UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
1. LEKARSKA FAKULTA

VYZNAM VYBRANYCH BIOMARKERU
V HODNOCENI A PATOGENEZI OSTEOARTROZY
A REVMATOIDNI ARTRITIDY

Autoreferat doktorské disertacni prace

MUDr. Ladislav Senolt

Praha 2006



Dadekavani
Uchazeg: MUDTr. Ladislav Senolt Podékovani

Revmatologicky ustav
Na Slupi 4

128 50 Praha 2

e-mail: seno@revma.cz

Skoliteli: Prof. MUDr. Karlu Pavelkovi, DrSc. (feditel Revmatologick¢ho ustavu v Praze)

Prof. Dr. Steffenu Gayovi (vedouci vyzkumné skupiny WHO centra molekulérni biologie
a novych terapeutickych strategii pro revmatické choroby pti revmatologické klinice v
Univerzitni Nemocnici Curych)
Prof. Dr. Renate Gayové (Centrum molekularni biologie WHO v Curychu)
Michelu Neidhartovi, PhD, PD. (Centrum molekularni biologie WHO v Curychu)

Téma: Vyznam vybranych biomarkerd v hodnoceni a patogenezi Mariam Grigorian MD, PhD (Centrum pro vyzkum rakoviny, Copenhagen)

osteoartrozy a revmatoidni artritidy

Mgr. Martinu Braunovi (Revmatologicky ustav v Praze)
RNDr.Vladimiru Vilimovi, CSc. (Revmatologicky ustav v Praze)
MUDr. Oling Kry$tifkové (Revmatologicky tustav v Praze)
Prof. MUDr. Jitimu Vencovskému, DrSc. (Revmatologicky ustav v Praze)

Ing. Alené Dohnalové, CSc. (Fyziologicky tstav 1.LF UK)

Skolitel: Prof. MUDr. Karel Pavelka DrSc. a mnoha dalsim kolegim z Revmatologického ustavu vPraze a Centra pro

experimentalni revmatologii v Curychu.

Oborova rada: fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

Ptedseda komise pro obhajoby oborové rady: Prof. MUDr. Stanislav Trojan DrSc.



OBSAH Strinka
1. Gvob 4
2. CILPRACE 6
3. METODIKA 7
3.1. Pacienti a kontrolni skupina 7
3.2. Synovialni tkan 7
3.3. Laboratorni vysctieni 7
3.4. Klinické a rentgenové vysetieni 8
3.5. Statistické zpracovani 9
4. VYSLEDKY 10
4.1. Pentosidin u pacientii s osteoartrézou a revmatoidni artritidou 10
4.2. Oligomerni protein chrupavkové matrix (COMP) u pacientl
s osteoartrozou a revmatoidni artritidou 13
4.3. Ligand pro receptor aktivujici transkripéni faktor NF-xB
a ostcoprotegerin u pacient’ s revmatoidni artritidou a osteoartrézou 14
4.4. Vyznam S100A4 v patogenezi revmatoidni artritidy 16
5. DISKUZE 18
5.1. Pentosidin u pacienti s osteoartrézou 18
5.2. Pentosidin u pacientii s revmatoidni artritidou 19
5.3. Oligomerni protein chrupavkové matrix u pacienti s osteoartrézou
a revmatoidni artritidou 20
5.4. Osteoprotegerin a ligand pro receptor aktivujici NF-kB u pacientd
s osteoartrozou a revmatoidni artritidou 21
5.5. Vyznam S100A4 v patogenezi revmatoidni artritidy 22
6. ZAVER 24
7. SUMMARY IN ENGLISH 26
8. LITERATURA 28
9. SEZNAM PRACI AUTORA 30

I. UVOD

Osteoartroza (OA) a revmatoidni artritida (RA) patii mez nejcastéjsi  kloubni
onemocnéni. Témér 15 % dospélé populace je postizeno OA a piiblizné 0.5-1% populace
RA (1). OA je heterogenni onemocnéni postihujici predeviim vahonosné klouby, patei a
drobné klouby rukou. Selhani kloubniho aparatu je diisledkem naruseného metabolismu a
degradace kloubni chrupavky. Navic je také ovlivnén metabolismus subchondralni kosti.
ktera se stava rigidnéjsi a ztraci vlastnosti podilejici se na absorpci mechanického zatizeni
(2). Vznika subchondralni kostni skleréza a tvofi se ostcofyty. U RA je naopak kostni
tkai postizena destrukci, ktera se na rentgenu typicky projevuje kostnimi usuracemi. RA
s¢ manifestuje Casto extraartikuldmé, pocinaje revmatoidnimi uzly a kon&e Zivot
ohrozujici vaskulitidou. V sou¢asné dobé je za kli€ovou tkai vzniku OA povaZovana
kloubni chrupavka a tkan kloubni vystelky je pokladina za primarni misto vzniku RA.
Synovialni membrana kloubu béhem RA podléha hyperplazii, je inliltrovana zanétlivymi

burikami, coz vede k tvorbé agresivni vaskularizované granulaéni tkané (panu) (3).

Diagnéza OA a RA se opira o kombinaci klinického a rentgenového nalezu, pfidem?
stanoveni diagnézy RA napomahaji i nékteré autoprotilatky. Rentgenovy snimek &asto
vypovida o pomérné pokro¢ilém stadiu choroby a mezi mirou obtiZi a rentgenovym
nilezem existuje ¢asto vyznamna diskrepance. Pfi sledovani progrese choroby je ticba
opakovat rentgenova vySetfeni ¢asto s odstupem nékolika let. Tento pomérné dlouhy
interval by bylo vhodné zkratit. K tomu ma slouzit stanoveni biologickych markeri.
Pomoci biomarkeri bychom tak méli byt schopni zachytit ¢asna stadia onemocnéni nebo
veas urgit progndzu dalsiho vyvoje choroby (4). Rozvijejici se vyzkum v oblasti
biomarker by mél dale pfispét k jejich vyuziti pro diagnostiku, hodnoceni efektu 1é¢by a

pochopeni patogeneze obou chorob.

V klinické praxi a pfi hodnoceni lékovych studii existuje v soucasné dob& nékolik
prediktivnich ukazatelii rentgenové progrese. Pfi hodnoceni RA jde jednak o klinické a
funkéni znamky aktivity choroby, laboratorni ukazatele zinétu, genetické markery a

rentgenovy nalez. Nicméné tyto ukazatele maji také sva omezeni a nizkou senzitivitu.



Kosini erozc a destrukce chrupavky mohou totiz probihat nezivisle na zanétlivém
postizeni kloubniho aparatu a mohou progredovat i navzdory nizké zanéthve aktivite a
klinickému zlep$eni (5). Mezi nové potencialni markery pro hodnoceni RA patfi nekieré
nové autoprotilatky, zanétlivé parametry, ukazatele kloubniho metabolismu a dédiéné
faktory. Pfi hodnoceni progrese OA je stale zlatym standardem rentgenovy snimek a
méfeni zo7eni kloubni $térbiny. Experimentalné se zacinaji uplatnovat také rizné
modifikace magnetické rezonance. Jako nahradni ukazatele slouzi biologické markery
OA, kieré by mély rellektovat metabolismus kloubni tkané, 1j. hyalinni chrupavky, kosti

nebo synovialni membrany.

2. CIL PRACE

Cilem 1éto disertacni prace bylo stanoveni vybranych potencialnich biologickych
markerd v séru a synovidlni tekuting u pacientd s OA a RA, zhodnoceni jejich vztahu
k zanétlivym parametrim, klinické aktivité choroby a morfologickému postizeni kloubd.
Jednalo se o ukazatele metabolického obratu chrupavky. kosti, markery imunologické
aktivity a parametry systémového a lokalniho zanétu. Zasadnim cilem bylo zhodnoceni
Jejich diagnostického a prognostického potencialu. Dalim cilem bylo blizdi pochopeni
patogenetickych mechanismi na podkladé vzajemnych vziahi mezi jednotlivymi
markery, kter¢ odrizeji odlidné metabolické pochody. Vybrané markery jsme hodnotili
v longitudinalni studii a v fadé prafezovych studii. Dal3im cilem bylo zjistit, je-li protein
podporujici tvorbu metastaz S100A4 (metastasin) tvofen RA synovialni tkani a ma-li
vyznam v patogenezi RA sohledem na tvorbu enzymi degradujicich extracelulami

matrix.



3. METODY

3.1. Pacienti a kontrolni skupina
Do této price byli zatazeni pacienti s revmatoidni artritidou a ostcoartrozou kolennich
kloubi spliujici dana kritéria onemocnéni podle Americké revmatologické asociace.
Kontrolni skupinu tvoili zdravi jedinci. V longitudinalni studii bylo celkoveé vysetieno
89 pacientia s OA kolennich kloubdi. V prifezovych studiich byl vy3etien riazny pocet

pacientd (n—32-48).

3.2. Synovialni tkan
Synovialni tkaf byla ziskana béhem opcraéniho zikroku od pacientd s RA, OA a od
zdravych jedinct po traumatické udalosti (Ortopedicka klinika, Schulthess Hospital

Zurich). Synovialni fibroblasty pouZité k experimentu na tkafovych kulturich byly

ziskany ze 4-8 pasaze.

3.3. Laboratorni vySetfeni
Stimulace synovialnich fihrohlasta
Synovidlni fibroblasty byly stimuloviny oligomeri frakci proteinu  S100A4.
Koncentrace S100A4 v experimentu v zavislosti na davce byla 0.1 az 4.0 pg/ml. Pro
experimenty v zavislosti na &ase (6, 12 a 24 hodin) byla pouzita koncentrace 0.5 pg/ml.
Buiiky byly sesbiriny a mRNA izolovina vkazdém zuvedenych casi. Bunéény

supemnatant byl ziskan za 24 hodin po stimulaci protcinem S100A4.

Mé&Feni vybranych biologickych markeru

Télni tekutiny (sérum a synoviélni tekutina) a supernatant byly po odbéru skladovany pfi
teploté —70°C. Vésina biomarkeri byla méfena pomoci ELISA; COMP sendvicovou
metodou ELISA, matrixové metaloproteindzy pomoci komeréné dostupnych kitl
(Biotrak Amersham Biosciences Company), OPG a solubilni RANKL pomoci
sendvitové ELISA (Biomedica, Wienna). Absorpce byla méfena pii 450 nm (Dynex
Technologies). Pentosidin byl méfen pomoci vysoce G¢inné kapalinové chromatografie

(HPLC).

hinunohistochemie

Protein S100A4 byl analyzovan imunohistochemicky na fezech synovialni tkané zalitych
v parafinu. Po odstranéni parafinu z tkané a blokovani nespecifickych vazeb byla pouzita
my$i monoklondlni protilitka anti-S100A4 v fedéni 1:300. Inkubace tkané s mysi
biotynilovanou protilatkou (1:1000) a streptavidin alkalickou fosfatizou byla
nisledovana barvenim tkafovych fezd pomoci DAKO Fast Red Substritu (DAKO

Corporation, Carpinteria, USA). Mysi specificky IgG byl pouzit jako negativni kontrola.

Real-time polymerazova fetézova reakce (PCR)

Ribonukleové kyselina (RNK) byla izolovana ze synovialnich fibroblasti za pouziti
Rneasy kitu (Qiagen) podle standardniho protokolu. Komplementarni DNA (cDNA) byla
ziskdna reverzni transkripci za pouZiti Random hexameru a MultiScribe reverzni
transkriptazy (Applied Biosystems). Komplementarni DNA byla skladovana pii ~20°C
do zpracovini. Real-time PCR byla provedena pomoci pfistroje ABI Prism 7700
Sequence Detection system (Applied Biosystems). K reakci byly pouZity piedem
ptipravené komeréné dostupné primery a proby pro MMP-1, MMP-3, MMP-9, MMP-13
a MMP-14. Amplifikaéni rcakce byla nasledovana 40 cykly dvoustupiiového PCR,

denaturaci, ztuzovaci a extenzivni reakci.

Inhibice NF-kB signalni drahy

Synteticky peptid NF-kB SN50 (Cell-Permeable Inhibitor Peptide, Calbiochem) tlumici
translokaci aktivniho komplexu NF-«kB do jadra byl pouZit k inhibici signalni drahy NF-
kB. NF-kB SN50 byl pfidan k synovialnim fibroblastim 30 minut pfed stimulaci
proteinem SI100A4. Pro zhodnoceni funkéni aktivity NF-kB byla pouZita transfekce
synovialnich fibroblasti DNA vektorem IkBaM pCMV (BD Bioscience) za pouZiti
nukleofekéniho kitu (Amaxa, Switzerland). Synovialni fibroblasty byly stimulovany po

dobu 6 hodin proteinem S100A4. MMP-1 a MMP-3 byly méfeny pomoci Rel-time PCR.

3.4. Klinické a rentgenové vySetfeni
Aktivita obou chorob byla hodnocena pomoci specidlnich dotazniki. Pro RA byl pouZit

dotaznik DAS 28 (Disease Activity Score), ktery se vypodita podle vzorce 0.56 x



(pocet bolestivych kloubi) + 0.28 x  (pocet oteklych kloubu) + 0.7 In (FW) + 0.012 x
(pacientovo globilni hodnoceni stavu) (6). Funkéni aktivita RA byla uréena podle
dotazniku zdravotniho stavu HAQ (Health Activity Questionnaire) (7). Bolest a funkcni
stav u pacientd s OA byly hodnoceny pomoci indexu WOMAC (Western Ontario and

McMaster Universities osteoarthritis index) (8).

Rentgenové snimky u pacientd s QA byly provedeny v piedozadni projekei podle
standardniho protokolu s koleny vplné extenzi a patami u scbe. Pfi hodnoceni
prifczovych studii byly vyhodnoceny podle Kellgrena a Lawrence (9). Pro longitudinilni
sledovani progrese choroby byly snimky hodnoceny modifikaci metody podle Lequesena
a &itka kloubni §térbiny byla méfena v nejuziim misté medilniho kompartmentu
tibiofemoralniho kloubu podle Altmanova atlasu (10). Snimky rukou a nohou u pacientd
s RA byly provedeny v predozadni a $ikmé projekci a byly hodnoceny podle

Steinbrockera (11).

3.5. Statistické zpracovini
Vsechny hodnoty byly vyjadieny jako primér nebo median * smérodatnd odchylka.
Mann-Whitney U-test byl pouZit pro porovnani dvou neparovych hodnot, Wilcoxontyv
test pro porovnani dvou parovych hodnot a metoda linearni regrese pfi analyze vztahu
mezi dvéma proménnymi a statistickd vyznamnost byla vyjadfcna Spearmanovym
koeficientem. Analyza rozptylu byla pouZita pro adaptaci hodnoty sledovanych velicin

k vice proménnym. Hodnoty p mensi nez 0.05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

4. VYSLEDKY

4.1. PENTOSIDIN 1] PACIENTU S OSTEOARTROZOU A REVMATOIDNI
ARTRITIDOU

Do prifezové studie bylo zafazeno 38 pacientdt s OA kolennich kloubt (13 muzi a 25
Zzen, pramerny vék 64.1 let). Ve skupiné pacientti s RA bylo 39 jedinet (7 mu?t a 32 Zen,
primémy vék 53.0 let). Kontrolni skupinu tvofilo 38 jedinct bez anamnézy kloubnich
obtizi (15 muzd a 23 Zen, primémy vek 58.3 let). Do longitudinalni studie se z celkového
poctu 100 pacientd ke koneénému vySetfeni po 2 letech dostavilo 89 pacientdi (Tab.1).
Jednalo sc o pacienty s relativné Gasnym zaditkem choroby, jehoz délka nepiesihla 3
roky. Jedinci s diabetem mellitus ¢i renalni insuficienci nebyli zafazeni do Zadné ze

studii.

Tabulka 1. Demografickd data jedinci fongitudindlni studie hodnotici prediktivni vyznam

pentosidinu pfi hodnoceni progrese osteoartrézy (OA) kolennich kioubu b&hem 2-letého

stedovani.

T OA kontroly p
Muzi/zeny o 30/59 8/12 o
Ve&k (roky) 56.7+7.2 51.7t6.4
Délka choroby (roky) 29118 - -
BMI (kg/m) 28.614.6 27.85.2
Pentosidin v séru na po&atku 143.4199.0 115.3134.0 0.04
Pentosidin v séru po 2 letech 125.6+76.9
Sifka kloubni 3térbiny
na potatku (mm) 4.95¢1.46 i |
Zuzeni kloubni $térbiny -0.430.70 i .

bé&hem 2 let (mm)

OA, osleoartréza; BMI, body mass index.



Zvy3ena hladina pentosidinu u pacientu s osteoartrézou kolennich kloubu

U pacienta s OA kolennich kloubt jsme v porovnani s kontrolni skupinou pozorovali
vyznamné vyssi sérové hladiny pentosidinu (132.1  56.2 vs 97.7 £ 24.0 nmol/l, p<0.01)
(Obr.1A). Pentosidin byl vys3i v séru nez v synovialni tekuting (132.1 + 56.2 vs 70.7 £
22.8, p<0.001) a mezi koncentracemi pentosidinu v obou kompartmentech byl statisticky

vyznamny vztah (r =0.56, p<0.001).

Vztah pentosidinu k ukazateli destrukce kloubni chrupavky oligomernimu proteinu
chrupavkové matrix (COMP) u pacienti s osteoartrozou kolennich kloubi

Zjistili jsme statisticky vyznamny vztah mezi pentosidinem a COMP v synovidlni
tekuting (r.=0.11, p<0.05) (Obr.1B), pficem? tento vztah platil i pro pentosidin v séru a
COMP v synovialni tckuting (r =0.12, p<0.05). Nepozorovali jsme Zzadny vztah mezi

sérovym COMP a pentosidinem v séru (r =0.01).

p <0.01
200
180 {r2=0,1107
160 | P<0.05
140
120
100
80
60
40
20

kontroly 0 20 40 60 80
COMP v syn.tekutiné (ung/ml)

Obr.1. Porovnani sérové hladiny pentosidinu u pacientu s osetoartrézou (OA) kolennich kloubt
s kontrolni skupinou (A) a korelace pentosidinu s ukazatelem destrukce chrupavky COMP

v synovidlni tekutiné pacients s OA kolennich kloubt (B).

Vztah pentosidinu ke klinickému stavu a rentgenovému stadiu osteoartrozy

U jedincd s OA kolennich kloubl i kontrolni skupiny jsme ncpozorovali zavislost
pentosidinu na véku. Pentosidin nevykazoval vztah k mife kloubni bolesti. ani ke
klinickému stavu (dotaznik WOMAC). Neshledali jsme vyznamny rozdil mezi
pentosidinem u pacientd s unilateralni &i bilateralni OA kolennich kloubd, hladiny

pentosidinu nebyly také ovlivnény rentgenovym stadiem OA.

Vztah pentosidinu k rentgenové progresi osteoartrozy kolennich kloubi

Béhem 2 let studic doslo k primérnému zidZeni kloubni $térbiny o 0.4 + 0.79 mm.
Koncentrace pentosidinu byly na zacatku studie vys$si v porovnani s kontrolni skupinou
(143.4 £ 99.0 vs 115.3 * 34.3 nmol/l, p=0.04). Vstupni (r=0.30, p<0.05) i koneéné
(r=0.34, p<0.05) hodnoty pentosidinu mély vyznamny vztah k progresi choroby ve

smyslu ziZeni kloubni Stérbiny (obr.2.).

Obr.2. Vztah sérového pentosidinu k progresi osteoartrézy (OA) kolennich kloubt ve smyslu
zuzeni kloubnfi $térbiny béhem 2-letého sledovani. Koncentrace pentosidinu byly stanoveny na

podatku a po dvou letech sledovani



Zvy3ena hladina pentosidinu u pacientii s revmatoidni artritidou

Hodnoty pentosidinu byly vyznamné vy3si u pacientd s RA oproti kontrolni skupiné
(156.0 £ 124.0 vs 97.7 % 24.0 nmol/l, p<0.02). Pentosidin v séru byl vyznamné vy3si
v séru ne7 v synovidlni tekuting (156.0 £ 124.0 vs 83.1 * 68.6 nmol.1, p<0.001) a jako u
pacienti s OA byla pozorovana vyznamna korelace pentosidinu v séru a synovialni
tekuting (r.=0.9, p<0.001). Pentosidin v séru a synovidlni tekutiné se statisticky pfilis
nelisil mezi pacienty s RA a OA. Koncentrace pentosidinu v télnich tekutindch nebyla

ovlivnéna vékem ani délkou choroby.

Vztah pentosidinu ke klinické aktivité arentgenovému postiZeni u pacientii
s revmatoidni artritidou

Koncentrace pentosidinu v séru korelovaly se sedimentaci erytrocytd (r=0.44, p<0.03),
nikoli vsak s CRP (r=0.04). Neshledali jsme korclaci pentosidinu s leukocyty
v synovialni tekuting (r=0.02). Pentosidin v séru (r=0.06) i v synovidlni tekutiné
(r=0.007) nekoreloval skoncentracemi  autoprotilatek anti-CCP v danych  télnich
tckutinach. Nebyla také zjiSténa asociace mezi aktivitou choroby (DAS28, HAQ)
a koncentracemi pentosidinu v séru & synovidlni tckutiné. Rentgenové stadium RA také

nemélo vliv na hladinu pentosidinu v télnich tekutinach.

4.2. OLIGOMERNI PROTEIN CHRUPAVKOVE MATRIX (COMP)

U PACIENTU S OSTEOARTROZOU A REVMATOIDNi ARTRITIDOU
Do této prifezové studic bylo zafazeno 32 pacientd s aktivni RA (6 muzi a 26 Zen,
primérny vék 51.3 let) a 48 pacienti s OA kolennich kloubld (13 muzd a 25 Zen,

pramérny vék 66.1 let).

COMP v séru a synovialni tekutiné

U jedincu s OA a RA i zdravych kontrol vzristaly vyznamné sérové koncentrace COMP
s v&kem (p<0.001). Koncentrace COMP v séru adaptované k véku se neliSily mezi
pacienty s RA (3.8 + 1.0 pg/ml), OA (3.8 £ 1.3 pg/ml) a kontrolami (3.5 * 1.4 pg/ml).
COMP v séru byl vy3si u jedinct muzského pohlavi ve viech sledovanych skupinach,

nicméné pozorovany rozdil nebyl statisticky vyznamny. Koncentrace COMP byly

vyznamné vy3si v synovidlni tekuting nez v séru u pacientii s RA (19.1 £ 12.6 vs 3.3 +
1.0 pg/ml, p<0.001) i u pacienti s OA (32.5 + 114 vs 3.9 + 1.3 pg/ml p<0.001).
Koncentrace COMP v synovialni tckuting u OA pacientd byla vyznamné vy$si ne? u RA
pacientdl (p<0.001). Hladina COMP v synovialni tekutiné nebyla ovlivnéna vékem ani

pohlavim jedincd v zadné ze sledovanych skupin.

Vztah COMP k aktivité a rentgenovému stidiu choroby

Primérna koncentrace CRP u pacientd s RA byla vyznamn& vy3&i ne u pacientt s OA
(35.8 +37.1 vs. 5.8 £ 9.3 mg/ml, p<0.001). Priimérna hodnota sedimentace crytrocytl u
pacientl s RA dosahovala 38.4 + 19.7 mm/h. Po&et Icukocytl v synovialni tckuting byl
vy83i u RA pacienti oproti OA pacientim (7581 + 6066 vs 402 + 1045 v Iml). Viechny
tyto ukazatele zanétlivé aktivity nevykazovaly vztah ke COMP v télnich tckutinach.
Aktivita choroby RA pacientii hodnocené dle HAQ ¢&i DAS 28 a OA pacientii hodnocena
dle WOMAC neméla vliv na hodnoty COMP v télnich tekutinich. Stejné tak nebyly
hodnoty COMP ovlivnény Easn&jsim zatitkem choroby u RA pacientii (do 4 roki) oproti
pacientim s del$im prib&hem choroby (vice nez S let). Sérové hodnoty COMP u RA a
OA nemély vztah k rentgenovym stadiim chorob. Totéz platilo pro COMP v synovialni
tekutiné OA pacientd. U pacienti s RA byla nalezena korelace sérového COMP

s koncentraci anti-CCP protilatek (p<0.05).

4.3. LIGAND PRO RECEPTOR AKTIVUJIiCi TRANSKRIPCNi FAKTOR
NF-xB A OSTEOPROTEGERIN U PACIENTU S OSTEOARTROZOU A
REVMATOIDNi ARTRITIDOU

Do této prifezové studie bylo zafazeno 45 pacientli s RA (9 muZi a 36 Zen, primérny
vék 54.0 let) a 46 pacientd s OA kolennich kloubd (15 muzd a 31 Zen, primémy vék
66.0 let).

Ligand pro receptor aktivujici transkripéni faktor NF-kB (RANKL)
Sérové koncentrace solubilnho RANKL byly u vétdiny jedinch (vice nez 80%) pod
detek&nim limitem (<0.4 pmol/l). Koncentrace RANKL v synoviélni tekuting byly vy33i

oproti pfisludnym hodnotdm v séru a nelidily se mezi skupinami RA a OA (3.36+2.7 vs
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3.41%1.4 pmol/l). Nezavisle na diagndze byl zjistén negativni vztah RANKL k CRP
(p<0.05). RANKL v synovialni tekutin€ nevykazoval zadny vztah k aktivité RA.

Osteoprotegerin

Koncentrace OPG byla vyznamné vy3si v synovialni tekutiné nez v séru (p<0.001) a
v obou &lnich tckutinach OPG navzajem koreloval u sledovanych skupin (p<0.005).
OPG v synovialni tckutiné pacicntd s OA byl vyznamné vy$si nez u pacientim s RA
(8.4%2.9 vs 3.942.4 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.3.). Pomér OPG:RANKL v synovialni tekutiné byl vyznamné mensi
u pacientt s RA neZ u pacientim s OA (p<0.001). Koncentrace OPG v synovialni
tekuting a séru se nelisila mezi jednotlivymi rentgenovymi stadii OA. U pacientd s OA
vzristala koncentrace sérového OPG s vékem (p<0.03). OPG v synovialni tckutiné u

pacientd s OA a v obou télnich tekutinach u pacienti s RA nebyl vékem ovlivnén.

Sérum Synovialni tekutina

I

f —

OA RA OA RA

Obr.3. Porovnani koncentrace OPG v séru a synovialni tekutiné u pacientl s osteoartrézou (OA)

a revmatoidni artritidou (RA).

U pacientd s RA velmi vyznamné korelovaly hodnoty OPG a COMP v synovialni
tekutiné (p=0.005). To neplatilo u pacientii s OA, kde OPG v séru vyznamné koreloval s
ukazatelem resorpce kosti deoxypyridinolinem (p=0.05) a jisty trend byl pozorovan také
pro pyridinolin (p=0.06), coz platilo i po adaptaci OPG k véku. Tento pozitivni vztah

mezi OPG a markery metabolického obratu kosti nebyl pozorovan u pacienti s RA.

4.4, VYZNAM S100A4 V PATOGENEZI REVMATOIDNI ARTRITIDY

Exprese proteinu S100A4 synovialni tkani

S100A4 protein byl exprimovan vseni RA  synovidlnimi tkanémi (10/10), byl
lokalizovan v oblastech synovidlni intimy, intersticia a kolem synovialnich cév. Navic
byl pfitomen v oblastech agresivniho panu u 4/4 pacienta s RA. S100A4 se nachazel i
v extracclulamim prostoru. Podle morfologické charakteristiky bunék tvofi S100A4
synovidlni fibroblasty i makrotagy. Synovialni tkai pacienti s OA (5/7) vykazovala
podobny charakter barveni na protein SI00A4, nicméné jeho intenzita byla slabsi a
extracelularni lokalizace S100A4 nebyla pozorovana. U kontrolni synovialni tkané

jedincd po traumatu (3/3) nebyla tvorba SI00A4 pozorovana viibec.

S100A4 zvySuje expresi MMP mRNA synovialnimi fibroblasty

Stimulovali jsme RA synovialni fibroblasty proteinem S100A4 a v zavislosti na davce
Jjsme pozorovali indukci exprese MMP-1, MMP-3 (obr.4A), MMP-9 a MMP-13 mRNA
jiz po 6 hodinach stimulace. Mirné indukce exprese MMP byla pozorovina pfi stimulaci
RA synovialnich fibroblastd nejniZsi koncentraci SI00A4 (0.1 ug/ml) - 2.9x, 2.3x, 1.3x, a
1.1x vzestup). Phi vysSich koncentracich S100A4 byla pozorovana vyznamné vyssi
exprese MMP. Pro nejvy3$i pouzitou koncentraci S100A4 (4.0 pg/ml) byl pozorovan
5.8x, 5.6x, 4.7x, a 5.2x vzestup exprese MMP. Na druhé strané nedoslo ke zvysené
expresi MMP-14 mRNA. Podobné vysledky byly pozorovéany u synovialnich fibroblastd
OA pacientii. Pfi stimulaci RA synovialnich fibroblasti v zavislosti na ¢ase (6, 12 a 24
hodin) jsme pouzili 0.5 pg/ml S100A4 proteinu. Indukce exprese MMP-3 mRNA
(obr.4B) byla zjisténa ve viech &asovych intervalech s nejvy3§imi hodnotami po 6
hodinach (4.8x, 4.2x, a 3.7x vzestup). Po stimulaci proteinem S100A4 byla zvy3ena také
exprese MMP-1, MMP-9 [ MMP-13, nicméné s riznou kinetikou. Vyznamna korelace

byla nalezena mezi indukci exprese MMP-1 a MMP-3 mRNA (p<0.05).
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Obr.4. Indukce exprese MMP-3 mRNA synovidlnimi fibroblasty od pacientd s revmatoidni
artritidou (RA) stimulovanymi ruznymi koncentracemi proteinu S100A4 po dobu 6 hodin (A).
Indukce exprese MMP-3 mRNA RA synovialnimi fibrobtasty stimulovanymi 0.5 pg/ml S100A4 po
dobu 6, 12 a 24 hodin (B).

Uvolnéni MMP ze stimulovanych synovialnich fibroblasti

Zvysena exprese MMP na drovni mRNA byla potvrzena na proteinové urovni. Doslo ke
zvySenému uvolnéni protein MMP-1 (180%, p<0.03) a MMP-3 (160%, p<0.05) do
buné&ného supermatantu z RA synovialnich fibroblasti stimulovanych protcinem S100A4

po 24 hodinach.

Vyznam NF-xB signialni driahy v indukei tvorby MMP synovidlnimi fibroblasty
stimulovanymi S100A4

Vyznam transkripéniho faktoru NF-xB v indukci MMP synovialnimi fibroblasty byl
uréen pomoci NF-xB SN50 — inhibitoru translokace aktivniho komplexu NF-xB do jadra.
RA synovidlni fibroblasty pfedem inkubované s molekulou NF-xB SN50 vykazovaly
sniZenou expresi gent pro MMP-1 a MMP-3 (26 + 17 a 55 + 23 % pokles). Funké&ni
aktivita NF-xB potvrzena transfekei synovialnich fibroblasti vektorem IxBaM pCMV.
Transfckované synovialni fibroblasty vykazovaly také snizenou indukci exprese MMP-1
a MMP-3 (34 + 14 a 46 + 3 % pokles) oproti fibroblastim transfckovanym prazdnym

vektorem.

5. DISKUSE

5.1. Pentosidin u pacientu s osteoartrézou

U pacientt s OA kolennich kloubd jsme zjistili zvvené sérové hladiny pentosidinu
v porovnani s¢ zdravou skupinou dobrovolniki. Pozorovali jsme vyznamnou asociaci
pentosidinu s ukazatelem mctabolického obratu kloubni chrupavky COMP v synovialni
tekutiné. Navic jsme u jedincd s casnym zacatkem choroby pozorovali pozitivni vztah

sérovcho pentosidinu s progresi zaZeni kloubni $térbiny po 2 letech sledovani.

Zvysené hladiny pentosidinu v séru nebyly v minulosti u pacientd s OA pozorovany (12).
Nicméné na§ soubor pacienti byl vétdi a vysledky jsou vsouladu s nalezem vyssi
koncentrace pentosidinu v moéi u pacientd s OA (13). Mocovy pentosidin mél dokonce
uréujici vyznam pfitomnosti OA. Podle naSich pfedpokladi se na zvy3ené koncentraci

pentosidinu mohou podilet dva zakladni mechanismy:

1. vy33i metabolicky obrat a progresivni destrukce hyalinni chrupavky

2. oxidacni stres.

Vy3si metabolicky obrat a progresivni destrukce hyalinni chrupavky béhem OA mize
vést k pozorované ztraté fluorescence glykaénich produktii v blizkosti povrchu kloubni
chrupavky a pfedpokladanému uvolnéni proteini modifikovanych pentosidinem do
télnich tekutin (14). V poslednich letech se na OA pohlizi jako na zanétivé postiZeni
kloubni tkané (15), jez muiZe byt provazeno nizkou hladinou systémového zanétu
v podobé lehce zvyseného sérového C-reaktivniho proteinu (16). Dilezitou komponentou
a zaroven vyznamnym ukazatelem metabolismu hyalinni chrupavky je COMP (17).
Piedpokladdme, Ze nami pozorovana vy33i koncentrace pentosidinu a korelace
pentosidinu s COMP v synovialni tekutiné mohou odrazet lokalni zané&tlivé-destruktivni

proces OA.

Monitorovani biologickych markeri OA maé vice pozitivnich vysledki pfi hodnoceni

progrese dalsiho vyvoje choroby ve smyslu ziZeni kloubni $térbiny. Pozdnim produktim



pokrocilé glykace je v poslednich letech vénovano stale vice pozornosti. Jejich mnoZstvi
v organismu vzrusta v souvislosti se starnutim a pfitomnosti nékterych patologickych
stavii. Navic plsobenim na nékter¢ buiiky mohou zvysSovat tvorbu prozanétlivych
cytokind (18). Vck patii mezi zakladni rizikovy faktor primarni OA a v kloubni
chrupavce vzrista mnoZstvi AGE pravé béhem starnuti organismu (19). ZvySena
akumulace AGE v kloubni chrupavce negativné ovliviiuje kvalitu, metabolicky obrat a
reparacni kapacitu hyalinni chrupavky (13.19,20). Po provedeni totilni c¢ndoprotézy
postizeného kloubu u pacientt s OA kolennich kloubt vyznamné poklesly hladiny
zvysencho pentosidinu v mogi (21). Vtéto praci jsme pozorovali zvySené hladiny
pentosidinu v séru a jejich vztah k progresi zazeni kloubni $térbiny u pacientd s OA
kolennich kloubt. Predpokladame tak, Ze pentosidin miize predstavovat novy potencialni

biomarker hodnoceni OA, ktery muze odrazet zanétlivé-degradaéni proces choroby.

5.2. Pentosidin u pacienti s revmatoidni artritidou
U pacienti s RA jsme prokazali vyznamné vyssi hladiny pentosidinu v séru oproti
kontrolam. Pentosidin vykazoval vztah k sedimentaci erytrocytd, nikoli vsak k CRP,

autoprotilatkové ¢i klinické aktivité choroby.

U pacienti s RA byla jiz dfive popsana zvy$ena akumulace AGE v kloubnich tkanich a
télnich tekutinach (22,23). Predpoklada se, Zze zvysena tvorba a akumulace AGE ma
pfi¢inu ve zvy3ené tvorbé reaktivnich kyslikovych radikali béhem chronického zanétu,
Pentosidin v séru je povazovan za indikator aktivity onemocnéni, ukazatel chronického
zanétu a oxida¢niho stresu u pacientii s RA (23). V rozporu stimto jsme nepozorovali
asociaci zvySen¢ho pentosidinu s CRP ¢&i s aktivitou choroby. Pentosidin vykazoval vztah
pouze k sedimentaci erytrocyti. Je obtizné vysvétlit diskrepanci nadeho pozorovani
s predchozi studii. Tento rozdil miZe byt zplsoben napfiklad pouzitim odli3ného
dotazniku na hodnoceni aktivity choroby. Na3§ néalez je vrozporu s tvrzenim, Ze
pentosidin pfedstavuje marker odraZejici zanétlivou aktivitu RA. PFi porovnani hladin
pentosidinu v séru a synovialni tekuting u pacienti s RA bylo zjisténo pouze nevyznamné
zvySeni oproti pacientim s OA. Pfi¢inou muZe byt vy33i vék pacienti s OA, a¢koli jsme

nepozorovali zavislost pentosidinu na véku v Zadné ze sledovanych skupin.

Nepodatilo se prokazat, Ze by hladiny pentosidinu mély vztah k ukazateli metabolick¢ho
obratu kloubni chrupavky COMP vséru ¢&i synovialni tekuting u jedincd s RA.
V patogenezi RA sehrava vyznamnou ulohu citrulinace proteind synovialni tkané a
tvorba protilatck proti témto moditikovanym proteinim (anti-CCP) ma vysokou
specificitu pro diagnozu RA (24). Detckce anti-CCP protilitek ma navic prediktivni
vyznam strukturalniho postiZeni u jedinci s Gasnym zatatkem choroby (25). Také se
nepodafilo prokazat asociaci pentosidinu s protilatkovou aktivitou anti-CCP. Narozdil od
OA, kde pentosidin koreloval s COMP v synovialni tekutiné, u RA pravdépodobné
zvy$ené hladiny pentosidinu odraZeji oxidaini stres a z&asti chronickou zanétlivou
aktivitu, nikoli destrukei kloubni chrupavky &i autoprotilatkovou aktivitu choroby. Je
znamo, Ze k destrukci kloubu muZe dochazet i bez pritomnosti prokazatelné zanétlivé

aktivity.

5.3. Oligomerni protein chrupavkové matrix u pacienti s osteoartrozou a

revmatoidni artritidou

COMP piedstavuje vyznamny ukazatel metabolismu kloubni tkané, zejména degradace
hyalinni chrupavky (17). Vedle pohlavi, rasy a fyzické aktivity, patfi vék mezi dilezity
faktor ovliviiujici koncentraci COMP v séru (26). Zavislost na véku nebyla pozorovana
pro COMP v synovidlni tekuting, ktery miZe pfimo odrazet metabolismus tkané
postizeného kloubu. COMP v séru ma systémovy charakter odraZejici metabolismus
ostatnich kloubnich struktur a tkani organismu, coZ predstavuje jeden z limitujicich
faktorti pouziti sérového COMP pii hodnoceni postiZeni jednoho kloubu u chorob, jez
maji ¢asto polyartikularni charakter. Muzi ze viech sledovanych skupin méli vy33i
koncentrace sérového COMP oproti Zenam, cozZ je v souladu s nedavnou studii zabyvajici
se zavislosti COMP na etnické pfislusnosti a pohlavi (26). Vy33i sérové hodnoty COMP u
muzi je mozZno vysvétlit vétdi télesnou konstituci muzi oproti Zenam a tudiZ vétSim

mnoZstvim pojivové tkané obsahujici COMP.
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V synovidlni tekutiné jsme pozorovali vyznamné vys$si COMP u pacienti s OA oproti
RA, coz by mohlo odrazet odlisné probihajici mectabolismus a destrukct artrotické
chrupavky v prubéhu OA. COMP spise piedstavuje lokalni ukazatcl destrukee artrotické
chrupavky nez-li systémovy ukazatel metabolismu revmatické kioubni tkané. Pokrocilost
rentgenové destrukce kolennich kloubt u OA pacienti neméla vliv na hodnoty COMP
v séru ani v synovialni tckuting. Systémové hodnoty COMP také nevykazovaly zavislost
na pokrocilosti RA vyjadiené rentgenovou destrukci drobnych ruénich a noZnich kloubu.
U pacientl s ¢asnou OA kolennich kloubi jsme nepozorovali prediktivni vyznam
sérového COMP na vyvoj choroby ve smyslu rentgenové progrese, ktery byl popisovany
v minulosti (27). Jednim z vysvétleni miZe byt jednak odlisny priubéh a délka choroby

nebo kratdi doba sledovéni pacient v naem souboru.

Piedpokiada se, z¢ COMP miZe predstavovat marker reflektujici ¢asny zanét v pribéhu
nadmémc¢ho pretézovani kloubnich struktur. V patogenezi RA sehrava vyznamnou roli
systémovy zanétlivy proces a nedavno byla v ¢asné fazi RA pozorovana korelace COMP
se zanétlivou aktivitou choroby, poctem otekiych kloubi a CRP (28). Nicméné
v prospektivni 5-ti leté studii neodrazel COMP zané&tlivou aktivitu ani destruktivni aspekt
RA (29). Stejné tak i nade prace nepodporuje vztah COMP k rentgenovému postiZeni
kloubt, klinické, ani laboratorni aktivité RA. Pozorovali jsme viak vyznamny vztah
sérového COMP s hladinami anti-CCP protilatek u pacientid s RA, coz mize ukazovat na

asociaci imunitni aktivity a destrukce kloubni tkiné u RA.

5.4. Osteoprotegerin a ligand pro receptor aktivujici NF-kB u pacienti
s osteoartrézou a revmatoidni artritidou

Osteoprotegerin a RANKL sehravaji vyznamnou tulohu pfi regulaci kostniho obratu a
vedle kostnich bunék ¢&i synovialnich fibroblasti se na jejich tvorb& podili fada
imunokompetentnich bunék. To je divod prol jsme pozorovali vyssi hladiny téchto
molekul v mistech probihajiciho zanétu, tj. v synovialni tekuting. NiZ§i koncentrace OPG
v lnich tekutinach u pacientd s RA svédéi pro teorii nedostatedné protektivni ulohy

OPG pied kostni resorpci u systémového zanétlivého onemocnéni.

V porovnani se¢ zdravvmi a stejné starymi zenami byly vyssi sérové koncentrace OPG
pozorovany u Zen s postmenopauzalni osteopordzou (30). U téchto pacientek byly
koncentrace OPG vyssi u zen, které mély nizdi denzitu kostniho minerdlu a navic
korelovaly s mocovym pyridinolinem a deoxypyridinolinem. Korelaci s markery kostni
resorpee jsme pozorovali také v nasi praci u pacientad s OA kolennich kloubu. Dilezitou
charakteristikou RA je lokalni ubytek kostni denzity a vznik kostnich crozi, coz je
provazeno niZsi tvorbou OPG synovialni tkani (31). V souladu s timto jsme zjistili nizsi
koncentraci OPG v synovialni tekuting u pacientd s RA a navic korelaci OPG s COMP
v synoviadlni tckuting. Jedna se o dosud ncpopsany moment, ktery je pravdépodobné
odrazem asociace lokalni destrukce hyalinni chrupavky a metabolismu kosti u pacientd
sRA. Tento vztah nebyl pozorovan u pacienti s OA, coz je pravdépodobnym
vysvétlenim odlisného patogenctického mechanismu postizeni kloubnich struktur u obou

chorob.

V porovnani s nadmémou tvorbou RANKL lymfocyty a makrofigy v RA synovialni
tkani (32) jsme nepozorovali vyssi koncentraci volného RANKL v synovialni tekutin€ u
pacientd s aktivni RA oproti jedincim s OA. Da se tak pfedpokladat, Zze na lokalni
ostcoresorpci s¢ nepodili volny, ale na buiky vazany RANKL. Nizké koncentrace
méfeného voiného RANKL, zejména nedctckovatelné hodnoty v séru, mohou byt
zplisobeny vazbou RANKL na OPG in vivo. ELISA metoda pro detekci RANKL totiZ
vyuziva princip potaZzenych jamek molekulou OPG, coZ umozni vazbu voiného RANKL,

ale ne RANKL vazaného na OPG.

Niz3i lokalni produkce markeru regulace metabolického obratu kosti OPG v synoviélni
tekutiné predstavuje sniZenou ochranu zénétem postizené tkan& pred destrukci kosti.
Navic, vyznamny vztah OPG s ukazatclem destrukce chrupavky COMP svéd¢i pro

asociaci lokalniho postiZeni kosti a hyalinni chrupavky u aktivni RA.
5.5. Vyznam S100A4 v patogenezi revmatoidni artritidy

Poprvé jsme prokézali intraceluldmi i extracelulami pfitomnost proteinu S100A4 v

synovialni tkani RA pacientd. Protein S100A4 byl pfitomen i v oblastech agresivni
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synovialni tkan¢ (panu). Dile jsme zjistili, 7e extracelularni S100A4 indukuje zvySenou
tvorbu nékolka MMP synovialnimni fibroblasty, coz ukazuje na vyznam S100A4

v procesu kloubni destrukce béhem RA.

Na riznych typech tumord byly zjistény ucinky intracelularniho i extracelularniho
proteinu S100A4 podporujici tvorbu metastaz (33,34). Invazivni chovani bunék je
nejdulezitéj$im znakem zakladani metastaz, prispiva k neovaskularizaci a Sifeni
nadorovych bunék. Na tomto procesu se vyznamné podili zvySena tvorba MMP. Enzymy
degradujici matrix jsou hlavnimi strijci kloubni destrukce u RA. Hlavnim zdrojem téchto
enzyml jsou fibroblasty synovialni intimy a agresivniho panu (35). ProtoZe jsme
pozorovali extracelularni lokalizaci S100A4, lze uvaZovat o vyznamu secermnovaného
S100A4 u RA. Objevili jsme, Ze exogenni S100A4 stimuluje tvorbu nékolika MMP
synovialnimi fibroblasty, coz bylo nedavno pozorovano téz u endotelovych a nadorovych
bunék (34). Invazivni chovani agresivnich synovialnich fibroblasti tak pfipomina

zvy$eny metastaticky potencial nadorovych bunék v pritomnosti SI00A4.

NF-xB predstavuje klicovy nitrobuné&ny regulator zanétu a jeho tvorba u RA synovialni
tkané byla pozorovana v mistech panu, kde dochazi k destrukci kloubu (35). PFi inhibici
NF-xB signalni drahy byla o polovinu redukovana syntéza MMP-3 synovialnimi
fibroblasty stimulovanymi proteinem S100A4. Uloha NF-xB pii  expresi MMP
fibroblasty stimulovanymi proteinem S100A4 je vsouladu s nedavnou praci na
cndotelovych buiikach, které vedle synovialnich fibroblasti & makrofagy mohou také
produkovat S100A4 a podporoval angiogenezi popsanou u tumord (34,37). Zvy3ena
vaskularizace RA synovialni tkané predstavuje dilezity moment choroby, a tak lze
spekulovat, Ze S100A4 tvofeny endotelovymi buiiky cév synovialni tkané mubze
podporovat zanétlivou aktivitu RA. Byla popsana interakce S100A4 s tumor
supresorovym proteinem p53, coz miZe ovlivnit délku bunéEného preZivani (38).
Nedavno bylo popsano, Ze zvy$ena exprese S100A4 pisobi jako negativni regulator
mineralizace extracelularni matrix. Podili se na tom ovlivnéni diferenciace osteoblastl a
potlageni tvorby osteoblastickych gend (39). Jestli protein S100A4 ovliviuje regulaci

apoptdzy ¢&i sniZuje kostni kvalitu u RA by mélo byt predmétem dal3ich vyzkuma.

6. ZAVER

Tato disertacni prace pojednava o vyuziti vybranych biomarkeru pfi hodnoceni OA a RA.
Dale fedi vzajemné vztahy téchto markert, coZ prispiva k bliz8imu pochopeni patogencze
obou chorob. Z vybranych markerd jsme hodnotili ukazatele oxidacniho stresu a
zanétlivé aktivity (pentosidin, CRP), parametry dcgradace kloubni chrupavky (COMP).
metabolického obratu kosti (OPG, RANKL, deoxypyridinolin, pyridinolin). markery

imunity (anti-CCP) a protein asociovany s mctastazami S100A4.

U pacientd s OA kolennich kloubt jsme prokéazali zvySené hladiny pentosidinu a jejich
pozitivni vztah k ukazateli destrukce kloubni chrupavky COMP v synovialni tckuting.
Navic jsme zjistili prediktivni vyznam pentosidinu pfi hodnoceni progrese OA kolennich
kloubd u &asné formy OA, kdy jedinci s Gasnym zalatkem choroby a s vy3Simi
koncentracemi  pentosidinu  vykazovali rychlej$i  rentgenovou progresi  postizeného
kloubu. NaSe vysledky tak poukazuji na asociaci oxidacniho zatiZzeni organismu a
degradaci kloubni chrupavky, a stavi pentosidin mezi nékolik novych potencialnich
biologickych markeri OA. Vyssi rozptyl sérovych hodnot pentosidinu u pacientd s OA a
u kontrolni skupiny v8ak pfedstavuje limitujici faktor pro diagnostické vyuZiti
pentosidinu. V porovnani s pacienty s RA jsme u pacientd s OA kolennich kloubd
pozorovali vy33i koncentraci COMP v synovialni tekuting, coz pravdépodobné odrazi
odlidny patogeneticky mechanismus lokalné probihajici degradace a metabolismu
artrotické chrupavky. Sérové hladiny COMP odrazi systémovy charakter metabolismu
hyalinni chrupavky, nikoli postiZeni jednoho kloubu. Na urovni jednotlivcd navic
koncentrace COMP neodlii zdravé jedince od pacientt s kloubnim postizenim. Pozitivni
vztah regulaéni molckuly kostniho obratu OPG s deoxypyridinolinem v séru u pacientd
s OA poukazuje na ur&itou rovnovahu protektivniho mechanismu kostniho metabolismu a
resorpce kosti. Nepodafilo se nam prokazat, Ze by vy33i hodnoty OPG mély vztah

k rentgenovému stadiu u pacienti s OA.

U pacienti s RA jsme v souladu s pfedchozimi studiemi pozorovali vy33i hladiny

pentosidinu v porovnani se zdravymi kontrolami, nicméné jen nevyznamné zvySeni
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oproti pacientam s OA. Navic jsme nepotvrdili pozitivni asociaci pentosidinu s
klinickou aktivitou choroby, ani s markerem destrukee chrupavky COMP @
imunologickym prediktivnim ukazatelem anti-CCP. Naopak pozitivni vztah sérového
COMP s anti-CCP u pacientd s RA poukazuje na moznou asociaci imunitni aktivity a
destruktivniho postiZzeni kloubni tkané. Pacienti s RA méli v synovialni tekuting 1 v séru
nizké hladiny regulaéni molekuly metabolick¢ho obratu kosti OPG, coz je v souladu
s pozorovanym ubytkem kostni hmoty a destrukei kloubu. Pozitivni korclace COMP a
OPG v synovialni tckutiné moze ukazovat na piirozenou asociaci lokalnich zmén
destrukce kloubni chrupavky a kosti. Dale jsme zjistili zvySenou tvorbu proteinu
stimulujiciho tvorbu metastaz S100A4 bufikami synovialni tkan¢ u pacienti s RA,
zeyjména pak v oblastech agresivniho panu. Tento objev poukazuje v uréitém ohledu na
podobnost RA s nadorovymi chorobami. Zjistili jsme, Ze obdobné jako nadorové bunky,
synovialni fibroblasty vystavené vlivu proteinu SI00A4  zvy$ené tvoli cnzymy
degradujici extracclulami matrix (MMP), coz predstavuje jeden z dilezitych momenti
patogeneze revmatoidni artritidy. Tvorba proteinu S100A4 RA synovialni tkani a
uplatnéni S100A4 v patogenczi této choroby pfispélo k rozsifeni spektra prozanétlivych
mediatora podobnych cytokinim, kieré mohou nalézt uplatnéni v hodnoceni ¢i budouci

léebé RA.
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7. SUMMARY IN ENGLISH

Rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis (OA) represent the most common forms of
musculosceletal disorders that affect diarthrodial joints, lead to joint damage and
disability. Extra-articular manifestations accompanied the joint disease only in RA.
Diagnosis of both conditions most commonly bears on the conventional radiography.
Mostly in OA, radiographic changes often occur late in the discase and are largely
irreversible. Molecular markers could reflect joint damage, inflammation, or immune
response. Current investigation revealed potential uses of molecular markers, ranging
from understanding pathogenesis of the discases to predicting and monitoring the

outcome of the treatment.

The aim of the thesis was to analyze several biochemical markers in serum, synovial fluid
and synovial tissuc samples from patients with RA and OA. and to cvaluate their
diagnostic and predictive values as well as their contribution to the pathogenesis of the

diseascs.

We found increased serum pentosidine concentrations in OA patients that were ol a
predictive value of the joint space narrowing in OA of the knee joint and corrclation
between pentosidine and cartilage oligomeric matrix protein (COMP) in synovial fluid
that make pentosidine one of the new potential biomarkers of the OA. Scrum level of
COMP was similar among paticnts with OA and RA as well as healthy individuals. In our
study, COMP in serum was not predictive for further progression of OA and did not
correlate with any marker of inflammation both in OA and RA. On the other side, COMP
was significantly clevated in OA synovial tluid in contrast to RA synovial fluid, which
may reflect distinct pathogenic feature of cartilage loss in OA process. Relationship
between modulator of bone mectabolism osteoprotegerin (OPG) and marker of bone
turnover deoxypyridinolin in serum from OA patients could represent a balance between

bone-protective role of OPG and bone resorption.



In RA patients signilicantly clevated levels of pentosidine were associated neither with
discase activity nor with CRP. One can thus speculate about pentosidine as a surrogate
marker of discase activity in RA. Relationships between COMP and anti-CCP antibodies
in serum and COMP and OPG in synovial fluid may reflect the association of systemic
cartilage turnover and immune activity, and local cartilage destruction and bone
metabolism in RA. Decreased levels of OPG in RA can be responsible for the
periarticular osteoporosis and bone destruction observed in RA, and predicate of an
insufficient bone-protective role of OPG in inllammatory diseases. Moreover, we found
the expression of metastasis-inducing protein - SI00A4 at sites of invasion in RA
synovium. In addition, exogenous S100A4 modulated expression and production of
several matrix metalloproteinases (MMP) by RA synovial fibroblasts. Since scveral
phenomena are similar between RA and malignant tumors, it can be hypothesized that
S100A4 contributes to the aggressive, invasive, and tumor-like behavior of RA
synovium.

In conclusion, pentosidine may represent new biochemical marker of OA progression.
Increased COMP in synovial fluid from OA patients can be a result of a different
pathogenic feature of cartilage destruction in OA compared to RA. A relationship
between sevcral cartilage, bone, and immunological markers in RA could show a
complexity of the disease. S100A4 could represent a new molecule that might be

implicated in the pathogenesis of RA.
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