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Abstrakt

Osteoartroza (OA) rukou je degenerativni kloubni onemocnéni, které pacientim zptisobuje

wewvr

4

diagnostikovat OA rukou ¢i odlisit jeji jednotlivé formy jiz na pocatku nemoci, coz by vSak
mohlo byt zménéno zavedenim biomarkert do klinické praxe. Biomarkery jsou molekuly,
které se uvoliuji do cirkulace a odrazeji rizné biologické procesy. Hlavnim cilem této prace
byla analyza cirkulujicich biomarkerti u pacienti s OA rukou a zdravych jedinct ve snaze
odlisit pacienty od zdravych jedinct a pacienty s erozivni a neerozivni OA rukou. Stanoveny
byly sérové koncentrace sedmi vybranych biomarkeri a relativni exprese mikroRNA v krevni
plazmé. Pacienti s OA rukou vykazovali oproti zdravé populaci zménény metabolismus
chrupavky, vyssi hladiny adiponectinu, nizsi hladiny clusterinu a snizenou expresi nékterych
mikroRNA. Pacienti s erozivni formou nemoci se od pacientd s neerozivni OA lisili pouze
niz§imi hladinami clusterinu a snizenou expresi miR-151-3p. Vysledky této prace naznacuji
moznost vyuziti vybranych biomarker pro odliSeni pacienti s OA rukou od zdravych

jedincu, nikoli v8ak pacientii s erozivni a neerozivni formou nemoci.

Klicova slova: osteoartroza rukou, erozivni osteoartroza, biomarker, mikroRNA, clusterin



Abstract

Hand osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease that causes pain, functional limitation
and negatively affects the patients’ quality of life. The most severe subtype of this disease is
erosive OA. Erosive hand OA is characterized by an abrupt onset, inflammation and is linked
to worse outcomes than non-erosive hand OA. Current methods do not allow early diagnosis
or to distinguish between patients with different forms at disease onset. This could be changed
by the utilization of biomarkers in clinical practice. Biomarkers are molecules released into
circulation that reflect biological processes. The main goal of this study was to analyze
the levels of circulating biomarkers with the aim to differentiate patients from healthy subjects
and patients with erosive OA from patients with non-erosive disease. Serum concentrations
of seven biomarkers and the expression of plasma microRNAs were determined. Patients with
hand OA showed altered cartilage metabolism, increased levels of adiponectin, decreased
levels of clusterin and a dysregulated expression of several microRNAs in comparison
to the healthy population. Patients with erosive OA had lower levels of clusterin and
decreased expression of miR-151-3p than those with the non-erosive form of the disease.
These findings suggest the potential use of selected biomarkers for distinguishing between
patients with hand OA and healthy individuals, but not between patients with diverse forms
of hand OA.

Keywords: hand osteoarthritis, erosive osteoarthritis, biomarker, microRNA, clusterin
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Seznam pouzitych zkratek

ACR Americka revmatologicka spolecnost

ADAMTS A disintegrin-like and metalloproteinase with thrombospondin type 1 motifs
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BSA Hovézi sérovy albumin
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COMP Oligomerni protein chrupavkové matrix
CRP C-reaktivni protein
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CTX-1 C-termindlni pficné vazebny telopeptid kolagenu typu II
DAB Diaminobenzidin

DGCR8 DiGeorge syndrome critical region 8
DIP Distélni interfalangeélni

DNA Deoxyribonukleové kyselina

ECM Extracelularni matrix

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
GS Gray scale

GTP Guanosintrifosfat

HA Kyselina hyaluronova

HAQ Health assessment questionnaire
HDAC Histondeacetylaza

HDL Lipoproteiny s vysokou hustotou

HRP Kfenova peroxidaza

IL Interleukin

LDL Lipoproteiny s nizkou hustotou

MCP Monocytovy chemotakticky protein
miRNA MikroRNA

MMP Matrixova metaloproteindza

MRNA Mediatorova ribonukleova kyselina
NSA Nesteroidni protizanétlivé 1éky

OA Osteoartroza



oC Osteokalcin

OPG Osteoprotegerin

PBMC Perifernich krevni mononuklearni buiky

PBS Phospate buffered saline

PCR Polymerazova fetézova reakce

PD Power Doppler

PIIANP N-terminalni propeptid kolagenu typu II (varianta I1A)
PIICP C-terminalni propeptid kolagenu typu II

PIINP N-terminalni propeptid kolagenu typu Il

PIP Proximalni interfalangeélni

pre-miRNA  Prekurzorova mikroRNA
pri-miRNA  Primarni transkript mikroRNA

RA Revmatoidni artritida

RISC RNA-induced silencing complex

RNA Ribonukleova kyselina

ROS Reaktivni formy kysliku

SHIP Src homology 2-containing inositol phosphatase
TGF Transformujici ristovy faktor

TIMP Tkanovy inhibitor metaloproteinaz

TLDA TagMan® Low Density Array

TMB Tetrametylbenzidin

TNF Tumor nekrotizujici faktor

TRBP Trans-activation response RNA-binding protein
VAS Vizualni analogicka stupnice

VCAM Vaskularni bunééna adhezivni molekula

ZK Zdravé kontroly



1 Uvod

Osteoartréza (OA) rukou je degenerativni kloubni onemocnéni postihujici drobné
ruéni klouby. Prevalence OA rukou je vysoka piedevsim u star$i populace, pfi¢emz Castéji

byvaji postizeny Zeny. Nemoc pacientim zpusobuje bolest a funkéni omezeni, které ovliviuje

o324

Vv

Diagnostika OA rukou je zalozena na klinickém a rentgenovém vysetfeni. Strukturalni
zmény patrné na rentgenovém snimku se vSak objevuji az pii pokrocilejSim kloubnim
poskozeni. Diagnostikovat OA rukou ¢i odlisit jeji jednotlivé formy jiz na poc¢atku nemoci je
proto velmi obtizné. Pomoci by v tomto ohledu mohly biologické markery.

Biologické markery neboli biomarkery jsou molekuly odrazejici biologické procesy.
Jejich pfitomnost mize byt snadno analyzovana V télnich tekutinach, mezi které patii
predevsim krevni plazma, sérum, synovialni tekutina ¢i mo¢. U OA rukou bylo studovano jiz
nékolik biomarkert, a to zejména markery reflektujici metabolismus kloubni tkan¢, markery
zanétu, ale také dalsi molekuly, které hraji roli v patogenezi OA. Vysledky u zadného z nich
vsak nebyly natolik pfesvéd¢ivé, aby mohly byt jednotlivé biomarkery zavedeny do klinické
praxe.

Jako biomarkery mohou byt vyuzity také cirkulujici mikroRNA (miRNA). MiRNA
jsou kratké nekodujici RNA, které se uplatiiuji v posttranskripéni regulaci genové exprese a
hraji dtleZitou roli v mnoha fyziologickych i patologickych dé&jich. Dysregulace exprese
miRNA je spojovéana s fadou onemocnéni, mezi kterd patii také OA.

Cilem této prace byla analyza cirkulujicich biomarkerti u pacienti s OA rukou a
zdravych jedincl ve snaze odliSit pacienty od zdravych jedincli, pacienty S erozivni a
neerozivni OA a ur¢it vztah mezi hladinami biomarkerd a aktivitou nemoci. Méteny byly
sérové koncentrace vybranych biomarkert chrupavky, adipokint a clusterinu. Dale byla
stanovena relativni exprese extraceluldrnich miRNA v krevni plazmé. Nejprve byly
U vybranych pacientli s erozivni a neerozivni OA rukou vytipovany miRNA s nejvice
odlisnou expresi mezi témito dvéma skupinami pacientl a nasledné byly dané miRNA
analyzovany na vétSim souboru jedincti. Biomarkery OA rukou by mohly umoznit Casnéjsi
diagnostiku nemoci, odlisit erozivni a neerozivni formy OA rukou, predikovat strukturalni

progresi ¢i ptispét k pochopeni mechanismu patogeneze tohoto onemocnéni.
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2  Prehled literatury

2.1 Osteoartroza

Osteoartroza (OA) je heterogenni skupina degenerativnich kloubnich onemocnéni.
Nejcastéji postihuje kolena (gonartroza), kycCle (koxartrdza), drobné klouby rukou a pateft,
muze se ale objevit i na jinych kloubech, mezi néz patii napiiklad kotniky, lokty nebo ramena.
Stav, kdy jsou osteoartrozou postizeny vice nez tii kloubni skupiny, se oznacuje jako
generalizovand OA. Pfi OA dochazi k degradaci kloubni chrupavky a dal$im doprovodnym
zméndm okolnich kloubnich tkani, coz pacientim zplsobuje bolest a potize s hybnosti

postizenych kloubii.

2.1.1 Epidemiologie

Osteoartroza patii k nejc¢astéjsim kloubnim onemocnénim. Prevalence OA je vysoka
predev§im u star$i populace, lisi se vsak v zavislosti na jeji lokalizaci a také dle zptsobu,
jakym je OA diagnostikovana. Osteoartroza muze byt definovana radiograficky anebo
symptomaticky. Radiografickd OA je charakterizovana vyskytem strukturdlnich kloubnich
zmén patrnych na rentgenovém snimku, diagnostika symptomatické OA je zaloZena
na piitomnosti klinickych pfiznakd. Radiograficki OA vSak muize byt u fady jedincii
asymptomaticka, a naopak ne vSichni pacienti s kloubnimi projevy vykazuji také rentgenové

poskozeni (Hannan et al., 2000; Kim et al., 2015).

2.1.2 Klinicky a rentgenovy obraz

Klinicky obraz osteoartrozy mize byt velmi riznorody. Je ovlivnén zejména lokalizaci
OA a stupném kloubniho poskozeni. Mezi hlavni ptiznak OA patii bolest, ktera se objevuje
nejen pii namaze, ale i v klidu. V ptipadé postizeni nosnych kloubi je typicka tzv. startovaci
bolest. K dalsim symptomim jsou fazeny ztuhlost, otok, omezeni hybnosti a zhorseni funkce
postizeného kloubu.

Hlavni zobrazovaci metodou, kterda se vyuziva pii diagnostice OA, je rentgenové
vysetfeni. Na rentgenovém snimku lze pozorovat nékolik typickych znakd, predev§im zizeni
kloubni $térbiny v dusledku ztraty kloubni chrupavky, kosténé vyrastky (osteofyty), které se
vyskytuji zejména na okrajich kloubnich ploch, a subchondralni skler6zu vznikajici
,»zahusténim® struktury subchondralni kosti (Obrazek 1). V nékterych piipadech se 1ze setkat

také s kloubnimi erozemi ¢i ankyl6zou.
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Obrazek 1. Hlavni znaky osteoartrozy pozorovatelné na rentgenovém snimku (pfevzato a
upraveno podle https://stemcelldoc.wordpress.com/2011/11/16/knee-osteoarthritis-grading-
limitations-of-x-rays/).

2.1.3 Etiologie a rizikové faktory

Z hlediska etiologie 1ze OA rozdélit na primarni (idiopatickou) a sekundarni. Primarni
OA se vyviji bez zjevné pficiny, k jejimu vzniku ptispivaji genetické faktory i vlivy vné&jSiho
prostiedi. Mezi pfiiny rozvoje sekundarni OA patii Grazy, vrozené ¢i vyvojové vady a
pfitomnost jinych onemocnéni. Rizikové faktory OA mohou byt systémové nebo lokalni.
Mezi nejvyznamngjsi systémové faktory patii veék, pohlavi, obezita, rasova pftislusnost a
nekteré genetické faktory. K lokalnim rizikovym faktorim jsou fazeny zejména trazy,
kloubni deformity, svalova slabost ¢i opakované a nadmérné pietéZzovani kloubu, ke kterému
dochazi napiiklad pfi n€kterych sportech nebo pii vykonu uritych povolani. Vyznam téchto
faktorti miize byt rozdilny pro rizné typy kloubt.

Vék je jednim z nejsilngjSich rizikovych faktord pro rozvoj OA. S rostoucim vékem se
zvysuje prevalence i incidence OA riznych kloubnich skupin (Lawrence et al., 2008; Oliveria
et al., 1995). Osteoartroza vSak neni pouhym dusledkem starnuti a Snim souvisejiciho
kloubniho opotiebeni. S piibyvajicim vékem dochazi v kloubech k mnoha zménam, k nimz
patii zvySeni oxidac¢niho stresu, hromadéni kone¢nych produktt pokrocilé glykace, snizeni
hladiny rtstovych faktori a také schopnosti na né reagovat. Tyto zmény pfispivaji k naruSeni
metabolické rovnovahy kloubni tkané a tim i ke zvySené nachylnosti kloubt k rozvoji OA
(Shane Anderson & Loeser, 2010).

Osteoartroza kolen a rukou se objevuje Castéji u zen nez u muzu. Tyto rozdily jsou

zavislé na véku, pii¢emz vyssi prevalence je patrna predevsim u Zen starSich 55 let (Srikanth
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et al.,, 2005). Za pfic¢inu castéjsiho vyskytu OA u Zen po menopauze byly povaZovany
hormonalni zmény souvisejici S menopauzou, a to zejména snizeni hladiny estrogenu, coz
vsak nebylo jednozna¢né prokazano (de Klerk et al., 2009).

Prestoze OA postihuje vSechny rasové skupiny, existuji mezi nimi urcité¢ rozdily.
V ¢inské populaci byla napiiklad zjiSténa nizsi prevalence OA kycli a rukou oproti populaci
bélosské (Nevitt et al., 2002; Zhang et al., 2003). Vyskyt OA kolen byl u muzi mezi témito
dvéma populacemi srovnatelny, avSak zeny byly Castéji postizeny u populace ¢inské (Zhang
et al., 2001). U Afroameri¢ant byla ve srovnani s bélochy objevena vyssi prevalence OA
kolen a ky¢li (Jordan et al., 2007, 2009), u OA rukou nebyly mezi Zenami nalezeny zadné
statisticky vyznamné rozdily (Sowers et al., 2000).

Obezita byla oznacena za rizikovy faktor pro rozvoj OA kolen, kyc¢li, ale i rukou
(Carman et al., 1994; Cooper et al., 1998; Felson et al., 1988). V dusledku obezity dochazi
k nadmérnému zatéZzovani kolennich a kycelnich kloubl, coz nasledné zpisobuje jejich
poskozeni. Redukce hmotnosti u zen snizuje riziko rozvoje symptomatické OA kolen (Felson
et al., 1992) a je dale asociovana s mensi mirou bolesti a disability u pacientq s jiz rozvinutou
OA kolen (Christensen et al., 2007). Protoze obezita zvySuje také riziko OA rukou, je
pravdépodobné, ze je vztah mezi obezitou a OA zplsoben nejen mechanickymi, ale i
metabolickymi faktory (Yusuf, 2012).

Osteoartroza je multifaktoridlné podminéné onemocnéni, na jehoZ vznik maji
vyznamny vliv i genetické faktory (MacGregor et al., 2000; Spector et al., 1996). Doposud
bylo identifikovano nékolik lokust asociovanych s OA v riznych lokalizacich (Evangelou et
al., 2014; Styrkarsdottir et al., 2014; Zeggini et al., 2012). Na rozvoji OA se podili také
epigenetické zmény, a to zejména v souvislosti s naruSenou metylaci DNA ¢i expresi
mikroRNA (Jeffries et al., 2014; Miyaki & Asahara, 2012).

2.1.4 Patogeneze

Osteoartroza je onemocnéni celého kloubu, tedy nejen kloubni chrupavky, ale také
subchondralni kosti, synovidlni membrany a dalSich pftilehlych tkani. Pfi OA dochézi
v kloubu k naruseni metabolismu, kdy jsou destruktivni zmény nedostatecné kompenzovany
opravnymi mechanismy. Ve snaze udrZet tuto rovnovahu dochazi k bunécné proliferaci a
zvySené remodelaci chrupavkové i kostni extracelularni matrix (ECM). Chondrocyty navysuji
produkci molekul ECM, ale zaroven pfispivaji k jejich destrukci prostfednictvim syntézy

prozanétlivych cytokinii a proteolytickych enzymi. Pfevladnuti katabolickych procest
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V chrupavce mé za nasledek jeji ubytek. ZvySena bunécna aktivita v subchondralni kosti vede
ke vzniku osteofyti a subchondralni skler6ze (Lories & Luyten, 2011).

Prestoze je OA obecné povazovana za nezanétlivé kloubni onemocnéni, v patogenezi
OA se podili také zanét synovidlni membrany (synovitida). Zanét je pravdépodobné vyvolany
produkty rozpadu kloubni chrupavky, které jsou fagocytovany synovidlnimi bunkami.
Synovialni buiiky nésledné produkuji katabolické a prozanétlivé mediatory, coz dale vede
ke zvysené syntéze proteolytickych enzymi zodpovédnych za degradaci hyalinni chrupavky,
¢imz dochazi k pozitivni zpétné vazb¢ (Sellam & Berenbaum, 2010).

Mezi hlavni prozéanétlivé cytokiny zapojené v patogenezi OA patii interleukin 1
(IL-1B) a tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a)). Oba cytokiny snizuji syntézu kolagenu typu 11
a agrekanu, hlavnich komponent ECM chrupavky, skrze inhibici anabolickych aktivit
chondrocyti. Daéle stimuluji chondrocyty k uvolnéni proteolytickych enzymi, jako jsou
matrixové metaloproteinazy (MMP) a proteazy ADAMTS (a disintegrin-like and
metalloproteinase with thrombospondin type 1 motifs). TNF-o a IL-1p indukuji produkci
dalsich prozanétlivych mediatord a jinych molekul, jez hraji lohu v patogenezi OA.
Psobenim TNF-a a IL-1B dochazi i ke zvySeni syntézy reaktivnich forem kysliku (ROS), a
naopak ke snizeni produkce antioxida¢nich enzymu, ¢imz je vliv ROS na poskozeni kloubu

zesilen (Kapoor et al., 2011).

2.1.5 Lécba

Pro 1écbu osteoartrézy neexistuje dosud zadny ucinny 1€k, ktery by byl schopny
opravit kloubni poskozeni ¢i alespoii vyznamné zpomalit strukturalni progresi. Soucasné
vyuzivané 1éky slouzi ptedev§im pro tlumeni bolesti a zlepSeni funkce postizenych kloubu.
Nejnovéjsi doporuceni pro terapii osteoartrozy vydala Americka revmatologicka spole¢nost
(ACR) vroce 2012 (Hochberg et al.,, 2012). Doporucena 1écba osteoartrozy zahrnuje
kombinaci farmakologickych a nefarmakologickych prostiedki, ktera by méla byt vzdy
individualizovand v zavislosti na pacientovych obtizich, stddiu nemoci, uzivanych lécich a
pfitomnosti dalSich onemocnéni.

Nefarmakologicka terapie u OA kolen a ky¢li spociva zejména ve cviceni, které miize
probihat V télocviéné, doma nebo ve vodé. Jedincim s obezitou je velmi doporucovano
snizeni vahy. Pacienti si mohou pii chlizi také pomoci vhodnymi prostfedky, u jedinci
S postizenim nosnych kloubt Ize vyuzit opérné pomucky, specidlni vlozky do bot, ortézy ¢i
tejpovani. U OA postihujici kofenovy kloub palce ruky muze byt pouzivana dlaha. Pro ulevu

od bolesti a ztuhlosti kloubti je u OA vsech lokalizaci doporuc¢ovana lokalni aplikace tepla.
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Z farmakologickych prostiedkit jsou vhodné peroralni i lokalni nesteroidni
tramadolu a v pripadé OA rukou také lokalniho kapsaicinu. Intraartikularni injekce
glukokortikoidd jsou vhodné pouze u OA kolen a ky¢li (Hochberg et al., 2012). Uzivani
doplnkii stravy, mezi které patii predevsim chondroitin a glukosamin, ma pravdépodobné
pouze maly klinicky vyznam (Wandel et al., 2010). U pacientd s OA kolen a ky¢li, ktefi
vykazuji zavazné klinické symptomy, a kterym nepomaha konzervativni 1é¢ba, je vhodné
provést operativni nahradu kloubu.

V poslednich letech se u OA rozviji testovani ucinnosti biologické 1é¢by. Existuji dvé
hlavni strategie. Pti jedné z nich se vyuziva inhibice ¢i modulace aktivity uréitych cytokint,
coz se prokazalo byt uc¢inné v piipad¢ revmatoidni artritidy. Druha strategie zahrnuje aplikaci
ristovych faktor pro stimulaci reparace chrupavky. Zadny z dosud testovanych zptisobi
biologické terapie vSak neni dostatecné uCinny, aby mohl byt vyuzit v klinické praxi

(Chevalier et al., 2013).

15



2.2 Osteoartroza rukou

Osteoartroza rukou postihuje drobné ru¢ni klouby, a to zejména proximalni
interfalangealni klouby (PIP), distalni interfalangealni kluby (DIP) a kofenové kluby palce.
Radiograficka OA rukou byla zjisténa u vice nez 60 % jedinca starSich 55 let (Dahaghin et
al., 2005), symptomaticka u 8 % osob starsich 60 let (Dillon et al., 2007) a u vice nez 20 %
jedincu starSich 70 let (Zhang et al., 2002). Nemoc pacientim zpusobuje nejen bolest, ale i
funk¢ni omezeni, které mize vyznamné ovlivnit kvalitu jejich zivota.

Pacienti s OA rukou se navzajem lisi poCtem zasazenych kloubt a také typem a mirou
jejich postizeni. Mezi hlavni klinické pfiznaky OA rukou patii tuhé kloubni zdufeniny
na interfalangedlnich kloubech, jejichz vznik souvisi s rozvojem strukturalnich zmén, zejména
osteofytt. Na DIP kloubech jsou tyto zdufeniny oznacovany jako Heberdenovy uzly, na PIP
kloubech jako Bouchardovy uzly (Obrazek 2). OA rukou s vyskytem uzli oznacCujeme jako
nodalni. Pokud uzly pfitomny nejsou, hovotime o formé nenodalni. Mezi dalsi podtypy OA
rukou patii také OA postihujici kofenovy kloub palce (rhizartroza) a erozivni forma nemaoci.

OA rukou se ¢asto vyskytuje ve spojeni s generalizovanou OA (Zhang et al., 2009).

PR

Obrazek 2. Heberdenovy a Bouchardovy uzly u pacienta s osteoartrézou rukou (pievzato a
upraveno podle Punzi et al., 2004).

Diagnostika OA rukou je zaloZena na klinickém vySetieni, které by mélo byt doplnéno

rentgenovym snimkem. Pro diagnostiku symptomatické OA rukou jsou vyuzivana
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klasifika¢ni kritéria ACR, ktera vyzaduji pfitomnost bolesti nebo ztuhlosti rukou, ztlusténi
tvrdych tkdni u dvou nebo vice zdeseti vybranych kloubli, méné nez tfi oteklé
metakarpofalangedlni klouby a dale bud’ ztluSténi tvrdych tkani u dvou ¢i vice DIP kloubt,
nebo deformity alespoil u jednoho z deseti vybranych kloubii. Mezi deset vybranych kloubt
jsou fazeny druh¢ a tieti DIP klouby, druhé a tteti PIP klouby a kotenové klouby palcti obou
rukou (Altman et al., 1990).

2.2.1 FErozivni osteoartroza rukou

Erozivni OA je podtyp OA rukou, ktery se vyznacuje nahlym nastupem, progresivnim
kloubnim poskozenim a vyskytem mirné formy zénétu. Pacienti maji horsi klinické pfiznaky a
(Zhang et al., 2009). Diagnostika erozivni OA je zaloZena na pfitomnosti subchondralnich
erozi interfalangealnich kloubi na rentgenovém snimku. Dosud v$ak neni sjednoceno, zda je
pro diagnézu erozivni OA dostacujici pouze jeden erozivni kloub, nebo je jich potieba vice
(Kortekaas et al., 2013; Punzi et al., 2004). Erozivni OA rukou byla v jedné studii zjisténa
u 3,3 % muzi a u témét 10 % Zen starSich 40 let (Haugen et al., 2011). V jiné studii, do které
byli zahrnuti jedinci star§i 55 let, vSak byla stanovena prevalence pouze na 2,8 % (Kwok et
al., 2011). V obou studiich byla nemoc diagnostikovana, pokud byl pfitomen alespon jeden
kloub s erozemi.

Mezi hlavni znaky erozivni OA, které jsou vidény na rentgenovych snimcich, patfi
centralni eroze, kolapsy subchondralni kosti, zizeni kloubni $térbiny, subchondralni sklerézy,
osteofyty a kostni ankylozy. V dusledku erozi vznikaji typické deformity, které jsou dle jejich
tvaru oznaCovany jako ,ktidla racka“ ¢i ,,zuby od pily*“ (Obrazek 3). Ke klinickym
symptomiim erozivni OA jsou fazeny nejen bolest a zhorSeni funkce postiZzenych kloubd, ale
také projevy zanétu, pii kterém jsou klouby oteklé, zarudlé a teplé (Anandarajah, 2010; Punzi
etal., 2004).

Pacienti s erozivni OA rukou jsou oproti jedinciim s neerozivni OA charakterizovani
Distribuce kloubniho postizeni je vSak u obou forem OA rukou stejna (Addimanda et al.,
2012). Bolest a omezeni funkce rukou jsou vyrazn&jsi u erozivni OA (Kwok et al., 2011),
pfic¢inou vSak mize byt vyskyt vétsiho poctu uzli u téchto pacienti a jen zEasti erozivni forma
nemoci (Bijsterbosch et al., 2010). U pacientd s erozivni OA je Castéji pfitomen zanét, coz
bylo potvrzeno nejen na erozivnich kloubech, ale také na kloubech bez erozi (Kortekaas et al.,

2013).
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Zuby od pily

Kridla racka ~= )

Obrazek 3. Rentgenovy snimek pacienta s erozivni osteoartrézou rukou (pievzato a upraveno
podle Anandarajah, 2010).

Pfic¢iny rozvoje erozivni formy OA rukou nejsou doposud zcela objasnény. Na vznik a
progresi erozi v§ak maji vliv systémové i lokélni rizikové faktory. K rozvoji erozi dochézi
Castéji u vice kloubli jednoho pacienta a také v rdmci jednotlivych rodin, coz muize byt
zpusobeno genetickymi predispozicemi (Bijsterbosch et al., 2011). Ramonda et al. (2011)
zjistili vyssi frekvenci n€kolika alel hlavniho histokompatibilniho komplexu u pacientl
s erozivni OA oproti jedincim s neerozivni OA. Jedna z téchto alel, HLA-DRB1*07, byla
navic u erozivni formy asociovdna S vy$$im radiografickym skore kloubniho poskozeni.
Pattrick et al. (1989) publikovali Castéjsi vyskyt genotypu MS al-antitrypsinu u erozivni OA
oproti formé neerozivni. Stern et al. (2003) prokazali asociaci mezi erozivni OA a
jednonukleotidovym polymorfismem v genu pro IL-1B. Za negeneticky rizikovy faktor pro
rozvoj erozivni OA byla povazovana obezita (Kwok et al., 2011), coz v§ak nebylo potvrzeno
v jiné studii, kterd objevila asociaci erozivni OA s dyslipidémii a metabolickym syndromem

(Marshall et al., 2015).
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2.2.2 Hodnoceni aktivity osteoartrézy rukou

Zavaznost OA rukou muze byt stanovena prostfednictvim zobrazovacich metod a také
pomoci dotaznik. Hlavni zobrazovaci metodou je rentgenové vysetieni, které detekuje
strukturalni kostni zmény, jako jsou napiiklad osteofyty i eroze. Mezi citlivéj$i metody
pro zobrazeni ¢asnych zmén patii ultrazvuk a magnetickd rezonance, jez umoznuji navic i
vizualizaci meékkych tkani a detekci zanétu (Kortekaas et al., 2015; Vlychou et al., 2009).

Pro hodnoceni subjektivnich obtizi pacientii S OA rukou existuje n€kolik dotazniki.
K nejcéastéji pouzivanym patii AUSCAN (Australian/Canadian) index, algofunkéni index a
index disability HAQ (health assessment questionnaire). Index AUSCAN je dotaznik
skladajici se z patnacti otazek, pricemz pét otazek se tyka bolesti, jedna ranni ztuhlosti a devét
funkce rukou v poslednich 48 hodinach. Pacienti odpovidaji prostfednictvim pétibodové skaly
(0-4) nebo pomoci 100mm vizualni analogické stupnice (VAS) (Bellamy et al., 2002a,
2002b). Algofunkéni index je tvofen deseti otazkami, které se tykaji kazdodennich Cinnosti.
Vyuziva ¢tytbodovou skélu (0-3), kterd vyjadiuje miru pacientovych obtizi pii vykonavéani
téchto aktivit (Dreiser et al.,, 1995). Index disability HAQ byl ptvodné vyvinut
pro revmatoidni artritidu, v né€kolika studiich byl vsak také vyuzit u OA rukou (Dahaghin et
al., 2005; Kwok et al., 2011). Jedna se o dotaznik s dvaceti otazkami v osmi kategoriich,
ve kterych pacienti hodnoti, s jakymi obtiZemi jsou schopni zvladat b&zné ¢innosti. Otazky
jsou hodnoceny na ¢tyibodové skale (0-3). Otazka s nejvySSim skore v kazdé kategorii urcuje
celkové skore dané kategorie. Pokud jsou v nékteré kategorii vyuzivany pomicky ¢i je
zapotiebi asistence jiné osoby, je skore této kategorie navyseno. Ziskana skore pro jednotlivé
kategorie jsou ndsledné zprimeérovana. Index disability HAQ byva doplihovan VAS
pro zhodnoceni bolesti a celkového zdravotniho stavu (Bruce & Fries, 2003). Vyssi skore

znamena vZdy silnéj$i miru bolesti a ztuhlosti ¢1 vétsi obtize.
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2.3 Biomarkery osteoartrozy rukou

Biologické markery neboli biomarkery mohou byt definovany jako ,, ldtky, které jsou
objektivné meritelné a vyhodnotitelné jako indikatory normdalnich biologickych procesii,
patologickych procesi ¢i farmakologickych odpovedi na terapeutickou intervenci“
(Biomarkers Definitions Working Group, 2001).

Biomarkery osteoartrozy lze rozdélit do péti kategorii. Diagnostické markery rozliSuji
nemocné a zdravé jedince. Prognostické markery jsou schopny piedpovidat nastup choroby a
jeji progresi. Markery zéavaznosti onemocnéni hodnoti u pacientd s OA rozsah a miru
postizeni. Posledni dvé skupiny zahrnuji markery u¢innosti 1écby a investigativni markery,
pro které zatim neexistuje dostatek informaci pro to, aby mohly byt zafazeny do né€které
z vyse uvedenych kategorii. Biomarkery také mohou patfit do vice kategorii najednou (Bauer
et al., 2006).

U osteoartrozy rukou byly dosud studovany markery odrazejici metabolismus kloubni
tkané, markery zanétu, adipokiny a nékteré dalsi molekuly, které mohou hrat roli v patogenezi
onemocnéni (Tabulka 1). Tyto molekuly lze snadno analyzovat v télnich tekutinach, a to

napiiklad v krevni plazmé, séru, synovialni tekutiné¢ nebo moci.

Tabulka 1. Biomarkery osteoartrzy rukou

Syntéza PIIANP
degradace | CTX-Il, C1, 2C, C2C, Coll2-1, Coll2-1NO,, COMP

markery chrupavky

syntéza osteokalcin

markery kosti
resorpce CTX-I

markery zanctu kyselina hyaluronova, CRP
adipokiny adiponectin, leptin, resistin
oOstatni markery pentosidin, MPO, VCAM-1, OPG, MCP-1

(PIHANP: N-terminalni propeptid kolagenu typu II (varianta 11A), CTX-I/1l: C-terminalni
pficné vazebny telopeptid kolagenu typu I/Il, COMP: oligomerni protein chrupavkové
matrix, CRP: C-reaktivni protein, MPO: myeloperoxidaza, VCAM: vaskularni bunécna
adhezivni molekula, OPG: osteoprotegerin, MCP: monocytovy chemotakticky protein)

2.3.1 Markery chrupavky

Hlavni slozkou kloubni chrupavky je kolagen typu Il. Fragmenty, které vznikaji
pii jeho syntéze a degradaci (Obrazek 4), jsou uvolnovany do télnich tekutin, kde mize byt

stanovena jejich koncentrace.
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Kolagen typu II je syntetizovan jako prokolagen. Béhem jeho maturace dochazi
k odstépovani C-terminalniho (PIICP) a N-terminalniho (PIINP) propeptidu, které tak mohou
slouzit jako markery syntézy kloubni chrupavky. N-terminalni propeptid existuje ve dvou
variantach (I1A/IIB), které vznikaji alternativnim sestfihem genu COL2A1. Jednotlivé formy
prokolagenu se 1isi pfitomnosti exonu 2 a také mistem exprese. Typ IIA obsahuje exon 2 a je
exprimovan piedevs§im chondroprogenitorovymi buitkami, zatimco typ IIB exon 2 postrada a
je exprimovan diferencovanymi chondrocyty (Lui et al., 1995; Ryan & Sandell, 1990; Sandell
et al., 1991). Ve zdravé dospélé kloubni chrupavce neni prokolagen IIA pfitomen a nedochazi
ani k jeho expresi, u artrotické chrupavky vsak jeho exprese mize byt obnovena (Aigner et
al., 1999). V séru pacienti s klinickymi projevy osteoartrozy rukou byly zjistény signifikantné
niz$i hladiny PIIANP v porovnani se zdravymi jedinci (Chen et al., 2008).

Mezi markery degradace kloubni chrupavky patii zejména C-terminalni pticné
vazebny telopeptid kolagenu typu Il (CTX-1I), peptid Coll2-1 a jeho nitrovana forma
Coll2-1NO,, neoepitopy vzniklé po Stépeni molekuly kolagenu typu Il (C1, 2C a C2C) a
oligomerni protein chrupavkové matrix (COMP).

Fragmenty C-terminalniho telopeptidu jsou uvoliiovany pii degradaci molekuly
kolagenu. Eseje pro CTX-II vyuzivaji protilatky rozpoznavajici epitop, ktery se sklada z Sesti
aminokyselin (EKGPDP) a je specificky pro C-telopeptid kolagenu typu Il (Christgau et al.,
2001). Mocové hladiny CTX-Il byly signifikantné vys$i u pacientll s radiografickou OA
rukou oproti jedincim bez rentgenového nalezu (Aslam et al., 2014) a také nezavisle
korelovaly s rentgenovymi znamkami osteoartr6zy u pacientd s OA Vv riznych lokalizacich,
véetné OA rukou (Meulenbelt et al., 2006).

Peptid Coll2-1 je dlouhy devét aminokyselin (HRGYPGLDG) a pochazi
z trojSroubovicového useku molekuly kolagenu typu Il. Jeho nitrovana forma Coll2-1NO,
obsahuje nitroskupinu na tyrosinovém zbytku (Deberg et al., 2005). V séru pacienti
s erozivni OA rukou byly oproti pacientim s neerozivni formou nalezeny vyssi koncentrace
Coll2-1NO;, a také vyssi hodnota poméru Coll2-1NO,/Coll2-1, rozdil vSak nebyl ani
Vv jednom pfipad¢ statisticky signifikantni. Hladiny Coll2-1 byly u obou skupin srovnatelné.
Ve stejné studii byla také objevena pozitivni korelace mezi koncentracemi Coll2-1NO; a
dobou trvani choroby (Punzi et al., 2012).

Pfi prvotnim Stépenim molekuly kolagenu pomoci MMP dochazi k jejimu rozdéleni
na dva fragmenty o Ctvrtinové a tfi¢tvrtinové délce piivodni molekuly. Neoepitopy C1, 2C a
C2C jsou ptitomné na C-konci del§iho fragmentu. Epitop C1, 2C (dfive znamy pod nazvem

Col2-3/4Cqnort) Se sklada se ze sedmi aminokyselin (GPP(OH)GPQG) a je generovan Stépenim
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kolagenu typu I'i Il (Billinghurst et al., 1997). Epitop C2C (Col2-3/4C)ong mono) Obsahuje navic
kyselinu glutamovou, ¢imz se stal specificky pouze pro kolagen typu II (Poole et al., 2004).
Ve studii, ktera analyzovala hladiny téchto markerd v séru pacienti s OA rukou a zdravych
jedinct, byl zjistén signifikantni rozdil pouze pro Cl1, 2C, jehoz koncentrace byly vyssi
U erozivni i nodalni formy OA oproti kontrolni skupiné. Hladiny C2C vykazovaly pouze
mirné zvySeni u erozivni OA ve srovnani s kontrolami. U zadného z markert nebyly nalezeny
zadné signifikantni rozdily mezi erozivni a nodalni formou OA rukou (Silvestri et al., 2004).
V dalsi studii byly hladiny C2C vyssi u pacientu s klinickymi piiznaky OA rukou oproti

zdravym jedincim, rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny (Chen et al., 2008).

misto prvoiniho Stépeni
3/4 fragment 1/4 fragment

C1, 2C (GPP(OH)GPQG
C2C (EGPP(OH)GPQG
Coll2-1 (HRGYPGLDG) (EGPR(OH)GPQE)

Col2-1NO2(HRGY(INO2)PGLDG) CTX-1I (EKGPDP)
.......... O
| |
PII[AYINP PIICP
| | | | | |
| | | | |
N-propeptid  N-telopeptid trojEroubovicovy usek C-telopeptid C-propeptid

Obrazek 4. Biomarkery pochazejici z molekuly kolagenu typu Il (pfevzato a upraveno podle
Rousseau & Delmas, 2007). (CTX-II: C-terminalni pfi¢n¢ vazebny telopeptid kolagenu
typu 11, PII(A)NP/PIICP: N-terminalni/C-terminalni propeptid kolagenu typu II)

COMP je nekolagenni glykoprotein extraceluldrni matrix, ktery vykazuje strukturni
ptibuznost k trombospondinim. Sklada se z péti identickych podjednotek, které jsou
navzajem propojeny disulfidickymi mistky (Oldberg et al., 1992). Puvodné byl povazovan
za specificky protein chrupavky (Hedbom et al., 1992), pozdé&ji byla jeho pfitomnost
prokazana také v jinych tkanich, a to napiiklad ve Slachach ¢i meniscich (DiCesare et al.,
1994; Neidhart et al., 1997). COMP je schopen interagovat s mnoha rtiznymi molekulami,
¢imz pravdépodobné piispiva ke spravné strukturni organizaci a funkci ECM chrupavky.
Prokazana byla mimo jiné vazba kolagenu typu I, 1l a IX (Holden et al., 2001; Rosenberg et
al., 1998), agrekanu (Chen et al., 2007), integrint (Chen et al., 2005) a také proteint rodiny
transformujiciho rustového faktoru B (TGF-B) (Haudenschild et al., 2011). Interakce
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s molekulami kolagent typu | a Il ma navic katalyticky ucinek na formovani kolagennich
vlaken (Halasz et al., 2007). COMP také muze pomoci vazby na integrinové receptory
zprostiedkovat interakci chondrocytii s extracelularni matrix chrupavky (Chen et al., 2005).
Rizné mutace v genu pro COMP vedou ke vzniku mnohocetné epifyzarni dysplazie a
pseudoachondroplazie (Briggs et al., 1998; Song et al., 2003), coz potvrzuje jeho vyznam
pro spravny vyvoj Kostry. Ptidegradaci kloubni chrupavky jsou fragmenty COMP
uvolnovany do synovialni tekutiny. Jejich zvysené hladiny byly pozorovany napftiklad kratce
po poranéni ¢i Vv ranych stadiich osteoartrozy (Lohmander et al., 1994). Velikostni vzory
téchto fragmentl v télnich tekutinach se mohou liSit mezi jednotlivymi kloubnimi chorobami
(Neidhart et al., 1997; Vilim et al., 1997). Sérové koncentrace COMP byly signifikantné vyssi
u pacientd s klinickymi znamkami OA rukou oproti zdravym jedincim (Chen et al., 2008) a
také pozitivné korelovaly se symptomy na rukou a AUSCAN skore (Aslam et al., 2014).

2.3.2 Markery kosti

Jedinym dosud testovanym markerem resorpce kosti u osteoartrézy rukou je
C-terminalni pticné vazebny telopeptid kolagenu typu I (CTX-I). Protilatky vyuZzivané
pro detekci CTX-I rozpoznavaji epitop, ktery se sklada z osmi aminokyselin (EKAHDGGR) a
je pritomen pouze na C-telopeptidu kolagenu typu | (Bonde et al., 1994). Mezi kyselinou
asparagovou a glycinem v této sekvenci mtize dochazet k B-izomerizaci, pii niz je vazba mezi
témito dvéma aminokyselinami zprostifedkovana pies PB-karboxylovou skupinu kyseliny
asparagové (Fledelius et al., 1997). Jednotlivé eseje mohou rozpoznavat izomerizované ¢i
neizomerizované peptidy (Bonde et al., 1997; Fledelius et al., 1997). U pacientt s erozivni
OA rukou byly naméfeny vysSi koncentrace sérového CTX-I nez u jedinct s formou
neerozivni (Rovetta et al., 2003).

Markerem syntézy kosti u OA rukou je osteokalcin (OC), 49 aminokyselin dlouhy
protein kostni matrix, ktery byl podle obsahu kyseliny y-karboxyglutamové nazyvan také jako
kostni Gla protein (Poser et al., 1980). Osteokalcin je schopen vazby vapniku a
hydroxyapatitu a jeho syntéza je zavisla na ptitomnosti vitaminu K (Hauschka & Reid, 1978;
Price et al., 1976). Vyskytuje se také v krevni plazmé&, kde mize byt méfena jeho koncentrace
(Price & Nishimoto, 1980). Osteokalcin negativné reguluje kostni tvorbu (Ducy et al., 1996) a
pusobi endokrinné, ¢imz ovliviiuje napiiklad metabolismus glukozy (Lee et al., 2007) ¢i
muzskou plodnost (Oury et al., 2011). U Zen s osteoartrozou rukou byly zjistény nizsi sérové

koncentrace OC nez u Zen bez tohoto postizeni (Sowers et al., 1999). V jiné studii vykazovaly
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sérové hladiny OC pozitivni asociaci S poctem postizenych kloubt (Kalichman &
Kobyliansky, 2010).

2.3.3 Markery zanétu

Kyselina hyaluronova (HA) neboli hyaluronan je linearni polysacharid o vysoké
molekulové hmotnosti patiici mezi glykosaminoglykany. Vyskytuje se v synovialni tekuting,
kazi, oénim sklivci a mnoha dalSich tkanich a organech (Fraser et al., 1997). V malém
mnozstvi je obsazena také v krevni plazmé, kde vSak jeji hladiny kolisaji, a to napiiklad
v zavislosti na pfijmu potravy ¢i fyzické namaze (Hinghofer-Szalkay et al., 2002; Rossler et
al., 1998). Kyselina hyaluronova je obecné povazovana za marker synovitidy. U pacientl
s klinickymi projevy OA rukou byly naméfeny vyssi sérové koncentrace HA oproti zdravym
jedincum (Chen et al., 2008). Aslam et al. (2014) prokazali vyssi hladiny HA v séru pacientt
s radiografickou OA rukou ve srovnani s jedinci bez rentgenového poskozeni a také pozitivni
korelaci HA s radiografickym postizenim metakarpofalangealnich a karpometakarpalnich
kloubi, se symptomy na rukou a AUSCAN skore. Filkova et al. (2009a) zjistili vyssi sérové
koncentrace HA u pacientli Serozivni OA nez ujedinct s neerozivni formou nemoci.
U celkové skupiny pacienti prokazali pozitivni korelaci hladin HA s dobou trvani nemoci,
po¢tem kloubti postizenych deviacemi a deformitami a také sradiografickym skore
na pocatku studie a po dvou letech.

C-reaktivni protein (CRP) patii mezi proteiny akutni faze a je citlivym, avSak
nespecifickym ukazatelem zanétu. Piestoze je osteoartroza pievazné klasifikovana jako
nezanétlivé kloubni onemocnéni, u nékterych pacienti muze byt doprovazena lokalnim
zanétem, ktery je reflektovan mirné zvySenou hladinou CRP (Pearle et al., 2007). U pacienti
S klinickymi zndmkami OA rukou byly zjiStény vyS$8i koncentrace CRP neZz u zdravych
jedinci (Chen et al., 2008). Proerozivni formu OA rukou je ptfitomnost zanétu
charakteristickd, a proto u ni lze pfedpokladat vyssi hladiny CRP neZz u formy neerozivni.
V jedné studii, ktera porovnavala koncentrace CRP mezi obéma formami OA rukou, byl tento
predpoklad potvrzen. U vsech pacienti hladiny CRP dale pozitivné korelovaly s poctem
postizenych kloubt a s radiografickym skore (Punzi et al., 2005). V jiné studii vSak byly
hladiny CRP u obou skupin OA rukou srovnatelné (Filkova et al., 2009a).

2.3.4 Adipokiny

Adipokiny jsou molekuly produkované prevazné tukovou tkani, které ovliviiuji fadu

bunéénych déji veetné zanétu ¢i metabolismu kosti a chrupavky. Adipokiny proto mohou hrat
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roli v patogenezi OA a byt tak pfi¢inou asociace mezi obezitou a OA rukou. Jejich zdrojem
mohou byt také jednotlivé slozky kloubni tkané, a proto se jejich hladiny v synovialni tekutiné
1isi od hladin v cirkulaci (Presle et al., 2006). Mezi biomarkery studované u OA rukou patfi
leptin, adiponectin a resistin. Leptin indukuje expresi proteolytickych enzymda, ¢imz naruSuje
metabolickou rovnovahu chrupavky (Bao et al., 2010), a podili se také na zvySené produkci
prozanétlivych mediatortt (Moilanen et al., 2009). Vyznam adiponectinu v souvislosti s OA
neni jednoznaény. Nékteré experimenty prokazaly jeho prozanétlivy a katabolicky ucinek
na chrupavku (Koskinen et al., 2011), jiné naopak demonstrovaly jeho protektivni roli proti
rozvoji OA (Chen et al., 2006). Resistin v chondrocytech ovliviiuje expresi mnoha gend,
v disledku ¢ehoz by mohl pfispivat ke vzniku OA. Po jeho piisobeni byla zjisténa zvysSena
exprese gend pro prozanétlivé cytokiny, chemokiny i proteazy, zatimco exprese gend
kodujicich kolagen typu II a agrekan byla sniZzena (Zhang et al., 2010).

Dosud bylo provedeno n¢kolik studii, které analyzovaly adipokiny v séru pacientii
s OA rukou, jejich vysledky vSak nejsou jednotné. Massengale et al. (2012a) neprokazali
zadnou spojitost mezi koncentracemi leptinu, resistinu ¢i adiponectinu a radiografickym
postizenim. Hladiny leptinu vSak byly negativné asociovany s chronickou bolesti rukou.
Yusuf et al. (2011) zkoumali stejné adipokiny a zjistili, Ze jsou vyssi hladiny adiponectinu
asociovany s nizS§im rizikem radiografické progrese. V dalSich dvou studiich byly méieny
hladiny resistinu a adiponectinu. V prvni studii, do které byly zahrnuty pouze Zeny, byly
hladiny adiponectinu vy$si u erozivni OA rukou oproti neerozivni formé i zdravym
kontrolam, zatimco hladiny resistinu nevykazovaly zadné rozdily (Filkova et al., 2009b).
Ve druhé studii byly naméfeny vyssi koncentrace resistinu u radiografické OA rukou oproti
neradiografické OA a kontroldm. Jeho hladiny také pozitivné korelovaly s ptitomnosti
radiografickych zmén, zejména subchondralnich erozi. Hladiny adiponectinu se zde mezi

jednotlivymi skupinami nelisily (Choe et al., 2012).

2.3.5 Ostatni markery

U pacientll s osteoartrézou rukou bylo zkoumano jesté n¢kolik biomarkerti, mezi které
patii pentosidin, myeloperoxidaiza (MPO), vaskuldrni bunétnd adhezivni molekula 1
(VCAM-1), osteoprotegerin (OPG), monocytovy chemotakticky protein 1 (MCP-1) a nékteré
dalsi molekuly.

Pentosidin patii mezi konecné produkty pokrocilé glykace, které se s pribyvajicim
vékem hromadi v riznych tkanich véetné kloubni chrupavky, kde nasledné ovliviiuji nékolik

procest, jimiz mohou pfispivat k rozvoji OA (DeGroot et al., 1999, 2001). U pacienta s OA
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rukou byly mocové hladiny pentosidinu vyssi u jedinct s erozivni formou, coz vsak neplatilo
pro jeho hladiny vséru. Mocovy pentosidin pozitivn¢ koreloval s CRP, sedimentaci
erytrocyti a AUSCAN skore. Sérovy pentosidin u podskupiny pacientd s erozivni formou
koreloval kladné se skore radiografickym, a to na pocatku studie i po dvou letech (Braun et
al., 2012).

Myeloperoxidaza je enzym katalyzujici reakci peroxidu vodiku (H20,) a chloridového
aniontu (CI") za vzniku vysoce reaktivni kyseliny chlorné (HOCI) (Harrison & Schultz, 1976).
HOCI je takto produkovana neutrofily, monocyty a makrofagy v mistech zanétu. HOCI
dokaze oxidovat molekuly kolagenu typ I a II a také pyridinolinové pficné vazby, které
molekuly kolagenu spojuji. Oxidace a disrupce téchto pticnych vazeb mulze vést
k destabilizaci a vys$$i nachylnosti kolagenu k proteolytickému $tépeni (Daumer et al., 2000).
Vyssi hladiny MPO byly zjistény v synovialni tekutiné pacientd s ¢asnou OA kolen, zatimco
u pacientu s pokroé¢ilou OA a u zdravych kontrol byly hladiny MPO nizké ¢i nedetekovatelné.
Tyto vysledky naznacuji pfitomnost zanétu pii rozvoji OA a také navrhuji moznost vyuziti
MPO jako markeru pro diagnostiku ¢asné OA (Steinbeck et al., 2007). U pacientd s erozivni
OA rukou byly zjistény signifikantné vys$i koncentrace MPO nez u jedincd s formou
neerozivni. Hladiny MPO také pozitivné¢ korelovaly s hladinami CRP a dobou trvani
onemocnéni (Punzi et al., 2012).

Molekula VCAM-1 se tucastni n¢kolika dé&ji, jako je napiiklad bunécna adheze ¢i
angiogeneze, prostfednictvim nichz by se mohla podilet na patogenezi zanétlivych kloubnich
onemocnéni (Carter & Wicks, 2001). U pacienti s OA rukou byly sérové koncentrace
solubilni formy VCAM-1 pozitivné asociovany s po¢tem postizenych kloubu (Kalichman et
al., 2011). Pulsatelli et al. (2013) naméfili u jedincl s erozivni formou vyssi hladiny této
molekuly oproti zdravym kontroldm. Mezi pacienty s neerozivni OA a kontrolami ¢i mezi
pacienty s riznymi formami OA rukou nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily.

Ve studii, ktera zkoumala asociace mezi rentgenovymi znamkami OA rukou a
sérovymi hladinami né¢kolika molekul (MCP-1, IL-6, IL-17, TNF-a, OPG a dalsi), byla tato
asociace prokazana pro MCP-1 a OPG (Pantsulaia et al., 2010). Osteoprotegerin je
glykoprotein pattici do rodiny TNF receptort, ktery se podili na regulaci kostni denzity
(Simonet et al., 1997). MCP-1 ma vyznam V zanétlivém procesu. Puisobi jako chemoatraktant

pro monocyty a napomaha jejich adhezi (Melgarejo et al., 2009).
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2.4 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou kratké nekodujici RNA, které se ucastni posttranskripéni
regulace genové exprese prostiednictvim vazby na cilovou medidtorovou RNA (mRNA).
Uclovéka bylo kcervnu 2014 identifikovano jiz 2588 maturovanych miRNA
(www.mirbase.org). Molekuly miRNA hraji dileZitou roli v mnoha buné¢nych procesech.
Dysregulace exprese miRNA je spojovana s nékterymi patologickymi stavy, mezi které patii
zejména ruzna nadorova onemocnéni (Croce, 2009), ale také psychiatrické, kardiovaskularni,
zanétlivé a revmatické choroby (Geaghan & Cairns, 2014; Luo et al., 2010; Quiat & Olson,
2013). Neékteré miRNA by proto mohly byt vyuzity v 1é¢bé téchto nemoci nebo by mohly

najit uplatnéni jako jejich biomarkery.

2.4.1 Biogeneze a funkce mikroRNA

Zakladni cesta vedouci ke vzniku maturované miRNA, kterda ma délku piiblizné 22
nukleotidii, zahrnuje nékolik kroki. Po transkripci DNA v jadfe RNA polymerdzou II ¢i 111
vznikd nejprve primarni transkript miRNA (pri-miRNA). Na pri-miRNA se poté vaze
komplex ribonukleazy Drosha a proteinu DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8).
DGCRS zajistuje vazbu na pri-miRNA a enzym Drosha jeji §tépeni na prekurzorovou
mMIiRNA (pre-miRNA). Pre-miRNA je transportovana zjadra do cytoplazmy Ran-GTP
dependentni cestou pomoci Exportinu 5. V cytoplazmé se na pre-miRNA vaze komplex RNA
vazebného proteinu TRBP (trans-activation response RNA-binding protein) a ribonukleazy
Dicer. Dicer §tépi pre-miRNA za vzniku dvoufetézcové miRNA s dvounukleotidovymi
piresahy na 3’ koncich. Nasledné¢ je jedno vldkno tohoto RNA duplexu inkorporovano
do komplexu RISC (RNA-induced silencing complex) a druhé degradovano. Komplex RISC
zajist'uje prostiednictvim efektorového proteinu Argonaut 2 (Ago 2) degradaci, deadenylaci ¢i
inhibici translace cilové MRNA, ke které je dand miRNA vice ¢i méné¢ komplementarni
(Obrazek 5). Tento zakladni mechanismus biogeneze vSak neni univerzalni pro vSechny
MiRNA. Jednotlivé kroky mohou byt riznymi zptisoby modifikovany a regulovany (Winter et
al., 2009).

MikroRNA nemusi fungovat pouze jako negativni regulatory genové exprese, ale
za urcitych okolnosti mohou také aktivovat translaci cilové mRNA (Vasudevan et al., 2007).
Jeden gen muze byt regulovan prostiednictvim né€kolika riznych miRNA a kazda miRNA je
schopna ovlivnit nékolik genti. Regulace genové exprese prostifednictvim miRNA je tedy

velmi regulovany a koordinovany proces (Krek et al., 2005).
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Obrazek 5. Biogeneze mikroRNA (pievzato a upraveno podle Winter et al., 2009). (Ago2:
Argonaut, DGCRS8: DiGeorge syndrome critical region 8, GTP: guanosintrifosfat, Pol:
polymeraza, RISC: RNA-induced silencing complex, RNA: ribonukleova kyselina, TRBP:
trans-activation response RNA-binding protein)

2.4.2 Cirkulujici mikroRNA

Molekuly miRNA se vyskytuji nejen v buiikach, ale i Vv télnich tekutinach. Jejich
pritomnost byla zjisténa naptiklad v krevni plazmé¢, séru, moci, slzdch, mozkomisnim moku ¢i
matefském mléce (Weber et al., 2010). Do télnich tekutin se miRNA uvoliuji v dasledku
bunécné smrti (Turchinovich et al., 2011), ale také prostiednictvim aktivni a regulované
sekrece (Kosaka et al., 2010).

Cirkulujici miRNA jsou velmi stabilni (Mitchell et al., 2008). Pfed ribonukleazami
mohou byt chranény dvéma mechanismy. Prvnim znich je vytvareni komplexl s jinymi
molekulami. Mezi proteiny vazajici se na cirkulujici miRNA patfi nukleofosmin 1 (Wang et

al., 2010), Ago 2 a pravdépodobn¢ i dalsi proteiny zrodiny Ago (Arroyo et al., 2011;
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Turchinovich et al.,, 2011). Prokdzana byla také asociace mezi miRNA a lipoproteiny
s vysokou hustotou (HDL). HDL jsou navic schopny transportovat miRNA do cilovych
bun¢k, kde mohou tyto miRNA ovlivnit genovou expresi (Vickers et al., 2011). V mensi mife
interaguji extracelularni miRNA také s lipoproteiny s nizkou hustotou (LDL) (Wagner et al.,
2013). Druhym mechanismem zaji$t'ujicim stabilitu cirkulujicich miRNA je jejich sbaleni
do membranovych vacku. Extracelularni membranové vacky obsahujici miRNA zahrnuji
exozomy, které se uvolnuji zbunc¢k prostiednictvim fize multivezikuldrnich telisek
s cytoplazmatickou membranou (Valadi et al., 2007), mikrovezikuly odStépujici se piimo
zZ cytoplazmatické membrany (Hunter et al., 2008) a apoptoticka téliska (Zernecke et al.,
2009). Tyto vacky umoznuji transport urcitych miRNA mezi jednotlivymi bunkami, ¢imz
mohou ovlivnit genovou expresi Vv cilovych bunkach a podilet se tak na mezibunééné
komunikaci (Guay et al., 2015; Kosaka et al., 2010).

2.4.3 MikroRNA a osteoartroza

Experimenty na mysSich prokazaly, ze je regulace genové exprese prostiednictvim
miRNA dilezita také pro spravny vyvoj skeletu (Kobayashi et al., 2008). U pacientl
S osteoartrozou byla zjisténa odlisSna exprese nckterych miRNA V porovnani se zdravymi
jedinci. Mira exprese téchto miRNA se navic lisila v zavislosti na progresi OA (Okuhara et
al., 2012). MiRNA by proto mohly mit vyznam v patogenezi OA, a to napiiklad
prostiednictvim pfimé, ale i nepfimé regulace exprese gent, které koduji stavebni jednotky
ECM chrupavky, proteolytické enzymy ¢i dalsi molekuly podilejici se naregulaci
metabolismu kloubni tkan¢.

Nejvice zkoumanou miRNA ve vztahu k OA je miR-140-5p. Tato miRNA byla
detekovana pouze v chrupavce, kde negativné reguluje expresi genu pro histondeacetylazu 4
(HDAC 4) (Tuddenham et al., 2006), ktera ma vyznam v inhibici hypertrofie chondrocytti
(Vega et al., 2004). Exprese miR-140-5p se zvySuje béhem diferenciace chondrocytt
z mezenchymalnich kmenovych bunék (Miyaki et al., 2009) a je také signifikantné vyssi
v diferencovanych chondrocytech oproti chondrocytiim dediferencovanym (Lin et al., 2011).
Studie porovnavajici jeji expresi mezi zdravou a artrotickou chrupavkou maji odlisné
vysledky. Swingler et al. (2012) zjistili vys$si expresi v chrupavce postizené OA, Miyaki et al.
(2009) naopak prokazali zvySenou expresi u chrupavky zdravé. MiR-140-5p negativné
reguluje expresi genl pro proteazy MMP-13 (Liang et al., 2012) a ADAMTS-5 (Miyaki et al.,
2009). Experimenty na mysich potvrdily, Ze je tato miRNA nezbytnd pro spravny vyvoj
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kostry a udrZzeni rovnovahy metabolismu chrupavky. Zmény v jeji expresi by proto mohly
ptispivat k rozvoji OA a dalSich kloubnich onemocnéni (Miyaki et al., 2010).

V souvislosti s OA bylo studovano jest¢ nékolik dalsich miRNA, u kterych by
narusena exprese mohla prispivat ke vzniku OA. Mezi né patii naptiklad miR-146a, miR-145,
miR-27b, miR-9, miR-125b ¢i miR-22. MiR-146a potlacuje expresi MMP-13 a ADAMTS-5, a
to v chondrocytech i synovialnich fibroblastech (Li et al., 2011), inhibuje osteoklastogenezi
(Nakasa et al., 2011) a indukuje apoptézu chondrocytd (Li et al., 2012). Jeji exprese je
indukovana stimulaci chondrocytl prostfednictvim IL-1 a je také vySSi v artrotické
chrupavce s nizkym stupném poskozeni ve srovnani s pokroc¢ilou formou nemoci (Yamasaki
et al., 2009). ZvySena exprese miR-146a byla zjisténa u pacientt s OA oproti zdravym
jedinciim, a to jak v perifernich krevnich mononuklearnich bunkach (PBMC), tak v krevni
plazmé¢ (Borgonio Cuadra et al., 2014; Okuhara et al., 2012).

MiR-145 snizuje expresi gent pro hlavni slozky ECM chrupavky, kolagen typu Il a
agrekan, a naopak zvySuje expresi MMP-13. Exprese této miRNA je stimulovana IL-1 a je
vys$i v artrotické oproti zdravé chrupavce (Yang et al., 2014). MiR-27b negativné reguluje
expresi genu kodujiciho MMP-13. Jeji exprese je redukovana po pasobeni IL-1B a je nizsi
v artrotické nez ve zdravé chrupavce (Akhtar et al., 2010). MiR-9 je naopak ve v&tsi mite
exprimovana v artrotickych chrupavkach i kostech. Tato miRNA snizuje produkci MMP-13
(Jones et al., 2009) a ovliviuje také diferenciaci, proliferaci a piezivani chondrocytu (Song et
al., 2013). MiR-125b inhibuje expresi MMP-13 (Xu et al., 2012) i ADAMTS-4 a jeji exprese
je signifikantné niz8i v artrotické chrupavce ve srovnani s chrupavkou zdravou (Matsukawa et
al., 2013). MiR-22 vykazuje vyssi expresi Vv artrotické chrupavce a zptisobuje zvysSeni exprese
genu pro IL-1p, MMP-13 a naopak snizeni exprese genu pro agrekan (lliopoulos et al., 2008).
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Cile prace

Analyza cirkulujicich biomarkerti u pacienti s OA rukou a zdravych jedinct

Odliseni pacienti s OA rukou od zdravych jedinci a pacienti s erozivni OA

od pacientt s neerozivni formou nemoci s vyuzitim cirkulujicich biomarkert

Uréeni vztahu mezi hladinami biomarkert a zavaznosti nemoci
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4 Pouzité materialy a metody

4.1 Soubor pacientii

Do studie bylo zahrnuto celkem 135 pacientti (120 Zen a 15 muz{) s osteoartrozou
rukou, jejichz vékovy primér byl 66,3 let. Podskupina pacientl s erozivni OA obsahovala 81
pacienti (74 Zen a 7 muzl) S vékovym prumérem 67,6 let, podskupina s neerozivni OA se
skladala z 54 pacientil (46 zen a 8 muzi) s vékovym primérem 64,3 let. Kontrolni skupinu
tvofili zdravi jedinci, vétSinou z fad zaméstnanci Revmatologického ustavu v Praze, kteii byli
vybrani tak, aby nem¢li kloubni obtiZe a vékem i pohlavim odpovidali souboru pacientti.

VSichni pacienti poskytli informovany souhlas se zafazenim do studie. Pacientiim i
zdravym jedincim byly odebrany vzorky krve. Z nich byly nasledné ziskany plazmy a séra,
jez byly pred dal§im zpracovanim uchovavany pii -80 °C. Pro statistické analyzy byly vyuzity
osobni udaje pacientli a také vysledky jejich laboratornich, klinickych a ultrazvukovych
vySetfeni.

Sérové koncentrace vybranych biomarkerit byly méfeny u vSech pacientli s OA rukou.
Zdravych jedinct bylo Vv priméru 54, jejich presny pocet se vSak mezi analyzami jednotlivych
markert nepatrné lisil. Relativni exprese cirkulujicich miRNA byla nejprve stanovena u péti
pacientl s erozivni OA a péti pacientd s neerozivni OA. Vybrané miRNA byly nasledné
analyzovany na vét§im souboru jedinct, ktery tvofilo 94 pacientd (57 Serozivni a 37
s neerozivni OA rukou) a 26 zdravych kontrol.

Pro analyzu synovialnich tekutin a tkdni byly vyuzity vzorky od pacientl
S gonartrozou a revmatoidni artritidou (RA). Pro zjisténi rozdilu mezi koncentraci biomarkeru
v séru a synovialni tekutiné byly analyzovany vzorky 20 pacienti s OA i RA, od kterych byly
synovialni tekutiny ziskany pii terapeutické artrocentéze kolenniho kloubu. Vzorky
synovialnich tekutin byly z divodu snizeni jejich viskozity oSetfeny hyaluronidédzou.
Pro imunohistochemické barveni byly pouzity synovidlni tkané ctyt pacienti s RA a ctyf
pacientti s OA. Synovialni tkan¢ byly od pacientl s gonartrézou ziskany pfi totalni nahrade
kolennich kloubii a od pacientii s RA pfi artroskopickém oSetfeni zapésti. Tyto vykony byly
provadény na I. Ortopedické klinice FN Motol.
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4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Tabulka 2. Pouzité chemikalie

Chemikalie Vyrobce

Xylen Penta, Praha, CR
Etanol Penta, Praha, CR
Izopropanol Penta, Praha, CR
Hematoxylin

(Hematoxylin solution according to Mayer)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Citratovy pufr (Target retrieval solution, 10x)

Dako, Glostrup, Dansko

Enzymova blokace
(Dual endogenous enzyme block)

Dako, Glostrup, Dansko

Negativni kontrola (Negative control mouse)

Dako, Glostrup, Dansko

Primarni protilatka

(Clusterin-a. mouse monoclonal antibody)

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA

Sekundérni protilatka konjugovana s HRP

(Polyclonal, anti-mouse immunoglobulins/HRP)

Dako, Glostrup, Dansko

Substratovy pufr (DAB+ substrate buffer)

Dako, Glostrup, Dansko

Chromogen (DAB+ chromogen)

Dako, Glostrup, Dansko

Montovaci médium (Mounting medium)

Dako, Glostrup, Dansko

Hovézi sérovy albumin

(BSA, Bovine serum albumine)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

TRIzol® LS Reagent

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Acid phenol:chloroform

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Glykogen (5 mg/ml)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Voda pro PCR (PCR Ultra H,0)

Top-Bio, Praha, CR

Syntetické miRNA
(cel-miR-39, cel-miR-54, cel-miR-238)

Integrated DNA Technologies,
Redwood City, USA

Reverzni transkriptaza

(Mustiscribe™ Reverse Transcriptase, 50 U/ul)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA
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Reakéni pufr (10x RT Buffer, 100mM)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Smés dNTP (dNTP Mix, 100 mM)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Inhibitor RNaz (RNase Inhibitor, 20 U/ul)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Roztok MgCl, (MgCl; Solution, 25 mM)

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Megaplex™ RT Primers, Human Pool A/B

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

TagMan® PreAmp Master Mix

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Megaplex™ PreAmp Primers, Human Pool A/B

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

TaqMan® Human MicroRNA Array A /B

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

TagMan® Universal PCR Master Mix
No AmpErase® UNG

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

TagMan® microRNA Assays

ThermoFisher Scientific, Waltham, USA

Tabulka 3. Pouzité roztoky (pokud neni uvedeno jinak, probihalo fedéni destilovanou vodou)

PBS (phospate buffered saline)

171,1 mM NaCl
3,4 mM KCI

10,2 mM Na;HPO,4
1,8 mM KH,PO,

80% a 95% (v/v) etanol

75% (v/v) etanol ve vodé pro PCR

2% (w/v) BSA v PBS
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4.3 Pouzité metody

43.1 ELISA

Koncentrace jednotlivych biomarkerti byla stanovena v krevnim séru pomoci metody
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) s pouzitim komeréné dostupnych Kkita
(Tabulka 4). Absorbance byla méfena na ELISA readeru Sunrise (Tecan, Ménnedorf,
Svycarsko) pii vinové délce 450 nm. Vysledna data byla zpracovana pomoci programu

Kim 32 (Schoeller Instruments, Praha, Ceské republika).

Tabulka 4. Pouzité ELISA kity pro jednotlivé biomarkery

Biomarker Vyrobce

COMP BioVendor, Brno, Ceska republika

CTX-lI MyBioSource, San Diego, USA

PIIANP Merck Millipore Corporation, Darnstadt, Némecko
adiponectin BioVendor, Brno, Ceska republika

leptin BioVendor, Brno, Ceska republika

chemerin R&D, Minneapolis, USA

clusterin BioVendor, Brno, Ceska republika

(PHHANP: N-terminalni propeptid kolagenu typu Il (varianta 11A), CTX-II:
C-termindlni pficné vazebny telopeptid kolagenu typu II, COMP: oligomerni
protein chrupavkové matrix)

4.3.1.1 Princip metody

ELISA je zaloZena na specifické interakci antigenu a protilatky. Existuji dva zékladni
typy této metody — sendvi¢ova a kompetitivni. U sendvicové metody dochazi nejprve k vazbé
antigenu ze vzorku na protilatky navazané na pevné matrici mikrotitra¢ni desky. Poté je
ptridana detekcni protilatka, ktera je znacena biotinem ¢i enzymaticky. V piipad¢ biotinem
znaené protilatky je v dalSim kroku pfidan konjugit enzymu se streptavidinem, ktery se
na biotin navaze. Nasledné pfidani substratu vyvola reakci za vzniku modrého produktu, ktery
se po zastaveni reakce kyselym roztokem méni na Zluty (Obrazek 6). Nej€astéji vyuzivanym
enzymem je kienova peroxiddza (HRP), jako substrat se vétSinou pouziva tetrametylbenzidin
(TMB). Vétsi mira zbarveni znamend vyssi absorbanci a tedy i vyssi koncentraci antigenu

ve vzorku.
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U kompetitivni metody ELISA dochazi ke kompetici o vazebna mista pevné navazané
protilatky, a to mezi stanovovanym antigenem ve vzorku a biotinem znacenym antigenem,
ktery je soucasti daného kitu. VE&tSi mnozstvi antigenli ve stanovovaném vzorku tedy vede
k vazbé mensiho mnozZstvi znaCenych antigend. Po piidani konjugatu streptavidinu
s enzymem dochazi k jeho vazbé pouze na znacené antigeny. Pfidani substratu a zastaveni
reakce je totozné jako u sendviCové metody, vysSi absorbance vSak odpovidd mensi
koncentraci antigenu ve zkoumaném vzorku.

U obou metod je mezi jednotlivymi kroky velmi dilezité promyvani nenavazanych
antigenti, protilatek a konjugatii. Vysledna koncentrace je stanovena ze standardni kiivky,
ktera je ziskana vynesenim absorbanci jednotlivych slozek standardni fady oproti jejich
znamé koncentraci. Ze stanovovanych biomarkeri byl pouze PIIANP detekovan pomoci

kompetitivni metody, u ostatnich biomarkerii byla pouzita metoda sendvicova.

Aﬂ%m Detekéni protilatky Substrat
[ =]
e ©
o D'H\\ E i TH‘\\\ '“\\
\“-I m \".I \‘-
! ' ’
Enzym

v YY
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Obrazek 6. Princip sendvicové metody ELISA (pfevzato a upraveno podle
https://www.rndsystems.com/products/quantikine-colorimetric-sandwich-elisa-assay-principle).

4.3.1.2 Popis jednotlivych postupii

Vzorky byly vzdy nejprve rozmrazeny a slozky ELISA kitd vytemperovany
na laboratorni teplotu. Chemikalie, které nebyly pfipraveny k pfimému pouziti, byly nafedény
¢i rozpustény uvedenym mnozstvim destilované vody ¢i fediciho roztoku. Pokud bylo
v daném kitu uvedeno doporucené fedéni vzorkil, byly vzorky pfedem nafedény fedicim
roztokem. Standardni fada byla vytvofena postupnym fedénim roztoku standardu o znamé
koncentraci. Vzorky i jednotlivé chemikalie byly dale pfed pouzitim vzdy promichany

pomoci vortexu.
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Pted kazdym promyvani byl nejprve odstranén obsah jamek, po poslednim promyti

byla deska obracena dnem vzhiru a obsah jamek byl diikkladn¢ vyklepan do savého materialu.

Béhem inkubaci byla deska vzdy ptikryta kryci folii. Standardy i vzorky byly analyzovany

Vv duplikatech, jejichz vysledné koncentrace byly nasledné zpramérovany. Do dvou jamek byl

pokazdé piidan misto vzorku fedici roztok, ktery fungoval jako ,,blank, jehoz primérna

absorbance byla odectena od absorbanci ostatnich jamek.

Postup pro stanoveni koncentrace adiponectinu a leptinu:

1.

O o0 I N N kW DN

Ptidani 100 pl nafedénych vzorkt, standardi, kontrol kvality a blanku do jamek

. Inkubace 1 hodinu pfi laboratorni teploté a tiepani pii 300 rpm na orbitalni tfepacce
. Promyti jamek pomoci 350 ul promyvaciho roztoku (3x)

. Pfidani 100 pl roztoku konjugatu protilatky s HRP do kazdé jamky

. Inkubace 1 hodinu pii laboratorni teploté a tfepani pti 300 rpm na orbitalni tiepacce
. Promyti jamek pomoci 350 ul promyvaciho roztoku (3x)

. Pfidéni 100 pl substratového roztoku do kazdé jamky

. Zakryti desky hlinikovou f6lii a inkubace 10 minut pfi laboratorni teploté

. Pfidani 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky

10. Zméteni absorbance pti vinové délce 450 nm

Postup pro stanoveni koncentrace COMP a clusterinu:

1.

O 0 3 OO N h~r W DN

Pfidani 100 pl natedénych vzorkd, standardi, kontrol kvality a blanku do jamek

. Inkubace 1 hodinu pfi laboratorni teploté a tfepani pti 300 rpm na orbitalni tiepacce
. Promyti jamek pomoci 350 ul promyvaciho roztoku (3x COMP, 5x clusterin)

. Pfidani 100 pl roztoku biotinem znacené protilatky do kazdé jamky

. Inkubace 1 hodinu pfi laboratorni teploté a tiepani pti 300 rpm na orbitalni tfepacce
. Promyti jamek pomoci 350 pl promyvaciho roztoku (3x COMP, 5x clusterin)

. Pfidéni 100 pl roztoku konjugatu streptavidinu s HRP do kazdé jamky

. Inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté a tfepani pti 300 rpm na orbitalni tfepacce

. Promyti jamek pomoci 350 pl promyvaciho roztoku (3x COMP, 5x clusterin)

10. Pfidani 100 pl substratového roztoku do kazdé jamky

11. Zakryti desky hlinikovou f6lii a inkubace 10 minut pfi laboratorni teploté

12. Pfidani 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky

13. Zméteni absorbance pti vinové délce 450 nm
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Postup stanoveni koncentrace chemerinu:

1.

O o0 3 N W B~ W DN

Ptidani 100 pl fediciho roztoku do vSech jamek

. Pfidéni 50 pl natfedénych vzorki, standardt, kontrol kvality a blanku do jamek

. Inkubace 2 hodiny pfi laboratorni teploté a tfepani pti 500 rpm na orbitalni tiepacce
. Promyti jamek pomoci 400 ul promyvaciho roztoku (4x)

. Pfidéni 200 pl roztoku konjugétu protilatky s HRP do kazdé jamky

. Inkubace 1 hodiny pfi laboratorni teploté€ a tfepani pii 500 rpm na orbitalni tfepacce
. Promyti jamek pomoci 400 ul promyvaciho roztoku (4x)

. Pfidéni 200 pl substratového roztoku do kazdé jamky

. Zakryti desky hlinikovou f6lii a inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté

10. Pfidani 50 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky

11. Zméteni absorbance pii vinové délce 450 nm

Postup stanoveni koncentrace CTX-II:

1.

O 00 3 N W b~ W DN

Ptidani 100 pl vzorkd, standardii a blanku do ptislusnych jamek

. Inkubace 90 minut v termostatu pfi teploté¢ 37 °C

. Odstranéni roztokil z jamek a ptidani 100 pl biotinem znaené protilatky
. Inkubace 1 hodinu v termostatu pii teplote 37 °C

. Promyti jamek pomoci 350 ul promyvaciho roztoku (3x)

. Pfidani 100 pl roztoku konjugatu streptavidinu s HRP do kazdé jamky

. Inkubace 30 minut v termostatu pfi teploté 37 °C

. Promyti jamek pomoci 350 pl promyvaciho roztoku (5x)

. Pfidani 90 pl substratového roztoku do kazdé jamky

10. Zakryti desky hlinikovou f6lii a inkubace 15 minut pfi laboratorni teploté

11. Pfidani 50 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky

12. Zmé&feni absorbance pii vlnové délce 450 nm

Postup stanoveni PIIANP:

1. Promyti jamek pomoci 300 pl promyvaciho roztoku (3X)

2.

Ptidani 10 pl fediciho roztoku do jamek pro standardy, kontroly kvality a blank

3. Ptidani 5 pl fediciho roztoku do jamek pro vzorky

4. Ptidani 10 pl standardi a kontrol kvality a 5 pl vzorka do piislusnych jamek
5. Pfidani 25 pl biotinem znaceného PIIANP do kazdé jamky

6. Pfidani 50 pl detek¢ni protilatky do kazdé jamky
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7. Inkubace 2 hodiny pfi laboratorni teplot¢ a tfepani pii 450 rpm na orbitalni tiepacce
8. Promyti jamek pomoci 300 pl promyvaciho roztoku (3x)

9. Pfidani 100 pl roztoku konjugatu streptavidinu s HRP do kazdé¢ jamky

10. Inkubace 30 minut pii laboratorni teploté a tiepani pti 450 rpm na orbitalni téepacce
11. Promyti jamek pomoci 300 ul promyvaciho roztoku (3x)

12. Ptidani 100 pl substratového roztoku do kazdé jamky

13. Inkubace 30 minut pfi laboratorni teploté a tiepani pti 450 rpm na orbitalni tfepacce
14. Ptidani 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé jamky

15. Zméteni absorbance pii vinové délce 450 nm

4.3.2 Imunohistochemické barveni

Ptiprava vzorkd synovidlnich tkani pro nasledné barveni byla provedena odbornym
laboratornim pracovnikem. Vzorky byly nejprve fixovany ve 4% formaldehydu, dale
prikrojeny na standardni velikost, odvodnény pomoci vzestupné alkoholové tady, projasnény
xylenem a pievedeny do parafinu. Z parafinovych blockt byly nasledné na mikrotomu
nakrajeny tenké fezy, které byly naneseny na podlozni sklicka a ususeny. Na jednom
podloznim sklicku byly vzdy ulozeny nejméné tii fezy.

Imunohistochemické barveni je metoda umoziujici detekci antigenti piitomnych
Vv histologickém vzorku s vyuzitim protilatek. Nejprve je potfeba provést tepeln€ indukované
odmaskovani epitoptl V citratovém pufru. Poté je provedeno blokovani aktivity endogennich
peroxidaz, které mohou byt ve vzorcich pfitomny. Nésledné je na fezy aplikovana primarni
protilatka proti studovanému antigenu. Poté je piidana sekundarni protilatka, ktera je
konjugovana s HRP a véaze se na protildtku primarni. Po pfidani chromogenniho substratu
diaminobenzidinu (DAB) dochazi k reakci za vzniku hnédého produktu. Bunééna jadra
mohou byt vizualizovana pomoci hematoxylinu.

Pro zjisténi specificity zbarveni byla na jeden fez kazdého sklicka aplikovana misto
primarni protilatky smés protilatek (izotypovych imunoglobulint) pro negativni kontrolu.
Optimalni doba vyvijeni barevné reakce byla testovana na jednom zkuSebnim tezu, ktery byl
po aplikaci substratu sledovan pod mikroskopem.

Po obarveni byly vzniklé preparaty prohlizeny na mikroskopu BX53 a nasledné
snimany digitalni kamerou DP80 pfi celkovém zvétSeni 40x, 100x a 200x. Pro zpracovani
snimkii byl vyuZzit pocitacovy program CellSens Standard (vSe Olympus, Center Valley,
USA).
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Postup:

© 00 N o Vv ok~ 01 B~ W N

. Odparafinovani fezti pomoci xylenu a zavodnéni sestupnou alkoholovou fadou

- Xylen — 3 x 10 minut
- 100% etanol — 2 x 5 minut
- 95% etanol — 5 minut

- 80% etanol — 5 minut

. Promyti v dH,0

. Ponofeni do nadoby s citratovym pufrem (nafedén v poméru 1:10 s dH,0)

. Vlozeni nadoby do vodni 1azn¢ predehiaté na 65 °C, zvyseni teploty na 97 °C

. Inkubace 20 minut pfi teploté 97 °C, snizeni teploty na 65 °C

. Promyti v PBS

. Ohraniceni jednotlivych fezl fixem Liquid blocker pro zabranéni tniku tekutiny
. Pfidani enzymové blokace na jednotlivé fezy

. Inkubace 10 minut

. Promyti v PBS

. Pfidani negativni kontroly a primarni protilatky (nafedéna 1:100 ve 2% BSA)
10.
11.
12.
13.

Inkubace 12 hodin pii 4 °C
Promyti v PBS
Ptidani sekundarni protilatky s HRP (nafedéna 1:200 ve 2% BSA)

Inkubace 1 hodinu

14. Ptidani chromogenniho substratu (chromogen naiedén 1:50 v substratovém pufru)

15.
16.
17.
18.

19.

20
21

- Optimalni doba vyvijeni barevné reakce byla stanovena na 2 minuty
Promyti v PBS
Barveni v roztoku hematoxylinu — 5 minut
Promyti pod tekouci vodou — 5 minut
Dehydratace pomoci vzestupné alkoholové fady a projasnéni xylenem

- 80% etanol — 5 minut

- 95% etanol — 5 minut

- 100% etanol — 2 x 5 minut

- Xylen — 2 x 3 minuty
Naneseni montovaciho média na podlozni sklicko a ptilepeni kryciho sklicka
. Zaschnuti preparata

. Analyza na mikroskopu
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4.3.3 lzolace RNA

Celkova RNA byla izolovana z krevni plazmy. Izolace probihala v laminarnim boxu
S vyuzitim materiali vhodnych pro praci s RNA a v mistnosti uréené pouze pro izolaci RNA.
Do zkumavek s 500 ul vzorku plazmy bylo nejprve ptidano 500 pl roztoku TRIzol® LS
Reagent. Obsah zkumavek byl poté michan pomoci vortexu po dobu 30 sekund. Nasledné
bylo ptidano 2,5 ul (25 fmol) syntetickych miRNA (cel-miR-39, cel-miR-54 a cel-miR-238).
Smés byla opét 30 sekund promichavana na vortexu, dale inkubovana po dobu 5 minut
pfi pokojové teploté a poté 10 minut centrifugovana piti 12000 X g a 4 °C na centrifuze 5418 R
(Eppendorf, Hamburg, Némecko). Nasledovalo odsati vodné faze do nové zkumavky,
do které¢ byl poté pridan stejny objem roztoku Acid phenol:chloroform. Tato smés byla dale
jednu minutu michana pomoci vortexu a nasledn¢ 5 minut centrifugovéana pii 12000 X g a
4 °C. Kroky zahrnujici pfeneseni vodné faze do nové zkumavky, ptidani stejného objemu
roztoku Acid phenol:chloroform, michani smési pomoci vortexu a centrifugaci byly
provedeny celkem tiikrat. Po posledni centrifugaci byla do nové zkumavky opét pienesena
vodna faze, kniz bylo poté piidano 5 ul roztoku glykogenu. Tato smés byla kratce
promichdna pomoci vortexu. Nasledné¢ bylo pfidano 250 pl izopropanolu. Smés byla
promichana pomoci pipety, poté 10 minut inkubovéana pii pokojové teploté a dale 10 minut
centrifugovana pii 12000 x g a 4 °C. Po probé&hlé centrifugaci byl odsan supernatant,
ke kterému bylo nasledné pfidano 500 pl 75% etanolu. Smés byla kratce promichana
na vortexu, aby doslo k uvolnéni vzniklého RNA peletu. Nasledovala centrifugace po dobu
5 minut pii 7500 x g a 4 °C, po které byl dukladné¢ odsan supernatant. Zkumavky byly
ponechany pfiblizn€ 10 minut oteviené, aby se pelet vysusil. Poté byl pelet rozpustén ve 20 pl
vody pro PCR a vznikly roztok byl inkubovan 10 minut pii teploté¢ 58 °C v blokovém
termostatu PHMT SC-18 (Grant Instruments, Cambridge, Velka Britanie).

Koncentrace a Cdistota izolované RNA byly ovéfeny pomoci spektrofotometru a
pocitacového programu NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Méteni
probihalo s vyuzitim 1,5 pl vzorku. Koncentrace RNA byla zjiStovdna prostfednictvim
absorbance pfi vlnové délce 260 nm, Cistotu RNA odraZel pomér absorbanci pfi vlnovych

délkach 260 a 280 nm. Pred dal$im zpracovani byly vzorky uchovavany v -80 °C.

4.3.4 Reverzni transkripce a kvantitativni PCR

Reverzni transkripce je proces, pii kterém dochazi k piepisu RNA do komplementarni

DNA (cDNA). Reakce probihala v celkovém objemu 10 pl s vyuzitim piistroje MyCycler
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(BioRad, Hercules, USA). V kazdé reakci byly najednou piepisovany az Ctyfi miRNA
s vyuzitim specifickych primert vlasenkového charakteru. Vzorky RNA byly nejprve
nafedény v poméru 1:5 s vodou pro PCR. Reakéni smés obsahovala 5 pl natedéného vzorku
RNA, 1 ul reakéniho pufru, 0,1 pl smési dNTP, 0,1 ul vody pro PCR, 0,13 ul inhibitoru
RNaz, 0,67 pl reverzni transkriptazy a 0,75 pul TagMan® microRNA Assays primeri
pro kazdou ze ¢ty miRNA. Pokud bylo v dané reakci prepisovano méné miRNA, bylo misto
primer pfidano odpovidajici mnozstvi vody pro PCR. Teplotni profil reakce se skladal
Z 30 minut pii 16 °C, 30 minut pii 42 °C a 5 minut pii 85 °C, po kterych nésledovalo
ochlazeni na 4 °C.

Po prepisu RNA do cDNA byla provedena kvantitativni polymerazova fetézova reakce
(PCR), ktera umoznuje monitorovani prub&éhu amplifikace pozadovaného useku DNA
vV kazdém cyklu. Reakce probihala piiobjemu 12,5 ul v pfistroji 7900HT Fast Real-Time
PCR System s vyuzitim programu SDS 2.4 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Kazda
z 96 jamek PCR desky obsahovala 1 pl produktu vzniklého reverzni transkripci, 6,25 ul
TagMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG, 4,62 ul vody pro PCR a 0,63 ul
TagMan® microRNA Assays primert se sondami. VSechny vzorky byly analyzovany
V duplikatech. Deska byla pfed vlozenim do pfistroje ptekryta folii a centrifugovana
na centrifuze PlateFuge (Benchmark, New Jersey, USA) pii 400 x g. Reakce probihala
2 minuty pfi 50 °C, 10 minut pifi95°C a nasledné ve 45 cyklech, které se skladaly
z 15 sekund pii 95 °C a 1 minuty pti 60 °C.

Takto byla analyzovana exprese celkem 15 miRNA (Tabulka 5). Rozmrazovani i
prace s jednotlivymi vzorky a komponenty reakénich smési probihaly vzdy na ledu s vyuzitim
materialli uréenych pro naslednou analyzu pomoci PCR. Hotové reak¢éni smési i jejich slozky
byly promichavany pomoci pipety a kratce centrifugovany s vyuzitim centrifugy MyFuge
(Benchmark, New Jersey, USA) pifi 2000 x g. Pokud nebylo moZné provést kvantitativni PCR
thned po skonceni reverzni transkripce, byly vzorky mezi t€émito dvéma kroky uchovany

v -80 °C.

Tabulka 5. Seznam analyzovanych miRNA

mikroRNA sekvence ve sméru od 5’ konce k 3’ konci
cel-miR-39 UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
cel-miR-54 UACCCGUAAUCUUCAUAAUCCGAG
cel-miR-238 UUUGUACUCCGAUGCCAUUCAGA
hsa-miR-29a UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA
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hsa-miR-30e-3p CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC
hsa-miR-93-3p ACUGCUGAGCUAGCACUUCCCG
hsa-miR-130a CAGUGCAAUGUUAAAAGGGCAU
hsa-miR-140-5p CAGUGGUUUUACCCUAUGGUAG
hsa-miR-151-3p CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG
hsa-miR-155 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGGU
hsa-miR-181a AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU
hsa-miR-340 UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU
hsa-miR-766 ACUCCAGCCCCACAGCCUCAGC
hsa-miR-885-5p UCCAUUACACUACCCUGCCUCU
hsa-miR-1290 UGGAUUUUUGGAUCAGGGA
4.3.5 TLDA

Pro zji$téni odlisné exprimovanych miRNA mezi pacienty s erozivni a neerozivni OA
rukou byla provedena TagMan® Low Density Array (TLDA). Pomoci této metody bylo
u vybranych pacienti analyzovano celkem 760 miRNA. Izolace RNA z téchto vzorki
probihala stejné jako u ostatnich vzorkd, pouze byl vynechan krok pfidani syntetickych
mMIiRNA. Izolovana RNA byla poté nafedéna pomoci vody pro PCR na vyslednou koncentraci
22,6 ng/ml, nasledn¢ byla provedena reverzni transkripce, preamplifikace a kvantitativni PCR
s vyuzitim TagMan® MikroRNA Array.

Reverzni transkripce probihala pfi celkovém objemu 7,5 ul v pfistroji MyCycler.
Reakéni smés obsahovala 3 pl nafedéného vzorku RNA, 0,8 pl Megaplex™ RT Primers,
0,2 ul smési dNTP, 1,5 ul reverzni transkriptazy, 0,8 pl reakéniho pufru, 0,9 ul roztoku
MgCl,, 0,1 ul inhibitoru RNaz a 0,2 pl vody pro PCR. Teplotni profil reakce zahrnoval
nejprve 40 teplotnich cyklu, které se skladaly ze 2 minut pti 16 °C, 1 minuty pii 42 °C a
1 sekundy pfti 50 °C. Nasledovalo 5 minut pii 85 °C a poté ochlazeni na 4 °C.

Preamplifikace cilovych molekul ¢cDNA byla provedena v reakénim objemu 25 pl
S vyuzitim piistroje MyCycler. Reakéni smés obsahovala 2,5 ul produktu vzniklého reverzni
transkripci, dale 12,5 ul TagMan® PreAmp Master Mix, 2,5 ul Megaplex™ PreAmp Primers
a 7,5 ul vody pro PCR. Reakce probihala 10 minut pfi 95 °C, 2 minuty pii 55 °C, 2 minuty pfi
72 °C, po kterych nésledovalo 12 cykli zahrnujicich 15 sekund pfi 95 °C a 4 minuty
pii 60 °C. Reakce byla zakon¢ena 10 minutami pii 99,9 °C a ochlazenim na 4°C. Vysledny
produkt preamplifikacni reakce byl nafedén 75 ul vody pro PCR.
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Pro PCR reakci bylo smichdno 450 pl TagMan® Universal PCR Master Mix No
AmpErase® UNG, 441 ul vody pro PCR a 9 ul natedéného produktu preamplifikacni reakce.
Nasledné bylo 100 pl této smési vlozeno do kazdého z osmi otvorti na desce TagMan®
MikroRNA Array, ktera byla poté dvakrat 1 minutu centrifugovana pti 331 X g na centrifuze
Heraeus Multifuge X3 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). PCR reakce probihala
Vv pristroji 7900HT Fast Real-Time PCR System s vyuzitim programu SDS 2.4, a to 2 minuty
pti 50 °C, 10 minut pii 94,5 °C, po kterych nasledovalo 45 cyklu skladajicich se z 30 sekund
pi1 97°C a 1 minuty pii 59,7 °C.

4.3.6 Kvantifikace genové exprese

Pro analyzu dat z kvantitativni PCR reakce byl vyuzit program RQ Manager 1.2.1
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), prostfednictvim kterého byly ziskany hodnoty Ct
(threshold cycle), jez odpovidaji cyklu PCR reakce, ve kterém doslo k ptekroceni prahu
fluorescence. Analyzovana byla relativni genova exprese pomoci komparativni Ct metody
(Livak & Schmittgen, 2001; Schmittgen & Livak, 2008). Jelikoz dosud nebyla nalezena
optimalni endogenni kontrola pro normalizaci cirkulujicich miRNA, byly vyuzity exogenni
kontroly v podobé syntetickych RNA oligonukleotidu, které byly piidany ke vzorkiim béhem
izolace RNA. Jednalo se o tfi oligonukleotidy, které se nevyskytuji v lidském genomu a
odpovidaji sekvencim miRNA z Caenorhabditis elegans — cel-miR-39, cel-miR-54 a
cel-miR-238 (Mitchell et al., 2008). V piipad¢ analyzy miRNA pomoci metody TLDA byla
data normalizovana k priméru vSech analyzovanych miRNA daného vzorku. Vysledna
hodnota AC+ v obou piipadech odpovidala rozdilu Ct hodnoty cilové miRNA a praméru Cr

hodnot referen¢nich miRNA.

4.3.7 Statistické zpracovani dat

Statisticka analyza dat byla provedena s vyuzitim programu GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, San Diego, USA). Pro zjisténi normalni distribuce dat byl pouzit
D'Agostino-Pearsoniv test. V piipadé normalniho rozdéleni byly dale vyuzity parametrické
testy, pokud data nebyla normaln¢ distribuovana, byly vyuzity testy neparametrické.
Porovnani dvou skupin bylo provedeno pomoci dvouvybérového t-testu ¢i Mann-Whitneyho
testu, pro porovnani vice skupin byl pouzit Kruskal-Wallistiv test. Vzajemny vztah dvou
veli¢éin byl zjiStovan pomoci Spearmanova ¢i Pearsonova korelacniho koeficientu.
Za statisticky signifikantni vysledky byly povazovany ty, jejichz p-hodnota byla nizsi
nez 0,05.
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5  Vysledky

5.1 Porovnani skupin pacienti s erozivni a neerozivni OA rukou

Soubor pacientl byl tvofen celkem 135 jedinci — 81 s erozivni formou OA a 54 s OA
neerozivni. Tabulka 6 shrnuje zakladni charakteristiku jednotlivych skupin pacientd. Pacienti
s erozivni formou nemoci byli signifikantné starsi (p=0,023). Podle ptedpokladl se tyto dvé
skupiny lisily také v aktivit¢ onemocnéni, ktera byla vyssi u jedinct s erozivni OA. Statisticky
vyznamné rozdily byly zjistény u celkového AUSCAN skore (p=0,048) a také jeho ¢asti
hodnotici bolest rukou (p=0,032), dale u poctu osteofytd (p=0,003) a ultrazvukového néalezu
synovitidy, ktera byla u jednotlivych kloubli hodnocena pomoci gray scale (GS) a power
Doppler (PD) ukazujici na tloustku synovie a zvySené prokrveni, respektive miru zanétu.
Jedinci s erozivni formou méli synovitidou postizeno vice kloubti (p<0,001 pro GS i PD) a
méli také vyssi celkové skore synovitidy (p<0,001 pro GS a p=0,014 pro PD).

Pacienti s riznymi formami OA rukou se mezi sebou naopak nelisili v indexu télesné
hmotnosti (BMI), koufeni nebo piti alkoholu, stejné tak jako v Eetnosti vyskytu ptidruzenych
chorob ¢i typu uzivanych 1ékt. Signifikantni rozdily nebyly pozorovany ani v hodnotach

laboratornich ukazateli, véetné CRP a sedimentace erytrocyta.

Tabulka 6. Charakteristika skupin pacientl s erozivni a neerozivni osteoartrézou rukou

neerozivni OA | erozivni OA p-hodnota
veék 643+73 67,6 £8,6 0,023
pohlavi (zeny/muzi) 46/8 7417 0,566
BMI 26,8 +3,7 27,5+4,5 0,318
pocet bolestivych kloubi 5,1+3,5 6,0+5,1 0,687
pocet oteklych kloubii 45+3,6 4,6 +42 0,853
ranni ztuhlost (min) 18.8 £25,5 18,3 +£39,2 0,791
VAS — bolest 41,4+19,4 46,7 +24,0 0,244
AUSCAN 20,3+9,1 24,0+£11,1 0,048
AUSCAN - bolest 7,5+3,8 9,0+44 0,032
AUSCAN - ztuhlost 1,9+0,9 2,0+£0,9 0,816
AUSCAN - funkce 10,9£5,6 12,8 £6,8 0,137
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index disability HAQ 0,8+0,5 0,9+0,6 0,449
algofunk¢ni index 12,4+ 6,9 12,3 +8,5 0,681
PD synovitida (pocet kloubtt) 1,L1£1,6 2,1£23 0,014
PD synovitida (celkové skore) 1,3+£1,9 2,5+3,1 0,009
GS synovitida (pocet kloubt1) 3,9+£5,8 6,5+ 6,6 <0,001
GS synovitida (celkové skore) 48+7,2 9,3+9,2 <0,001
pocet osteofytl 11,0+ 54 14,0 £ 4,6 0,003
CRP (mg/l) 29+3,7 34+4,1 0,187
sedimentace (mm/hod) 12,1 +£7.4 12,6 + 8,4 0,593

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka. Statisticky vyznamné
rozdily (p<0,05) jsou 0znaceny tu¢né. (OA: osteoartroza, BMI: index télesné hmotnosti,
VAS: vizualni analogicka stupnice, AUSCAN: Australian/Canadian, HAQ: health
assessment questionnaire, PD: power Doppler, GS: gray scale, CRP: C-reaktivni

protein)
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5.2 Analyza sérovych biomarkeru

V sérech pacienti s OA rukou a zdravych jedinci byly méfeny koncentrace sedmi
vybranych biomarkert. Jejich primémé hodnoty u jednotlivych skupin jsou uvedeny

v Tabulce 7.

Tabulka 7. Primérné hodnoty koncentraci analyzovanych biomarkert

OA zdravé kontroly | erozivni OA | neerozivni OA
PIIANP (pg/ml) 34+09 22+ 1,0 34+09 3,5+1,0
CTX-II (ng/ml) 54+2,0 72+2,2 52+2,1 55+1,8
COMP (ng/ml) 793,0+321,9 | 726,1+223,7 | 809,8 +356,1 | 768,2+264,4
adiponectin (pg/ml) 16,3 £8,2 12,2+6,0 16,7 £8,5 158+79
leptin (ng/ml) 16,1 £ 11,2 17,9+ 11,6 17,4+ 11,7 14,0 + 10,3
chemerin (ng/ml) 77,6 19,6 76,3 +19,3 79,9 £ 19,8 74,2 £ 18,9
clusterin (pg/ml) 63,1+72 72,0 +12.2 62,1 +£7,5 64,6 + 6,4

Hodnoty jsou uvedeny jako primér + smérodatna odchylka. (OA: osteoartroza, PIIANP:
N-terminalni propeptid kolagenu typu II (varianta 11A), CTX-Il: C-terminalni pfi¢né vazebny
telopeptid kolagenu typu II, COMP: oligomerni protein chrupavkové matrix)

5.2.1 Chrupavkové biomarkery

U zadného z biomarkert chrupavky nebyl zjistén signifikantni rozdil mezi pacienty
s erozivni a neerozivni OA rukou, hladiny PITANP a CTX-II se vSak liSily mezi pacienty a
zdravymi kontrolami (ZK). Hladiny PITANP byly signifikantné vyssi u pacientl (p<0,001),
zatimco hladiny CTX-Il u zdravych jedinct (p<0,001) (Obrazek 7). Mezi koncentracemi
téchto dvou markert byla také zjisténa negativni korelace (p=0,008; r=-0,240).

Hladiny vSech chrupavkovych markerti se neliSily mezi muzi a Zenami a nebyly
asociovany s BMI. S vékem koreloval pouze COMP (p<0,001; r=0,283). Z ukazatelt aktivity
nemoci byly u celkové skupiny pacientii zjistény pozitivni korelace hladin COMP
s algofunkénim indexem (p=0,015; r=0,209) a pocltem osteofytd (p=0,025; r=0,194)
(Obrazek 8).
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Obrazek 7. Porovnani koncentraci PILANP (A) a CTX-1I (B) u pacientt s osteoartrézou (OA)
rukou a zdravych kontrol (ZK). Znazornén je median a mezikvartilové rozpéti. (*** p<0,001)
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Obrazek 8. Korelace hladin COMP s algofunkénim indexem (A) a poétem osteofyti (B)

u vsech pacientt.

5.2.2 Adipokiny

Koncentrace zddného z adipokinl se mezi jedinci s erozivni a neerozivni formou OA

rukou také neliSily, rozdil mezi pacienty a zdravymi jedinci byl prokdzadn pouze

pro adiponectin, jehoz hladiny byly signifikantné vyssi u pacienti (p<0,001) (Obrazek 9).

Hladiny vsech adipokini byly vyssi u zen a korelovaly s BMI — adiponectin negativné

(p<0,001; r=-0,413), leptin a chemerin pozitivné (p<0,001; r=0,636 a p=0,01; r=0,222). Zadny

zZ adipokint nebyl asociovéan s vékem.



Hladiny leptinu u vSech pacientll pozitivné korelovaly s poctem bolestivych kloubti
(p=0,040; r=0,177), hladinami CRP (p=0,015; r=0,208) (Obrazek 10) a ultrazvukovym
nalezem synovitidy dle PD (p=0,017; r=0,205 pro celkové skore a p=0,043; r=0,174 pro pocet
postizenych kloubil). Koncentrace adiponectinu pozitivné korelovaly s poctem oteklych
kloubt a s indexem disability HAQ, a to jak u vSech pacientu (p=0,042; r=0,176 a p=0,049;
r=0,169), tak i u podskupiny s erozivni formou nemoci (p=0,045; r=0,223 a p=0,047; r=0,221)
(Obrazek 11). Hladiny chemerinu u vsech pacienti korelovaly negativné s algofunkénim
indexem (p=0,025; r=-0,193) a pozitivné s hladinami CRP (p=0,002; r=0,265). U jedinctu
s erozivni formou korelovaly hladiny chemerinu pozitivné s indexem disability HAQ
(p=0,020; r=0,257) a casti AUSCAN skore, kterd hodnoti funkci rukou (p=0,029; r=0,243)
(Obrazek 12).
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Obrazek 9. Porovnani koncentraci adiponectinu u pacientd s osteoartrozou (OA) rukou a
zdravych kontrol (ZK). Znazornén je median a mezikvartilové rozpéti. (*** p<0,001)
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Obrazek 10. Korelace hladin leptinu s po¢tem bolestivych kloubt (A) a hladinami CRP (B)

u vsech pacientti.
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Obrazek 11. Korelace hladin adiponectinu s po¢tem oteklych kloubti u vSech pacientt (A) a
U jedinct s erozivni osteoartrozou (B), s indexem disability HAQ u vSech pacienti (C) a

U jedinct s erozivni osteoartrézou (D).

50



>
®

40 - 25+
p=0,002
% 204 r=0,265 9
% 304 = o ©
.E (=2} 154 o
= £ o0 ©
S 20 : 9 o
g o 101 © o %
- (&)
S 101 3
©
0 T T 1
0 50 100 150 :
chemerin (ng/ml) - OA celkem chemerin (ng/ml) - OA celkem
C D
2.51 30+
p=0,020 a5 © p=0,029 o
20 r=0,257 & e r=0,243 © o
: e o o) c% 00 ©
< 204 ® (¢}
1.5 i 0 9,690°%
e} ' oBa o
< = 0@ S
T 1.04 < 8o 0 o
] %) O
g 104 (e} & o o
0.5 o & @ o
0 goo B °o o 3
0.0 —DeSD— ; 0 — : .
0 50 100 150 0 50 100 150
chemerin (ng/ml) - OA erozivni chemerin (ng/ml) - OA erozivni

Obrazek 12. Korelace hladin chemerinu s algofunkénim indexem (A) a hladinami CRP (B)
u vSech pacientti a s indexem disability HAQ (C) a ¢asti AUSCAN skore hodnotici funkci
rukou (D) u jedincti S erozivni osteoartrozou.

5.2.3 Clusterin

Hladiny clusterinu se signifikantné liSily nejen mezi pacienty a zdravymi kontrolami
(p<0,001), ale také mezi jednotlivymi skupinami pacientl s erozivni a neerozivni OA rukou
(p=0,045). Jeho koncentrace byly u zdravych kontrol signifikantné vys$i nez u pacientd,
vramci skupiny pacientd byly niz$i u jedinct s erozivni formou nemoci (Obrazek 13).
Hladiny clusterinu nebyly asociovany s pohlavim, vékem ani BMI. U celkové skupiny
pacientll byla zjiSténa jejich pozitivni korelace se sedimentaci erytrocytt (p=0,013; r=0,214),
u jedinci s erozivni OA negativni korelace s bolesti hodnocenou prostiednictvim VAS
(p=0,049; r=-0,220) i pomoci piislusné casti AUSCAN indexu (p=0,013; r=-0,275)
(Obrazek 14).
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Obrazek 13. Porovnani koncentraci clusterinu u pacientii s osteoartrézou (OA) rukou a
zdravych kontrol (ZK) (A) a u podskupin pacientii s erozivni a neerozivni osteoartr6zou (B).
Znazornén je median a mezikvartilové rozpéti. (* p<0,05; *** p<0,001)
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Obrazek 14. Korelace hladin clusterinu s ¢asti AUSCAN skore hodnotici bolest (A) a VAS
pro bolest (B) u pacientd s erozivni osteoartrézou rukou.
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5.3 Analyza clusterinu u pacientd s RA a OA kolen

Koncentrace clusterinu byly méteny také v sérech a synovidlnich tekutinach pacientt
s RA a OA kolen. Pfitomnost clusterinu V synovialnich tkanich byla prokazovana pomoci
imunohistochemického barveni.

U obou skupin pacientll bylo zjisténo, ze je clusterin v synovialni tekutin€ pfitomen
piiblizné ve dvakrat niz§i koncentraci nez v séru (p<0,001). V zadném z analyzovanych
vzorku se jeho hladiny neliSily mezi pacienty s OA a RA (Obrazek 15). Rozdil mezi pacienty
SOA a RA nebyl prokdzan ani pomoci imunohistochemického barveni. Z obarvenych
preparatu je patrné, ze je clusterin produkovan zejména povrchovymi bunkami synovialni
intimy, aniz by se barvil zanétlivy infiltrat. To bylo potvrzeno také v synovialni tkani pacienta

s OA (Obrazek 16).
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Obrazek 15. Porovnani koncentraci clusterinu vséru a synovialni tekutiné u pacienti
s revmatoidni artritidou (RA) a osteoartrozou (OA). Zndzornén je medidn a mezikvartilové
rozpéti. (*** p<0,001)
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Obrazek 16. Imunohistochemické barveni clusterinu v synovialnich tkanich. A: synovialni
tkan pacienta srevmatoidni artritidou, C: synovidlni tkan pacienta s osteoartrozou, E:
synovialni tkan pacienta s osteoartrozou (zobrazen zanétlivy infiltrat). B, D, F: piislusné
negativni kontroly. Zobrazeny jsou reprezentativni vzorky. Zvétseno 200x.
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5.4 Analyze exprese cirkulujicich mikroRNA

Na zakladé analyzy exprese 760 miRNA bylo vybrano dvanact miRNA, jejichz exprese
se mezi pacienty s erozivni a neerozivni formou nemoci lisila alespon 1,5krat. Osm z nich
bylo vice exprimovano u jedincti s erozivni OA (miR-151-3p, miR-181a, miR-766, miR-130a,
miR-30e-3p, MiR-1290, miR-29a, miR-140-5p) a ¢tyfi u jedincd s neerozivni OA (miR-340,
miR-155, miR-93-3p, miR-885-5p) (Obrazek 17).

B erozivni
neerozivni

nasobek zmény exprese

1513p 181a 766  130a 30e-3p 1290 29a 1405p 340 155 93-3p 8855p

Obrazek 17. Vybrané miRNA snejvice odliSnou expresi mezi pacienty s erozivni a
neerozivni osteoartrozou rukou (>1,5nasobna zmeéna).

Exprese téchto vybranych miRNA byla analyzovidna na vétSim souboru jedinci.
Tabulka 8 shrnuje rozdily v expresi mezi pacienty a zdravymi kontrolami a mezi jednotlivymi
skupinami pacientli Serozivni a neerozivni OA. VSechny miRNA krom& miR-181a
vykazovaly signifikantné niz$i expresi u pacientdi v porovnani se zdravymi kontrolami
(Obrazek 18). Statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty s erozivni a neerozivni OA byl
prokazan pouze u miR-151-3p, jejiz exprese byla u pacientii s erozivni formou OA témér
dvakrat nizsi (p=0,047). Mira exprese miRNA-151-3p nebyla asociovana s aktivitou nemoci,
korelovala vSak pozitivné s hladinami CRP (p=0,040; r=0,216) (Obrazek 19).

Exprese Zadné z miRNA nebyla asociovana s pohlavim ¢i BMI, pozitivni korelace
s vékem byla prokazana u miR-181a (p<0,001; r=0,362), miR-130a (p=0,039; r=0,217),
miR-30e-3p (p=0,039; r=0,219) a miR-93-3p (p=0,044; r=0,210). U n€kterych miRNA byl

zjistén vztah k aktivité onemocnéni. Exprese miR-885-5p korelovala negativné s mirou

55



bolesti dle VAS u vSech pacientii (p=0,037; r=-0,218) a ¢asti AUSCAN skore hodnotici bolest
u jedinct s erozivni formou nemoci (p=0,047; r=-0,269). U podskupiny s erozivni OA byla
zjiSténa negativni korelace mezi expresi miR-130a a ultrazvukovym nalezem synovitidy dle
GS (p=0,031; r=-0,294 pro celkové skore a p=0,030; r=-0,296 pro pocet postizenych kloubur)
(Obrazek 20). U celkové skupiny pacientii byla dale prokdzana negativni korelace mezi
expresi miR-29a a algofunkénim indexem (p=0,025; r=-0,233) a u podskupiny s erozivni OA
mezi expresi miR-340 a poctem oteklych kloubt (p=0,044; r=-0,280) (Obrazek 21).

Relativni exprese miR-1290 u vSech pacientl 1 u jedinct s erozivni OA korelovala
pozitivné s algofunkénim indexem (p=0,005; r=0,290 a p=0,011; r=0,342) a ultrazvukovym
nalezem synovitidy dle GS (p=0,020; r=0,244 a p=0,015; r=0,330 pro celkov¢ skore, p=0,012;
=0,262 a p=0,008; r=0,356 pro pocet postizenych kloubi). U jedinci s erozivni formou
nemoci byla také zjisténa negativni korelace s ¢asti AUSCAN skore pro bolest (p=0,028;
r=-0,261) (Obrazek 22).

Tabulka 8. Porovnani exprese miRNA mezi pacienty S osteoartrézou a zdravymi kontrolami
a mezi skupinami pacientt s erozivni a neerozivni osteoartrozou.

ZK x OA neerozivni x erozivni
mikroRNA
nasobek zmény | p-hodnota | nasobek zmény | p-hodnota

miR-140-5p 2,16 < 0,001 1,09 0,317
miR-155 2,62 <0,001 1,45 0,970
miR-181a 1,06 0,769 1,20 0,830
miR-151-3p 2,13 < 0,001 1,87 0,047
miR-885-5p 2,96 <0,001 1,15 0,190
miR-29a 1,99 < 0,001 1,12 0,799
miR-130a 1,33 0,003 1,23 0,637
miR-766 2,72 0,003 1,26 0,485
miR-30e-3p 4,30 < 0,001 1,09 0,477
miR-93-3p 2,77 < 0,001 1,04 0,888
miR-340 3,92 <0,001 1,07 0,233
miR-1290 1,85 < 0,001 1,22 0,791

Statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) jsou oznaéeny tucné¢. (ZK: zdravé kontroly,
OA: osteoartrdza)
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6 Diskuze

V poslednich letech je v souvislosti smnoha onemocnénimi studovan vyznam
biologickych markerti. Vyuziti biomarkerti v klinické praxi by v ptipadé OA rukou mohlo
umoznit ¢asnou diagnostiku nemoci a urcit pacienty, u kterych dojde k rozvoji erozivni OA.
Biomarkery by také mohly slouzit pro predikci ¢i monitorovani progrese tohoto onemocnéni.
Cilem této prace proto byla analyza cirkulujicich biomarkeri u pacientt s OA rukou a
zdravych jedinct. V prvni ¢asti byly méfeny sérové hladiny sedmi vybranych biomarkertu —
ttech markeri metabolismu chrupavky, tfech adipokinii a clusterinu. V druhé casti byla
analyzovana exprese cirkulujicich miRNA pfitomnych v krevni plazmé.

Z markeri metabolismu chrupavky byly stanovovany koncentrace PITANP, CTX-II a
COMP. Zadny z téchto markerti nedokazal rozligit jedince s erozivni a neerozivni formou OA.
Celkova skupina pacientli vSak oproti zdravym kontrolam vykazovala signifikantné vyssi
hladiny PIIANP a nizsi hladiny CTX-II.

PIIANP je markerem syntézy chrupavky, ktery se odstépuje z molekuly prokolagenu
pfi jeji maturaci. Tento typ N-termindlniho propeptidu se vyskytuje pouze v artrotické
chrupavce, nikoli v chrupavce zdravé (Aigner et al., 1999), coz je vsouladu se
zde prezentovanymi vysledky. Chen et al. (2008) zjistili u pacienti s klinickymi znamkami
OA rukou naopak nizsi hladiny PITANP nez u zdravych jedinct. Klinické projevy OA se vSak
nemuseji vZdy shodovat s rentgenovymi zndmkami kloubniho poskozeni a tedy i se zménami
v syntéze a degradaci kloubni chrupavky, coZz miiZze byt pfi¢inou niz§ich hladin PIIANP
U pacientl v této studii. PIITANP byl studovan také u pacient s OA kolen. Rousseau et al.
(2004) namé¢iili u pacienti nizs$i sérové koncentrace PIIANP oproti zdravym kontrolam,
zatimco Sharif et al. (2007) pozorovali postupné zvySovani hladin PITANP v prubéhu pétileté
studie a prokazali asociaci vyssich hladin PITANP s progresi nemoci.

CTX-Il patii mezi markery degradace chrupavky. V této praci byly u pacienti s OA
rukou naméfeny signifikantné nizs§i hladiny CTX-II nez u kontrolni skupiny. Tyto vysledky
jsou v rozporu s ostatnimi studiemi. Aslam et al. (2014) prokazali u pacientu s radiografickou
OA rukou vyssi hladiny mocového CTX-II nez u jedincl bez radiografického poSkozeni,
Meulenbelt et al. (2006) demonstrovali jejich pozitivni korelaci s radiografickym skore.
Mocové koncentrace CTX-II byly oproti zdravym jedincim signifikantné vysSi také
u pacientd s OA kolen (Christgau et al., 2001). Ve vSech vySe zminénych studiich byly
hladiny CTX-II méfeny v moci. Je vSak nepravdépodobné, ze by byly rozdilné vysledky nasi
studie zplUsobeny analyzou CTX-Il v séru. Pti zjisténé negativni korelaci mezi CTX-II a
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PIIANP lze piedpokladat rozpojeni degradace a syntézy kolagenu typu II ve snaze
0 reparaci hyalinni chrupavky v pribéhu OA kloubu ruky.

Hladiny dal$iho markeru degradace chrupavky, COMP, byly srovnatelné mezi vS§emi
skupinami jedinct. Chen et al. (2008) prokazali u pacientu s klinickymi znamkami OA rukou
vy$8i sérové hladiny COMP v porovnani se zdravymi jedinci, Aslam et al. (2014) vSak
nezjistili zadny rozdil mezi pacienty s radiografickou OA rukou a jedinci bez rentgenového
poskozeni. U pacientli s OA kolen byly hladiny COMP signifikantn¢ vyssi nez u kontrolni
skupiny jedinct (Verma & Dalal, 2013) a pozitivné korelovaly s radiografickou progresi
(Vilim et al., 2002).

Vysledky studii, ve kterych byly analyzovany biomarkery chrupavky u OA, nejsou
zcela konzistentni a 1isi se také od vysledki prezentovanych v této praci. Hladiny
chrupavkovych biomarkert v cirkulaci nereflektuji pouze stav chrupavky naseho vybrané¢ho
kloubu ¢i skupiny kloubd, ale poskytuji komplexni informaci o metabolismu chrupavkové
tkané celého lidského téla. Nesrovnalosti mezi studiemi zabyvajicimi se OA rtznych kloubti
uvoliovanych biomarkerti. I mirné poskozeni nebo pietizeni kolenniho kloubu by mohlo
ovlivnit sérové koncentrace biomarkert chrupavky vice nez zdvazné poskozeni jednoho
kloubu na ruce. Rozdilné vysledky by také mohly byt zplisobeny poskozenim kloubt u
jedinct v kontrolni skuping. U jedinct zahrnutych do kontrolni skupiny nebyva z etickych
diivodli provadéno rentgenové vysetieni, tudiz u nich nelze vyloudit asymptomatickou formu
OA.

Jednim z rizikovych faktori OA je obezita. Jelikoz obezita zvySuje také riziko rozvoje
OA rukou, nelze hledat pti¢inu této asociace pouze V pietézovani nosnych kloubti. Moznym
pojitkem mezi obezitou a OA by mohly byt molekuly produkované tukovymi buikami,
adipokiny (Yusuf, 2012). Do této studie byly zahrnuty celkem tii adipokiny — adiponectin,
leptin a chemerin. Signifikantni rozdil byl zjistén pouze u adiponectinu, jehoz koncentrace
byly vyss$i u pacient ve srovnani se zdravymi kontrolami. Prokazan vSak nebyl rozdil mezi
skupinami pacientil s erozivni a neerozivni formou nemoci, ktery byl publikovén v jiné studii,
kde Filkova et al. (2009b) zjistili vyssi koncentrace adiponectinu u pacientd s erozivni OA
oproti pacientim s neerozivni OA 1 zdravym kontrolam. Massengale et al. (2012b)
neprokazali zddny vztah mezi OA rukou a sérovymi hladinami leptinu, které se neliSily mezi
pacienty se symptomatickou OA rukou, asymptomatickou OA rukou a zdravymi jedinci, coz

je vsouladu snasimi vysledky. Chemerin u pacientd s OA rukou dosud nebyl studovan,
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u pacientti s OA kolen byly jeho sérové hladiny srovnatelné se zdravymi jedinci (Huang et al.,
2012), stejné tak jako v nasi studii.

Jediny biomarker, jehoz hladiny se signifikantné liSily nejen mezi pacienty a zdravymi
kontrolami, ale také mezi pacienty s erozivni a neerozivni OA, byl clusterin. Clusterin se
vyskytuje ve dvou izoformach, které vznikaji alternativnim sestfihem genu CLU a 1isi se svou
lokalizaci i funkci (Leskov et al., 2003). Hlavni izoforma, sekretovany clusterin, funguje jako
molekularni chaperon (Poon et al., 2000) a inhibitor apoptozy (Trougakos et al., 2009).
Druhou izoforomou je jaderny clusterin, ktery se podili na zprostiedkovani apoptozy (Kim et
al., 2012).

Clusterin je exprimovan v mnoha tkanich vcetné kloubni chrupavky. Connor et al.
(2001) porovnavali expresi clusterinu v artrotickych a zdravych chrupavkach. Chrupavky
v asné fazi OA vykazovaly zvySenou expresi clusterinu oproti zdravym chrupavkam,
Vv chrupavkach v pokrocilé fazi OA vsak byla exprese clusterinu redukovéana. Souvislost mezi
mirou exprese clusterinu v chrupavkach a progresi OA byla vysvétlovana cytoprotektivnim
ucinkem clusterinu. Bylo navrzeno, ze zvySena exprese v ¢asném stadiu OA odrazi snahu
chondrocytll o ochranu a reparaci chrupavky, zatimco snizend exprese v pokrocilé fazi OA a
tedy ztrata této ochrany doprovazi koneéné degenerativni zmény. Fandridis et al. (2011) také
prokézali zvySenou expresi sekretovaného clusterinu v artrotickych chrupavkach v porovnéni
Snormalnimi chrupavkami. Chrupavky postizené OA pochazejici z kycelnich kloubt
vykazovaly navic vysS8i expresi neZ chrupavky z kloubl kolennich. Koncentrace v sérech a
synovialnich tekutinach pacientil s OA kolen a ky¢li byly srovnatelné, v obou ptipadech vSak
byly vyss§i v porovnani se zdravymi jedinci. V nasi studii byly naopak u pacientd s OA rukou
naméieny signifikantné niZ§i hladiny clusterinu neZ u zdravych kontrol. Tento rozdil mohl
vzniknout nejen v dasledku odlisné lokalizace kloubniho poSkozeni u pacienti s OA, ale také
z divodu rozdilného zplsobu ziskani prezentovanych dat. V na$i praci byla séra pacientt 1
zdravych kontrol analyzovana vzdy najednou, Fandridis et al. (2011) analyzovali pouze séra
pacientll a hodnoty u zdravych jedinct pievzali z predeslych studii, které byly publikovany
0 n¢kolik let drive.

Pacienti serozivni OA vykazovali niz§i sérové hladiny clusterinu nez pacienti
s neerozivni OA. Choi et al. (2014) prokazali, ze sekretovany clusterin negativné reguluje
proliferaci a diferenciaci osteoklastli, ¢imz by mohl piisobit protektivné proti rozvoji kostnich
erozi. Kostni eroze jsou kromé erozivni OA typické také pro revmatoidni artritidu, proto byly
hladiny clusterinu stanovovany i v sérech a synovidlnich tekutinach pacienti s RA a OA

kolen. Koncentrace clusterinu se mezi pacienty s OA a RA nelisily, v obou piipadech byly
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piiblizné dvakrat niz§i v synovialni tekutin€é nez v séru. Rozdil ve vyskytu clusterinu mezi
pacienty SRA a OA nebyl prokazan ani prostfednictvim imunohistochemického barveni
synovialnich tkani. Z vystupli barveni bylo patrné, ze jsou hlavnimi producenty clusterinu
synovialni bunky lemujici okraje synovidlnich tkéni, zatimco builky imunitni se na jeho
produkci nepodili. Devauchelle et al. (2006) prokazali signifikantné niz§i expresi mRNA pro
ob¢ izoformy clusterinu v synovialnich tkanich pacienti s RA oproti pacientim s OA i
zdravym jedincim. Koncentrace proteinu v synovidlnich tekutindch byly u obou skupin
pacientli srovnatelné, coz odpovida naSim vysledkim. Stejnych zavéri bylo dosazeno také

prostiednictvim imunohistochemického barveni.

Na zaklad¢ vysledktt TLDA bylo vybrano dvanact miRNA s nejvice odliSnou expresi
mezi pacienty s erozivni a neerozivni OA rukou. Nasledna validace na vét§im souboru jedincti
vSak tyto vysledky nepotvrdila. Statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty s erozivni a
neerozivni OA byl prokazan pouze pro miR-151-3p, jejiz exprese byla niz$i u jedinct
s erozivni formou nemoci. U celkové skupiny pacientli vykazovala tato miRNA signifikantné
niz8$i expresi nez u zdravych jedincl. Niz§i exprese miR-151-3p v souvislosti s OA byla
potvrzena také v jiné studii, kde Tardif et al. (2013) zjistili niz8i expresi této miRNA
Vv artrotickych chondrocytech oproti normalnim chondrocytim. Vyznam miR-151-3p u OA
vSak doposud neni znadm.

Mira exprese miR-181a byla srovnatelnd mezi pacienty i zdravymi jedinci, ostatni
miRNA vykazovaly signifikantné vys$i expresi u kontrolni skupiny. MiR-181a ma
protizanétlivy ucinek (Xie et al., 2013) a podporuje diferenciaci osteoblastti (Bhushan et al.,
2013). V PBMC pacientii s OA kolen byla zjisténa signifikantné vyssi exprese této miRNA
Vv porovnani se zdravymi jedinci (Okuhara et al., 2012).

MiR-140-5p hraje dulezitou roli ve vyvoji skeletu, podili se na udrzeni metabolismu
chrupavkové tkan¢ a chrani chrupavku ptfed poskozenim (Miyaki et al., 2010). MiR-140-5p
snizuje expresi genu pro proteazy ADAMTS-5 (Miyaki et al., 2009) a MMP-13 (Liang et al.,
2012). Miyaki et al. (2009) zjistili jeji zvySenou expresi ve zdravé chrupavce, zatimco
Swingler et al. (2012) v chrupavce postizené OA.

MiR-155 negativné reguluje expresi gentt pro MMP-1 a MMP-3 (Stanczyk et al.,
2008) a ma prozanétlivy Gcinek skrze inhibici exprese genu pro SHIP-1 (Src homology 2-
containing inositol phosphatase-1), ktery funguje jako inhibitor zanétlivé odpovédi
(Kurowska-Stolarska et al., 2011). Exprese miR-155 je zvySena u pacienti s RA ve srovnani

s pacienty s OA, coz bylo prokazano ve vzorcich synovialnich tekutin, synovialnich tkani i
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PBMC, nikoli vSak v krevni plazmé (Murata et al., 2010; Pauley et al., 2008; Stanczyk et al.,
2008). V PMBC pacienti s OA kolen byla exprese miR-155 vyssi nez u zdravych kontrol.
V ramci skupiny pacientti vykazovala tato miRNA zvySenou expresi u jedinci v pozdnim
stadiu nemoci oproti jedincum v ¢asné fazi OA (Okuhara et al., 2012). V plazmé byla exprese
mMiR-155 u pacient s OA kolen a zdravych jedinct srovnatelna (Murata et al., 2010).

Rodina miR-29 reguluje expresi fady gent, které maji vyznam v udrZeni rovnovahy
metabolismu chrupavky (Le et al., 2015). MiR-29a je schopna chranit chondrocyty pied
zménami indukovanymi IL-1B. Transfekce miR-29a do chondrocytti stimulovanych IL-1p
zabranila inhibici bunécné proliferace a vedla ke zvysené expresi gent pro kolageny typu II a
X, snizené expresi gend pro MMP-1 a MMP-13 a zvysSené expresi genu pro tkanovy inhibitor
metaloproteinaz 1 (TIMP-1). Né&které protektivni G¢inky proti plisobeni IL-1B byly dale
zesileny spole¢nou transfekci s miR-140-5p (Li et al., 2015a). lliopoulos et al. (2008)
prokazali niz$i expresi miR-29a v artrotickych chrupavkach nez v chrupavkach zdravych, Le
et al. (2015) vsak dosli k opa¢nému vysledku.

MiR-130a ovlivituje expresi nékolika genid zapojenych v patogenezi OA. Chondrocyty
transfekované inhibitorem miR-130a vykazovaly snizenou expresi geni pro kolageny typu II i
X a zéroven zvySenou expresi geni pro MMP-9 a nékteré prozanétlivé cytokiny. Exprese
miR-130a v chrupavkach postizenych OA byla niz$i ve srovnani s normalnimi chrupavkami a
byla také redukovana v chondrocytech osettenych IL-1p (Li et al., 2015b).

MiR-885-5p byla vice exprimovana v plazmé pacienti s OA kolen oproti zdravym
kontrolam (Borgonio Cuadra et al., 2014). Vyssi exprese této miRNA v séru vykazovala trend
k pozitivni asociaci S rozvojem zavazné OA kolen i kyCli vyzadujici kloubni nahradu.
MiR-885-5p by proto mohla fungovat jako prediktivni biomarker OA (Beyer et al., 2014).
Funkce této miRNA u OA nebyla zatim podrobn¢ studovéna.

MiR-766, miR-30e-3p, miR-93-3p, miR-340 a miR-1290 vykazovaly v nasi studii také
snizenou expresi u pacientd s OA rukou oproti zdravym jedincim. O zadné z téchto miRNA
vSak nejsou dostupné informace o jejich mozném vyznamu v patogenezi OA ¢i 0 zméné
Vv jejich expresi v souvislosti s OA.

Doposud byla provedena tada studii zabyvajicich se roli miRNA u OA. Detekovéano
bylo nékolik miRNA, jejichZ exprese byla rozdilnd mezi pacienty s OA a zdravymi jedinci ¢i
mezi osteoartritickymi a zdravymi chrupavkami. Nékteré z téchto miRNA se podileji
na regulaci exprese gent, které hraji roli v patogenezi OA. U vétSiny z nich vSak stale nebyly

provedeny dalsi analyzy, které by zjistily pti¢inu ¢i vyznam dysregulace jejich exprese.
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Cirkulujicim miRNA se u pacientti s OA vénovaly pouze tii dalsi studie, do zadné
Z nich vsak nebyli zahrnuti pacienti s OA rukou. Murata et al. (2010) stanovovali expresi péti
vybranych miRNA v krevni plazmé pacienti s OA kolen, RA a zdravych kontrol a
v synovialni tekutiné obou skupin pacientu. Borgonio Cuadra et al. (2014) analyzovali
nejprve expresi 380 MiRNA v plazmé pacienti s OA kolen a zdravych kontrol pomoci TLDA
a nasledn¢ vybrali nékolik miRNA pro validaci pomoci kvantitativni PCR. Beyer et al. (2015)
analyzovali expresi miRNA v séru pacienti s OA, ktefi podstoupili nahradu kolenniho ¢i
kyCelniho kloubu, a jedinct v kontrolni skupiné. Prostiednictvim TLDA identifikovali
miRNA, jejichz expresi poté analyzovali na vétsim souboru jedinct. Vysledky téchto studii
nejsou zcela shodné, coz by mohlo byt zpisobeno nejen rozdilnym designem a cilem
jednotlivych analyz, ale také odlisSnym zpisobem normalizace dat.

V nasi studii byla prokazana snizena exprese jedenacti miRNA u pacientd s OA rukou
oproti zdravym jedinciim. U jedné z nich (miR-151-3p) byl také zjistén rozdil v expresi mezi
pacienty s erozivni a neerozivni formou nemoci. Jelikoz byly analyzované miRNA vybrany
na zaklad¢ odlisSné exprese mezi pacienty s erozivni a neerozivni OA, nemusely byt do nasi
studie zahrnuty piipadné miRNA, jejichz exprese by se mezi pacienty s OA rukou a zdravymi

jedinci mohla lisit.

Dosud bylo o biomarkerech OA rukou publikovano nékolik praci. Jejich vysledky
vsak nejsou vzdy shodné a nékteré z nich se odlisuji i od nasich vysledkt. Tyto nesrovnalosti
by mohly byt zplsobeny nejen riznym poctem jedincli v jednotlivych studiich, ale také
vyuzitim rozdilnych klasifika¢nich kritérii pro diagnostiku OA rukou. V dalsich studiich by
proto bylo vhodné tato kritéria sjednotit.

Nékteré biomarkery byly v nasi studii u pacientli s OA rukou analyzovany poprvé.
Zjisténé rozdily mezi pacienty a zdravou populaci bude v budoucnu potieba potvrdit
na vétsim souboru jedinct. Jelikoz neni ufady z téchto biomarkerti znama spojitost s OA,
urceni jejich vyznamu v patogenezi tohoto onemocnéni a stanoveni jejich prognostického

vyznamu pro dalsi vyvoj OA by se mélo stat pfedmétem dalSiho vyzkumu.
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7  Souhrn

Tato prace se zabyvala analyzou cirkulujicich biomarkerti u pacientd s OA rukou a
zdravych jedincti. Stanoveny byly koncentrace sedmi biomarkeri v krevnim séru a relativni
exprese miRNA pfitomnych v krevni plazmé.

U pacienti s OA rukou byly oproti zdravé populaci zjistény vyssi hladiny PIIANP,
niz§i hladiny CTX-II, vyssi hladiny adiponectinu a niz§i hladiny clusterinu. Pacienti
ve srovnani se zdravymi jedinci vykazovali také nizsi expresi nékterych miRNA: miR-140-5p,
miR-155, miR-151-3p, miR-885-5p, miR-29a, miR-130a, miR-766, miR-30e-3p, miR-93-3p,
miR-340 a miR-1290. Pacienti s erozivni OA se od jedinct S neerozivni formou nemoci lisili
pouze niz§imi hladinami clusterinu a snizenou expresi miR-151-3p.

Koncentrace adiponectinu u pacientl korelovaly pozitivné s poctem oteklych kloubti a
indexem disability, koncentrace clusterinu u jedinct s erozivni formou korelovaly negativné
s mirou bolesti. Z miRNA byla se zdvaznosti nemoci asociovana predev§im miR-1290, jejiz
exprese korelovala pozitivné s ultrazvukovym nalezem synovitidy a algofunkénim indexem.

Vysledky nas$i prace naznacuji moznost vyuziti vybranych cirkulujicich biomarkert
pro odliSeni pacientl s OA rukou od zdravych jedincti, nikoli vSak jedincii s erozivni a
neerozivni formou nemoci. Né&které ze studovanych biomarkeri by se mohly podilet
na patogenezi tohoto onemocnéni, jejich vyznam v souvislosti s OA vSak musi byt potvrzen

dal$imi studiemi.
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