2001) a byla
zjisténa jeho schopnost stimulovat migraci neutrofilnich leukocytt do mist zanétu (Rouleau P.
et al., 2003). V casné fazi zané¢tu S100A12 vazbou na receptor RAGE stimuluje expresi
adheznich molekul na buiikach endotelu a naslednou migraci fagocyta (Foell D. et al., 2005).
Prostfednictvim aktivace NFkB indukuje SI00A 12 tvorbu prozanétlivych cytokinti (Hofmann
M.A. et al.,, 1999). V soucasnosti byly dokumentovany zvySené¢ hladiny S100A12 v
synovialni tekutiné a plazmé pacientti s RA, psoriatickou artritidou a dnou (Rouleau P. et al.,

2003). Kromé toho, zvysené sérové hladiny S100A12 u pacientd s juvenilni idiopatickou

-----
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dochazi k jejich opétovnému zvyseni i nékolik tydnu pted klinickym projevem relapsu

choroby (Foell D. et al., 2004; Wittkowski H. et al., 2007).

Protein S100A8/9 je heterodimerem slozenym z monomertt SI00A8 (MRP8 nebo calgranulin
A) a S100A9 (MRP14 nebo calgranulin B) proteinti a je aktivné uvolilovan monocyty a
granulocyty (Rammes A. et al., 1997). Jeho zvySena exprese byla dokumentovana u tfady
zangtlivych onemocnéni, jako jsou napfiklad cystickd fibroza (Golden B.E. et al., 1996),
psoridza (Broome A.M. et al., 2003), tuberkul6za (Pechkovsky D.V. et al., 2000) ¢i zanétliva
onemocnéni stiev (Lugering N. et al., 1995). U pacientii s RA byl S100A8/9 heterodimer
detekovan v makrofazich pfitomnych v synovidlnim infiltratu (Odink K. et al., 1987) a v
mistech destrukce chrupavky (Youssef P. et al., 1999). Jak ukazuji in vitro studie, S1I00A8/9
indukuje produkci prozanétlivych cytokini, piedeSim TNFa (Sunahori K. et al., 2006). Stejné
jako u S100A 12 byly zjistény zvySené hladiny S100A8/9 u pacientd s RA v plazmé, séru a
synovialni tekutiné¢ (Rouleau P. et al., 2003; Berntzen H.B. et al., 1991). Hladiny tohoto
proteinu u pacientl s JIA jsou vyssi v synovidlni tekutin€ nez v séru, vzajemné koreluji a jsou
asociovany s aktivitou onemocnéni (Frosch M. et al., 2000; Schulze zur Wiesch A. et al.,
2004). Nejnovejsi prace poukazaly na asociaci SI00A8/9 s mirou poskozeni kloubu (Hammer
H.B. et al., 2007) a na moznost vyuziti SI00A8/9 jako prognostického markeru rentgenového
poskozeni kloubu u pacienti s etablovanou RA (Hammer H.B. et al., 2010). Obdobné jako u
S100A12, hladiny S100A8/9 klesaji po aplikaci protizanétlivé 1écby a dochazi k jejich
opétovnému zvyseni i n€kolik tydnu pied klinickym projevem relapsu choroby (De Rycke L.

et al., 2005; Foell D. et al., 2010).

1.3.2 Protein S100A4

S100A4 (metastasin, pEL, p9Ka, Fspl, CAPL, calvasculin) je termolabilni kysely protein o
molekulové hmotnosti 11-kD pivodné izolovany u mysi jako gen tvofeny metastatickymi
buiikami adenokarcinomu mlécné zlazy (Ebralidze A. et al., 1989). Pfitomnost S100A4 byla
potvrzena v zanedbatelném mnozstvi také ve zdravé tkani, avSak jeho fyziologicka funkce
nebyla dosud pIn¢ objasnéna (Takenaga K. et al., 1994; Gibbs F.E. et al., 1995).

U mysi je znamo, Ze intracelularni S100A4 mize byt tvofen bunkami hladkych svald,

epitelidlnimi buitkami, endotelidlnimi bunikami krevnich cév, hnédou tukovou tkani, buiikami

jater, parietalnimi bunikami zaludku, neurony a nékterymi imunitnimi buiikami ve slezing,
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brzliku a kostni dieni (Gibbs F.E. et al., 1995; Grigorian M. et al., 1994). Bylo zjisténo, ze
S100A4 je tvofen makrofagy, dendritickymi bunkami, zirnymi bunikami (mastocyty),
neutrofilnimi leukocyty, nékterymi typy T lymfocytd, pericyty a také synovialnimi fibroblasty
ve stadiu chronického zanétu (Klingelhofer J. et al., 2007). Funkéni protein mlize vytvaret
homodimery (S100A4/S100A4), heterodimery (S100A4/S100Al) nebo oligomery i
multimery (Wang G. et al., 2000; Tarabykina S. et al., 2000). Regulace bunéénych procesu se
ucastni prostfednictvim vazby na cilové molekuly, jako jsou nesvalovy myosin II (Kriajevska
M. et al., 1994) a liprin B1(Kriajevska M. et al., 2002), které¢ hraji dalezitou roli v bunécné
adhezi a motilité. Neméné vyznamna je vazba S100A4 na tumor supresorovy protein pS3 a
nasledna regulace programované bunééné smrti — apoptézy (Grigorian M. et al., 2001; Davies
B.R. et al., 1993). Dale byl prokdzan vliv extracelularniho S100A4 na angiogenezi
(Ambartsumian N. et al., 2001) a na produkci proteolytickych enzymu, které se podileji na
remodelaci extracelularni matrix (Senolt L. et al., 2006; Schmidt-Hansen B. et al., 2004),
(Obr. 1.4.). Extracelularni S100A4 mlzZe stimulovat rlst neuritu primarnich hipokampalnich
neuront (Novitskaya V. et al., 2000) a migraci astrocytickych tumorovych bunék (Belot N. et
al.,, 2002). Byla pozorovana také negativni regulace mineralizace extracelularni matrix
(Duarte W.R. et al., 2003).

Bunéc&na proliferace =5 e
Bunécna motilita

a apoptdza
®
N /'
t s100a4 ¢
A’// l \
Bunécna adheze Remodelace Angiogeneze
extracelularni
matrix

Obr. 1.4. Vyznam S100A4 proteinu v regulaci buné¢nych procesu.

1.3.2.1 Vyznam S100A4 u naddorovych onemocnéni
Tvorba tumort a Sifeni metastaz je rozsahly a komplexni proces, kterého se i€astni mnozstvi
regulacnich molekul. Jednou z nich je S100A4 protein, jehoz vztah k metastdzam a tumorim

byl podrobn¢ studovan jak u transgennich mysi (Ambartsumian N. et al., 1996), tak u ¢loveka
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(Lee W.Y. et al., 2004; Gupta S. et al., 2003).

Intracelularni S100A4 se vaze na cytoskeletalni struktury a reguluje tak motilitu nadorovych
bunék. U metastatickych bun€k bylo zjisténo, Ze interakce S100A4 s tézkym fetézcem
nesvalového myosinu vede ke zméndm dynamiky myosinu (Kriajevska M.et al., 1998, 2000).
Podobn¢, interakce mezi S100A4 a nesvalovym tropomyosinem ma za nasledek rozklad

aktinovych filament (Takenaga K. et al., 1994).

Dalsim piedpokladem pro tvorbu metastaz je oddéleni bun¢k z nadoru, vstup do krevniho
feCisté a adheze k okolnim bunkam a matrix. To se dé&je za Gcasti adhezivnich molekul jako
jsou napfiklad laminin a E-cadherin. U mysSich i lidskych tumorti byla prokdzana inverzni
korelace mezi expresi S100A4 a transmembranovym glykoproteinem E-cadherinem. Bylo
zjisténo, ze invazivni chovéani nadorovych bunék exprimujicich SI00A4 by mohlo byt
navozeno utlumenim exprese E-cadherinu (Kimura K. et al., 2000; Keirsebilck A. et al.,
1998). In vivo pokusy odhalily specifickou vazbu S100A4 na transmembranovy protein liprin
B1, ktery je jednim z ¢lanki signalni kaskady regulujici buné¢nou adhezi (Kriajevska M. et
al., 2002).

Podrobné byl studovan také vztah mezi SI00A4 a tumor supresorovym proteinem p53, jenz je
povazovan za jeden z nejvyznamnéjSich faktorti regulujicich bunéény cyklus. Narozdil od
normalniho (wild) typu p53, jehoz mnozstvi je v nemutovanych buiikdch nizké, dochazi v
transformovanych a nadorovych buiikdch k jeho signifikantnimu nartstu. V bunkach
exprimujicich S100A4 bylo zjisténo zvySené mnozstvi proteinu p53 (Parker C. et al., 1994).
Experimenty na bunéénych liniich produkujicich normélni protein p53 ukazaly, Ze indukce
S100A4 v téchto bunéénych liniich ma vliv na expresi gent regulovanych p53 proteinem,
jako jsou napiiklad p21/WAF a bax (Grigorian M. et al., 2001). ZvySeni apoptdzy vlivem
vazby proteinu S100A4 na p53 miZe vést ke ztraté¢ funkce normalniho typu p53, coZ se mlize
projevit nadbytkem mutovaného p53 a vyvojem agresivniho bunééného fenotypu v pocatcich
nadorové progrese (Grigorian M. et al., 2001). U mysi s inaktivovanym genem pro S100A4,
které byly vystaveny gama zafeni, byla pozorovana redukce apoptozy (El Naaman C. et al.,
2004). Experimenty na mySich tumorech prokazaly pozitivni vliv extracelularniho S100A4 na
prezivani nadorovych bun¢k zplisobené snizenim exprese bax. Nebyl potvrzen rozdilny efekt
dimert a oligomerti S100A4 na expresi bax a piekvapiveé nebyl pozorovan zadny vliv S100A4

na expresi p21/waf (Schmidt-Hansen B. et al., 2004).
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Dalsi podminkou pro rust nadoru a metastazovani je angiogeneze. Ta je ovliviiovana S100A4
proteinem prostiednictvim regulace exprese trombospondinu 1 (Roberts D.D., 1996) a
enzymu degradujicich matrix — napi. MMPs (Grigorian M. et al., 2001; Schmidt-Hansen B. et
al., 2004). Experimenty zalozené na stimulaci endotelovych bunék oligomerni formou
S100A4 proteinu odhalily sniZenou expresi genu pro trombospondin 1 (Grigorian M. et al.,
2001; Schmidt-Hansen B. et al., 2004). Pokusy in vitro dale ukazaly, ze SI00A4 oligomer
indukuje chemotaktickou motilitu endotelovych bunék a mize tak pfispivat k angiogenezi. In
vivo indukuje S100A4 neovaskularizaci rohovky (Schmidt-Hansen B. et al., 2004). Vztah
S100A4 k MMPs byl potvrzen u endotelidlnich bun€k, u nichz byla po stimulaci
extracelularnim S100A4 detekovana zvySena exprese MMP-13. Naopak sniZzeni hladiny
MRNA MMP-2, MMP-14 a TIMP-1 nésledovalo po snizeni exprese S100A4 u bun&cné linie
metastazujicich bunék (Bjornland K. et al., 1999). Podobné vysledky byly dokumentovany i
pro MMP-9 (Saleem M. et al., 2006). Poznatky o roli S100A4 v progresi nadorovych
onemocnéni nashromazdéné za posledni desetileti dokazuji, ze S100A4 ma nezanedbatelny
podil na agresivnim a invazivnim chovani nadorovych bunék a tvorbé metastaz (Helfman

D.M. et al., 2005).

1.3.2.2 Vyznam S100A4 v patogenezi autoimunitnich onemocnéni

U proliferujicich synovialnich fibroblastli od pacienti s RA byla prokazana zvySena exprese
nékterych gent, mimo jiné i S100A4 (Masuda K. et al., 2002). Narozdil od zdravé kontrolni
tkané byla S100A4 mRNA zjisténa v RA synovialni tkani. SI00A4 mRNA byla exprimovéna
V intersticiu i povrchové synovialni intimné. Nam se podafilo prokézat zvysené mnozstvi
S100A4 proteinu v synovidlni tkéni, ale také v synovialni tekuting i plazmé pacienti s RA
oproti jedinciim s osteoartrézou (Klingelhofer J.et al., 2007; Senolt L. et al., 2006). Odlisnosti
byly zjistény také ve formé S100A4 vyskytujiciho se v plazmé a synovialni tekutin€. Zatimco
u pacient s RA byl S100A4 pfitomen ve form¢ bioaktivnich oligomert, u pacienti s OA se
vétsina S100A4 vyskytovala ve formé dimeri. Narozdil od nékterych dalSich S100 proteint
aktivné se Uucastnicich zanétlivych procest (S100A7, S100A8, S100A9 a S100A12) je
S100A4 exprimovan vétsinou bun¢k synovialni tkané - synovialnimi fibroblasty, imunitnimi

bunkami i buiikami cévniho endotelu.

U synovialnich fibroblastli, podobné jako u bunék nddorového typu, stimuluje extracelularni

S100A4 tvorbu nékterych MMPs. ZvySena exprese byla potvrzena pro MMP-1, MMP-3,
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MMP-9 a MMP-13 (Senolt L. et al., 2006). V mistech RA synovialni tkan& byla pozorovana
zvySena exprese proteinu p53 oproti OA synovialni tkani (Klingelhofer J. et al., 2007).
Extracelularni S100A4 oligomer navodil stabilizaci tumor supresorového proteinu p53, jeho
fosforylaci v misté aminokyseliny Ser37 a tim transkripci cilovych gent proteinu p53 (bcl-2,
p21/WAF a HDM2), které se podileji na regulaci bunécné proliferace a apoptozy
(Klingelhofer J. et al., 2007). Ptesna uloha proteinu S100A4 a jeho vliv na apoptozu ¢i

proliferaci bun¢k synovialni tkadn¢ musi byt jesté blize prozkoumany.

Na zaklad¢ soucasnych znalosti o SI00A4 a jeho vztahu k RA Ize konstatovat, ze se S100A4
vyskytuje ve zvySeném mnozstvi nejen lokalné v misté zanétu, ale také systémové v krevnim
obéhu. S100A4 je exprimovan synovialnimi fibroblasty a zanétlivymi buiikami v mistech
destrukce kloubni chrupavky, kde mtze fungovat jako dilezity prvek regulujici bunécnou
apoptozu, proliferaci a produkci MMPs (Obr. 1.5.). Jedna z nejnovéjsich praci zaméfenych na
S100A4 prokazala pomoci imunohistochemickych barveni a imunoblottingu pfitomnost
S100A4 v artrotické chrupavce a lidskych chondrocytech, zatimco u normalni tkdn€ a bunék
nebyl S100A4 ptitomen. U chondrocytli bylo navic potvrzeno, Ze extracelularni S100A4
stimuluje produkci MMP-13 a na pifenosu signalu se ucastnil receptor pro pokrocilé glykacni
produkty (RAGE). S100A4 indukovana aktivace RAGE m¢la za nasledek aktivaci NF-xB a
produkci reaktivnich kyslikovych radikald (Yammani R.R. et al., 2006).

Nové byl S100A4 protein detekovan u psoriazy, zanétlivého autoimunitniho onemocnéni
kize. Byla prokdzana zvySena piitomnost S100A4 proteinu v postizené¢ kiizi pacientl
S psoriazou a byla zjiSténa sekrece jeho aktivnich multimernich forem (Zibert J.R. et al.,
2010). Podobné jako u RA a tumor, S100A4 se i zde podili na regulaci apoptdzy
prostiednictvim p53 tumor supresoroveho proteinu. Navic, vyblokovani S100A4 u
imunodeficientnich mysi vede k redukci tloustky epidermis a utlumeni proliferacni aktivity

bunék (Zibert J. R. et al., 2010).

Soucasné vysledky ukazuji, ze S100A4 hraje vyznamnou roli v patogenezi zanétlivych
revmatickych onemocnéni. Je znamo, Zze S100A4 je lokalné akumulovan v postizené tkani a
podili se na regulaci metabolickych déji na molekularni i bunééné arovni, avsak piesny
mechanismus jeho plsobeni u autoimunitnich onemocnéni nebyl =zatim podrobné

prostudovan.
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Obr. 1.5. Pifedpokladany vyznam S100A4 proteinu v zanétlivém procesu a poSkozeni kloubni

chrupavky u revmatoidni artritidy.
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2 HYPOTEZAACILE

Hypotéza této disertacni prace je zaloZzena na poznatcich o roli nékterych S100 proteint
Vv regulaci zanétu.

Prvni cast diserta¢ni prace se opira o vyznam S100A4/metastasinu v priabéhu nadorovych
onemocnéni a o paralelu agresivniho chovani RA-synovialnich fibroblastd s metastatickym
chovanim zhoubnych nadori. Vychazi z objevu zvySené akumulace S100A4 u pacientti s RA
v mistech probihajiciho zanétu s potencidlnim vlivem na apoptoézu a tvorbu katalytickych
enzymi, a je proto vénovana podrobnéjSimu studiu role SI00A4 proteinu v patogenezi zanétu
u pacientll s revmatoidni artritidou a molekularni podstaté tohoto procesu. Dale vychazime ze
soucasnych poznatkt prokazujicich vyznam S100A4 proteinu u zanétlivych a fibrotickych
onemocnéni a jeho podil na procesu tkanového poskozeni. Proto bylo snahou zhodnotit roli
S100A4 v patogenezi idiopatickych zanétlivych myopatii  (polymyositidy a
dermatomyositidy). Predpokladdme, ze S100A4 by se mohl vyznamné podilet na regulaci
zanétu a poSkozeni svalovych vlaken u pacientti s touto diagnozou.

Druhd cast hypotézy je podlozena znalostmi o prozanétlivych vlastnostech S100A8/9 a
S100A12, tzv. S100 alarmint, jejich vztahu K ativit¢ onemocnéni a kloubnimu poskozeni u
revmatoidni artritidy. Zde je nasim cilem objasnit vyznam S100 alarmind u pacientti s ¢asnou

revmatoidni artritidou, kde by mohly slouzit jako vhodné ukazatele vyvoje nemoci.

Cilem této diserta¢ni prace je alespon Casteéné objasnit vyznam vybranych S100 proteind u

pacientt s revmatickymi chorobami.

1. Ur¢it vztah systémovych hladin S100A4/metastasinu k aktivité revmatoidni artritidy

2. Zhodnotit roli S100A4 ve vztahu k zanétu u pacientli s revmatoidni artritidou a urcit

molekularni mechanismy vedouci k S100A4 indukované imunitni odpovédi

3. Stanovit potencialni vyznam S100A4/metastasinu v patogenezi idiopatickych zanétlivych

myopatii

4. Zhodnotit vyznam S100 alarminti u pacientu s casnou revmatoidni artritidou
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3 METODIKA A VYSLEDKY

3.1 Vyznam S100 proteinii u revmatickych onemocnéni (komentire k publikacim
zarazenym do disertac¢ni prace)

3.1.1 Hladiny S100A4 proteinu koreluji s aktivitou onemocnéni a aplikace anti-TNFa
terapie vede k poklesu hladin biologicky aktivni multimerni formy S100A4 v
plazmé u pacienti s revmatoidni artritidou

Protein S100A4 se ve zvySené miie vyskytuje u pacienti s RA a predpoklada se, ze
pfedevSim jeho biologicky aktivni multimerni forma mulze potencovat hyperplastické a
zanétlivé zmény kloubni vystelky (Senolt L. et al., 2006; Klingelhéfer J. et al., 2007). V nasi
studii jsme se zaméfili na vztah plazmatickych hladin S100A4 k aktivité onemocnéni a na vliv
anti-TNFa 1écby na hladiny S100A4 proteinu u pacientd s RA.

Nase vysledky ukdzaly, ze hladiny S100A4 vyznamné koreluji s aktivitou onemocnéni u
pacientll pied 1écbou (Obr. 3.1.). U pacientd 1é¢enych adalimumabem jsme nepozorovali
vyznamné zmény v hladinach S100A4 v plazmé v pribéhu 6 a 12 tydntl 1écby (Obr. 3.2. A).
Pomoci chromatografické metody, kterd umoziiuje oddélit dimerni a multimerni formu
proteinu jsme vSak zjistili, ze aplikace adalimumabu po dobu 12 tydnli vede k poklesu hladin
multimerni formy S100A4 ve prospéch dimerni formy (Obr. 3.2.B-D). Pro prikaz rozdilnosti
v biologické aktivité téchto dvou forem S100A4 proteinu jsme provedli in vitro experiment a
ukazali jsme, Ze lidské monocyty vystavené plsobeni S100A4 multimeru produkuji
signifikantné vyssi hladiny cytokinu TNFa oproti dimerem stimulovanym monocytim (Obr.
3.3).
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Obr. 3.1. Korelace plazmatickych hladin S100A4 proteinu s aktivitou onemocnéni (DAS28)
u pacientli s RA pfed podanim anti-TNFa terapie.
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Obr. 3.2. Anti-TNFa 1é¢ba nema vliv na hladiny celkového S100A4 proteinu v plazmé
pacienti s RA (A). Po 12 tydnech 1écby dochazi k poklesu hladin biologicky aktivnich
multimernich forem S100A4 ve prospéch neaktivnich SI00A4 dimerd v plazmé pacientti (B,
C). U pacienta, ktery dostatecné¢ neodpovidal na anti-TNFa 1écbu (D) nebyl jasné
pozorovatelny pfechod S100A4 multimernich forem na dimerni formy, naopak doslo ke
zvyseni hladin oligomernich forem S100A4.
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Hodnoty na ose x zobrazuji 13 frakci SI00A4 o rizné molekulové hmotnosti (kDa). Kazda
frakce odpovida dané konformaci S100A4 (napiiklad: fr.#13=2mer, fr.#11=4mer,
fr.#9=14mer, fr.#5 = >60 mer).
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Obr. 3.3. Lidské monocyty stimulované S100A4 multimerem vyznamné exprimuji (A) a
uvolnuji (B) TNFa do kultivaéniho média oproti monocytim vystavenym S100A4 dimeru a
oproti nestimulovanym monocytim.

Publikace k tématu:

Oslejskova L, Grigorian M, Hulejova H, Vencovsky J, Pavelka K, Klingelhofer J, Gay S,
Neidhart M, Brabcovad H, Suchy D, Senolt L. Metastasis-inducing S100A4 protein is
associated with the disease activity of rheumatoid arthritis. Rheumatology (Oxford), 20009,
48:1590-4.

3.1.2 Protein S100A4 je zvySené exprimovan u pacienti s idiopatickymi zanétlivymi
myopatiemi

S100A4 protein hraje vyznamnou roli v pribéhu zanétu u revmatoidni artritidy. Z tohoto
divodu jsme se zaméfili na studium role S100A4 u pacientl s idiopatickymi zanétlivymi
myopatiemi (Tab. 3.1) a to ve vztahu k patogenezi zanétu a poskozeni svalové tkang. Zjistili
jsme, ze S100A4 protein je vyznamné exprimovan ve svalové tkani pacientt se zanétlivymi
myopatiemi oproti zdravym jedincam (Obr. 3.4, Tab. 3.2) a to pfedev§im v bufnikach
zanétlivého infiltratu (Obr. 3.6), v okoli nekrotickych vlaken a vyjimeéné také v
regenerujicich svalovych vlaknech pacientt s PM/DM (Obr. 3.5). Pomoci in vitro
stimula¢nich experimenti jsme prokazali prozanétlivy uéinek S100A4 multimeru na
mononuklearni bunky (PBMCSs) izolované z periferni krve zdravych jedinct, které po
expozici S100A4 zvysené exprimuji a uvolfiuji prozanétlivé cytokiny TNF-a, IL-1p a IL-6

oproti kontrolnim bunkam (Obr. 3.7). Buiikky myocyti ovlivnéné S100A4 multimerem naopak
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nevykazovaly prakticky zadné prozanétlivé zmény na genové ani proteinové trovni. To mize

Mrwe

jako o mozném zprosttedkovateli prozanétlivého efektu S100A4. Dale se ukéazalo, ze S100A4

nema vliv na expresi pro/anti- apoptotickych molekul Bax a Bcl2 mononukledrnimi butikami

a myocyty, a nepodili se na regulaci apoptézy indukované perforin/granzyme B systémem.

Pacient Vék Pohlavi  Diagndza Lécba v dobé biopsie
1 71 F PM Pred 40

2 63 M PM Pred 60

3 56 F PM 7zadna

4 49 M PM zadna

5 54 M PM zadna

6 50 F PM zadna

7 57 F PM zadna

8 78 F PM zadna

9 56 F DM/Scl Pred 60

10 64 F DM zadna

11 30 M DM zadna

12 74 F DM zadna

13 74 F DM Pred 60

14 61 F DM Pred 20, MTX

Tab. 3.1. Stru¢na charakteristika pacientl v dob¢ biopsie
F, Zena; M, muz; PM, polymyositida, DM, dermatomyositida; Scl, sklerodermie; Pred,
prednison; MTX, methotrexat

Kontroly  Medianovy Pearsoniv
test chi-square test
Mononuklearni infiltrat 2 (1-3) 0 (0-0) p=0.001 p<0.0001
Cévy a kapilary 1.5(1-3) 1.5(1-2) p=1.0 p=0.840
Intersticidlni pojivova tkan 1(0-2) 1(1-2) p=0.661 p=0.301
Svalové vldkna 0.5(0-1) 0(0-0) p=0.003 p=0.010

Tab. 3.2. Exprese S100A4 proteinu ve sledovanych oblastech svalové tkané pacienti s
polymyositidou/dermatomyositidou a kontrolnich jedinci.

Intenzita exprese S100A4 proteinu byla hodnocena s vyuzitim semi-kvantitativniho
ctytbodového skorovani. Hodnota O, vyjadiuje zadné; 1, slabé; 2, stfedni; a 3, silné barveni.
Hodnoty jsou vyjadieny jako median (min-max). PM/DM, polymyositida/dermatomyositida.
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Obr. 3.4. Imunohistochemické barveni S100A4 proteinu ve svalové tkani: (Al)
polymyositida, (B1) dermatomyositida a (C1) kontrolni svalova tkan. Exprese S100A4 byla
vyznamné zvySend v mononukledrnich bunikach zanétlivého infiltratu v okoli nekrotickych
svalovych vlaken. Nékolik regenerujicich svalovych vladken bylo pozitivnich na S100A4 u
pacientdl s myositidou oproti kontrolni tkani. Endotelové bunky velkych cév perimysia a
kapilar endomysia exprimovaly S100A4 u pacienti i u kontrolni skupiny v podobné mife.
Intenzita barveni S100A4 byla srovnatelnd u polymyositické a dermatomyositické tkané.
Mysi 1gG byl pouzit jako izotypova kontrola (A2, B2, C2). ZvétSeno x 200.

Obr. 3.5. Exprese S100A4 v regenerujicim svalovém vlaknu u pacienta s PM. ZvétSeno x
400.
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Obr. 3.6. Kolokalizace
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Obr. 3.7. S100A4 protein indukuje zvysenou expresi (A) a uvoliovani (B) TNFa, IL-1f3 a IL-
6 u perifernich krevnich mononuklearnich bun¢k (PBMCs). Exprese Bax, Bcl2 mRNA (A), a
produkce granzymu B a perforinu (B) ziistaly nezménény u PBMCs stimulovanych S100A4
proteinem. Exprese mMRNA byla detekovana po 6ti hodinach a hladiny proteini uvolnénych
do bunéénych supernatantii po 24 hodinach. Vysledky jsou vyjadieny jako primér a SEM, *

p<0.01; ** p<0.005; *p<0.001.

32



Obr. 3.8. Imunohistochemické barveni TLR-4 ve svalove tkani: (Al) polymyositida, (B1)
dermatomyositida a (C1) kontrolni svalova tkan. TLR-4 byl exprimovan mononuklearnimi
buiikami infiltrujicimi svalovou tkan pacientl s idiopatickymi myopatiemi, avSak nebyl
detekovan u tkané zdravych kontrol. Pfitomnost TLR-4 nebyla prokazana ve svalovych
buiikach. Mysi IgG byl pouzit jako izotypova kontrola (A2, B2, C2). Zvétseno x 200.

Publikace k tématu:

Cerezo LA, Kuncova K, Mann H, Tomcik M, Zamecnik J, Lukanidin E, Neidhart M, Gay S,
Grigorian M, Vencovsky J, Senolt L. The metastasis promoting protein S100A4 is increased
in idiopathic inflammatory myopathies. Rheumatology (Oxford). 2011;50:1766-72.

3.1.3 Snizeni hladin sérového calprotectinu (S100A8/9) koreluje s poklesem poctu
oteklych kloubii u pacientt s ¢asnou revmatoidni artritidou

Proteiny S100A8/9 a S100A12 ptedstavuji skupinu prozanétlivych S100 proteind hojné
detekovanych lokaln¢ i systémové u pacienti s RA (Youssef P. et al., 1999; Foell D. et al.,
2003; Sunahori K. et al., 2006). Zejména SI00A8/9 protein byl recentné¢ popsan jako vhodny
marker pro hodnoceni aktivity onemocnéni a progrese poskozeni kloubti u RA (Hammer H.B.
et al, 2010). Casnid revmatoidni artritida ptedstavuje ranou fazi onemocnéni
s charakteristickymi imunopatogenetickymi znaky, béhem niz v¢asna aplikace vhodné 1é¢by
mize zamezit nevratnému poSkozeni kloubli Vv budoucnosti. NaSe soucasné znalosti
patologickych mechanismii a biomarkeri plsobicich v rané f4zi onemocnéni jsou
nedostacujici, a proto bylo nasim cilem zhodnotit vyznam S100 proteint u pacientl s ¢asnou

RA (Tab. 3.3). Zjistili jsme, Ze hladiny S100A8/9 a S100A12 jsou signifikantné vyssi u
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pacientl s Casnou RA oproti zdravym kontrolam a po 3 mésicich konven¢ni 1é¢by doslo k
jejich poklesu na hladiny bezné u zdravych jedinci (Obr. 3.9). Kromé¢ toho, hladiny S100A8/9
u pacientl pred léCbou signifikantné koreluji s laboratornimi a klinickymi markery
onemocnéni jako jsou CRP, DAS28 nebo pocet oteklych kloubd (Obr. 3.10 A-C), korelace
hladin S100A12 s témito parametry je mén¢ vyznamna (Obr. 3.10 D-F). Podobné je tomu v
piipad¢ asociace poklesu hladin S100 alarminti se zménami hodnot danych parametrii v
prib&hu lécby (Obr. 3.11 A-F). S vyuzitim mnohondsobné linearni regresni analyzy jsme
odhalili, ze poklesy hladin S100A8/9 v séru by mohly slouzit jako vyznamny prediktor
poklesu poctu oteklych kloubt u pacient s ¢asnou RA 1é€enych konvenéni 1é¢bou (Tab. 3.4 a

3.5).

Zakladni charakteristika pacienti s ERA a zdravych kontrol

Charakteristika 52123) ianzrg;)é kontroly
Pohlavi (F/M) 30/13 11/21

vék (roky) 50.90 + 16.40 4397+ 154
CRP (mgf) 16.20 £ 20

ESR (mm/1%) 34.20 £23.72

SJC z celkového 10.00 £9.28

poétu 66

DAS28 skére 531+ 1.51

RF pozitivita, n (%) 32 (74.4%)

Anti-CCP pozitivita, n (%) 22 (51.2%)

Léky (DMARD/GC) 42/35

Anti-CCP, autoprotilatky proti citrulinovanym proteinim; CRP, C-
reaktivni protein; DAS28 skore. skore activity onemocnéni;
DMARDs, chorobu modifikujici léky; ERA, casna revmatoidni
artritida; ESR. sedimentace erytrocyti; F. zena; GC,
glukokortikoidy; M, muz; MTX, metotrexat; RF, revmatoidni faktor;
SJC, pocet oteklych kloubtl. Data jsou vyjadiena jako prumeér (SD).

Tab. 3.3 Zakladni charakteristika pacientii s Casnou RA a zdravych kontrol
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Potateéni DAS28 (n=43; r’=0.422 ; F=16.355; p<0.000)*

A DAS28 (n=41; r>=0.349 ; F=11.727; p<0.000)"

Odhad Odhad

Proménna parametra S.E.  t-hodnota p Proménna parametra S.E. t-hodnota p
Intercept 4.351 246 17.662 0.000 Intercept -2.117 0.277 -7.649 0.000
Pocate¢ni CRP 0.037 0.010 3.619 0.001 Pocate¢ni CRP  0.080 0.038 2.124 0.040
Pocate¢ni SI00A8/9 0.000 0.000 2.007 0.052 ACRP 0.136 0.042 3.248 0.002
Pozn. Adjustované hodnoty r? jsou zobrazeny vyse.
& Vylou¢enymi prediktory jsou vék a po&iteéni hladiny S100A12
P Vylougenymi prediktory jsou v&k a po&ateéni hladiny S100A12, pocatetni hladiny S100A8/9, AS100A12 a AS100A8/9
Tab. 3.4 Model mnohonasobné linearni regresni analyzy pro DAS28 pted 1é¢bou a jeho zmény
(ADAS28) béhem 1écby.
Potateéni SIC (n=43; r’=0.260 ; F=8.360; p=0.001)* A SJC (n=41; r’=0.245 ; F=13.974; p=0.001)"

Odhad Odhad t-
Proménna parametri S.E. t-hodnota p Proménna parametri S.E. hodnota p
Intercept 5.093 1712 2975 0.005 Intercept -5.192 1.148  -3.500 0.001
Pocate¢ni CRP 0.147 0.071  2.067 0.045 A S100A8/9  0.001 0.000 3.738 0.001
Pocatecni
S100A8/9 0.001 0.000 2.010 0.051 --- - --- ---

Pozn. Adjustované hodnoty r* jsou zobrazeny vyse.
& Vylou¢enymi prediktory jsou vék a po¢ateéni hladiny S100A12
® Vylougenymi prediktory jsou vék a po&ateéni hladiny S100A12, SI00A8/9 a CRP, AS100A12 a ACRP

Tab. 3.5 Model mnohonasobné linearni regresni analyzy pro pocet oteklych kloubt (SJC)

pred 1écbou a jeho zmény (A SJC) béhem 1écby.
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Publikace k tématu:
Andrés Cerezo L, Mann H, Pecha O, Plestilova L, Pavelka K, Vencovsky J, Senolt L.
Decreases in serum levels of S100A8/9 (calprotectin) correlate with improvements in total
swollen joint count in patients with recent-onset rheumatoid arthritis. Arthritis Res Ther. 2011
Jul 26;13(4):R122.

3.2 Molekularni mechanismy S100A4 indukované zanétlivé odpovédi u pacientd
s revmatoidni artritidou

S100A4 protein je stale Castéji spojovan s fadou chronickych zanétlivych onemocnéni a je
diskutovana jeho aktivni role v regulaci zanétu (Senolt L. et al., 2006; Klingelhofer J. et al.,
2007; Zibert J.R. et al., 2010). Doposud vSak nebyly popsany pfesné mechanismy vedouci k
S100A4 indukované zanétlivé reakci. Je znamo, Zze S100A4 mize vazbou na receptor pro
pokrocilé glykacni produkty (RAGE) pies aktivaci NFkB stimulovat tvorbu MMP-13
v chondrocytech (Yammani R.R. et al., 2007). Nezavisle na RAGE indukuje S100A4 rast
neuritu prostfednictvim interakce s heparan sulfatem na povrchu bunék (Kiryushko D. et al.,
2006), stimuluje angiogenezi vazbou na annexin Il. (Semov A. et al., 2005) nebo reguluje
proliferaci a progresi nadorového bujeni prostfednictvim receptoru pro epidermalni ristovy
faktor (Klingelhofer J. et al., 2009). V souvislosti s indukci zanétu byla popsana interakce
S100A12 proteinu s receptorem RAGE (Hofmann M.A. et al., 1999) a nov¢ji také vazba
S100A8/9 na TLR-4 u monocyti (Vogl T. et al., 2007). Vzhledem k nedostatku poznatki o
pfesném mechanismu prozanétlivého ptisobeni S100A4 se cilem nasi prace stalo studium role

S100A4 v indukci zanétlivé odpoveédi a molekularni podstaty tohoto procesu.

3.2.1 Metodika

Materiél

Pro studii byly pouzity vzorky periferni krve pacientl s revmatoidni artritidou. Pacienti splnili
ACR kritéria pro diagnézu RA (Arnett et al., 1988) a podepsali informovany souhlas
schvaleny etickou komisi Revmatologického Ustavu v Praze.

Stimulace PBMCs

Mononuklearni buniky periferni krve byly izolovany metodou Ficoll-Plaque gradientové
centrifugace. Cerstvé vyizolované PBMCs byly nasazeny o hustoté 5.0 x 10°> na 1 ml
Advanced RPMI 1640 kultiva¢niho media (Invitrogen, Carlsbad, CA) v 6-jamkovych
destickach a inkubovany 30min ve 37°C s 5% CO2 v atmosféfe inkubatoru. Buiky byly
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stimulovany S100A4 multimerem (1pg/ml), SI00A8 (1pg/ml), S100A12 (1pg/ml) a mySim
IgG (10pg/ml) po dobu 24 hodin (proteiny pro stimulaci poskytla laboratof Dr. Grigorian).
Pro inhibi¢ni experimenty byly bunky vystaveny plsobeni inhibitort ¢i protilatek 30 min pied
pfidainim S100A4 proteinu. Byly pouzity nésledujici inhibitory a protilatky: 10 pg/ml
abRAGE (R&D Systems, Minneapolis, MN); 100 pg/ml AGE-BSA (Biovision, Mountain
View, CA), coz je RAGE ligand; 10ug/ml abTLR-4 (Biolegend, San Diego, CA); 50uM
MyD88 inhibitor (Imgenex, San Diego, CA), inhibitory MAP kinaz: ERK (PD98059; 2uM),
p38 (SB203580; 50uM), jnk (SP600125; 40nM) (Calbiochem, San Diego, CA) a inhibitor
NFkB -500 uM caffeic acid phenethyl ester (Tocris Bioscience, Ellisville, Ml). Po 24h

inkubaci bylo odebrano kultiva¢ni medium a skladovano v-80°C.

Stimulace CD3+ T lymfocytia

Mononuklearni buiiky periferni krve byly izolovany metodou Ficoll-Plaque gradientové
centrifugace. Z nich byly pozitivné vyselektovany CD3+ T lymfocyty pomoci magnetickych
kuli¢ek anti-CD3 microbeads (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) a nasazeny na 6-jamkove
desticky v poétu 5.0 x 10° bundk na I1ml Advanced RPMI 1640 kultivaéniho media
(Invitrogen, Carlsbad, CA) s L-glutaminem a inkubovany 30min ve 37°C s 5% CO2 v
atmosféte inkubatoru. CD3+ lymfocyty byly stimulovany S100A4 multimerem (1pg/ml) a
lipopolysacharidem z E.coli (10ng/ml) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). Po 24h inkubaci

bylo odebrano kultiva¢ni medium a skladovano v -80°C.

Utlumeni genu S100A4 v CD3+ T lymfocytech

Transfekce CD3+ lymfocyta byla provedena s vyuzitim Amaxa Human T Cell Nucleofector
Kit pomoci pfistroje Amaxa Nucleofector Il (Amaxa Co., KoIn, Germany). Podle pokynt
vyrobce byly buriky resuspendovany ve 100 ul nukleofekéniho roztoku. Nasledné byla
piidana S100A4 siRNA (15ug/ml) (Eurogentec, Seraing, Belgium), sm¢s byla pienesena do
kyvet a transfekovana v piistroji nastaveném na program T023 pro CD3+ lymfocyty. Po
transfekci bylo do kazdé kyvety pridano 500 ul RPMI 1640 média s 10% FCS, L-glutaminem,
penicillinem a streptomycinem vytemperovaného na 37°C. Transfekované buinky v 500ul
média byly pfeneseny na 6-jamkové desticky s Advanced RPMI 1640 médiem. Po 24
hodinové inkubaci byly bunky lyzovany RLT bufferem (Qiagen, Hombrechtikon,
Switzerland) a skladovény v-80°C.
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Real Time PCR

Celkova RNA byla z bun¢k izolovana pomoci MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit
pristrojem MagNA Pure Compact Instrument (Roche Diagnostics). Z RNA byla ziskana
cDNA reverzni transkripci kitem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosytems). Pro Real Time PCR (RT-PCR) byly pouzity komer¢né dostupné TagMan genové
expresni eseje (Applied Biosytems) pro stanoveni TNFa, IL-1p a IL-6 mRNA a 18S
Ribosomal RNA pro normalizaci dat, a byl pouzit ptistroj 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosytems). Vysledky byly analyzovany metodou ddCt pro relativni

kvantifikaci a exprese genu 18S byla pouzita jako endogenni kontrola.

ELISA
Hladiny cytokini TNFa, IL-1p a IL-6 byly méteny v kultivaénim médiu ELISA kity podle
pokynt vyrobce (Ray Biotech, Inc., Norcross GA). Absorbance byla méfena pomoci ELISA

Cteciho zafizeni (Tecan Sunrise) na vinové délce 450nm.

Statisticka analyza

Data jsou vyjadifena jako primér+SEM. Mann-Whitney U test byl pouZzit pro porovnani
rozdili mezi 2 proménnymi, parovy T-test byl uplatnén pii vypoctu statistické vyznamnosti u
genovych expresi. Pro statistické zhodnoceni byly hodnoty P mensi nez 0.05 povazovany za
statisticky vyznamné. Statistické analyzy byly provedeny pomoci software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software).
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3.2.2 Vysledky

S100A4 indukuje produkci prozanétlivych cytokinii mononuklearnimi buiikami

Pro zhodnoceni prozanétlivého efektu S100A4 byly PBMCs (n=8) stimulovany S100A4
multimerem po dobu 24h a byly analyzovany hladiny uvolnénych cytokini TNFa, IL-1p a IL-
6 Vv kultivatnim médiu. Ukazalo se, ze S100A4 stimulované¢ bunky signifikantné¢ zvysily
produkci cytokind oproti kontrolam: TNFa (34.95£8.029 vs. 763.5+80.61 pg/ml; p=0.0009),
IL-1B (3.256+0.699 vs. 161.4+16.72 pg/ml; p=0.0002) a IL-6 (9.957+1.546 vs. 845.2+24.42
pg/ml; p=0.0002), (Obr. 3.12.). SI0O0A4 mé navic vyznamn¢ silnéjsi prozanétlivy efekt ve
srovnani s dal§imi studovanymi prozanétlivymi S100 proteiny, jako jsou SI00A8 (p<0.05 pro
vSechny sledované cytokiny) nebo S100A12 (p<0.001 pro IL-1B a IL-6; p<0.01 pro TNFa),
(Obr. 3.12.).

PBMC (RA)

+ %%k
1000+ = =< x O kontrola

i [0 S100A4
800 = h O S100A8
600+

. S100A12
—_ 4007 S *
§ 2009 pmy_
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0- T 1 1 LI B |
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Obr. 3.12. ZvySena produkce TNFa, IL-1p a IL-6 u S100A4 stimulovanych PBMCs od
pacientu s RA oproti zdravym kontrolam. Produkce cytokinti mononuklearnimi buitkami je
signifikantné vyssi po indukci SI00A4 proteinem ve srovnani se stimulaci prozanétlivymi
S100A8 a S100A12 proteiny. Vysledky jsou vyjadieny jako primér a SEM, * p<0.05; **
p<0.01; + p<0.001.

Vliv extracelularniho a intracelularniho S100A4 na prozanétlivou reakci CD3+
lymfocytu

CD3+ lymfocyty izolované od pacient s RA (n=5) a vystavené vlivu S100A4 multimeru
signifikantné zvysuji produkci prozanétlivych cytokini TNFa (11.06+£2.37 vs. 30.05%+4.24
pg/ml; p=0.0043), IL-1B (1.02+0.16 vs. 22.92+0.75 pg/ml; p=0.0022) a IL-6 (2.06+0.72 vs.
43.09+£1.40 pg/ml; p=0.0022) ve srovnani s nestimulovanymi buiikami (Obr. 3.13. A).
Vyznam intracelularniho S100A4 pro regulaci zanétu byl hodnocen pomoci utlumeni exprese

genu pro S100A4. V CD3+ lymfocytech s utlumenym genem pro S100A4 doslo ke snizeni
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exprese prozanétlivych cytokini TNFa (o 43%; p=0.025), IL-1B (0 73%; p=0.0009) a IL-6 (0
72%; p=0.0001) (Obr. 3.13.B). Nicmén¢ na proteinové urovni nedoslo k vyznamnym zménam

v produkei cytokind u bunék s utlumenou expresi SI00A4 genu.

S100A4 siRNA u CD3+

A CD3+ stimulované S100A4 1 kontrola 10
100- O s100p4 )
.
O LPS *
80 T 08
— 60 T 0.61 T
E *k -? + +
g 404 k% x 0.4
dede —I_ - -
204 | 0.2 - -
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IL-1B IL-6 TNFq Ad TNFq IL-1B IL-6

Obr. 3.13. CD3+ lymfocyty produkuji signifikantné vyssi hladiny TNFa, IL-13 a IL-6 po
ovlivnéni S100A4 proteinem oproti nestimulovanym kontrolnim buiikam (A). Utlumeni
S100A4 genu snizilo expresi prozanétlivych cytokini CD3+ lymfocyty (B). Data jsou
vyjadifena jako prumér a SEM, * p<0.05; ** p<0.01; + p<0.001.

S100A4 indukovana zanétliva odpovéd’ je zprostfedkovana prostiednictvim receptoru
TLR-4 a aktivace NFKkB, p38 a erk1/2 kinaz

Soucasné prace ukazuji, Ze nckteré S100 proteiny indukuji zanétlivou reakci v bunikach
prostfednictvim receptori RAGE nebo TLR-4. Vnasi studii aplikace protilatky proti
receptoru  RAGE nebo pouziti jeho alternativniho ligandu AGE-BSA u PBMCs
stimulovanych S100A4 proteinem nevedla k poklesu produkce prozanétlivych cytokini a
tudiz lze usuzovat, ze RAGE neni kliCovym receptorem pro S100A4 a jim indukovanou
imunitni reakci v mononuklearnich burikach (Obr. 3.14. D). Naopak, pouziti protilatky proti
receptoru TLR-4 pted vlastni stimulaci S100A4 proteinem vedla k signifikantnimu poklesu
produkce prozanétlivych cytokini mononuklearnimi bunikami: pokles hladiny TNFa o 44.9%
(z 876.0+£72.47 na 482.8+68.04 pg/ml, p=0.02), IL-1PB 0 22.8% (z 128.1+4.86 na 98.95+7.94
pg/ml p=0.02) a IL-6 0 54.7% (z 823.3+31.67 na 372.7+79.16 pg/ml, p=0.008), (Obr. 3.14. A-
C). Podobng, inhibice adaptorového proteinu MyD88 u S100A4 stimulovanych bunék, jehoz
homodimerizace je nezbytna pro zanétlivou singalizaci TLR-4 receptoru, zpusobila vyznamny
pokles produkce cytokind: pokles hladiny TNFa o 89.5% (z 876.0+72.47 na 91.76+33.08
pg/ml, p=0.01), IL-1B 0 90.1% (z 128.1+4.86 na 12.7+4.76 pg/ml p=0.02) a IL-6 0 91.4% (z
823.3£31.67 na 71.0+£10.60 pg/ml, p=0.02), (Obr. 3.14. A-C). Pii studiu S100A4 signalizace

jsme se zaméfili na stanoveni hladin TNFa u S100A4 stimulovanych bunék s inhibovanym
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transkripnim faktorem NFkB a kindzami erk1/2, p38 a jnk. Signifikantni snizeni hladin

TNFa jsme pozorovali u vzorka s inhibovanym NFkB (n=5) o 71.6% (z 763.5+80.61 na
216.6+83.53 pg/ml, p=0.0011), p38 kindzou (n=8) 0 58.7% (z 825.6+96.83 na 341.2+65.90
pg/ml, p=0.019) a erkl1/2 kinazou (n=8) o 35.1% (z 825.6+96.83 na 536.0+74.46 pg/ml,
p=0.0379), (Obr. 3.15. A-C). Vyblokovani jnk kindzy (n=8) neovlivnilo hladiny TNFa

cytokinu uvoliiovaného S100A4 stimulovanymi mononukledrnimi bunkami (z 825.6+£96.83

na 868.5£160.5 pg/ml, p=NS), (Obr. 3.15.D).
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Obr. 3.14. Vyblokovani TLR-4 receptoru a MyD88 proteinu vedlo k ultumeni sekrece
cytokint TNFa (A), IL-1B (B), IL-6 (C) u S100A4 stimulovanych PBMCs. Aplikace
protilatky proti receptoru RAGE nebo pouziti jeho alternativniho ligandu AGE-BSA u
PBMCs stimulovanych S100A4 proteinem nevedla k poklesu produkce prozanétlivych
cytokint (D). Data jsou vyjadiena jako prumér a SEM, *p<0.05;**p<0.01.
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Obr. 3.15. Inhibice NFkB, p38, erkl/erk2 vedla k signifikantnimu ultumeni sekrece cytokint
TNFa (A-C), zatimco inhibice jnk MAP kinazy (D) neméla na produkci TNFa u S100A4
stimulovanych PBMCs vliv Zadny. Data jsou vyjadiena jako pramér, *p<0.05.

4 DISKUSE

4.1 Vyznam S100 proteini u revmatickych onemocnéni

Protein S100A4 byl piivodné popsan jako regulaéni molekula progrese nékterych nddorovych
onemocnéni, nicméné soucasné studie dokumentuji jeho vyznam v patogenezi zanétlivych
onemocnéni (Senolt L. 2006; Klingelhdfer J. 2007; Zibert J.R. 2010). V nasi praci zaméiené
na hodnoceni systémovych hladin S100A4 a jejich zmén v pribéhu biologické 1é¢by jsme
odhalili vyznamnou asociaci plazmatickych hladin S100A4 proteinu s aktivitou RA u
pacientll pied l1écbou. Podobna korelace s aktivitou RA, ale také s autoprotilatkami a C
reaktivnim proteinem (CRP) byla dokumentovana i pro dalsi prozanétlivé S100 proteiny
S100A8/9 a S100A12 (Foell D. et al., 2003; Wulffraat N.M. et al., 2003; Hammer H.B. et al.,
2010). S100A4 nema prokazatelny vztah k autoprotilatkdm ani k CRP, a proto se domnivame,
ze zvySené hladiny S100A4 v plazmé odrazeji aktivitu RA spiSe nez aktivaci imunitni
odpovédi a zan&t. Na rozdil od vySe zminénych S100 proteinit (Foell D. et al., 2004,
Wittkowski H. et al., 2007; De Rycke L. et al., 2005), hladina celkového S100A4 v plazmé
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nebyla ovlivnéna aplikaci biologické 1éCby. Nékolik studii piineslo dikaz o existenci
intracelularniho S100A4 v podob¢ inaktivni formy dimeru a extracelularni biologicky aktivni
multimerni formy S100A4 (Novitskaya V. et al., 2000; Ornas M. et al., 2004). Separaci
dimerni a multimerni formy proteinu v plazmé pacienti jsme odhalili, ze aplikace
adalimumabu po dobu 12 tydni vede k poklesu hladin SI00A4 multimert ve prospéch
dimerni formy. Vzhledem Kk prokazanym vlastnostem S100A4 multimerd (Novitskaya V. et
al., 2000; Ornas M. et al., 2004; Senolt L. et al., 2006; Klingelhtfer J. et al., 2007)
predpokladame, ze snizeni hladiny multimerd je spojeno s poklesem aktivity choroby u
pacientd na TNFa blokujici terapii. Dale jsme zjistili, Ze monocyty ovlivnéné S100A4
multimerem zvySené uvolfiuji TNFa. Naopak, v souladu s praci na nadorovych burikach
(Devoogdt N. et al., 2006), TNFa neovliviiuje expresi SI00A4 mRNA v RA synovialnich
fibroblastech (nepublikovand data). Na zaklad¢ naSich vysledkli se tak domnivame, ze
S100A4 je u pacientit s RA regulovan nezavisle na TNFa, a formace ¢i rozpad biologicky

aktivnich multimernich forem S100A4 jsou asociovany s aktivitou onemocnéni.

V soucasnosti existuje nékolik studii dokumentujicich vliv S100A4 proteinu na regulaci
zanétu a tkanovych fibrotickych zmén (Schneider M. et al., 2008). Nase vysledky ukazuji, ze
u pacienti s idiopatickymi zanétlivymi myopatiemi (polymyositida a dermatomyositida) je
S100A4 protein vyznamné exprimovan ve svalové tkani, a to predevSim v builkach
zangtlivého infiltratu a v nékterych regenerujicich svalovych vladknech. Obdobna distribuce
S100A4 proteinu je charakteristicka pro zanétlivou tkan pacientt s RA a psoriazou (Senolt L.
et al., 2006; Klingelhofer J. et al., 2007; Zibert J.R. et al., 2010). Podobn¢ jako v piipadé
S100A8 a S100A9 (Seeliger S. et al., 2003), se protein S100A4 hojné vyskytuje v
mononukledrnich buiikéch infiltrati obklopujicich nekrotickd svalova vlakna u pacienti s
myositiou. Expresi S100A4 jsme pozorovali i v regenerujicich svalovych vldknech a lze tak
usuzovat na jeho schopnost podporovat regeneraci a pieziti bunék. Tuto tivahu podporuje
nedavna prace (Schneider M. et al., 2007), ve které autofi pozorovali zvySenou produkci
S100A4 u myocytl infarktové zony oproti normalnim myocytim. Uvoliovani S100A4 v
misté zanétu u ruznych onemocnéni (Senolt L. et al., 2006; Klingelhofer J. et al., 2007; Zibert
J.R. et al.,, 2010) mize byt stimulovano piitomnosti nékterych prozanétlivych cytokini
(Yammani R.R. et al., 2009). S100A4 uvolnény z bun€k v misté zanctu se nejcastéji vyskytuje
ve své biologicky aktivni multimerni form¢ a ma vlastnosti podobné cytokinim (Novitskaya
V. et al., 2000; Schmidt-Hansen B. et al., 2004). Piestoze se S100A4 hojné vyskytuje v okoli

nekrotickych svalovych vlaken, in vitro experimenty neprokazaly jeho vliv na expresi
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pro/anti- apoptotickych molekul Bax a Bcl2 mononuklearnimi buikami nebo myocyty, ani na
regulaci apoptozy indukované perforin/granzyme B systémem. Zjistili jsme ale, ze S100A4
indukuje produkei prozanétlivych cytokint IL-1f, IL-6 a TNFa v mononuklearnich burikach,
ale ne v myocytech. Pfi¢inou aktivace mononuklearnich bunék a ne myocytd mize byt
pritomnost receptoru TLR-4, ktery u myocytt chybi (Kim G.T. et al., 2010). Nase souCasné
vysledky naznacuji, Ze receptor TLR-4 by mohl byt jednim ze zprostiedkovatelt
prozanétlivého efektu S100A4 (viz kapitola 3.2.). Z téchto poznatkli lze usuzovat, Ze se
S100A4 protein v myositickém svalu podili na poskozeni svalovych vlaken nepiimo, a to

prostfednictvim aktivace mononukledrnich bunék a zanétlivé odpovédi.

V ramci rodiny S100 rozliSujeme skupinu SI00A8/9 a SI00A 12 proteind, tzv. S100 alarmint,
prozanétlivych proteinu, které se hojné vyskytuji u etablované RA (Youssef P. et al., 1999;
Foell D. et al., 2003; Sunahori K. et al., 2006). NaSe vysledky ukazuji zvySené sérové hladiny
S100A8/9 a S100A 12 u pacientl s ¢asnou fazi RA. V minulosti byly dokumentovany zvysené
koncentrace téchto proteinti v cirkulaci u pacientti s etablovanou RA (Youssef P. et al., 1999;
Foell D. et al.,, 2003; Sunahori et al., 2006) a jejich pokles po aplikaci riznych
protizanétlivych ptipravki (Foell D. et al., 2004; Wittkowski H. et al., 2007). V souladu s
témito daty jsme u pacientd s Casnou RA léCenych konvencni antirevmatickou terapii
pozorovali pokles sérovych hladin S1I00A8/9 a S100A12 na uroven hladin zdravych jedinct.
Nami prokazané zvySené hladiny sérovych S100A8/9 a S100A12 proteintt u pacienti s
¢asnou RA jsou v souladu s daty u pacientd s etablovanou chorobou (Bovin L.F. et al., 2004;
de Seny D. et al., 2008), a lze tak usuzovat, Zze oba S100 proteiny by mohly byt v ¢asné fazi
onemocnéni regulovany spole¢né. Podobné jako u etablované RA (Foell D. et al., 2003;
Hammer H.B. et al., 2007, 2008, 2010), tak i u pacienti s ¢asnou RA maji S100A8/9 a
S100A12 proteiny pozitivni vztah ke Klinickym a laboratornim markerim aktivity, pfi¢emz
asociace je statisticky vyznamné&jsi pro S100A8/9. Vyssi hladiny S100A8/9 pied lécbou
predikuji pokles CRP a redukci poétu oteklych kloubu v ¢ase. Pokles hladin S100A8/9 navic
koreluje s klinickym a laboratornim zlepSenim v ¢ase. Podrobnéjsi statisticka analyza ale
ukazala, ze S100A8/9 nelze povazovat za vyznamnéjSi biomarker onemocnéni nez je v
soucasnosti CRP. Navic hladiny CRP i S100A8/9 jsou pouze slabymi faktory
ptedpovidajicimi pocet oteklych kloubl pfed 1é¢bou. Nicméné zmény hladin S100A8/9, ale
ne CRP, korelovaly se zmé&nami v poctu oteklych kloubli. Vzhledem k tomu, ze S100A8/9 a
S100A12 jsou tvofeny aktivovanymi buiikami synovidlni membrany a odtud prechazeji do

krevniho tecisté¢ (Foell D. et al., 2003; Sunahori K. et al., 2006), mohou byt povazovany za
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vhodné markery pro hodnoceni lokalniho zanétu v kloubu. NaSe vysledky piekvapive
neprokazaly vztah S100 proteini a autoprotilatek a jsou tak v rozporu s nékterymi
predchozimi studiemi (Hammer H.B. et al., 2007; 2008; Chen Y.S. et al., 2009). To mize byt
dano tim, ze v ¢asné fazi onemocnéni maji tyto proteiny spiSe vztah k aktivité onemocnéni
nez k autoimunitni odpovédi. Nove byl ST00A8/9 protein oznacen jako prediktor rentgenové
progrese onemocnéni u pacientu s etablovanou RA (Hammer H.B. et al., 2010). V souladu
stim tak vysledky nasi studie ukazuji, Zze pokles hladin S100A8/9 v Case je asociovan
s poklesem poctu oteklych kloubti a mohl by souviset s potlaéenim rozvoje kloubnich
destrukci. Pro objasnéni moznosti vyuziti SI00A8/9 jako markeru budouciho poskozeni

kloubu je tfeba dalSich studii.

4.2 Molekularni mechanismy S100A4 indukované imunitni odpovédi u pacienti
s revmatoidni artritidou

V soucasnosti je SI00A4 protein podrobné studovan s ohledem na jeho potencialni vyznam v
zanétlivé odpovedi (genolt L. et al., 2006; Klingelhofer J. et al., 2007; Zibert J.R. et al., 2010).
S100A4 je exprimovan zejména mononuklearnimi bunkami zanétlivého infiltratu a
reziden¢nimi bunikami v misté zanétu (Klingelhdfer J. et al., 2007; Zibert J.R. et al., 2010). Za
indukci uvolnéni S100A4 do extraceluldrniho prostoru jsou zodpovédné nékteré prozanétlivé
cytokiny (Yammani R.R. et al., 2009). Studie na in vivo modelech ukazuji, ze extracelularni
S100A4 protein je zodpovédny za stimulaci migrace myeloidnich bunék do mista zanétu (Li
et al.,, 2010) a tim progresi zanétlivého procesu. Nase vysledky dokumentuji, ze S100A4
indukuje uvoliiovani prozanétlivych cytokinii RA mononuklearnimi buikami a T lymfocyty, a
tak se fadi mezi molekuly s imunoregulaénimi vlastnostmi. Prozanétlivy efekt S100A4 je
prekvapivé vyznamné silngjsi ve srovnani s S100 alarminy, pfedev§im v porovnani s
oproti proteinim S100A9 a S100A12 (Klingelhofer J.et al., 2007). Domnivame se tedy, ze v
ramci S100 proteinti by S100A4 mohl byt nejvyznamngjsim prozanétlivym faktorem u RA.
Nicméné role intracelularniho S100A4 v zédnétu je zatim nejasna. NaSe predbézné vysledky
ukazuji, ze prestoze utlumeni genu pro S100A4 vede Kk poklesu exprese prozanétlivych
cytokini, nemd vyznamny vliv na hladiny uvolnénych cytokini. Zde je tfeba dalSich
experimentli zaméfenych na stanoveni hladin cytokinti v riznych casovych intervalech.
Studiem molekularnich mechanismu jsme odhalili, Ze prozanétlivy efekt SI00A4 proteinu u
mononuklearnich bunék je z¢asti zprostiedkovan pomoci TLR-4 receptoru a ne vazbou na
RAGE, jak bylo popsano pro S100A12 protein (Hofmann M.A. et al., 1999). V souladu
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S naSim pozorovanim je studie autord Vogl T. et al., ktefi zjistili, ze SI00A8/9 u monocyti
indukuje tvorbu TNFa pies receptor TLR-4 (Vogl T. et al., 2007). Nase data ukazuji, Ze
vyblokovani TLR-4 receptoru u S100A4 stimulovanych PBMCs vede k poklesu produkce
cytokinti o 22-55%, zatimco blokovani adaptorového proteinu MyD88 snizi tvorbu cytokint
az 0 90%. Signalni drahy vétSiny receptorti TLR rodiny, ale také receptoru pro IL1 (IL-1R),
jsou zavislé na adaptorovém proteinu MyD88 (Adachi O. et al., 1998), a proto piedpokladame
moznou asociaci 1 n€kterého z téchto receptorti s SI00A4 indukovanym zanétem. Podobné
jako ST100A8/9 protein u monocytti (Vogl T. et al., 2007), S100A4 indukuje TNFo, u PBMCs
prostiednictvim aktivace NFkB transkripéniho faktoru a MAP kindz erk1/2 a p38. Z naSich
vysledki tedy vyplyva, Ze S100A4 protein ma vyznamné imunomodulacni vlastnosti
zprostfedkované cestou TLR-4 receptoru a dalSich zatim neznamych mechanismi, které

budou pfedmétem nasich dalsich studii.

5 ZAVER

Vysledky této prace umoznily podrobnéji charakterizovat S100A4 protein jako prozanétlivy
cytokin ovliviiujici imunitni odpovéd” a destrukci tkané u RA, a poprvé dokumentovat jeho
vyznam V patogenezi idiopatickych zanétlivych myopatii. Z klinického hlediska byl
zhodnocen vyznam S100 alarminti v ¢asné fazi revmatoidni artritidy. Nase vysledky tak
ptispivaji k lepSimu pochopeni patogeneze revmatickych onemocnéni a mohou se ¢astecné
podilet na posunu v oblasti prognostickych markertt a mozném objeveni nového cile pro

budouci 1é¢ebné ovlivnéni autoimunitnich onemocnéni.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACPA
ADAMTSs
AGE-BSA
AZT

bax

bcl2
COX2
CRP
CTLA4
DAS28
DM
DMARD
EGF
ERK
EULAR
FGF

FW
GM-CSF
HDM2
HIV
HLA
HSP
HTLV
IBM
ICAM
ICOS
IFNy

IL

IRF5
IZM

JIA

jnk
LFA-1

anti-citrullinated protein antibodies

adisintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs
advanced glycation end product-modified bovine serum albumin
azidothymidine

Bcl-2—associated X protein

B-cell lymphoma 2

cyklooxygenéza 2

C reaktivni protein

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

disease activity score 28

dermatomyositida

disease-modifying antirheumatic drug

epidermal growth factor
extracellular-signal-regulated kinases

European Ligue Against Rheumatism

fibroblast growth factor

sedimentace erytrocytii stanovena metodou podle Fahraeuse-Westergrena
granulocyte-macrophage colony-stimulating-factor
human double minute-2

human immunodeficiency virus

histocompatibility antigen

heat shock protein

human T-lymphotropic virus

inclusion body myositis

intercellular adhesion molecule 1

inducible T-cell COStimulator

interferon gama

interleukin

interferon regulacni faktor 5

idiopatické zanétlivé myopatie

juvenile idiopathic arthritis

c-Jun N-terminal kinase

lymphocyte function-associated antigen 1
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LPS
LTP
MAC
MAPK
MHC
MMP
MRP
MTX
NFkB
NF-xB
OA
PADI4
PBMCs
PM

pred
PTPN22
RA
RAGE
RANKL
RASF
RT-PCR
SCL
SJC
STAT
TCR
TGF-B
TIMP
TLR
TNF
TRAF TNF
Treg
VCAM
VLA-4
ZK

lipopolysacharid

lymphotoxin 3

membrane attack complement

mitogen-activated protein kinase

major histocompatibility complex

matrixova metaloproteinaza

myeloid related protein

methotrexate

nuclear factor-kappaB

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
osteoartroza

peptidyl arginin deiminasa typu IV

peripheral blood mononuclear cells, periferni mononukledrni bunky
polymmyositida

prednisone

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22
revmatoidni artritida

receptor for advanced glycation endproducts
receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
synovialni fibroblasty pacientii s revmatoidni artritidou
real time PCR, PCR v redlném ¢ase

sklerodermie

swollen joints count

signal transducer and activator of transcription

T cell receptor

transforming growth factor beta

tissue inhibitor of metalloproteinase

toll-like receptor

tumor necrosis factor, tumor nekrotizujici faktor
receptor-associated factor

T regulacni bunka

vascular cell adhesion molecule 1

integrin alphadbetal (very late antigen 4)

zdrava kontrola
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