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1. UVOD

1.1. OSTEOARTROZA

Osteoartroza (OA) patii mezi nejcastéjsi kloubni onemocnéni a postihuje témér 15 % dospélé
populace. Jeji vyskyt vzrista s vékem a kolem 60 roku postihuje piiblizné 60% jedinci (1).
Postizeny jsou piedevsim vahonosné klouby, patef a drobné klouby rukou. Ac¢koli se jedna o
heterogenni onemocnéni s odliSnou pfi¢inou vzniku, vysledkem je vzdy selhani kloubniho
aparatu disledkem naruSeného metabolismu kloubni chrupavky. SniZzeni funkce postizeného
kloubu se klinicky projevuje ndmahovou bolesti a kratkou ranni ztuhlosti. Vysledkem je ¢asto
invalidizujici postiZeni jedinci. PrestoZe je znamo mnoho rizikovych faktor(, zakladni pfi¢ina
vzniku OA neni dosud zcela objasnéna (2,3). Vyznamnou udlohu ma starnuti organismu,
diskutuje se o genetické predispozici (4), nicméné velmi dilezité je mechanické pretizeni

kloubu, nasledné naru$eni metabolismu hyalinni chrupavky a homeostazy kloubni vystelky.

Vlastni zacatek choroby casto predchazi obtize a je charakterizovan nerovnovahou mezi
syntézou a degradaci makromolekul kloubni chrupavky. V ¢asné fazi OA nabyva paradoxné
kloubni chrupavka na objemu. To je zplsobeno zvy$enym mnozZstvim vody nasledkem
poskozeni kolagennich struktur a urychlené novotvorby molekul proteoglykanu pfi reparacni
snaze chondrocytli zachovat integritu narusené chrupavky. S progresi OA jiZ nejsou
chondrocyty schopny nahrazovat degradované makromolekuly extracelularni matrix, dochazi
k postupnému ubytku proteoglykani a hyalinni chrupavka ztraci své zakladni biomechanické
vlastnosti, stava se kiehéi a méné odolnd k mechanickému zatizeni. Vznikaji nerovnosti
kloubniho povrchu, fisury a nasledné dochazi k postupné ztraté kloubni chrupavky. Ovlivnén
je 1 metabolismus subchondralni kosti, ktera se stava rigidnéjsi a ztraci vlastnosti podilejici se
na absorpci mechanického stresu. Vedle subchondralni kostni sklerézy je dalsi kostni
komplikaci tvorba osteofytu. Jsou-li zmény subchondralni kosti primarni nebo vznikaji-li az
nasledné po poskozeni kloubni chrupavky je stale predmétem diskuse (5). V sou€asné dobé je
za klicovou tkan vzniku OA povazovana kloubni chrupavka. Buriky chrupavky, chondrocyty,
produkuji fadu proteolytickych enzymi a zanétlivych cytokint. Casto dochazi k zanétlivym
reaktivnim zménam kloubni vystelky, jejiz buiiky se tvorbou prozanétlivych mediatord také

vyznamné podili na destrukci kloubu a patogenezi OA.



1.2. REVMATOIDNI ARTRITIDA

Revmatoidni artritida (RA) je systémové chronické zanétliveé autoimunitni onemocnéni, které
postihuje piibhizn¢ 1% populace (1). Projevuje se destruktivnim postizenim kloubd, vede
k ircverzibilnim  deformitdm a funkénimu omezeni. Onemocnéni sc¢ ¢asto manifestuje i

extraartikuldrné, pocinaje revmatoidnimi uzly a konce zivot ohrozujici vaskulitidou.

Etiologic RA neni stile jednoznaén¢ znama. Obeené je piijimdna autoimunitni podstata
choroby. Na podklad¢ aktivace zanétlivych bunck dosud ncznamym (auto)antigencm je
navozena zanétliva odpovéd organismu. V poslednich letech se vedou spory o tom, ktery typ
bun¢k je primarn¢ odpovédny za zanétlivou reakcei a destrukci kloubu u RA. Vyznamnou
ulohu schravaji aktivované makrotagy (6) a synovidlni fibroblasty (7). Piitomnost T-
lymfocytd v synovialni tkani a jejich klicové postaveni v aktivaci dalsich zanétlivych bunck
podporuje vyznam také téchto bunck v inicidlnim stadiu patogenezec RA (8). Produkce
protilatek a vzajemné se dopliujici interakce T- a B-lymfocytd poukazuje také na B-
lymfocyty jako na vyznamné buriky podilejici se na destruket kloubu béhem RA (9). Zacatck
systémového zanétlivého onemocnéni je tak pravdépodobné navozen spiSe souhrou vice

imunokompetentnich bunék nez pouze jednim typem bungk.

Synovidlni membrana kloubu béhem RA podléha hyperplazii, dochazi k infiltraci tkané
zanétlivymi burikami, coz vede k tvorbé agresivni vaskularizované granulacni tkané (panu).
Panus je bohaty na aktivované fibroblasty, lymfocyty a makrofagy, mize preristat kloubni
povrch, infiltrovat ostatni kloubni struktury a navozovat jejich postupnou destrukci (10).

Synovialni tkan je tak povazovana za klicové misto patogeneze RA.

V patogenczi RA sehrava vyznamnou roli produkce cytokind zanétlivymi buiikami, které
zprostiedkovavaji buné¢nou komunikaci, stimuluji rast bunék, jejich metabolismus a genovou
expresi (11). Zanétliva synovie je bohatym zdrojem fady prozanétlivych cytokind, chemokind
a degradac¢nich enzymia. Mezi kli¢ové prozanétlivé cytokiny patii interleukin (IL)-1 a tumor
nekrotizujici faktor (TNF)-a, jejichz Gloha byla extenzivné zkoumana na urovni zvifecich
modeld artritidy (12,13) a 1écba zaméiena proti IL-1 a TNF-a na$la jiz své uplatnéni v terapii
RA (13,14). Vysledny obraz RA na molekulami urovni je navozen nerovnovahou mezi
tvorbou prozanétlivych a protizanétlivych cytokini a naslednou nadprodukci proteolytickych

enzymi, které vedou k destrukci kloubu.



1.3. POTENCIALNI BIOMARKERY OSTEOARTROZY

Diagnoza ostcoartrozy se opira o kombinaci klinického a rentgenového nalezu, pfiéemz
rentgenovy snimek Casto vypovida o pomérné pokrocilém stadiu choroby. Mezi mirou obtizi a
rentgenovym nalezem existuje ¢asto vyznamna diskrepance. Pfi sledovani ctektu 1écby na
progresi choroby je nutno opakovat rentgenové vySetieni s odstupem 1-3 let. Diive totiz nclze
ziskat validni vysledky hodnotici progresi choroby, tj. ziZeni kloubni §térbiny. Biologick¢
markery by mély pfedstavovat alternativu, kterd by tento interval dokazala zkratit na 1-3

mésice (15).

Molekularni markery ptedstavuji do budoucna nadéji pro hodnoceni OA a rozvijejici sc¢
vyzkum v oblasti molekularich markerd by mél piispét k jejich vyuZiti pro:

1. diagnostiku OA

2. detekci jedinch s casnym zacatkem choroby

3. predikci dal$iho vyvoje choroby

4. hodnoceni efektu tzv. chorobu modifikujici 1é¢by

5

pochopeni patogeneze OA na podkladé specifického molekularné-bunééného procesu.

Molekularni markery OA by mély reflektovat metabolismus kloubni tkané, tj. hyalinni
chrupavky, kosti nebo synovidlni membrany (tab.l.) (16). Analyzovat je lze v télnich
tekutinach. VétSina markert, diive nez vstoupi do cévniho fecisté, mize byt enzymaticky
degradovana v synovidlni tekutiné nebo mize vstoupit do lymfatického systému. Koncentrace
markerl v séru a moé¢i odrazi metabolismu vsech kloubl v téle a mize byt ovlivnéna jak
synovitidou, ktera zvysuje jejich clearance z kloubni tekutiny (17), tak funkci jater ¢i ledvin,
vékem, hmotnosti, pohlavim, rasou nebo fyzickou aktivitou. Specificky molekularni marker
OA by mél mit vyssi koncentraci v synovialni tekutiné a mél by odrazet metabolické zmény

postizeného kloubu.

Markery kosti

Subchondralni kost béhem artrotického procesu podléha remodela¢nim zménam ve smyslu
urychlené kostni novotvorby, pozorovana jsou drobna mirkoposkozeni kosti, dochazi k cévni
novotvorbé, aktivaci osteoblastdl a produkci prozanétlivych mediator (18). Metabolicky obrat

kosti je tak reflektovan markery syntézy i resorpce kosti.



Tabulka 1. Rozdéleni molekularnich marker( osteoartrozy podle mista jejich tvorby

Degradace Syntéza
CTX-I, NTX-I PICP, PINP
Kost PYD a DPD Osteokalcin
BSP Kostni ALP
Kloubni gg;ﬂg PIICP, PIIANP a PIIBNP
Chondroitinsulfatoveé epitopy (napr.846)
chrupavka PYD YKL-40
Keratansulfatové epitopy (napf.5D4)
PIIINP
AN Glc-Gal-PYD Hyaluronan
SY”Og'a. N CTXaNTXH YKL-40
membran PYD COMP
MMPs (1,2,3,9), TIMPs (1,3)
Systémovy CRP
zanét Interleukiny

CTX a NTX, C- and N-terminal crosslinking telopeptide of collagen (C- a N-terminalni pfi¢né vazebné
telopeptidy kolagenu); PCP a PNP, C- and N-propeptide of collagen (C- a N-propeptid kolagenu); PYD
a DPD, pyridinolin i deoxypyridinolin; Glc-Gal-PYD, glukosyl-galaktosyl pyridinolin; BSP, bone
sialoprotein (kostni sialoprotein); ALP, alkalicka fosfataza; COMP, cartilage oligomeric matrix protein
(oligomerni protein chrupavkové matrix); YKL-40, glykoprotein 39; MMP, metaloproteinazy; TIMP,
tissue inhibitor of metalloproteinases (tkanovy inhibitor metaloproteinaz); CRP, C-reaktivni protein.

Markery syntézy kosti jsou reprezentovany sérovym osteokalcinem, kostni alkalickou
fosfatazou (ALP) a propeptidy kolagenu typu I (PINP a PICP). Neni znamo pf#ili§ mnoho o
jejich vyznamu pfi hodnoceni OA, nicméné byla napf. popséna asociace vy$$i hladiny
osteokalcinu s progresi kloubniho postizeni u pacientd s OA kolennich kloubd ve smyslu

zuzeni kloubni §térbiny (19).

Mocovy deoxypyridinolin, terminalni pfiéné vazebny telopeptid kolagenu typu I (CTX-I a
NTX-I) a kostni sialoprotein (BSP) pfedstavuji resorpéni markery kosti. Neexistuje dosud
jednotny nazor na vyznam jejich uplatnéni pfi hodnoceni OA, nicméné podle rozsahlé
Chingfordské studie jsou koncentrace CTX-I a NTX-I srovnatelné u postmenopauzalnich
pacientek s progredujici OA kolennich kloubi s koncentracemi u pacientek s osteoporézou
(20). Vyssi sérové hladiny CTX-I byly prokazéany téz u pacientli s erozivni formou OA rukou
(21). Lze tak usuzovat na asociaci progrese a zavaznosti OA se zvySenym remodela¢nim
obratem kosti. Hladiny mocového pyridinolinu a deoxypyridinolinu se v porovnani
s kontrolami u OA jedincl ptili§ neliSi. V oblasti spojeni chrupavky a subchondralni kosti je
ve vét§im mnoZstvi zastoupen kostni sialoprotein. Bylo prokéazano, Ze €asné po poranéni
kolenniho kloubu vzrista jeho mnoZstvi v synovialni tekutiné a zvy$ené sérové koncentrace

BSP mély dokonce vztah k progresi OA (22).



Markery synovitidy

Bunky artrotickd synovie, kloubni chrupavky i subchondralni kosti participuji na syntéze
prostaglandini, proteolytickych enzymii, cytokind i rlstovych faktordi, a prispivaji tak
k zanétlivému poskozeni kloubu (23). U OA existuje asociace mezi mirou synovitidy a

progresi poskozeni kloubu.

Glykoprotein-39 (YKL-40), kyselina hyaluronova a N-terminalni propeptid kolagenu typu 111
(PIIINP) jsou povazovany za potencidlni ukazatele synovitidy. Vyssi sérova hladina
glykoproteinu-39 byla zjiSténa u pacientidl s pokrocilou formou OA kolennich kloubd, jeho
koncentrace v synovialni tekutiné byla az desetkrat vy$s$i nez vséru a u pacienti s OA
ky¢elnich kloubl dokonce korelovala s C-reaktivnim proteinem (CRP) (24,25). Stanoveni
kyseliny hyaluronové v séru mélo prediktivni vyznam pfi hodnoceni zizeni kloubni Stérbiny
(26) a PIIINP pii hodnoceni aktivity a kloubniho poskozeni u OA kolennich kloubd (27).
Nicméné se jednd o markery nespecifické, na jejichz syntéze se podili fada jinych bunék.
Vtomto sméru je pfinosnéjsi stanoveni glykosylovaného pyridinolinu, tzv. glukosyl-
galaktosyl pyridinolinu (Glc-Gal-PYD), ktery je pfitomen zejména v synovii a jehoz zvySené

hladiny v mo¢i u OA pacienti mély vyznamny vztah k symptomum choroby (27).

Nespecifické markery zanétu

V poslednich letech se na OA pohlizi jako na vice méné zanétlivé onemocnéni s lehce
zvySenou hladinou sérového CRP. Nekteré studie poukazuji na CRP jako na ukazatel
zavaznosti a dal§iho vyvoje choroby (28,29). Nicméné kromé akutniho ¢i chronického zanétu
existuje mnoho dalSich faktord - napi. vek, diabetes mellitus, ateroskler6za, télesna hmotnost,
kouteni ¢i alkohol, které mohou hladinu CRP ovlivnit, a pfedstavovat tak limitaci pro jeho

dalsi vyuziti pti blizSim hodnoceni OA.

V artrotické tkani se vyznamné uplatiiuje zvySena tvorba prozanétlivych cytokinu, ktera vede
k nerovnovdze mezi expresi matrixovych metaloproteinaz (MMP) a jejich tkanovych
inhibitort (TIMP) ve prospéch proteolytickych enzymu, jez ptispivaji k destrukci hyalinni
chrupavky a naruseni kloubu (30). U pacienti s OA byly oproti zdravym kontroldm zjistény
vyssi plazmatické koncentrace MMP-3 a MMP-9, pfi¢emz jedinci s generalizovanou formou
OA méli vyssi hodnoty obou MMP (31). U jedinci s OA kolennich kloubl byly zjistény i
vys$§i plazmatické koncentrace TIMP-1 (32). Na druhé strané u jedinci s OA kycelnich

kloubld byly oproti zdravym kontrolam zjistény niz$i sérové hladiny TIMP-1, jez mély



dokonce prediktivni vyznam dalSiho vyvoje rentgenové progrese OA (33). Prozanétlivé
cytokiny (IL-1, TNF-a) nemaji vétsi vyznam jako markery OA, nicméné¢ jejich lehce zvysene
hladiny mohou negativné ovlivnit reparativni proces mezibunéén¢ matrix artrotické
chrupavky (34). Vétsi vyznam by mohlo mit snad stanoveni TNF-a solubilniho receptoru II,

ktery v kombinaci s jinymi markery vykazoval diagnosticky potencial u OA (16).

Jednim z vyznamnych parametrii zanétu je oxid dusnaty (NO), multifunkéni molekula, ktera
sehrava ulohu v fadé biologickych procest (35). Kloubni chrupavka makroskopicky vice
postizena artrotickym procesem vykazuje vétSi mnozstvi NO oproti oblastem nepostizenym, a
vy$si hladiny NO byly pozorovany u OA pacientll i v séru a synovialni tekutiné (36,37).
Vlivem glykaéniho a oxidacniho stresu vznikaji v téle takzvané pozdni produkty pokrocilé
glykace (AGE - advanced glycation end product), které se oproti jinym tkdnim zvy3ené
hromadi v kloubni chrupavce (38), ovliviiuji jeji fyzikalni, biochemické i bunéc¢né vlastnosti a
predpoklada se jejich vyznamna role v patogenezi OA. V moci pacienti s OA byl zjiStén
zvySeny AGE produkt — pentosidin, jez mél urcujici vyznam pro pfitomnost choroby (39).
Nicméné se jedna o ukazatel nespecificky a jeho vy$Si hodnoty mohou ovlivnit i jiné
patologické stavy: napf. diabetes mellitus, renalni insuficience ¢&i chronické

zanétlivé/autoimunitni stavy (40).

Markery kloubni chrupavky

Fragmenty molekul extracelularni matrix mohou v télnich tekutinach reflektovat metabolicky
obrat kloubni chrupavky. Zéakladnimi markery syntézy neboli reparace chrupavky jsou
propeptidy kolagenu typu II (PIINP, PIICP), n¢které epitopy chondroitinsulfatového fetézce,
glykoprotein 39 (YKL-40) a kyselina hyaluronova. Kolagen typu Il pfedstavuje témér 80%
suché vahy kloubni chrupavky a mezi pfimé ukazatele jeho syntézy patfi propeptidy kolagenu
II. N-propeptid existuje ve dvou variantach (IIA a IIB), pficemz varianta IIA piedstavuje
vyvojovou formu a muZe byt znovu tvofena artrotickou chrupavkou (41). V pocate¢nich
stadiich OA je destrukce kloubni chrupavky kompenzovana zvysenou syntézou kolagenu, coz
Je provazeno zvySenou hodnotou C-propeptidu kolagenu II v kloubni chrupavce a synovialni
tekuting (42,43). Koncentrace C-propeptidu v synovialni tekutiné vykazovala navic ve 4-leté
prospektivni studii prediktivni charakter zaZeni tibiofemoralni kloubni $térbiny u pacientek s
Casnou OA (43). Na druhé strané byly v séru pacienti s OA kolennich kloubli pozorovany
niz§i koncentrace N-propeptidu (44). Agrekan je tvofen jadernym proteinem, fetézci

glykosaminoglykanii (zejména keratansulfat a chondroitinsulfat) a patfi mezi hlavni



nekolagenni molekuly kloubni chrupavky. Je odpovédny za clastické vlastnosti chrupavky a
chrani kolagen pfed proteolytickym Stépenim (45). Navzdory jeho zvySené syntéze v Gasné
fazi OA dochazi b&hem progrese choroby kjeho dbytku. Nékteré epitopy
chondroitinsulfatového fetézce (napt. epitop 846) mohou odrazet anabolicky proces a jejich
snizené hodnoty v séru OA pacientd mohou pfedstavovat naruSenou reparacni kapacitu

artrotické chrupavky v pozdnich stadiich choroby (16)

Degradace kloubni chrupavky miZe byt monitorovana stanovenim keratansulfatu, pfi¢né
vazebného C-telopeptidu kolagenu typu II (CTX-II) nebo oligomerniho proteinu chrupavkové
matrix (COMP). Stanoveni keratansulfatu v télnich tekutinach nema pravdépodobné vétsi
vyznam pii hodnoceni vyvoje choroby (19,46). V casné¢ fazi OA nebo kratce po poranéni
kloubu se do synovialni tekutiny zvySené uvoliuje telopeptid CTX-1I (47). Jeho koncentrace
jsou vyznamné€ vy$$i v moci u pacientis OA oproti zdravym kontroldm (48,49). Vyssi
hladiny CTX-II byly zaznamenany u pacientid s OA kycelnich nez kolennich kloubtd (49). U
pacientd s OA kolennich kloubd mély navic hodnoty CTX-II v moci prediktivni vyznam
dalsiho vyvoje choroby a byly téZ asociovany s rychle progredujici formou OA ky¢elnich

kloubt (42,48).

V poslednich letech je vénovano mnoho pozornosti analyze nekolagenniho proteinu COMP,
ktery je také povazovan za ukazatel destrukce kloubni chrupavky (50,51). COMP koreloval
s abnormalitami kostni scintigrafie kolennich kloubd (52) a podle nékolika studii je
povazovan za potencialni prediktivni marker progrese OA kolennich i kycelnich kloubt
(53,54). Sérové hladiny COMP navic odrazely klinicky pfitomnou synovitidu u pacientd s
OA kolennich kloubi (55) a byly charakterizovany jako ¢asny indikator choroby (56).
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pOTENCIALNi BIOMARKERY REVMATOIDNi ARTRITIDY

U pacientl se symetrickou polyartritidou je nékdy obtizné rychle diferencovat mezi diagnézu
casného stadia revmatoidni artritidy nebo jiného zanétlivého revmatického onemocnéni. RA
je chronické zanétlivé onemocnéni, které vede k destrukci kloubd, ireverzibilnim deformitam
a funkénimu omezeni. Diagndza choroby se v soucasné dobé opird o prepracovana kritéria
Americké revmatologické asociace (ACR, American College of Rheumatology) z roku 1987
(57). Senzitivita téchto kriterii v ¢asném stadiu choroby je viak nizkd. Revmatoidni faktor
nemusi byt pozitivni aZ u 20% pacientli a rentgenové znamky kostni eroze ¢i destrukce
chrupavky nemusi byt patrny béhem prvnich tydnd & mésict choroby. ACR kritéria téz
neuplné odpovidaji na dvé zékladni otdzky — uréeni progndzy choroby a odpovédi na 1é¢bu.
Ireverzibilni zmény kloubniho aparatu ¢asto vznikaji jiz v prib&hu prvnich let onemocnéni
(58). Proto v soucasné dobé existuje konsensus véasné a agresivni 1é¢by RA, ktera mize
prispét ke klinickému a funk¢énimu zlepSeni, a zpomalit rentgenovou progresi, eventuelné
navodit remisi choroby (59). S ohledem na zvazeni rizika nezadoucich u¢inkd, prospéchu a
ceny 1é¢by je v soucasné dobé doporucovano zacit 1é¢bu preparaty ze skupiny tzv. chorobu
modifikujicich antirevmatickych 1ékd (metotrexat, sulfasalazin, hydroxychlorochin) a
v ptipadech nedostate¢né odpovédi nebo intolerance pak zahajit biologickou lécbu (blokatory

TNF - infliximab, etanercept, adalimumab) (60).

V klinické praxi a pfi hodnoceni lékovych studii se v soucasné dobé uziva nékolik
prediktivnich ukazatelli rentgenové progrese RA. Jedna se jednak o klinické a funkcni
znamky aktivity choroby (DAS28, HAQ, apod.), laboratorni ukazatele zanétu (FW, CRP),
genetické markery (HLA-DBR1) a rentgenovy nélez (kostni eroze). Nicméné tyto ukazatele
maji také sva omezeni a nizkou senzitivitu. Kostni eroze a destrukce chrupavky mohou
probihat nezavisle na zanétlivém postizeni kloubniho aparatu a progrese kloubniho postizeni
tak muze pokrac¢ovat navzdory nizké zanétlivé aktivité a klinickému zlepSeni (61). Mezi nové
potencialni markery pro hodnoceni RA patii nékteré nové autoprotilatky, zanétlivé parametry,

ukazatele kloubniho metabolismu a dédi¢né faktory (tab.2).

Autoprotiliatky asociované s revmatoidni artritidou

RA je autoimunitni onemocnéni, které vznikd na podkladé zvySené aktivaci imunitniho
systému. Dominantni postaveni pii vzniku autoimunitni choroby ma naruseni tolerance vaci
vlastnim tkanim, vznik autoreaktivnich T- a B-lymfocyti a nasledna aktivace dal$ich

imunokompetentnich bunék s tvorbou autoprotilatek (8,9).
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Tabulka 2. Potencialni markery hodnoceni revmatoidni artritidy.

Autoprotilatky RF, Anti-CCP, RA-33

7anétlivé parametry FW, CRP, S100 proteiny, AGE/pentosidin, NO, IL, MMP

parametry metabolismu kyselina hyaluronova, PIIINP, YKL-40, Glc-Gal-PYD, CTX-I, CTX-Il,
kloubu COMP

Genetické faktory HLA-DR4, HLA-DM

sedimentace erytrocytd; CRP, C-reaktivni protein; AGE, advanced glycated endproduct (pozdni
produkt pokrocilé glykace); NO, nitric oxide (oxid dusnaty); IL, interleukin; MMP, matrixova
metaloproteinaza; PNP, N-propeptid kolagenu; YKL-40, glykoprotein 39; Glc-Gal-PYD, glukosyl-
galaktosyl pyridinolin; CTX, C-terminal crosslinking telopeptide of collagen (C-terminaini pficné
vazebné telopeptidy kolagenu); COMP, cartilage oligomeric matrix protein (oligomerni protein
chrupavkové matrix); HLA, human leukocyte antigen (transplantaéni antigen).

Revmatoidni faktor je protilatka zaméfena proti Fc ¢asti molekuly IgG a byl pivodné objeven
vroce 1940 (62). Nejcastéji pouzivanym izotypem revmatoidniho faktoru je IgM, ktery ma
senzitivitu pfiblizné 90%. Ostatni izotypy maji senzitivitu niz8i. K detekci revmatoidniho
faktoru se nejcastéji pouziva latex fixaéni test nebo metoda ELISA. Nicméné pozitivita
revmatoidniho faktoru maze byt pfitomna u dalsich systémovych revmatickych onemocnéni,
nékterych bakteridlnich infekci ¢ nadorovych onemocnéni. S vékem navic stoupa vyskyt
revmatoidniho faktoru i u zdravé populace (2-20%) (63). Existuje vSak jisty vztah mezi
vysokou koncentraci revmatoidniho faktoru a systémovymi pfiznaky, vaskulitidou, t€Zkym
pribéhem a dalsi prognézou choroby. Sledovéani revmatoidniho faktoru v rdmci monitorovani

pribéhu choroby nebo odpovédi na 1é¢bu je vSak sporné.

Ostatni protilatky (ANA, RA33, ANCA, apod.) se mohou také vyskytovat v priibéhu RA,
jejich specificita pro RA je viak nizka. V posledni dobé se stava velmi oblibené stanoveni
protilatek proti cyklickému citrulinovanému peptidu (anti-CCP). Hlavni antigenni
determinantou téchto protilatek je citrulin - zvlastni aminokyselina, kterd vznika post-
translaéni enzymatickou modifikaci argininového zbytku polypeptidového fetézce. Historie
anti-CCP ma souvislost s objevem protilatek proti antiperinuklearnimu faktoru (APF) a
keratinu (AKA). Ukazalo, Ze oba druhy protilatek reaguji s filagrinem — citrulinovanym
proteinem, ktery je asociovan s keratinovymi filamenty (64). Citrulinované proteiny 1
protilatky proti témto proteinim (anti-CCP) se nachdzi v RA synoviélni tkani a pfitomnost
anti-CCP protilatek v séru je vysoce specifickd (> 95%) pro diagndézu RA (65). Detekce anti-

CCP protilatek ma navic prediktivni vyznam strukturalniho postizeni u jedincl s ¢asnym

12



sacatkem choroby a u jedinct s nediferencovanou artritidou trvajici méné nez 3 mésice dokazi
anti-CCP protilatky s vysokou citlivosti odlisit pacienty, ktefi vyvinou perzistujici RA
(66,67). Specificita tohoto prediktivniho nalezu se zvysuje pfi kombinaci anti-CCP
s pozitivitou I1gM revmatoidniho faktoru. Efckt 1é¢by na sérové hladiny autoprotilatek je

diskutabilni (68).

Zanétlivé parametry

Hyperplasticka synovialni tkan infiltrovana zanétlivymi buiikami predstavuje klicovou tkan
patologického procesu RA. Zakladem je nerovnovaha mezi tvorbou pro- a protizanétlivych
cytokind, ktera vede k nadmérné tvorbé enzymi degradujicich kloubni matrix. Kromé lokalné

zanétlivych zmén je v popiedi systémova zanétliva odpoveéd.

Systémovym ukazatelem probihajiciho zanétu je CRP, jehoz tvorba jatry je stimulovana
prozénétlivymi cytokiny (IL-6, IL-1, TNF). Jiz dfive bylo prokazano, ze CRP reflektuje
aktivitu choroby lépe nez sedimentace erytrocytl, mizZe mit vztah k rentgenové progresi a
muZe klesat u pacientl s dobrou klinickou odpovédi na chorobu modifikujici antirevmatickou
lécbu (69). Ackoli prozanétlivé cytokiny (IL-1, IL-6 a TNF) a MMP maji klicové postaveni
v patogenezi RA, jejich sérové hladiny nejsou pfili§ specifické a nemaji vyznamnéjsi
uplatnéni pfi hodnoceni RA (70). Nicméné sérové koncentrace MMP-3 mohou odrazet

zanétlivou aktivitu choroby a MMP-1 spiSe vznik novych kostnich erozi (71).

S100 proteiny patii mezi kalcium vazajici molekuly, jeZ mohou pifedstavovat vyznamné
ukazatele probihajiciho zanétu. Fagocytarni buriky kloubni vystelky a synovialni tekutiny
tvofi vyznamné mnozstvi heterodimeru S100A8/S100A9 (kalprotektin). ZvySené sérové
koncentrace kalprotektinu vyznamné korelovaly s klinickou i laboratorni aktivitou RA (72,73)
Nebylo zatim prokazano, Ze by mély prediktivni vyznam rentgenové progrese choroby (73).
Jejich zvySené koncentrace v séru v§ak mohou pfedznamenavat relaps choroby jiz tydny pied
vzestupem standardnich zanétlivych ukazateld a vlastni manifestaci choroby (74). Totéz plati
pro dalsi S100 protein S100A12 (kalgranulin C), jak bylo prokazano u pacientu s juvenilni
idiopatickou artritidou (75).

Pti aktivaci imunokompetentnich bunék béhem RA je produkovana ftada reaktivnich
kyslikovych radikald, roste oxidaéni stres a dochazi k hyperplazii kloubni vystelky a posileni

zanétlivé odpovédi (76). Jednim z vyznamnych radikalt je oxid dusnaty (NO), jehoZ zvySené
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Koncentrace u pacientii s RA korelovaly s aktivitou choroby, reaktanty akutni taze i nékterymi
zanétlivymi cytokiny (77). Vedle hyperglykémie prispiva oxidaéni stres vyznamné k tvorbé
AGE, jejichz hlavnim pfedstavitelem je pentosidin. Bylo popsano, Ze zvysené hladiny
pentosidinu u pacientii s RA korelovaly s klinickou i laboratorni aktivitou choroby a jsou tak

povazovany za novy potencialni biomarker aktivity RA (78).

Ukazatele kloubniho metabolismu
RA je chronické zanétlivé onemocnéni projevujici se destrukci kloubl. Metabolicky obrat
kloubniho aparatu mizZe byt reflektovan ukazateli degradace ¢i novotvorby jednotlivych

komponent extracelularni matrix kloubni vystelky, chrupavky a kosti.

Mezi markery lokalné probihajici synovitidy, které mohou odrazet aktivitu choroby a nékteré
mohou mit 1 prediktivni charakter progrese kloubniho postiZeni, patii kyselina hyaluronova,
N-propeptid kolagenu typu III a glykoprotein-39 (YKL-40) (79-81). Vice specificky pro
kloubni vystelku je vSak glykosylovany pyridinolin, tzv. glukosyl-galaktosyl pyridinolin (Glc-
Gal-PYD). Nedavno byla prokazdna vyznamna asociace jeho zvySenych hladin s progresi

kloubnich erozi béhem jednoho roku u pacientd s ¢asnou RA (82).

Revmatoidni artritida je provdzena naruSenym metabolickym obratem kloubu, coz je
provazeno elevaci parametri destrukce kosti a chrupavky. Zvysené hladiny pfi¢né vazebnych
telopeptidi kolagenu CTX-1 a CTX-II v moc¢i vykazovaly prediktivni charakter rentgenové
progrese u pacientti s ¢asnou RA (83). Mnohem lepsi prediktivni vyznam progrese choroby
mély zejména u jedinci bez rentgenovych znamek kloubni destrukce. Po terapii pacientld s
RA byl pozorovan vyznamny pokles ukazateld destrukce kosti i kloubni chrupavky (CTX-I,
CTX-II) (83). Navic kombinovana antirevmaticka terapie vykazovala lepsi efekt na pokles
mocového CTX-II. Velikost tohoto poklesu méla také vyznamny vztah k dalSimu vyvoji RA
ve smyslu rentgenové progrese choroby. V poslednich letech je extenzivné zkouman vyznam
nekolagenniho proteinu COMP. Vedle chondrocytl se vSak na jeho tvorbé mohou podilet i
buitky synovialni membrany a dalSich mékkych tkani kloubu (84). Byla nalezena vyznamna
asociace mezi zvySenymi hladinami COMP u pacientli s ¢asnou RA a progresi choroby (85).
Nicméné v nedavné prospektivni 5-leté studii nebyl prokazan vztah COMP k zanétlivé
aktivité, ani rentgenové progresi choroby (86). Novotvorba a degradace kosti na molekularni
urovni je regulovana proteiny systému osteoprotegerin (OPG), ligand pro receptor aktivujici

transkripéni faktor NF-kB (RANKL) a jeho receptor RANK (87). ZvySena tvorba RANKL
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aktivovanymi  T-lymfocyty, —synovidlnimi fibroblasty a osteoblasty pfispiva k
osteoklastogenezi a odbouravani kosti. Opaéné plsobi molekula OPG, ktera vaze RANKL,
tim tento ligand inaktivuje a zabratiuje kostni resorpci. V synovialni tekutiné pacientl s RA
byla pozorovana zvySena koncentrace solubilniho RANKL a nizka koncentrace OPG, coZ

mize reflektovat negativni kostni metabolismus jiz na po¢atku choroby (88).

Dédiéné faktory

pri¢ina vzniku RA neni dosud pIné objasnéna, nicméné se piedpoklada, ze jeji vznik mize byt
spustén dosud neznamym Cinitelem u geneticky predisponovanych jedinci. Je pozorovana
vyznamna asociace RA s molekulami HLA-systému, a to zejména s HLA-DR4 antigeny. V
posledni dobé byla prokazana dilezita role geni HLA-DM, pfi¢éemz kombinace alel HLA-
DM s HLA-DRB1 mize pomoci odhalit pacienty se $patnou progndzou choroby (89).
Pozornost je vénovana pouze nékterym HLA-DR4 genim (alelam), které kéduji totozny tsek
aminokyselin v oblasti tzv. zlabku B glykoproteinového fetézce. Tento usek se nazyva sdileny
epitop. Jiz diive bylo pozorovéno, Ze pacienti se sdilenymi epitopy HLA-DRB! odpovidali
lépe na agresivngjsi kombinovanou antirevmatickou léébu (90). V soucasnosti bylo
potvrzeno, ze mnozstvi sdilenych epitopli ma vztah k zavaznosti choroby a miize pfispét pfi
vybéru pacientll pro biologickou lé¢bu (91). Stanoveni sdilenych epitopt, ani polymorfismu
genll pro nékteré cytokiny vSak dosud neumoznilo predpovédét klinickou odpovéd na TNF

blokujici 1é¢bu u pacientl s RA (92).

Vedle polymorfismu fady cytokind, receptortl a transkripénich faktor, je v poslednim roce
extenzivné zkouman napiiklad gen pro tyrosin fosfatizu PTPN22, protein s regulaéni
aktivitou v T- i B-lymfocytech. Zjistilo se, Ze jeho polymorfismus vyznamné zvysSuje riziko
vzniku revmatoidni artritidy s pozitivitou revmatoidniho faktoru, a to nezavisle na antigenech

HLA-systému (93). Na klinické urovni v8ak nejsou genetické faktory zatim bézné vyuzivany.
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1.4VYBRANE BIOMARKERY

1.4.1. PENTOSIDIN - POZDNI PRODUKT POKROCILE GLYKACE

pozdni produkty pokrocilé glykace (AGE) vznikaji sponténni neenzymatickou modifikac{

molekul s del§im biologickym pologasem rozpadu. Jednd se o sloZity pochod (Obr.l1.), pfi

kterém se aldehydové nebo ketoskupina cukru navazuje na aminoskupinu proteind a dava

vznik Casnym produktim glykace (Schiffova baze). Pozdgji dochdzi k pomalému

preusporddéni vazeb a vznika tzv. Amadoriho produkt - intermedirni produkt glykace. Dalsi

preménou se tato slouCenina béhem tydnd aZ mésict prestavi na ireverzibilni produkty

pokrotilé glykace, které se po svém objeviteli nazyvaji Maillardovy slougeniny (94). Vedle

neenzymatické glykace se in vivo na zvySené tvorb& AGE podili a jejich vznik urychluje

oxidace (95). Heterogenni skupinu AGE pfedstavuji dva zékladni typy modifikovanych

struktur. Jednd se o adi¢ni sloueniny (adukty) a pii¢né vazebné elementy (kroslinky).

Pentosidin patii do skupiny tvofici piitné vazby a predstavuje nejlépe charakterizovany

ukazatel glykoxida¢niho zatiZeni organismu.

Lysin (Lys) Schiffova baze Amadoriho produkt
—r
NH+ NH
HN CH CH,

o
NH, OH HO—&_
HO— OH

o H g
HO OH
OH
OH NH,
Riboéza Arginin (Arg)

[N

_Alg__

Pentosidin

Obr.1. Schematické zjednodu$eni Maillardovi reakce. Redukujici cukr se vaZe na aminokyselinovy
zbytek proteinového fetézce a dava vznik &asnym, intermediarnim, a nasledn& pozdnim produktim
pokrotile glykace (AGE). Chemicka struktura pentosidinu je znazornéna-gTaaiac!
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7a fyziologickych podminek vzrista mnozstvi AGE disledkem pfirozeného starnuti a hladiny
AGE ve tkanich a v séru stoupaji zejména po dosazeni sedmdesatého roku. V organismu
existuji tii zékladni mechanismy, které ovliviiuji mnostvi AGE (96). Jedna se jednak o
moznost enzymatické redukce reaktivnich sloudenin kysliku, coz vede ke snizeni tvorby
AGE. Dale existence strukturalni specificity, ktera umoziuje glykaci tkani na vice vnimavych
mistech cilovych molekul. Jako posledni mechanismus ovliviiujici mnozstvi AGE je
pfitomnost specifickych receptori pro AGE na imunokompetentnich a endotelovych buiikach.
Podle typu specifick€ho receptoru pro AGE muze dojit k odstranéni glykaénich produkti
z organismu nebo k aktivaci prozanétlivé odpovédi (97). Navic nékteré patologické stavy
(napt. renalni insuficience ¢i diabetes mellitus) pfispivaji ke snizenému uvoliiovani, zvy3ené
tvorb& a hromadéni AGE v organismu (96,98). Piedpoklada se, Ze zvysené mnozstvi AGE pii
téchto chorobach miize vést k modifikaci nékterych proteini arteridlni intimy, a mize tak
prispét k rozvoji aterosklerozy (99). Skodlivé plisobeni AGE spociva ve dvou zakladnich
mechanismech. Zvysena akumulace AGE v organismu mulzZe mit jednak negativni vliv na
fyzikalni vlastnosti tkéni, které jsou vice vnimavé k mechanickému poskozeni (100), a dale
muze ovliviiovat i buné&né pochody na molekularni arovni (97). AGE mohou stimulovat
intracelularni signalni molekuly (MAP-kinazy, NF-kB) a pfispét ke zvySené tvorbé adheznich
molekul, cytokind, ristovych faktorG a proteolytickych enzymi. Tim dochazi k aktivaci
zanétlivé odpovédi a destruktivnimu poskozeni okolni tkané. Vyznamnou roli pfi tomto
procesu sehrava receptor pro AGE (RAGE), ktery patfi do skupiny imunoglobulinove

superrodiny bunéénych povrchovych molekul (97).

Veék predstavuje vyznamny rizikovy faktor pro vznik OA. Za fyziologickych podminek
dochézi v organismu k akumulaci glykacnich produktd pravé disledkem ptirozeného starnuti.
Bylo zjisténo, Ze v kloubni chrupavce vzroste mnozstvi pentosidinu mezi obdobim
adolescence a 80. rokem véku vice nez 30-ti nasobné (38). Vysvétlenim tohoto je fakt, Ze
kolagen typu II ma biologicky polocas delsi nez 100 let. Neenzymatickd modifikace
kolagennich struktur negativné ovliviiuje kvalitu, metabolicky obrat a reparacni kapacitu
hyalinni chrupavky, a finalné maze pfispét ke snizeni odolnosti viici pisobeni mechanickych
sil, kterym je chrupavka v pribéhu Zivota vystavena (39). Zvysena akumulace AGE kloubni
chrupavkou je tak povazovana za jeden z molekularnich mechanismi, kterym se vék podili na

patogenezi OA (101).
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zanétlivy proces piedstavuje molekuldrné bunécnou souhru, ktera vede k tvorbé cytokin,
chemokind, ristovych faktord, proteolytickych enzymi a reaktivnich kyslikovych radikalu.
v mistech chronickeého zanétu jsou vyznamnym zdrojem kyslikovych radikald zejména
aktivované makrofagy a je tudiz pochopitelné, Ze vétsi zanétliva aktivita byva spojena se
zvysenou tvorbou AGE (103). Revmatoidni artritida je chronické zanétlivé onemocnéni, u
kterého je pozorovana zvySena akumulace AGE v kloubni chrupavce (40) i v synovialni tkani
(104). ZvySen¢ mnozstvi AGE v kloubni chrupavce u RA pacientd mize mit, jako u OA,
podobné a pravdépodobné i vyznamnéjsi ucinky vedouci k destrukci chrupavky. Piedpoklada
se, z¢ AGE mohou stimulovat tvorbu IL-6 osteoblasty (105) a mohou ménit kvalitu kostniho
kolagenu ve prosp€ch zvySené fragility a zvy3eného rizika vzniku fraktur (106). Nedavno byl
také objeven glykovany IgG, ktery ma naruSené vazebné i efektorové funkce. Takto
modifikovany imunoglobulin miZe vést k tvorbé autoprotilatek - IgM anti-IgG-AGE, které
vykazovaly vztah k pfitomnosti RF a jsou poklddany za novy sérologicky marker aktivity RA
(107). Zvysené hladiny pentosidinu byly pozorovany v séru, synovialni tekutiné a mo¢i RA
pacientli (108). Z téchto télnich tekutin pfedstavuje sérovy pentosidin hlavni indikator
systtmové zanétlivé aktivity onemocnéni a je povaZovan za marker chronického zénétu a

oxidac¢niho stresu.

1.42. OLIGOMERNI PROTEIN CHRUPAVKOVE MATRIX (COMP)

COMP je nekolagenni glykoprotein kloubni chrupavky, ktery patii mezi kalcium vazici
proteiny trombospondinové rodiny extracelularnich proteinii. Byl objeven jako specificky
protein hyalinni chrupavky (109), ale v pozdéjsich letech se ukazala jeho pfitomnost také
v jinych kloubnich tkanich, napf. ligamentech, meniscich ¢i synovialni tkani (84). COMP ma
molekulovou hmotnost vétsi nez 500 kDa a je tvoien péti identickymi podjednotkami.
Fyziologicka iloha COMP vsak neni doposud plné objasnéna. DuleZitou roli pravdépodobné
sehrava v chondrogenezi a interakci chondrocyti s mezibunéénou hmotou chrupavky. COMP
se miZze vazat na kolageny typu I, II a IX, a bylo popsano, Zze mutace COMP maji vztah
k rozvoji pseudoachondroplazie a mnohocetné epifyzealni dypsplazie (110). COMP mize
vazat také nékteré hydrofobni molekuly (napi. vitamin D) a pusobit jako jejich rezervoar
(111). Nedavno bylo prokazano, ze COMP vazbou na integrinové receptory zprostiedkovava
interakci chondrocytd a synovialnich fibroblastl s extracelularni matrix (112,113). To
pfedstavuje moZny mechanismus ukotveni synovialnich fibroblasti k matrix kloubni

chrupavky, coZ muze podporovat destruktivni proces u RA.
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COMP patii mezi jeden z nejvice vyjadfenych gend v kloubni chrupavee a je povaZovin za
ukazatel jeji destrukce (50,51). Kratce po poranéni kloubu a v ¢asnych stadiich OA dochazi
k vzestupu hladin COMP v synovialni tekuting postizeného kloubu (114). Nicméné zvyseny
COMP v synovidlni tekutin€ v €asnych stadiich choroby je spise odrazem zvysené syntézy
COMP, nez projevem degradace hyalinni chrupavky (115). Vyssi hladiny COMP byly tak¢
pozorovany Vv séru u pacientl s OA, vykazovaly vztah k mnozstvi postizenych kloubd a
zavaznosti tohoto postiZeni (116), stejné tak jako ke klinicky prokazané synovitidé kolennich
kloubl (55). U pacientd s OA kycelnich kloubli byly zvysené koncentrace COMP v séru
pozorovényjiz v obdobi pfed rentgenovym postizenim kloubt (56) a COMP v séru mél navic
prediktivni charakter dalSiho vyvoje OA kycelnich i kolennich kloub ve smyslu zuZeni

kloubni §térbiny (53,54).

Zvysené hladiny COMP v séru byly pozorovany také v ¢asné fazi RA (85), pficemz vyssi
hodnoty COMP byly u pacientl, u kterych doslo k destrukci kycelnich kloubtd (117).
Stanoveni koncentrace COMP mélo v nedavné praci dokonce prediktivni charakter dals§iho
nitrokloubni instalaci kortikosteroidi RA pacientim byl pozorovan vyznamny pokles

sérovych hodnot COMP (119,120).

1.4.3. LIGAND PRO RECEPTOR AKTIVUJiCi TRANSKRIPCNi FAKTOR NF-«xB
(RANKL), RECEPTOR RANK A OSTEOPROTEGERIN (OPG)
Ligand pro receptor aktivujici transkripéni faktor NF-kB (RANKL) je soucasti TNF rodiny.
Spolu s receptorem aktivujicim transkripéni faktor NF-kB (RANK) a neaktivnim receptorem
pro RANKL osteoprotegerinem (OPG) piedstavuji proteiny ovlivilujici kostni remodelaci a
imunitni proces (121). Existuje nékolik forem RANKL - nitrobunééna, vazana na bunécnou
membranu a extracelularni. Tvorba RANK a RANKL je stimulovana zejména prozanétlivymi
cytokiny (IL-1, TNF-a). RANKL je tvofen fadou bunék véetné aktivovanych T-lymfocytd,
synovialnich fibroblastl a osteoblastl. Zvysena produkce RANKL umoznuje diferenciaci a
aktivaci osteoklastd. Tento dé&j je zprostiedkovan pomoci interakce volného ¢i na buriky
vazaného RANKL s receptorem RANK na prekurzorech osteoklastd. Dalsi bunky tvofici
receptor RANK jsou dendritické buriky a T-lymfocyty (122). U téchto imunokompetentnich
bunék vede interakce mezi RANK a RANKL k aktivaci T-lymfocytt a del§imu ptezZivani

dendritickych bunék, coz ma vyznamnou ulohu v patogenezi zanétu. ZvySené mnoZstvi
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RANKL bylo pozorovano u pacientd s RA v synovidlni tkini, zejména pak v oblastech
kloubni destrukce (123). Pfedpoklada se tak vyznamna tloha syst¢tmu RANK/RANKL/OPG
pii vzniku periartikularni osteoporézy a destrukce kosti béhem chronického zanétu. V tomto
procesu je dileZitd zejména nerovnovahy mezi tvorbou RANKL a OPG ve prospéch

molekuly RANKL.

OPG postrada transmembranézni doménu, ma schopnost vdzat RANKL, a piedstavuje
prirozeny inhibitor interakce mezi RANKL a RANK. Tlumi tak vyzravani osteoklastd a
aktivaci imunokompetentnich bunék. Na zvifecim modelu vedla potlagena tvorba OPG (-/-) k
tezké osteoporoze (124). Postmenopauzalni osteopor6za ma pticinu v nedostatku estrogend,
ktery vede ke sniZené tvorbé OPG a zvySené produkci RANKL (125). Tento nepomér muze
prispét ke vzniku osteopordzy, coz mizZe byt odvraceno hormondlni substitu¢ni 1écbou. U
pacientek s osteopor6zou byly naopak zjistény zvysené hladiny OPG v séru (126).
Pravdépodobné neexistuje bliz§i vztah mezi tvorbou OPG, osteoklastickou resorpci a
sérovymi hladinami OPG. Zatimco mnozstvi RANKL je zvySené v mistech probihajiciho
zanétu a kloubni destrukce (127), mnozstvi volného OPG v synovialni tkani u pacientl s RA
je nizsi (128). V séru pacientli s RA byly oproti kontrolni skupiné zjistény zvySené hodnoty
OPG i RANKL, které se normalizovaly po zavedeni anti-TNF biologické 1é€by (129). Naopak
hladiny OPG v synovialni tekutiné byly zji§tény niZ$i u pacienti s RA oproti pacientim s OA
(130). V posledni dobé nachéazi také systém RANK/RANKL/OPG uplatnéni v patogenezi

kardiovaskularnich onemocnéni (131) ¢i komplikaci diabetu mellites (132).

1.4.4. PROTEIN S100A4

S100A4 (znamy také jako metastasin, kalvaskulin ¢i protein specificky pro fibroblasty)
predstavuje jeden z vice nez 20 kalcium vazicich proteini S100 rodiny s nizkou molekularni
hmotnosti (9-13kDa). Tyto molekuly ovliviiuji fadu biologickych pochodl - zejména pak
bunény rist a déleni, energeticky metabolismus, kontraktilitu a motilitu bunék,
nitrobunéénou signalizaci a mezibunéénou komunikaci (133). SI00A4 protein byl pivodné
izolovan z krysich nadorovych bunék (134) a nasledné byla prokazana vyznamna asociace
metastatického fenotypu s tvorbou S100A4 lidskymi nadorovymi buitkkami (135). S100A4
predstavuje nadé&jny ukazatel metastatické aktivity, ktery ma prediktivni hodnotu u nékterych
nadorovych onemocnéni (136). Uloha S100A4 pii Siteni nadorovych bunék spoéiva na
moleularni Urovni v ovlivnéni tvorby nékterych proteind (molekuly cytoskeletu, E-kadherin,

pS3, trombospondin a enzymy degradujici matrix). S100A4 tak mlze ovliviiovat buné¢nou
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motilitu, adhezi bun€k, proliferaci a apopt6zu, angiogenezi a remodelaci proteind

extraceluldri matrix (obr.2.) (137).

Protein S100A4 miZe byt tvofen fadou aktivovanych bun&k, v&etné fibroblastl, makrofagt,
Jeukocytt a endotelidlnich bun€k (138). Byla téZ pozorovéna jeho sekrece a extracelulamn{
lokalizace (139). Extracelularni S100A4 pak miZe vykazovat autokrinn{ a parakrinn{ aktivitu.
Neddvno bylo zjidt€no, Ze extraceluldrni S100A4 sniZuje expresi genu pro inhibitor
angiogeneze tombospondin 1 a proapoptotickou molekulu bax. Déle zvySuje tvorbu né&kolika
enzymu degradujicich matrix (zejména MMP-13) cévnim endotelem a niddorovymi butikami
(139-141). Extraceluldrni S100A4 tak miiZe pfispét k prodlouZenému preZivani bun&k, miZe

podporovat angiogenezi a destrukci extraceluldrni hmoty.

Buné&&na motilita Angiogeneze
cytoskeleton \ trombospondin 1
t s100a4at
Adheze bunék Proliferace a apoptéza
E-kadherin pS3

CD44 Remodelace extraceluidrni matrix

MMP

Obr.2. Potencialn{ vliv proteinu S100A4 na genovou expresi a chovani bunék (upraveno podie
Mazzucchelli 2002.).
MMP, matrixové metaloproteinazy, p53, tumor supresorovy protein.

V progresi destrukce kloubu u RA se vyznamné uplatiiuji aktivované synoviélni fibroblasty
(142). DileZitou roli v tomto nevratném patologickém stavu hraje zvy3end produkce
proteolytickych enzymu synovidlnimi fibroblasty. Neddvno bylo zji§t€no, Ze RA synovidlni
fibroblasty tvofi fadu odlidnych geni v porovndni s fibroblasty neproliferujicimi (143).
Jednim z nich je pravé gen pro S100A4, ktery je tvofen RA synovidln{ tkdni. S100A4 tak byl

prezentovén jako jedna z molekul, kterd miZe mit vyznam v patogenezi RA.
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5. CiL PRACE

7akladni vySetfeni pro diagnézu a klasifikaci OA predstavuje stéle prosty rentgenovy snimek.
Mezi rentgenovym nalezem a subjektivnimi piiznaky choroby existuje ¢asto vyznamna
diskrepance. Obtizné je zejména zachytit Gasna stadia choroby, kdy rentgenovy nalez byva
casto negativni. To plati také pro RA, jejiz diagnézu maze zpocatku komplikovat i
nepritomnost specifick¢ autoprotilatkové aktivity. Cilem této disertacni prace bylo proto
stanoveni vybranych potencialnich biologickych markert v séru a v synovialni tekutiné u
pacientd s OA a RA, zhodnoceni jejich vztahu k zénétlivym parametriim, klinické aktivité
choroby a morfologickému postizeni kloubd. Jednalo se o ukazatele metabolického obratu
chrupavky, kosti a parametry systémového a lokalniho zanétu. Zasadnim cilem bylo
zhodnoceni jejich diagnostického a prognostického potencialu. Dalsim cilem bylo blizsi
pochopeni patogenetickych mechanismid na podkladé vzajemnych vztahd mezi jednotlivymi
markery, které odrazeji odli$né metabolické pochody. Jednalo se prevazné o prurezové
hodnoceni  vybranych biologickych markerd. PH hodnoceni prediktivniho vyznamu
pentosidinu bylo provedeno longitudinalni sledovani pacientli s OA kolennich kloubtl a

zhodnoceni progrese choroby ve smyslu morfologickych zmén kloubu.

Nedavno bylo zjisténo, Ze proliferujici synovialni fibroblasty maji vétsi potencial exprese
genu pro SI00A4 a nasledné byla potvrzena také pfitomnost mRNA pro S100A4 v synovialni
tkani pacientd s RA. Proto bylo dal3im cilem této prace zjistit, zda produkt genu pro S100A4 -
metastasin je tvofen RA synovidlni tkani a pokud ano, ma-li vyznam v patogenezi RA

s ohledem na tvorbu enzymu degradujicich extracelularni matrix.

22



3. METODIKA

3.1. Pacienti a kontrolni skupina

Do teto prace byli zafazeni pacienti s revmatoidni artritidou a osteoartrézou kolennich kloubu.
Diagnézy uvedenych chorob byly stanoveny na podkladé kritérii Americké revmatologické
asociace  (57,144).  Vsichni  Ucastnici studie patfili mezi ambulantni pacienty
Revmatologického ustavu v Praze, kterym byla pfi terapeutické punkci kolenniho kloubu
s jejich souhlasem odebrana krev. Kontrolni skupinu tvofili zdravi jedinci, pfevazné
zaméstnanci Revmatologického ustavu (n=38). V longitudinalni studii bylo celkové vy3etteno
89 pacientd s OA kolennich kloubd. V prifezovych studiich byl vysetien rizny pocet

pacientil (n=32-48).

3.2. Synovialni tkan
Synovialni tkan byla ziskana béhem opera¢niho zakroku od pacienti s RA, OA a od zdravych
jedinct po traumatické udalosti (Ortopedicka klinika, Schulthess Hospital Zurich). Synovialni

fibroblasty pouzité k experimentu na tkafiovych kulturach byly izolovany ze 4-8 pasaze.

3.3. Laboratorni metody

Stimulace synovialnich fibroblastu

K aktivaci synovialnich fibroblastd byla pouzita oligomerni frakce proteinu S100A4. Jeho
koncentrace ve stimulaénim experimentu v zavislosti na davce byla 0.1 az 4.0 pg/ml.
Koncentrace 0.5 pg/ml S100A4 byla pouzita pro experimenty v zavislosti na ¢ase (6, 12 a 24
hodin). Buriky byly sesbirany a mRNA izolovana v kazdém z uvedenych ¢asi. Bunécny

supernatant byl ziskan za 24 hodin po stimulaci proteinem S100A4.

ELISA

Télni tekutiny a supernatant byly po odbéru skladovany pfi teploté¢ —70°C az do konecného
zpracovani. Vétsina biomarkeri byla méfena pomoci ELISA, COMP sendvi¢ovou metodou
ELISA, matrixové metaloproteinazy pomoci komeréné dostupnych kit (Biotrak Amersham
Biosciences Company), OPG a solubilni RANKL pomoci sandvi¢ové ELISA (Biomedica,

Wienna). Absorpce byla méfena pii 450 nm (Dynex Technologies).
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HPLC metoda — vysoce G¢inna kapalinova chromatografie

pentosidin byl méfen pomoci vysoce ti¢inné kapalinové chromatografie — tzv. metody HPLC.
vzorek télni tekutiny byl pfedem upraven kyselou hydrolyzou (16hod./105°C v 6M HCI),
purifikaci a prekoncentraci pomoci extrakce na tuhé fizi. Déle bylo provedeno vakuové
odpateni rozpoustédel (6 hod. SpeedVac), 4) a prevedeni do mobilnf fze. Vlastni gradientova
HPLC analyza byla provedena v reverzni fazi na sklenéné koloné typu CGC Separon SGX
C18 (150x3 mm) plnéné sférickymi casticemi silikagelu (7 Mm) s navdzanym
oktadecylsilanem. PouZitd mobilni faze se skladala z 0.02 M heptafluoromaselné kyseliny a
0.01 M siranu amonného. Linedrni gradient byl dan promé&nnou koncentrac{ acetonitrilu (12,5
_ 25 %). Citliva fluorescen¢ni detekce: A cmisni = 385 Nm; A cxcitacni = 335 nm. Kolona byla
termostatovdna na 40°C, pritok mobilni fize = 0,5 ml/ min, néstiik: 10 pl finalng

zpracovaného hydrolyzatu télni tekutiny (sérum, synovialni tekutina).

Imunohistochemie

Protein S100A4 byl analyzovin imunohistochemicky na fezech synovidlni tkdné zalitych
v parafinu. Tkan na sklicku byla zbavena parafinu, inkubovdna v trypsinu, a ndsledné
blokovdna avidinovym a biotinovym vektorem. Nespecifické vazby byly blokovany 2%
fetalnim telecim sérem (FCS) rozpusténym v bufferu 100mM TRIS-HCL, 150mM NaCl a
ddH20. Nasledovala inkubace s anti-S100A4 mysi monoklonalni protilatkou (1:300) ve 4°C
pies noc. Po omyti byla tkdii na sklicku inkubovdna s mysi biotynilovanou protilitkou
(1:1000) a streptavidin alkalickou fosfatdzou. Barveni tkanovych fez bylo provedeno pomoci
DAKO Fast Red Substratu (DAKO Corporation, Carpinteria, USA). Mysi specificky IgG byl

pouZit jako negativni kontrola.

Real-time polymerazova fetézova reakce (PCR)
Ribonukleova kyselina (RNK) byla izolovdna ze synovidlnich fibroblasti za pouZiti Rneasy
kitu (Qiagen) podle standardniho protokolu. Komplementidrni DNA (cDNA) byla ziskdna

reverzni transkripci za pouZiti nasledujicich chemikalif (Applied Biosystems):
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10x TayMan RT Buffer 2

25mM Magnesium chloride 4.4
deoxy dNTPs mixture 4
Random Hexamer

Rnase Inhibitor 0.4
MultiScribe Reverse Transcriptase(50 U/ul) 05
RNK + DEPC H20 7.7
Celkovy objem 20 ul

Reverzni transkripce byla provedena pomoci cykléru GeneAmp polymerizové fetézové
reakce (PCR) (Applied Biosystems) pti 25°C na 10 minut, nisledovala 30 minutovi inkubace
v 48°C a 5 minut pfi 95°C. Komplementdrni DNA byla skladovéna pii —20°C do zpracovani.
Real-time PCR byla provedena pomoci pfistroje ABI Prism 7700 Sequence Detection systcm
(Applied Biosystems). K reakci byly pouZity pfedem pfipravené komeréné dostupné primery
a préby: MMP-1 forward primer 5'-TGT-GGA-CCA-TGC-CAT-TGA-GA-3', reverse primer
5-TCT-GCT-TGA-CCC-TCA-GAG-ACC-3', probe 5-AGC-CTT-CCA-ACT-CTG-GAG-
TAA-TGT-CAC-ACC-3"; MMP-3 forward primer 5-GGG-CCA-TCA-GAG-GAA-ATG-AG-
3', reverse primer 5-CAC-GGT-TGG-AGG-GAA-ACC-TA-3', probe 5-AGC-TGG-ATA-
CCC-AAG-AGG-CAT-CCA-CAC-3"; MMP-9 forward primer 5-GGC-CAC-TAC-TGT-
GCC-TTT-GAG-3', reverse primer 5-GAT-GGC-GTC-GAA-GAT-GTT-CAC-3', probe 5'-
TTG-CAG-GCA-TCG-TCC-ACC-GG-3'; MMP-13 forward primer 5'-TCC-TAC-AAA-TCT-
CGC-GGG-AAT-3", reverse primer 5'-GCA-TTT-CTC-GGA-GCC-TCT-CA-3', probe 5'-
CAT-GGA-GCT-TGC-TGC-ATT-CTC-CTT-CAG-3'; MMP-14 forward primer 5-TGG-
AGG-AGA-CAC-CCA-CTT-TGA-3', reverse primer 5'-GCC-ACC-AGG-AAG-ATG-TCA-
TTT-C-3', probe 5-CCT-GAC-AGT-CCA-AGG-CTC-GGC-AGA-3'. Objem TagMan reakce
byl 11.5 ul za pouziti 11.25 nM forward primeru, 11.25 nM reverse primeru, 5 nM
FAM/TAMRA TagMan préby a 6.25 ul TagMan Universal PCR Master Mixu (Applied
Biosystems). Amplifikaéni reakce byla provedena pfi 95°C po dobu 10 minut, nasledovalo 40
cykld dvou stupfiového PCR, denaturace pii 95°C po dobu 15 vtefin a ztuZovaci a extenzivni
reakce pfi 60°C po dobu 60 vtefin. Ribosomdlni 18S byla pouZita jako vnitini kontrola ke
korekci vysledku porovndnim dosaZeného prahu cyklu (Ct). ACt hodnoty byly ziskany

pomoci relativni kvantifikace odeétenim hodnoty Ct 18S od Ct matrixovych metaloproteinaz.
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Inhibice NF-xB signalni drahy

Syntelicky peptid NF-xB SN50 / Cell-Permeable Inhibitor Peptide (Calbiochem), ktery tlumi
translokaci aktivniho komplexu NF-kB do jadra, byl pouzit k objasnéni i¢asti signdlni drahy
NF-xB pii aktivaci tvorby MMP po stimulaci fibroblastii protcinem S100A4. NF-xkB SN50
byl pfidan k synovialnim fibroblastim 30 minut pfed stimulaci protcinem S100A4. Genova
expresc MMP-1 2 MMP-3 byla analyzovéna po 6 hodinich pomoci Real-time PCR a

porovnéna s expresi MMP-1 a MMP-3 u fibroblastii stimulovanych pouze S100A4 proteinem.

Transfekce vektorem pCMV-IxkBoM

Pied stimulaénim cxperimentem byla pouZita transfekce synovidlnich fibroblasti
nukleofekénim kitem (Amaxa, Switzerland). Pelet 5 x 10° synovidlnich fibroblastd byl
rozpu$tén ve 100 pl nukleofekéniho roztoku a nésledné byl pfidan 1 pg IkBaM pCMV DNA
vektor nebo prazdny kontrolni vektor (BD Bioscience). Smés byla pienesena do
elektroporetické kyvety, podstoupila nukleofekci v nukleofekénim piistroji (Amaxa), a
nasledné byla pienesena do 6-ti jamkové desticky obsahujici predehiité DME-medium, které
bylo po 8 hodinich vymeénéno. Ucinnd transfekce synovidlnich fibroblastd byla podle
nukleofekéniho protokolu 64 + 12%. Synovidlni fibroblasty byly stimulovdny po dobu 6
hodin proteinem S100A4 po 36 hodindch od transfekce. MMP-1 a MMP-3 byly méfeny Rel-
time PCR.

3.4. Klinické a rentgenové vySetieni

Aktivita obou chorob byla hodnocena pomoci specidlnich dotazniki. Pro RA byl pouZzit
dotaznik DAS 28 (Disease Activity Score), ktery se vypocitd podle vzorce 0.56 x vV (pocet
bolestivych kloubll) + 0.28 x \ (pocet oteklych kloubtl) + 0.7 In (FW) + 0.012 x (pacientovo
globdlni hodnoceni stavu) (145). Funkéni aktivita RA byla ur¢ena podle dotazniku
zdravotniho stavu HAQ (Health Activity Questionnaire) (146). Bolest a funkéni stav u
pacienti s OA byly hodnoceny pomoci indexu WOMAC (Western Ontario and McMaster

Universities osteoarthritis index) (147).

Rentgenové snimky u pacienti s OA byly provedeny v pfedozadni projekci podle
standardniho protokolu s koleny v plné extenzi a patami u sebe. Pfi hodnoceni prifezovych
studii byly vyhodnoceny podle Kellgrena a Lawrence (148). Pro longitudinalni sledovani

progrese choroby byly snimky hodnoceny modifikaci metody podle Lequesena a $itka

26



kloubni Stérbiny byla méfena v nejuziim misté medidlniho kompartmentu tibiofemoralniho
kloubu podle Altmanova atlasu (149). U jedincii s oboustrannym postizenim kolennich
kloubti byl vybran kolenni kloub, ktery byl vice postizen artrotickym procesem. Snimky

rukou a nohou u pacientdi s RA byly provedeny v piedozadni a Sikmé projekci a byly

hodnoceny podle Steinbrockera (150).

3.5. Statistické zpracovani

Vsechny hodnoty byly vyjadteny jako pramér nebo medin + smérodatna odchylka. Mann-
Whitney U-test byl pouZit pro porovndni dvou nepdrovych hodnot, Wilcoxoniv test pro
porovndni dvou pdrovych hodnot a metoda linedrni regrese pfi analyze vztahu mezi dvéma
proménnymi. Statistickd vyznamnost byla vyjadiena Spearmanovym koeficientem. Analyza
rozptylu byla pouZita pro adaptaci hodnoty sledovanych veli¢in k vice proménnym. Hodnoty

p mensi nez 0.05 byly povaZovdny za statisticky vyznamné.
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4. VYSLEDKY

4.1. PENTOSIDIN U PACIENTU S OSTEOARTROZOU A REVMATOIDN{
ARTRITIDOU

Do této prufezové studie bylo zafazeno 38 pacienti s OA kolennich kloubt, 13 muz a 25
sen. Primérny vek sledovanych pacientd byl 64.1 let a délka choroby byla 7.7 let. Ve skupiné
pacientd s RA bylo 39 jedinct, z nichZ bylo 7 muzi a 32 Zen, jejichz praméry vék byl 53.0
let a délka choroby Cinila 9.6 let. Kontrolni skupinu tvofilo 38 jedinc bez anamnézy
kloubnich obtiZi, jednalo se o 15 muzi a 23 Zen primérného véku 58.3 let (tab.3). Do
longitudindlni studie se z celkového potu 100 pacientii ke kone¢nému vysetieni po 2 letech
dostavilo 89 pacientl. Jednalo se 0 59 Zen a 30 muzi. Primérny vék sledované skupiny byl
57 let. Jednalo se o pacienty s relativné ¢asnym zacatkem choroby, jehoz délka nepresdhla 3
roky (tab.4). Jedinci s diabetem mellitus i rendlni insuficienci nebyli zafazeni do Zadné z

provedenych studii.

Tabulka 3. Demograficka data jedincl priifezové studie hodnotici vyznam pentosidinu u pacientl
s osteoartrozou (OA) a revmatoidni artritidou (RA).

OA RA kontroly p1 p2
Muzi/zeny 13/25 7/32 15/23
Vék (roky) 64.1+10.1 52.8+14.2 58.319.1 <0.05 NS
Délka choroby (roky) 8.1+7.7 9.616.6
DAS skére 5.6t+1.4
HAQ skére 1.241.1
Anti-CCP (mU/ml) 22.8432.4
CRP (ng/ml) 5.9+10.5 41.6 £36.4
FW (mm/h) 38.1+19.4
Leukocyty v SF (pocet) 402 £ 1045 6865.8+6681.4
COMP v séru (ug/ml) 41+1.3 3.5£0.8 3.3t1.4 <0.05 <0.001
COMP v SF (ug/ml) 33.7+11.0 23.8+11.4
Pentosidin v séru (nmol/l) 132.1156.2 156.0£124.0 97.7+24 1 <0.01 <0.02
Pentosidin v SF (nmol/l) 70.7+22.8 83.1168.6

RA, revmatoidni artritida; OA, osteoartroza; DAS, Disease Activity Score (skdre aktivity choroby); HAQ, Health Activity
Questionnaire (dotaznik zdravotniho stavu); CRP, C-reaktivni protein; FW, sedimentace erytrocytl; anti-CCP, protilatky proti
cyklickému citrulinu; COMP, cartilage oligomeric matrix protein (oligomerni protein chrupavkové matrix); SF, synovial fluid
(synovialni tekutina).

P1 ukazuje rozdil mezi pacienty s OA a kontrolni skupinou, p2 ukazuje rozdil mezi pacienty s RA a kontrolni skupinou.
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Tabulka 4. Demograficka data jedincl longitudinaini studie hodnotici prediktivni vyznam pentosidinu
pfi hodnocenl progrese osteoartrézy (OA) kolennich kioubli b&hem 2-letého sledovani.

OA kontroly

Muzi/Zeny 3059 8/12
vék (roky) 56.7+7.2 51.7+6.4
Délka choroby (roky) 2.9+1.8
BMI (kg/m?) 28.614.6 27.8+5.2
Pentosidin v séru na po¢atku 143.4199.0 115.3:34.0 0.04
Pentosidin v seru po 2 letech 125.6176.9
&itka kloubni terbiny

4.95+1.46
na po¢atku (mm)
Zuzeni kioubnf $térbiny

-0.410.79

b&hem 2 let (mm)

OA, osteoartréza; BMI, body mass index.

4.1.1. ZvySena hladina pentosidinu u pacienti s osteoartrézou

U pacientd s OA kolennich kloubl jsme oproti kontrolni skuping prokdzali vyznamné vyS§{
sérové hladiny pentosidinu (132.1 £ 56.2 vs 97.7 £ 24.0 nmol/l, p<0.01) (obr.3A). Pentosidin
byl vyznamné& vy33i v séru neZ v synovidlni tekutin€ (132.1 + 56.2 vs 70.7 + 22.8, p<0.001) a
mezi koncentracemi pentosidinu v obou kompartmentech byl statisticky vyznamny vztah

(1*=0.56, p<0.001) (obr.3B).
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Obr.3. Porovnani sérové hiadiny pentosidinu pacientl s osetoartrézou (OA) kolennich kioubl
s kontroini skupinou (A). Korelace pentosidinu v séru a synoviaini tekutiné u pacientl s OA kolennich
kloubt (B).
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4.1.2. Vztah pentosidinu k ukazateli destrukce kloubni chrupavky oligomernimu
proteinu chrupavkové matrix (COMP) u pacienti s osteoartrézou

Zjistili jsme statisticky vyznamny vztah mezi pentosidinem a COMP v synovidlni tekuting

(?=0.11, p<0.05) (obr.4A), pfi€emZ tento vztah platil i pro pentosidin vséru a COMP

v synovidln{ tekutin€ (r2=0.12, p<0.05) (obr.4B). Nepozorovali jsme Z&dny vztah sérového

COMP k pentosidinu v séru (r>=0.01).

0 20 40 60 20 40 60
COMP v syn.tekutiné (ug/mi) COMP v syn.tekuting (ug/ml)

Obr.4. Korelace pentosidinu v synovidini tekutiné (A) a séru (B) s ukazatelem destrukce chrupavky
COMP v synovidln( tekutiné pacientu s osteoartr6zou (OA) kolennich kloubu.

4.1.3. Vztah pentosidinu ke klinickému a rentgenovému stadiu osteoartrézy

Nepozorovali jsme vztah mezi v&kem pacienti s OA kolennich kloubi a hodnotou
pentosidinu v séru, ani v synovialni tekutin&. Z4vislost na véku sérového pentosidinu nebyla
pozorovéna ani u kontrolni skupiny zdravych dobrovolnikd. Pentosidin nevykazoval vztah
k mite kloubni bolesti & ke klinickému stavu hodnoceného podle dotazniku WOMAC.
Neshledali jsme taky statisticky vyznamny rozdil mezi pentosidinem u pacientd s unilateraln{
a bilaterdlni OA kolennich kloubl. Pfi uZiti analyzy variace jsme neprokdzali vziah mezi

pentosidinem v séru &i synovidlni tekutiné s rentgenovym stddiem choroby.
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4.14. Vztah pentosidinu k rentgenové progresi osteoartrézy

Sitka kloubni 3térbiny na potatku studie byla 4.95 + 1.46 mm a na konci 4.55 + 1.58 mm. To
znamend, Ze behem 2 let doSlo k prim&mému zdZeni kloubni $térbiny o 0.4 + 0.79 mm, co?
odpovidd prumémé roni progresi ziiZeni $t&rbiny 0 0.2 mm. Na zad4tku studie byly vyssi
koncentrace pentosidinu (143.4 £ 99.0 vs 115.3 + 34.3 nmol/l, p=0.04), nicmén& na konci
studie se jiZ nelidily od vstupnich hodnot pentosidinu u kontrolni skupiny jedinct (125.6 +
76.9 vs 115.3 + 34.3 nmol/l). Vstupni (r=0.30, p<0.05) i koneéné (r=0.34, p<0.05) hodnoty
pentosidinu mely vyznamny vztah k progresi choroby ve smyslu zdZeni kloubni S$té€rbiny

(obr.5).

Obr.5. Vztah sérového pentosidinu k progresi osteoartrézy (OA) kolennich kloubl ve smyslu zuZeni
kloubni $t&rbiny b&hem 2-letého sledovani. Koncentrace pentosidinu byly stanoveny na po¢atku a po
dvou letech sledovani.

4.1.5. Zvy3en4 hladina pentosidinu u pacienti s revmatoidni artritidou

Hodnoty pentosidinu byly vyznamng& vys$3i u pacientl s RA oproti kontrolni skupin€ (156.0 £
124.0 vs 97.7 £ 24.0 nmol/l, p<0.02) (obr.6A). Pentosidin byl vyznamn& vyS$3i v séru neZ
v synovidlni tekuting (156.0 £ 124.0 vs 83.1 + 68.6 nmol/l, p<0.001). Byla pozorovéna
vyznamnd Korelace pentosidinu v séru a synovidlni tekuting (r2=0.9, p<0.001) (obr.6B).
Prim&rmn4 koncentrace pentosidinu u pacientl s RA byla vy¥3{ neZ u pacientd s OA, nicméné
rozdily v séru a synovidlni tekutin® mezi témito chorobami nebyly statisticky vyznamné

(156.0 + 124.0 vs 132.1 + 56.2 nmol/l a 83.1 £ 68.6 vs 70.7 = 22.8 nmol/l). V&k pacientd, ani
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délka choroby neméla vliv na koncentraci pentosidinu v télnich tekutinich. Nebyl téZ rozdil

v koncentracich pentosidinu mezi muZi a Zenami. Neshledali jsme Zadny vztah pentosidinu

k ukazateli destrukce chrupavky COMP.

300

Pen os d'n v séru (nmoVl,

o 200 400 600 800

RA kontroly Pentosidin v séru (nmol/l)

Obr.6. Porovnani sérové hladiny pentosidinu u pacientll s revmatoidni artritidou (RA) s kontrolni
skupinou (A). Korelace pentosidinu v séru a synovialni tekuting u pacientli s RA (B).

4.1.6. Vztah pentosidinu ke klinické aktivité a rentgenovému postiZeni u pacientd
s revmatoidni artritidou
Koncentrace pentosidinu v séru korelovaly se sedimentaci erytrocytd (r=0.44, p<0.03), nikoli
viak s CRP (r=0.04). Neshledali jsme korelaci pentosidinu s leukocyty v synoviélni tekutiné
(r=0.02). Déle jsme nepozorovali rozdil mezi hodnotami pentosidinu u pacientd s pozitivitou
revmatoidniho faktoru (RF) oproti RF negativnim pacientim. Pentosidin v séru (r=0.06) i
v synovidlni tekutin& (r=0.007) nekoreloval s koncentracemi autoprotildtek anti-CCP
v danych t&lnich tekutinich. Nebyla také zji§téna asociace mezi aktivitou choroby (DAS28,
HAQ) a koncentracemi pentosidinu v séru & synovidlni tekuting. Rentgenové stddium RA

také nemélo vliv na hladinu pentosidinu v t€lnich tekutinich.

42. OLIGOMERN{ PROTEIN CHRUPAVKOVE MATRIX (COMP) U PACIENTU
S OSTEOARTROZOU A REVMATOIDN{ ARTRITIDOU

Do této prifezové studie bylo zafazeno 32 pacientd s aktivni RA primé&mého v&ku 51.3 let,

jednalo se 0 6 muZii a 26 Zen. Primé&m4 délka choroby byla 10.5 let. Ddle 48 pacienti s OA

kolennich kloubd pramérného vé&ku 66.1 let. Jednalo se o 13 muZi a 25 Zen, jejichZ délka

choroby byla 8.3 let.
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4.2.1. COMP v séru a synovialni tekutiné

Sérové koncentrace COMP u jedincd s OA, RA i zdravych kontrol vykazovaly statisticky
vyznamnou zavislost na véku (p<0.001). Vy3§i koncentrace COMP byly pozorovany u
starSich jedincd. Po adaptaci sérovych hodnot COMP k véku nebyly rozdily mezi pacienty

s RA (3.8 £ 1.0 pg/ml), OA (3.8 £ 1.3 pug/ml) a kontrolami (3.5 + 1.4 pg/ml).

Tabulka 5. Charakteristika pacientd s revmatoidni artritidou (RA), osteoartrozou (OA) a kontrolni
skupiny hodnotici vyznam COMP.

Demograficka data RA OA kontroly
VEk (roky) 51.3+134 66.1+10.3 552+79
Muzi/zeny 6/26 13/25 15/23
délka choroby (roky) 10.5+£8.9 83176

Klinicka data
RTG (S, K-L) 2311 2608
DAS skore 56+1.4
HAQ skore 1.2+08
WOMAC index - 433+143

Biochemicka data
CRP (mg/ml) 358+ 371 58+93 - <0.001
FW (mm/h) 38.4+19.7
Leukocyty v SF (pocet) 7581 + 6066 402 + 1045 - <0.001
Anti-CCP (mU/ml) 22.7+29.4 0 - <0.001
COMP v séru (ng/ml) 4.1(3.8)x1.0 3.5(3.8)£1.2 3.2(3.5)+14 NS
COMP v SF (ng/ml) 22.8+12.8 348+114 - <0.001

RA, revmatoidni artritida; OA, osteoartroza; S, Steinbrocker; K-L, Kellgren-Lawrence; DAS, Disease Activity Score (skore
aktivity choroby); HAQ, Health Activity Questionnaire (dotaznik zdravotniho stavu); WOMAC, Western Ontario and McMaster
Universities osteoarthritis index (index hodnotici aktivitu OA); CRP, C-reaktivni protein, FW, sedimentace erytrocyti; COMP,
cartilage oligomeric matrix protein (oligomerni protein chrupavkové matrix); SF, synovial fluid (synovidini tekutina).

COMP v séru byl vy3si u jedinci muZského pohlavi ve vSech sledovanych skupinach,
pozorovany rozdil viak postradal statistickou vyznamnost. Koncentrace COMP v synovialni
tekutiné byly vyznamné vy3si neZ v séru u pacientli s RA (19.1 £ 12.6 vs 3.3 £ 1.0 pg/ml,
p<0.001) i u pacientl s OA (32.5 £ 11.4 vs 3.9 + 1.3 pg/ml, p<0.001). Koncentrace COMP v
synovialni tekutiné u OA pacientll byla vyznamné vy33i nez u RA pacientl (p<0.001, obr.7).
Hladina COMP v synovialni tekutiné nebyla ovlivnéna vékem ani pohlavim jedincl v Zadné

ze sledovanych skupin.
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p <0.001

COMP v yntek tné ng/ml

OA RA

Obr.7. Koncentrace COMP v synovialni tekutiné u pacientl s OA a RA.

4.2.2. Vztah COMP k aktivité a rentgenovému stadiu choroby

Priimérna koncentrace CRP u pacientli s RA (35.8 + 37.1 mg/ml) byla vyznamné vy33i nez u
pacientd s OA (5.8 + 9.3 mg/ml, p<0.001). Priméma hodnota sedimentace erytrocytl u
pacientli s RA dosahovala 384 *+ 19.7 mm/lh. Oba tyto ukazatele laboratorni aktivity
nevykazovaly statisticky vyznamny vztah k hladiné COMP v séru &i synovialni tekuting.
PoCet leukocytil v synovialni tekutiné RA pacientl byl 7581 + 6066 a také nevykazoval vztah
k hladin€ COMP v synovialni tekutin€. MnozZstvi leukocytd v synovialni tekutiné OA
pacientl (402 * 1045) bylo vyznamné niz$i nez u RA pacientd a také nekorelovalo
s hodnotami COMP v synovialni tekutiné. Priméma hodnota dotazniku HAQ byla 1.2 a
hodnota klinické aktivity dle DAS 28 byla 5.6. COMP v télnich tekutinach u pacientl s RA
nevykazoval vztah k vySe uvedenym veli€indm. Priméma hodnota WOMAC, dotazniku
aktivity OA, byla 43.3 a také nekorelovala s hodnotami COMP v séru ¢i synovialni tekutin€.
Hodnoty COMP v télnich tekutinidch u jedincl s ¢asn€jSim zaCatkem RA (n = 11, max. 4
roky) se nelisily oproti hodnotam u jedincl s delSim priib&éhem choroby (n = 21, 5-38 let);
sérum: 3.3 £0.7 vs 3.6 £ 1.1 pg/ml, synovialni tekutina: 23.3 + 14.4 vs 22.3 + 11.8 pg/ml).
Zjistili jsme viak vyznamnou asociaci COMP s parametrem autoprotilatkové aktivity. Cim
vy33i byly hodnoty anti-CCP protilatky, tim vy33i byly u RA pacientd hodnoty COMP v séru
(p<0.03).

Pacienti s RA a OA byli rozdéleni do jednotlivych skupin podle rentgenového stadia
hodnoceného podle Steinbrockera, respektive Kellgrena a Lawrence. Sérové hodnoty COMP
pacienti s RA a OA se mezi jednotlivymi rentgenovymi stadii nelisily. Totéz platilo pro

COMP v synovialni tekuting OA pacientt.
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4.3. LIGAND PRO RECEPTOR AKTIVUJICi TRANSKRIPCNi FAKTOR NF-xB

A OSTEOPROTEGERIN U

REVMATOIDNI ARTRITIDOU

PACIENTU

S OSTEOARTROZOU A

Do této studie bylo zafazeno 45 pacientii s RA, jednalo se 0 9 muzd a 36 Zen. Jejich primémy

vek byl 54 let. Pacientii s OA kolennich kloubil bylo 44 (14 muzi, 30 Zen) a jejich priimémy

v€k byl 66 let (tab.6.).

Tabulka 6. Charakteristika pacientl s revmatoidni artritidou (RA) a osteoartrézou (OA) ve studii
hodnotici vyznam systému OPG/RANKL.

Demograficka data RA OA P
V&k (roky) 54 +10.6 66 + 14.3 <0.001
MuZi/zeny 9/36 14/30 -
CRP (mg/ml) 39.6+34.7 52+8.2 <0.001
Leukocyty v SF (pocet) 7900 + 10002 415.6 £ 1077 <0.001
DAS28 skére 57+14 - -
OPG v séru (pmol/l) 19+1.0 24108 <0.03
OPG v SF (pmolll) 3.9+24 84+29 <0.001
RANKL v séru (pmol/l) 78% < 0.4 pmol/l 89% < 0.4 pmol/l -
RANKL v SF (pmol/l) 336127 341+1.4 NS
COMP v séru (ng/ml) 349+08 405+ 1.3 NS
COMP v SF (ng/ml) 215590 34.88+11.5 <0.001
Pyridinolin v séru (nmol/l) 13.1£8.1 8.7+46 NS
112275 10.3+7.6 NS

Deoxypyridinolin v séru (nmol/l)

RA, revmatoidni artritida; OA, osteoartr6za; DAS, Disease Activity Score (skére aktivity choroby), CRP, C-reaktivni protein;
OPG, osteoprotegerin; RANKL, ligand pro receptor aktivujici transkriptni faktor NF-xB; COMP, cartilage oligomeric matrix
protein (oligomerni protein chrupavkové matrix); SF, synovial fluid (synoviélni tekutina).

4.3.1. Ligand pro receptor aktivujici transkripéni faktor NF-xB (RANKL)

Sérové koncentrace solubilniho RANKL byly u vétSiny jedincl (vice nez 80%) pod
detekénim limitem (<0.4 pmol/l). Koncentrace RANKL v synovialni tekutiné byly vy3si
oproti pfislusnym hodnotdm v séru a neliSily se mezi skupinami pacienti sRA a OA
(3.36+2.7 vs 3.41+1.4 pmol/l). Nezavisle na diagnéze byl zjist€n negativni vztah RANKL k
CRP (p<0.05). Nicméné¢ hodnota RANKL v synovialni tekutin€ nevykazovala asociaci
s aktivitou RA podle dotazniku DAS28.
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4.3.2. Osteoprotegerin

Koncentrace OPG byla vyznamné vys3i v synovilni tekuting ne? v séru (p<0.001) a OPG
navzajem koreloval vobou télnich tekutinich u obou sledovanych skupin (p<0.005).
Koncentrace OPG v synovidlni tekutiné u pacientti s OA byla vyznamné vy$$i nez u pacientl

s RA (8.4£2.9 vs 3.9£2.4 pmol/l, p<0.001). Totéz platilo i pro OPG v séru (2.4+0.8 vs 1.9+1.0
pmol/l, p<0.03) (obr.8.).

Sérum Synovialni tekutina

OA RA OA RA

Obr.8. Porovnani koncentrace OPG v séru a synovialni tekutiné u pacientl s osteoartrozou (OA)

a revmatoidni artritidou (RA).

Pomér OPG:RANKL v synovidlni tekutin€ byl vyznamné men$i u pacientl s RA neZ u
pacientim s OA (p<0.001). Koncentrace OPG v synovialni tekutin€ a séru se neliSila mezi
jednotlivymi rentgenovymi stadii OA. U pacientll s OA vzrlstala koncentrace sérového OPG
s vékem (p<0.03). Hodnoty OPG v synovialni tekutin€ u pacientd s OA a v obou télnich

tekutinach u pacienti s RA nebyly v€kem ovlivnény.

Sérové hodnoty OPG a COMP u pacientd s OA vzristaly s vékem a navzdjem spolu
korelovaly (p<0.04). Tento vztah v3ak neplatil po adaptaci obou parametrd k véku. U pacienti
s RA velmi vyznamné korelovaly hodnoty OPG a COMP v synovialni tekutiné (p=0.005).
Naopak u pacientd s OA v synovialni tekutiné spolu vzéjemn¢ parametry OPG a COMP
nekorelovaly. OPG v séru pacientl s OA navic vyznamné koreloval s ukazatelem degradace
kosti deoxypyridinolinem (p=0.05) a jisty trend byl pozorovan také pro pyridinolin (p=0.06),
coz bylo prokazano i po adaptaci OPG k v€ku. Tento pozitivni vztah mezi OPG a markery

metabolického obratu kosti nebyl pozorovan u pacientli s RA.
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44. VYZNAM S100A4 V PATOGENEZI REVMATOIDNI ARTRITIDY

4.4.1. Exprese proteinu S100A4 synovidlni tkani

Synovidlni tka RA pacientd (10/10) vykazovala tvorbu S100A4 proteinu. SI00A4 byl
lokalizovan v oblastech synovidlni intimy, intersticia a také endotelovych bun&k synovidlnich
cév. Piitomnost S100A4 byla navic pozorovéna v oblastech destrukce kosti (panu) u 4/4
pacienti s RA. S100A4 se také nachézel v extraceluldrnim prostoru. Podle morfologické
charakteristiky tvofi S100A4 synovidlni fibroblasty i makrofigy. Synovidlni tkdi pacientd
s OA (5/7) vykazovala podobny charakter barveni na protein S100A4, nicméng intenzita
barveni byla slab3i a extraceluldrni lokalizace S100A4 nebyla pozorovana (obr.9). U kontrolni

synovidlni tkan€ od pacientil po traumatu (3/3) nebyla tvorba S100A4 pozorovéna vibec.

Obr.9. Rozdil v imunohistochemickém barveni proteinu S100A4 v synovidln{ tkéni pacientl
s revmatoidnf artritidou (RA) (A) a osteoartrézou (OA) (B). Originaln{ zvétSeni 400x.

4.4.2. S100A4 zvySuje expresi MMP mRNA synovidlnimi fibroblasty in vitro

ProtoZe jsme u pacientli s RA pozorovali extraceluldrni pfitomnost S100A4, stimulovali jsme
synovidlni fibroblasty proteinem S100A4. V zévislosti na ddvce S100A4 jsme pozorovali
indukci exprese MMP-1, MMP-3 (obr.10A), MMP-9 a MMP-13 mRNA RA synoviélnimi
fibroblasty jiZ po 6 hodin4ch stimulace. Mimn4 indukce exprese MMP byla pozorovana pfi
stimulaci RA synovidlnich fibroblastéi nejniZ§i koncentraci S100A4 (0.1 pg/ml) - 2.9x, 2.3x,
1.3x, a 1.1x vzestup). P vysSich koncentracich S100A4 byla pozorovdna vy3§i exprese
MMP. Pro nejvy$3i pouZitou koncentraci S100A4 (4.0 pg/ml) byl pozorovén 5.8x, 5.6x, 4.7,
a 5.2x vzestup exprese genu pro MMP. Na druhé stran& nedoSlo ke zvy3ené expresi genu pro

MMP-14. Podobné vysledky byly pozorovany u synovialnich fibroblasti od OA pacienti.
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Obr.10. indukce exprese MMP-3 mRNA synovidlnimi fibroblasty od pacientl s revmatoidni artritidou
(RA) stimulovanymi riznymi koncentracemi proteinu S100A4 po dobu 6 hodin (A). Indukce exprese
MMP-3 mRNA RA synovidlnimi fibroblasty stimulovanymi 0.5 ug/ml S100A4 po dobu 6, 12 a 24 hodin
(B).

Pfi stimulaci RA synoviélnich fibroblastl v zavislosti na &ase (6, 12 a 24 hodin) jsme pouZili
0.5 pg/ml S100A4 proteinu. Indukce exprese MMP-3 mRNA (obr.10B) byla zji§téna ve viech
gasovych intervalech s nejvy38imi hodnotami jiZ po 6 hodinach stimulace (4.8x, 4.2x, a 3.7x
vzestup). Po stimulaci proteinem S100A4 byla zvySena také exprese genti pro MMP-1, MMP-
9 i MMP-13, nicméné s rliznou kinetikou. Zatimco MMP-9 mRNA byla zvy3ené& indukovéna
ve viech Casovych intervalech (2.6x, 2.9x, a 2.3x vzestup), MMP-1 mRNA byla vyznamn¢
zvySena po 6 a 12 hodinéch (2.7x a 2.8x vzestup) a MMP-13 méla maximum po 6 hodinich
(2.6x vzestup). Vyznamné korelace byla nalezena mezi expresi MMP-1 a MMP-3 mRNA
(p<0.05).

4.4.3. Tvorba MMP stimulovanymi synovidalnimi fibroblasty

Zvy3ena exprese MMP na genové drovni byla potvrzena na proteinové Urovni po stimulaci
RA synovidlnich fibroblastd proteinem S100A4 po dobu 24 hodin. Zjistili jsme zvySené
uvolnéni proteini MMP-1 (180%, p<0.03) a MMP-3 (160%, p<0.05) do bun&ného
supernatantu z RA synovidlnich fibroblasti stimulovanych proteinem S100A4 po 24

hodinéach.

4.4.4. Vyznam NF-kB signdlni drdhy v indukci tvorby MMP synovidlnimi fibroblasty
stimulovanymi S100A4

Vyznam transkripéniho faktoru NF-kB v indukci MMP synovidlnimi fibroblasty byl urcen

pomoci NF-kB SN50 - inhibitoru translokace aktivniho komplexu NF-kB do jadra. RA

synovilni fibroblasty pfedem inkubované s molekulou NF-kB SN50 vykazovaly sniZenou
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expresi gend pro MMP-1 a MMP-3 (26 + 17 a 55 £ 23 % pokles). Abychom zjistili funk&ni
aktivitu NF-kB, pouZili jsme transfekci synovidlnich fibroblastti vektorem IkBaM pCMYV.
Transfekované synovidlni fibroblasty vykazovaly také sniZenou indukci exprese MMP-1 a
MMP-3 (34 + 14 a 46 + 3 % pokles) oproti fibroblastim transfekovanym prizdnym vektorem.
SniZeni tvorby MMP-3 mRNA po inhibici NF-kB signdlni drahy je znizorné&no na obr.11.

8
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Obr.11. Redukce exprese genu pro MMP-3 po inhibici transkrip&niho faktoru NF-xB za pouZitl
inhibitoru translokace aktivniho komplexu NF-xB do jadra SN-50 a transfekéniho vektoru IkBaM

pCMV.
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5. DISKUSE

5.1. Pentosidin u pacientu s osteoartrézou

Ve studii zabyvajici se vyznamem pozdnich produktl pokrogilé glykace u OA jsme zjistili
zvySené sérové hladiny pentosidinu u pacientt s OA kolennich kloubt oproti zdravé skupiné
dobrovolnikid. Pozorovali jsme vyznamnou asociaci pentosidinu s ukazatelem metabolického
obratu kloubni chrupavky COMP v synoviilni tekuting. Navic jsme u jedincl s ¢asnym

zatdtkem choroby pozorovali pozitivni vztah koncentrace pentosidinu v séru s progresi zizeni

kloubni stérbiny po 2 letech sledovani.

ZvySené hladiny pentosidinu v séru u pacientll s OA nebyly v minulosti pozorovény (108),
nicméné nas soubor pacientl byl vétsi a je v souladu s nalezem vy33i koncentrace pentosidinu
v mo€i u pacientll s OA (39). Mocovy pentosidin mél dokonce uréujici vyznam piitomnosti
OA. Podle naSich pfedpokladl se na zvySené koncentraci pentosidinu mohou podilet dva

zékladni mechanismy:

1. vy3si metabolicky obrat a progresivni destrukce hyalinni chrupavky a

2. oxidac¢ni stres.

Vy3$8i metabolicky obrat a progresivni destrukce hyalinni chrupavky béhem OA miZe vést k
pozorované ztraté fluorescence glykacnich produkti blizko povrchu kloubni chrupavky
a predpokladanému uvolnéni proteinii modifikovanych pentosidinem do télnich tekutin (151).
Dulezitou komponentou hyalinni chrupavky a zaroveni ukazatelem jejiho metabolismu je
COMP (50) - potencidlni ukazatel destrukce a progrese OA kloubni chrupavky (53,54).
V poslednich letech se na OA pohliZi jako na zéanétlivé postiZzeni kloubni tkéné (152), jez
miiZe byt provédzeno nizkou hladinou systémového zan&tu v podob¢ lehce zvySeného sérového
C-reaktivniho proteinu (28,29). Oxida¢ni stres pfi zanétlivém postiZzeni kloubni tkané tak
muiZe predstavovat dalsi mechanismus vedouci k vzestupu hladin pentosidinu v séru OA
pacientll. Vys3i oxida¢ni stres je napiiklad odpovédny za vySsi hladiny pentosidinu béhem
chronického zanétu u pacientd s RA (108). Na podkladé téchto hypotéz se domnivame, Ze

nami pozorovand vyssi koncentrace pentosidinu a jeho korelace s COMP v synovidlni

tekutiné miiZe odraZzet lokalné zanétlivé-destruktivni proces OA.
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Primérné ro¢ni zuzeni kloubni §térbiny kolennich kloubt u pacientl s asnou OA bylo 0.2
mm. Podle literdrnich ddaji se primémé roéni zdaZeni kloubni Stérbiny méze pohybovat v
rozmezi 0.06 aZ 0.6 mm za rok (153). Site kloubni Stérbiny viak muzZe byt vlivem bolesti a
nedplné extenze kolenniho kloubu zmensena (154). Proto je vyhodné;jsi provadét rentgenové
snimky pomoci semiflekéni techniky. My jsme pouzili techniku snimkovani s extendovanymi
koleny, jelikoZ v dobé zacdtku studie nebylo znamo o vyhodnosti semiflekéni techniky pro
longitudindlni studie. Monitorovéni biologickych markeru OA mé zatim vice pozitivnich
vysledkil pfi hodnoceni progrese destrukce chrupavky a predikce dal$iho vyvoje choroby.
V poslednich letech je mnoho pozornosti vénovano vyznamu pozdnich produktii pokrogilé
glykace v souvislosti se stdrnutim, patogenezi diabetu mellites, rendlni insuficienci a
zanétlivymi chorobami (96-99). Vyznamnym rizikovym faktorem OA je vék a v kloubni
chrupavce vyznamné vzristd mnozstvi AGE pravé béhem starnuti organismu (38). Neddvno
bylo zjiSt€no, Ze zvySend akumulace AGE v kloubni chrupavce negativné ovliviiuje kvalitu
(38), metabolicky obrat a repara¢ni kapacitu hyalinni chrupavky (39,101). U pacientii s OA
kolennich kloubt byly zjiStény zvySené hladiny pentosidinu v mo¢i, které vyznamné poklesly
po operaci s provedenim totdlni endoprotézy postizeného kloubu (155). V této praci jsme
pozorovali zvySené hladiny pentosidinu vséru a jejich vztah k progresi ziZeni kloubni
$térbiny u pacienti s OA kolennich kloubd. Pfedpokldadame tak, Ze pentosidin muze
pfedstavovat novy potencidlni biomarker hodnoceni OA, ktery milZe odrdZet zanétliveé-

degradacni proces choroby.

5.2. Pentosidin u pacienti s revmatoidni artritidou
U pacientd s RA jsme prokdzali vyznamné vys$i hladiny pentosidinu v séru oproti kontroldam.
Pentosidinu vykazoval vztah k sedimentaci erytrocytd, nikoli v8ak k CRP, autoprotildtkové

¢i klinické aktivité choroby.

U pacientii s RA byla jiz diive popsand zvySena akumulace AGE v kloubnich tkdnich a
télnich tekutindch (40,108). Ptedpoklada se, Ze zvySena tvorba a akumulace AGE ma pficinu
ve zvysené tvorbé reaktivnich kyslikovych radikdli béhem chronického zénétu. Pentosidin
vséru je povazovdn za indikdtor aktivity onemocnéni, ukazatel chronického zanétu a
oxida¢niho stresu u pacientii s RA (108). V rozporu s touto praci jsme nepozorovali asociaci
zvyseného pentosidinu s CRP ¢&i aktivitou choroby. Pentosidin vykazoval vztah pouze
k sedimentaci erytrocytl. Je obtizné vysvétlit diskrepanci nadeho pozorovani s pfedchozi

studii. Tento rozdil miiZe byt zpsoben napfiklad pouzitim odliSného dotazniku na hodnoceni
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aktivity choroby. V predchozi prici byl pouzit tzv. Lansburyho index, kdezto my jsme pouZili
vice rozsiteny a Casteji pouZivany dotaznik hodnotici aktivitu choroby DAS28. Tento nélez je
v rozporu s tvrzenim, Ze pentosidin predstavuje potencidlni zanétlivy marker aktivity RA. Pfi
porovnani hladin pentosidinu v séru a synovidlni tekuting u pacientii s RA bylo zji§téno pouze
nevyznamné zvySeni oproti pacientim s OA. PFi¢inou muze byt vyssi vék pacientd s OA,

ackoli jsme nepozorovali zdvislost pentosidinu na véku v z4dné ze sledovanych skupin.

ProtoZe jsme u pacientd s OA pozorovali asociaci pentosidinu s COMP v synovidlni tekuting,
chtéli jsme objasnit vztah téchto dvou parametrd také u RA. Nepodatilo se nim vsak
prokdzat, Ze by hladiny pentosidinu mély vztah k ukazateli metabolického obratu kloubni
chrupavky COMP v séru ¢i synovidlni tekutiné u jedinct s RA. Citrulinace protein
synovidlni tkan€ sehrdva vyznamnou ilohu v patogenezi RA a tvorba protiltek proti témto
modifikovanym proteinim (anti-CCP) ma vysokou specificitu pro diagnézu RA (65). Detekce
anti-CCP protilatek ma navic prediktivni vyznam strukturdlniho postiZeni u jedincii s ¢asnym
zacdtkem choroby (66,67). V nasi prici se nepodafilo prokdzat asociaci pentosidinu s
protilditkovou aktivitou vyjadfenou tvorbou anti-CCP protildtek. Narozdil od OA, kde
pentosidin koreloval s COMP v synovidlni tekuting, u RA pravdépodobné zvySené hladiny
pentosidinu mohou odraZet oxidaéni stres a chronickou zanétlivou aktivitu choroby, nikoliv
destrukci kloubni chrupavky ¢i autoprotilitkovou aktivitu choroby. Je navic zndmo, Ze

k destrukci kloubu miize dochdzet i bez ptitomnosti prokazatelné zanétlivé aktivity.

5.3. Oligomerni protein chrupavkové matrix u pacientu s osteoartrézou a revmatoidni
artritidou

Potvrdili jsme, Ze vék predstavuje vyznamny faktor ovliviiujici sérovou hladinu COMP. Po
adaptaci biomarkeru k véku jsme jiZz nepozorovali rozdil v sérovych koncentracich COMP
mezi OA a RA pacienty a kontroln{ skupinou. Na druhé strané COMP v synovidlni tekutin¢
nebyl ovlivnén vékem a byl vyznamné vyssi u pacienti s OA, coz miliZe odrdZet metabolismus
kloubni chrupavky postiZené artrotickym procesem a odliSny mechanismus patogeneze

choroby.

COMP piedstavuje vyznamny ukazatel metabolismu kloubni tkdng, zejména degradace
hyalinni chrupavky (50). Vedle pohlavi, rasy a fyzické aktivity, patf{ vék mezi daleZity faktor
ovliviwujici koncentraci COMP v séru (156). Adaptované hladiny COMP k véku

nevykazovaly vyznamny rozdil mezi Zddnou ze sledovanych skupin. Tato zdvislost na véku
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vak nebyla pozorovina pro COMP v synovidlni tekuting, ktery miZe pfimo odrizet
metabolismus tkdné postizeného kloubu. COMP v séru ma systémovy charakter odrazejici
metabolismus  ostatnich kloubnich struktur a tkani organismu, co? predstavuje jeden
z limitujicich faktord pouZiti sérového COMP pii hodnoceni postiZzeni jednoho kloubu u
chorob. jeZ maji ¢asto polyartikuldrni charakter. Muzi ze viech sledovanych skupin méli vyssi
koncentrace sérového COMP oproti Zendm, coZ je v souladu s neddvnou studii zabyvajici se
zdvislosti COMP na etnické pfislusnosti a pohlavi (156). Vys3i sérové hodnoty COMP u
muzl je mozno vysvétlit vétSi télesnou konstituci muZii oproti Zendm a tudiz vét$im

mnoZstvim pojivové tkané obsahujici COMP.

V synovidlni tekutiné jsme pozorovali vyznamné vys§i COMP u pacientt s OA oproti RA,
coz by mohlo odrdZet lokdlné probihajici destrukci artrotické chrupavky a zmény jejiho
metabolismu v pribéhu OA. Pokro¢ild rentgenova destrukce kolennich kloubt u OA pacientd
neméla vliv na hodnoty COMP v séru ani v synoviélni tekutiné a systémové hodnoty COMP
téZ nevykazovaly zdvislost na pokro¢ilosti RA vyjddfené rentgenovou destrukci drobnych
ruénich a noznich kloubl. Nicméné lze spekulovat, Ze zvySené hladiny COMP v synovidlni
tekutiné u pacientd s OA oproti RA mohou spiSe odriaZet odlisné metabolické zmény
artrotické chrupavky. Nepozorovali jsme vSak dfive popsany (53) prediktivni vyznam
sérového COMP na vyvoj choroby pii dvouletém sledovéni rentgenové progrese u pacientt
s ¢asnou OA kolennich kloubt. Jednim z vysvétleni muZe byt jednak odlisny pribéh a délka

choroby nebo krat$i doba sledovéni pacientli v naSem souboru.

U maraténskych béZct byl zjistén zvySeny sérovy COMP a jeho korelace s nékterymi
cytokiny v priibéhu a do 24 hodin po 42-km zévodu (157). Ptedpokladé se, Z2 COMP mizZe
predstavovat marker reflektujici ¢asny zdnét v pribéhu nadmérného pietéZovani kloubnich
struktur. V patogenezi RA sehrdvé oproti OA vyznamnou roli systémovy zanétlivy proces a
nedévno byla v ¢asné fazi RA pozorovina korelace COMP se zédnétlivou aktivitou choroby,
poétem oteklych kloubti a CRP (158). Nicméné v prospektivni 5-ti leté studii neodraZel
COMP zinétlivou aktivitu ani destruktivni aspekt RA (86). Stejné¢ tak i naSe préce
nepodporuje vztah COMP k rentgenovému postiZeni kloubt, klinické, ani laboratorni aktivité

RA.

Lze konstatovat, Ze starnuti organismu se vyznamné podili na zvySené hladin€ COMP v séru,

coZ je nutno zohlediiovat v dalSich studiich. Po adaptaci COMP k véku jiZ nebyl pozorovin
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rozdil v koncentracich COMP v séru mezi jedinci s OA. RA a kontrolami. COMP
v synovidln{ tekutin¢ nebyl ovlivnén vékem a byl vyznamné vys§i u OA pacientt. COMP tak
pravdépodobné piedstavuje lokalni ukazatel destrukce artrotické chrupavky neZ systémovy
ukazatel metabolismu revmatické kloubni tk4né. Nicméné pozitivni vztah COMP s vysoce

specifickou autoprotilitkou anti-CCP miZe ukazovat na asociaci imunitni aktivity a destrukce
kloubni tkdné u RA.

5.4. Osteoprotegerin a ligand pro receptor aktivujici NF-xB u pacientd s osteoartrézou a
revmatoidni artritidou

Osteoprotegerin a RANKL sehravaji vyznamnou ilohu pfi regulaci kostniho obratu a vedle
kostnich bun€k ¢€i synovidlnich fibroblasth se na jejich tvorbé podili fada
imunokompetentnich bunék. Proto jsme prokazali vyssi hladiny t&chto molekul v mistech
probihajiciho zanétu, tj. v synovidlni tekuting, neZ v séru. Navic niZ§i koncentrace OPG
v télnich tekutindch u pacienti s RA svédei pro teorii nedostatecné protektivni tilohy OPG

pied kostni resorpci u systémového zanétlivého onemocnéni.

Vyssi koncentrace OPG byly pozorovany v séru u Zen s postmenopauzalni osteoporézou
oproti zdravym a stejné starym Zendm (159). U téchto pacientek s osteoporézou byly
koncentrace OPG vyssi u Zen, které mély nizsi denzitu kostniho mineralu a navic korelovaly
s markery kostni resorpce mocovym pyridinolinem a deoxypyridinolinem. To se podafilo
potvrdit i v na8i praci u pacientd s OA kolennich kloubt. Nenfi jasné pro¢ i pfes vy33i hodnoty
OPG dochazi ke ztraté kostni denzity. Pravdépodobné se jednd o neefektivni kompenzatorni
tvorbu OPG pii zvySené produkci RANKL. Na druhé strané u pacientl s RA, u nichZ dochazi
k lokdlnimu tbytku kostni denzity a vzniku kostnich erozi, jsme zjistili niZ8i koncentrace
OPG, co? je v souladu s niZ3i tvorbou OPG synovialni tkdni pacientd s aktivni RA (128).
Vyznamna asociace COMP s OPG v synovidlni tekutin€ u pacientd s RA patfi mezi dosud
nepopsany moment, ktery je pravdépodobné odrazem asociace lokdlni destrukce hyalinni
chrupavky a metabolismu kosti u pacientd s RA. Tento vztah nebyl pozorovén u pacienti
s OA. Pravdépodobnym vysvétlenim je odliSny patogeneticky mechanismus postiZeni

kloubnich struktur u obou chorob.

V porovnani s nadmérnou tvorbou RANKL lymfocyty a makrofagy v RA synovidlni tkéni
(127) jsme nepozorovali vy3si koncentraci volného RANKL v synovidlni tekutiné u pacientl

s aktivni RA oproti jedincdm s OA. Da se tak pfedpokladat, Ze na lokalni osteoresorpci se

44



nepodili volny, ale na bunky vdzany RANKL. Pro to svedef i negativni korelace RANKL
v synovialni tekutiné se zanétlivou aktivitou choroby. Nizké koncentrace méfeného volného
RANKL. zejména nedetckovatelné hodnoty v séru, mohou byt zplsobeny vazbou RANKL na
OPG in vivo. ELISA metoda pro detekci RANKL totiz vyuziva princip potaZenych jamek
molekulou OPG, coZ umozni vazbu volného RANKL, ale ne RANKL véazaného na OPG.

Niz3i lokalni produkce markeru regulace metabolického obratu kosti OPG v synovidlni
tekutiné piedstavuje sniZenou ochranu zanétem postizené tkané pied destrukci kosti. Navic,
vyznamny vztah OPG s ukazatelem destrukce chrupavky COMP svédéi pro asociaci lokdlniho

postiZeni kosti a hyalinni chrupavky u aktivni RA.

5.5. Vyznam S100A4 v patogenezi revmatoidni artritidy

My jsme poprv€ prokazali intracelularni i extraceluldrni pfitomnost proteinu S100A4 v
synovidlni tkdani RA pacientd. Protein S100A4 byl navic ptitomen i v oblastech invaze tkdné
do kosti. Navic jsme zjistili, Ze extraceluldrni S100A4 indukuje zvySenou tvorbu nékolika
MMP synovidlnimi fibroblasty, coZ ukazuje na vyznam S100A4 v procesu kloubni destrukce

béhem RA.

Vfadé studii na riznych typech tumori byly zji§tény ucinky intraceluldrniho 1
extraceluldrniho proteinu S100A4 podporujici tvorbu metastdz (135-137,138-141). Invazivni
chovéani bunék je nejdllezitéjsim znakem zaklddani metastdz, pfispivd k neovaskularizaci a
Siteni nddorovych bunék. Na tomto procesu se vyznamné podili zvySend tvorba MMP,
Enzymy degradujici matrix, a to zejména MMP, jsou hlavnimi strijci kloubni destrukce u
RA. Hlavnim zdrojem téchto enzymi jsou fibroblasty synovidlni intimy a agresivniho panu
(71). Protoze S1I00A4 je lokalizovan jak v intraceluldrnim, tak extraceluldrnim kompartmentu,
Ize uvaZovat o vyznamu secernovaného S100A4 u RA. Objevili jsme, Ze exogenni S100A4
stimuluje tvorbu nékolika MMP synovidlnimi fibroblasty, coZ bylo neddvno pozorovano t€z u
endotelidlnich a nddorovych bunék (139,140). Invazivni chovéni agresivnich synovidlnich
fibroblasti tak pfipomind zvySeny metastaticky potencidl nddorovych bun€k v pfitomnosti

S100A4.

Pii inhibici NF-xB signdlni drdhy byla o polovinu redukovana synt€za MMP-3 synovialnimi
fibroblasty stimulovanymi proteinem S100A4. NF-kB pfedstavuje klicovy nitrobunécny

reguldtor zdnétu a jeho tvorba u RA v synovidlni tkéni byla pozorovdna v mistech panu, kde
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dochazi k destrukci kloubu (160). Uloha aktivace NF-kB pfi cxpresi enzymt degradujicich

matrix po stimulaci proteinem S100A4 potvrzuje neddvny objev na endotelovych buiikdch
(140).

Vedle synovidlnich fibroblasti ¢i makrofigd, mohou produkovat S100A4 také endotelidlni
bunky, a tak podporovat angiogenezi popsanou u tumor® (139-141). ZvySend vaskularizace
RA synovidlni tkdn¢ predstavuje dilezity moment choroby (161). Lze tak spekulovat, Ze
S100A4 tvofeny endotelovymi buriky cév synovidlni tkdné mlze podporovat zidnétlivou
aktivitu RA. U nddorovych bun¢k byla popsdna interakce S100A4 s tumor supresorovym
proteincm p33, coz miZe ovlivnit délku bunééného piezivani (135,139). Utlumeni genové
exprese odhalilo novou tlohu S100A4 jako negativniho reguldtoru mineralizace extracelulami
matrix. Podili se na tom ovlivnéni diferenciace osteoblasti a potlaéeni tvorby
osteoblastickych genl (162). Jestli protein S100A4 ovliviuje regulaci apoptézy ¢i sniZuje

kostni kvalitu také u RA by mélo byt predmétem dal§ich vyzkuma.
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6. ZAVER

Lécba osteoartrozy a revmatoidni artritidy je spojena s vysokymi ekonomickymi naklady.
Prodluzujici se stfedni délka Zivota a o¢ekdvany ndriist poctu jedinci s kloubnimi obtiZemi
prispiva k prohloubeni ekonomického zatiZeni celé spolecnosti. To je jeden z divodi pro¢
v Zenevé vroce 2000 byla prvni dekida tohoto milénia vyhldSena svétovymi odborniky
»Dekéddou kosti a kloubd*. Ptes velkou snahu fady odbornych pracovist' stle v sou¢asné dobé

neexistuje molekuldrni marker, jez by byl validovan pro hodnoceni OA nebo RA.

Tato disertacni prace pojedndvéd o vyuZiti vybranych biomarkerti pfi hodnoceni OA a RA.
Dile feSi vzajemné vztahy téchto markerd, coZz navic ptispiva k bliz§imu pochopeni
patogeneze obou chorob. Z vybranych markerd jsme hodnotili ukazatele oxida¢niho stresu a
zanétlivé aktivity (pentosidin, CRP), parametry degradace kloubni chrupavky (COMP),
metabolického obratu kosti (OPG, RANKL, deoxypyridinolin, pyridinolin), markery imunity
(anti-CCP) a protein asociovany s metastdizami SI00A4. U pacientl s OA kolennich kloubl
jsme prokazali zvySené hladiny pentosidinu a jejich pozitivni vztah k ukazateli destrukce
kloubni chrupavky COMP v synovidlni tekutiné. Navic jsme zjistili prediktivni vyznam
pentosidinu pfi hodnoceni progrese OA kolennich kloubil u ¢asné formy OA, kdy jedinci
s Casnym zaCatkem choroby a s vy$§imi koncentracemi pentosidinu vykazovali rychlejsi
rentgenovou progresi postizeného kloubu. NaSe vysledky tak poukazuji na asociaci
oxidaéniho zatiZeni organismu a degradaci kloubni chrupavky, a stavi pentosidin mezi
nékolik novych potencidlnich biologickych markerd OA. Vyssi rozptyl sérovych hodnot
pentosidinu u pacientd s OA a u kontrolni skupiny v8ak ptedstavuje limitujici faktor pro
diagnostické vyuziti pentosidinu. U pacienti s OA kolennich kloubd jsme oproti pacientim
s RA pozorovali vyssi koncentrace COMP v synovidlni tekutingé, coZ pravdépodobné odrazi
odlisny patogeneticky mechanismus lokélné probihajici degradace a metabolismu artrotické
chrupavky. Sérové hladiny COMP odrdzi systémovy charakter metabolismu hyalinni
chrupavky, nikoli postiZeni jednoho kloubu. Na drovni jednotlivcl navic koncentrace COMP
neodlisi zdravé jedince od pacientl s kloubnim postizenim. COMP je tak studovin zejména
v longitudinélnich studiich a jeho vyznam je spatfovan pfevazné v urceni prognézy dalSiho
vyvoje choroby, coZ se nepodatilo potvrdit v nasi praci u pacientl s casnym zacitkem OA.
Pozitivni vztah regulaéni molekuly kostniho obratu OPG s deoxypyridinolinem v séru u

pacienti s OA poukazuje na uritou rovnovdhu protektivniho mechanismu kostniho
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metabolismu a resorpce kosti. Nepodafilo se nam prokézat, ze by vys§i hodnoty OPG mély

vztah k rentgenovému stadiu u pacientd s OA.

U pacienti s RA jsme v souladu s pfedchozimi pracemi pozorovali vys§i hladiny pentosidinu
v porovnani se zdravymi kontrolami, nicméné jiZ jen nevyznamné zvySeni oproti pacientim
s OA. Navic jsme nepotvrdili pozitivni asociaci pentosidinu s klinickou aktivitou choroby, ani
s markerem destrukce chrupavky COMP ¢i imunologickym prediktivnim ukazatelem anti-
CCP. Naopak pozitivni vztah systémovych hodnot COMP s anti-CCP u pacientll s RA
poukazuje na moznou asociaci imunitni aktivity a destruktivniho postizeni kloubni tkané.
Pacienti s RA m¢li v synovidlni tekutiné i v séru nizké hladiny regulaéni molekuly
metabolického obratu kosti OPG, coZ je v souladu s pozorovanym ubytkem kostni hmoty a
destrukce kloubu. Pozitivni korelace COMP a OPG v synovialni tekutiné mize ukazovat na
piirozenou asociaci lokalnich zmén destrukce kloubni chrupavky a kosti. Déle jsme zjistili
zvySenou tvorbu proteinu stimulujiciho tvorbu metastaz S100A4 buiikami synovialni tkané u
pacientii s RA, zejména pak v oblastech agresivniho panu. Tento objev poukazuje v ur¢itém
ohledu na podobnost pribéhu RA s metastatickym potencidlem nadorovych chorob. Zjistili
jsme, Ze obdobné jako nadorové buiky, synovidlni fibroblasty vystavené vlivu proteinu
S100A4 zvySené tvoii enzymy degradujici extraceluldrni matrix (MMP), coZ predstavuje
jeden z dulezitych momentii patogeneze revmatoidni artritidy. Tvorba proteinu S100A4 RA
synovialni tkani a uplatnéni S100A4 v patogenezi této choroby piispélo k rozsifeni spektra
prozanétlivych medidtord podobnych cytokiniim, které mohou nalézt uplatnéni v hodnoceni ¢i

budouci 1é¢bé RA.
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