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Abstrakt
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autoimunitnich onemocnéni.

Cilem této prace bylo zjistit koncentrace IL-37 v séru a synovialni tekutin¢ u pacientd s RA a
porovnat je s kontrolni skupinou jedincu s osteoartrézou (OA), zjistit vztah mezi IL-37 a
aktivitou nemoci a dalSimi klinickymi parametry. Dal§im cilem bylo, prokazat jeho
které se na jeho produkci podileji.

Hladiny IL-37 byly detekovany pomoci testu enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Synovialni fibroblasty byly stimulovany lipopolysacharidem (LPS) a rekombinantnim 1L-37
(rIL-37). Hladiny studovanych genti byly analyzovany pomoci PCR. Synovidlni tkan a
imunitni bunky byly vizualizovany pomoci imunohistochemického a imunofluorescen¢niho
barveni.

V synovialni tekutiné RA oproti OA pacientd byla zjiSténa zvySend koncentrace IL-37.
Hladiny IL-37 v séru a synovialni tekutiné mezi sebou vzajemné korelovaly. Sérové hladiny
IL-37 u pacientd s RA a OA byly signifikantné vyssi v porovnani se synovialni tekutinou.
Hladiny IL-37 v synovialni tekutiné pozitivné koreloval s CRP. Sérové hladiny IL-37
negativné korelovaly s hladinami HDL-cholesterolu a pozitivné s aterogennim indexem. LPS
stimulované RA synovialni fibroblasty vykazovaly niZsi expresi prozanétlivych cytokint
pusobenim IL-37. IL-37 byl produkovan pfevazné v makrofazich, synovidlnich fibroblastech,
T a B lymfocytech.

Vysledky studie prokazaly protizanétlivy tc¢inek 1L-37 u RA. Tyto vysledky ukazuji na

potencialni moznost klinického vyuziti IL-37 pii 1é€b€ zanétlivych onemocnéni.

-----
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Abstract

Dysregulation between pro- and anti-inflammatory cytokines activity in rheumatoid arthritis
(RA) contributes to immune dysregulation, chronic inflammation and subsequent joint
destruction. Interleukin-37 (IL-37) has been described as an anti-inflammatory cytokine in
several autoimmune diseases.

The main aim of this work was to determine the levels of IL-37 in serum and synovial fluid
(SF) of RA patients and to compare them with the levels in patients with osteoarthritis (OA)
and further explore the association of IL-37 with disease activity and other clinical
parameters. Subsequent goal was to study its anti-inflammatory function on RA synovial
fibroblasts and describe other cells types of synovial tissue contributing to its production.
IL-37 levels were detected using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Synovial
fibroblasts were stimulated by lipopolysaccharide (LPS) and recombinant IL-37 (rIL-37). The
levels of studied genes were detected by PCR. Synovial tissues and immune cells were
visualized by immunohistochemical and by immunofluorescence staining.

We found increased levels of IL-37 in SF of patients with RA in comparison to OA patients.
There was a significant correlation between serum and SF levels of IL-37. RA as well as OA
patients showed increased levels of IL-37 in serum than in SF. Levels of IL-37 in SF
positively correlated with levels of CRP. Serum levels of IL-37 showed negative correlation
with HDL levels and positive correlation with atherogenic index. LPS induced RA synovial
fibroblasts exhibited lower expression of pro-inflammatory cytokines upon stimulation with
IL-37. IL-37 was produced by macrophages, synovial fibroblasts and T- and B-lymphocytes
of synovial tissue.

Results of our study showed a significant anti-inflammatory role of IL-37 in RA. These
findings may have a potential translational implication as new therapeutic targets are essential

for the successful treatment of inflammatory diseases.

Keywords: interleukin-37, rheumatoid arthritis, autoimmune disease, anti-inflammatory
cytokine
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1. Pouzité zkratky

ACPA anti-citrullinated protein antibody

ACR American College of Rheumatology

ALT alanine aminotransferase

APC antigen-presenting cell

AST aspartate aminotransferase

ATIC aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP

cyclohydrolase

BMI body mass index

CD cluster of differentiation

CDAI clinical disease activity index

cDNA complementary deoxyribonucleic acid
CRP C-reactive protein

CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole

DAS28 disease activity score 28

DC dendritic cell

DHFR dihydrofolate reductase

DMARD disease-modifying antirheumatic drugs
DNA deoxyribonucleic acid

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

EULAR European League Against Rheumatism

ESR erythrocyte sedimentation rate

GBS Guillain-Barré syndrome

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
G-CSF granulocyte-colony stimulating factor
HDL high-density lipoprotein

HLA human leukocyte antigen

HSP heat shock protein

IBD inflammatory bowel disease

IFN interferon

Ig immunoglobulin

IL interleukin


https://en.wikipedia.org/wiki/European_League_Against_Rheumatism

IP-10
IRF5

LPS
MAPS
MCP
MMP
MTP
MyD88
NF«B
OA
PAD
PBMC
PIP
PTPN22
RA

RF
S100A7
SDAI
SE

SF
SIGIRR
SLE
STAT4
TIMP
TIR-8
TNF-a
TRAF
Treg
VAS
WT

IFN- induced protein 10

interferon regulatory factor 5

natural logarithm

lipopolysaccharide

mitogen-activated protein kinase
metacarpophalangeal

metalloproteinase

metatarsophalangeal

myeloid differentiation primary response gene 88
nuclear factor kB

osteoarthritis

peptidylarginine deiminase

peripheral blood mononuclear cell

proximal interphalangeal

protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22
rheumatoid arthritis

rheumatoid factor

S100 calcium-binding protein A7

simplified disease activity index

shared epitope

synovial fluid

single-immunoglobulin interleukin-1 related receptor
systemic lupus erythematosus

signal transducer and activator of transcription 4
tissue inhibitors of metalloproteinase

toll interleukin receptor 8

tumor necrosis factor o

TNF receptor associated factor

regulatory T cell

visual analog scale

wild type



2. Uvod

Revmatoidni artritida (RA) patfi mezi nejcastéjsi zanétlivé autoimunitni onemocnéni,
které postihuje 2-3 krat Castéji zeny a celkova prevalence se pohybuje mezi 0,5 az 1%.
Onemocnéni se projevuje destruktivnim postizenim kloubid, vznikem ireverzibilnich
kloubnich deformit a funkénim postizenim. Pfi¢ina vzniku nemoci neni pfesné¢ znama,
nicméné¢ obecné piijimany koncept etiopatogeneze RA ptredpoklada, Zze za dosud ne zcela
jasnych okolnosti dochazi k prolomeni imunitni tolerance, antigenni stimulaci T-lymfocyta a
zvysené tvorbé prozanétlivych cytokint,, které podporuji zéanétlivé pochody a tkanové
poskozeni, véetn¢ systémovych projevi. Synovialni tkan podléha proliferaci, hyperplazii,
dochdzi k neoangiogenezi, infiltraci bufikami imunitniho systému a tvorbé lymfoidnich
folikulti. Vysledkem téchto zmén je aktivace synovidlnich fibroblasti a tvorba agresivni
granulacni tkang, ktera je znama jako pannus. ZvySené se tvoii prozanétlivé cytokiny a
proteolytické enzymy, jejichz ptisobenim podléhéd kost a hyalinni chrupavka destruktivnim

zménam.

Ve snaze zabranit vzniku nevratného kloubniho poskozeni a sniZeni rizika rozvoje
organovych a systémovych projevi je v soucasné dobé trend k casné a agresivni 1é¢bé. Pii
selhani G¢inku inicialné podavanych syntetickych 1ékti (napf. metotrexat) je k dispozici
biologicka terapie, ktera je blize zaméfena na podstatu patologického pribéhu onemocnéni,
cilené blokuje kli¢ové cytokiny nebo buiiky imunitniho systému. Pfes pokrok v terapii stale u
vétSiny pacientl nedochazi k navozeni remise nebo nizké aktivity nemoci. V poslednich
letech dochazi k bliz§imu pochopeni patogeneze RA a lIze predpokladat, Ze ovlivnéni
nékterého z noveé popsanych cytokini nebo zanétlivych mediatort mize byt v budoucnu
pfedmétem 1écby autoimunitnich onemocnéni, kterd by mohla byt G€innd i u dosud rezistentni
skupiny pacientt. Interleukin-37 (IL-37) je recentné popsany cytokin, ktery patii do rodiny
IL-1. Pivodné byl oznalen jako IL-1F7, je tvoien monocyty, dendritickymi bunkami a
nékterymi nadorovymi bunikami. Predpoklada se, Ze by mohl hrat roli v protinadorove 1€¢bé.
Na expresi IL-37 se podili komponenty bakterialni stény a nékteré prozanétlivé cytokiny.
Predpoklada se, Zze IL-37 predstavuje vyznamny regulaéni mechanismus potlacujici
zanétlivou a imunitni reakci organismu. Exprese IL-37 v monocytech vyznamné tlumi tvorbu
kli¢ovych cytokinti jakymi jsou IL-1, IL-6 a tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a). Vyznam
IL-37 v patogenezi RA neni dosud zcela prozkouman, stejné tak jako neni popsana jeho

extracelularni role.
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Cile diplomové prace

Ur¢it vyznam IL-37 v patogenezi revmatoidni artritidy

Popsat vztah IL-37 k aktivité nemoci a uréit jeho hladiny v synovialni tekutin¢ a séru

w1

Charakterizovat expresi 1L-37 v synovialni tkani a identifikovat bunky exprimujici
IL-37
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4. Literarni prehled

4.1 Revmatoidni artritida

Prvni informace o revmatoidni artritidé (RA) pochazi z roku 1800, kdy francouzsky
Iékai Augustin Jacob Landré-Beauvais (1772-1840) popsal onemocnéni projevujici se
mnohocetnym postizenim kloubd, pfi kterém dochazi k jejich omezené hybnosti vedouci ke
ztuhnuti. Domnival se, ze se jedna o novy typ dny. Roku 1859, Sir Alfred Baring Garrod
(1819-1907) popsal RA jako samostatné onemocnéni (Aceves-Avila et al., 2001).

4.1.1 Epidemiologie

Revmatoidni artritida je zanétlivé autoimunitni onemocnéni, kterym je postizeno 0,5
az 1% dospélé populace ve vyspélych zemich. Zeny jsou postizeny piiblizné tfikrat Gastéji nez
muzi a riziko vzniku stoupa s vékem. Vyskyt onemocnéni je vyssi ve statech severni Evropy a
onemocnéni RA je u indianskych kmend Chippewa a Pima s vyskytem 6,8% a 5,3%. Na
druhé stran¢ nebyl nalezen zadny vyskyt RA ve venkovskych oblastech jizni Afriky a Nigérie.
Velmi nizka prevalence je také v jihovychodni Asii, Ciné a Japonsku (0,2-0,3%) (Silman and
Pearson, 2002). Ve studii z roku 2002-2003 byla studovana incidence a prevalence RA ve
dvou krajskych nemocnicich Ceské republiky (v Chebu a Ceskych Bud&jovicich). Prevalence
onemocnéni byla 0,61% u dospé€lé populace a zeny byly postiZeny Castéji nez muzi v poméru

3,4:1 (Hanova et al., 2006). Tyto vysledky odpovidaji svétovému praméru.
4.1.2 Genetické predispozice

Presna etiologie RA neni dosud znama, ale nékteré faktory majici vliv na jeji vznik
jsou jiz potvrzeny a genetickd predispozice je jednim z nich. Existuje vrozend nachylnost
k onemocnéni RA. Nejdéle znama je asociace se specifickymi alelami HLA-DR1 a HLA-
DR4, konkrétné alely HLA-DRB1*0101, HLA-DRB1*0401 a HLA-DRB*0404 (Gregersen et
al., 1987; Nepom et al., 1987). Tyto alely maji spole¢nou sekvenci né€kolika aminokyselin ve
treti hypervariabilni oblasti B fetézce, takzvany sdileny epitop (SE). Existuje vice teorii, jak
SE ovlivituje patogenezi RA. Jednou z moznosti je, Ze plsobi jako ligand pro T lymfocyty a
zpusobuje jejich diferenciaci na efektorové bunky, které zapfic¢inuji imunitni odpovéd u RA
(De Almeida et al., 2010). Dalsi molekulou asociovanou s dédi¢nosti RA je PTPN22 - gen
kodujici tyrozinovou fosfatdzu specifickou pro buiky lymfoidni linie. Mutace R620

v PTPN22 zptsobuje neschopnost mirnit funkce T a B bunck, napt. neschopnost negativni

12



selekce T bunék v thymu a zvySenou aktivaci B bunék a dendritickych bunék (DC) (Begovich
et al., 2004). Dalsi znamé rizikové alely ovliviiujici vznik RA jsou CTLA4 a STAT4, které
pusobi na aktivaci a diferenciaci T lymfocyti (Remmers et al., 2007). Nebo TRAF-1C5 a c-
REL, ktery reguluji imunitni odpovéd’” prostfednictvim NFxB signalizace (Kurreeman et al.,
2007). Pritomnost sdileného epitopu a PTPN22 predisponuje k tvorbé autoreaktivnich
protilatek proti citrulinovanym peptidim (ACPA) a revmatoidnim faktoram (RF), tedy ke
vzniku seropozitivni (RF+ a/nebo ACPA+) RA (Klareskog et al., 2006; Lee et al., 2005;
Padyukov et al., 2004). Navzdory tomu, Ze seropozitivni a seronegativni projevy RA jsou si
podobné, tak maji ob¢ skupiny rozdilné genetické i environmentalni rizikové faktory a
Caste¢né rozdilnou patogenezi. Seronegativni RA je spojena s lep$im pribéhem onemocnéni,
s menSim poctem kloubnich destrukci, s nizs$i aktivitou nemoci, rizikem umrti a poctem
kardiovaskularnich komplikaci (Klareskog et al., 2009). Se vznikem seronegativni RA jsou
spojovany HLA-DBR1*03, lektiny vazici proteiny a interferon regulac¢ni faktor 5 (IRFS5)
(Klareskog et al., 2008).

4.1.3 Protilatky

Charakteristické protilatky u RA jsou revmatoidni faktory (RF) a protilatky proti
citrulinovanym peptidim (ACPA). Tyto protilatky se mohou objevit az 10 let pred
propuknutim pfiznaki nemoci (Rantapai-Dahlqvist et al., 2003). RF se nejcastéji objevuji
jako izotop IgM nebo IgA a reaguji s epitopy na Fc ¢asti IgG (van der Linden et al., 2009).
Jsou piitomny piiblizné u 80% pacientt s etablovanou RA a u 50-60% pacientti S ¢asnou RA.
RF se mtize vyskytnout 1 u jedincit ve vyS$§im veku nebo u jinych zanétlivych €1 infekénich
onemocnéni, napf. tuberkulozy a hepatitidy (Ally and Hodkinson, 2014). RF tvofi imunitni
komplexy, které nasledné aktivuji komplement. Muze dojit k lyze bunék a k chemotaxi
imunitnich bunék do mista zanétu, vtomto pfipadé do kloubni dutiny. Vysledkem je

poskozeni kloubnich struktur.

ACPA maji specifitu 95-98% u RA (Ally and Hodkinson, 2014). ACPA reaguji
S proteiny, které obsahuji aminokyselinu citrulin. Citrulin se tvofi deaminaci argininu
enzymem peptidylarginindeaminazou (PAD). Existuje pét isoforem PAD; PAD1 a PAD3 jsou
exprimovany hlavné v epidermis a vlasovych folikulech, PAD2 exprimuji napf. makrofagy a
astrocyty, PAD4 produkuji hlavné bilé¢ krevni buniky. Neni znamo, kde se v lidské tkani
exprimuje PADG6, ale mRNA je hlavné ve varlatech, vaje¢nicich a v perifernich leukocytech.
Na patogenezi RA se podileji hlavné PAD2 a PAD4 (Foulquier et al., 2007; Vossenaar et al.,

2004). Pti citrulinaci dochazi ke zménam antigennich vlastnosti proteinu a nasledné se stava
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imunogenni pro vlastni organismus. Pfi zan¢tu kloubu mize dojit ke hromadnému uvolnéni
PAD z ptitomnych zanétlivych bunék, které podlehnou zaniku na podkladé apoptoézy ci
nekrozy. U mySiho modelu pfeména argininu na citrulin vyznamné zvysuje afinitu proteinu na
HLA-DRB1*0401 a vede k aktivaci T bun¢k (Hill et al., 2003). T lymfocyty dale aktivuji B
lymfocyty, dochazi ktvorbé protilaitek proti citrulinovanym peptidim a Vvznikaji

imunokomplexy, které nasledn¢ aktivuji komplement a umociiuji destruktivni poSkozeni

kloubu.

Ke vzniku protilatek prispiva i Porphyromonas gingivalis. Bakterie zpusobujici
paradentézu dokdze citrulinovat vlastni i hostitelovy proteiny bakteridlnim enzymem PAD.
Samotna infekce neni dostate¢nd, aby vyvolala autoimunitni reakci, nicméné pfi poruseni
tolerance prispiva k tvorbé protilatek. Parodontézou jsou ¢astéji postizeni kutaci (Wegner et
al., 2010), ptic¢emz je znamo, ze koufeni piedstavuje vyznamny rizikovy faktor rozvoje RA.
Jako mozna pric¢ina vzniku RA bylo popsano nékolik dal§ich bakterii; podeziivaly se napf.
Coxiella burnetii (Schoffelen et al., 2014), Enterobacteriaceace (Aoki et al., 1996),
Mycoplasma (Hakkarainen et al., 1992) a jiné.

Dalsim faktorem, ktery ma vliv na tvorbu autoprotilatek a tim i vznik RA je koufeni
tabaku. Koufeni je rizikovym faktorem pro vznik seropozitivni formy onemocnéni. Bylo
zjisténo, Ze kufdci se zanétem plic maji pramémé 28,5% citrulin pozitivnich bunék
v bronchoalveolarni tekutin€, zdravi kufaci 13,75% a u nekufdkii nebyly nalezeny zadné
buriky pozitivni na citrulin (Klareskog et al., 2006). Koufeni zvySuje citrulinaci proteintl,

nasledné dochazi u geneticky vnimavych jedinct k antigenni prezentaci a tvorbé protilatek.
4.1.4 Patogeneze

Klicovym mistem pro vznik RA je synovidlni membrana, ktera je bohatd na mnozstvi
noveé vytvorenych kapilar. Angiogeneze vede ke zvétSeni endotelialniho povrchu cév. Diky
zvySené expresi adhezivnich molekul (integriny, selektiny a jiné) a chemokini dochazi
k bunécné migraci pies cévni endotel a vzniku zanétlivych infiltrati. Endotelialni a imunitni
bunky produkuji ristové faktory, cytokiny, chemokiny, proteolytické enzymy, receptory pro
adhezivni molekuly a dalsi molekuly podporujici zanét a angiogenezi. Angiogeneze spolu
s nedostate¢nou lymfangiogenezi jsou charakteristické rysy pro vznik synovitidy (Polzer et
al., 2008; Szekanecz et al., 2009). Aktivace synovialnich fibroblastl, remodelace tkan¢ a
zmény v mikroprostiedi celkové vedou k nahromadéni synovidlni zanétlivé tkané u RA

(Mclnnes and Schett, 2011).
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Synovialni membrana zdravého cloveéka obsahuje tenkou vrstvu intimy (lining) a
intersticium (sublining). Za normalnich okolnosti je tvofena synovialnimi fibroblasty a
rezidentnimi makrofagy. U RA je intima rozsifena a synovialni fibroblasty jsou typické svou
nezavislosti na ukotveni a ztratou kontaktni inhibice. K destrukci chrupavky a chronickému
zanétu prispivaji produkci chemokint, cytokinti, metalloproteinaz (MMP), adhezivnich
molekul a tkanovych inhibitor metalloproteindz (TIMP). Synovialni fibroblasty také udrzuji
vhodné mikroprostiedi pro T a B lymfocyty (Bradfield et al., 2003; Filer et al., 2006), jsou
rezistentni k apoptodze, coz je zplsobeno mutacemi v tumor supresorovém genu pS5S3 nebo
expresi proteini tepelného Soku (Hsp70) (Aupperle et al., 1998; Schett et al., 1998).
Antiapoptotické ucinky na synovialni fibroblasty ma také zména funkce v endoplazmatickém

retikulu vedouci k naru$eni rovnovahy mezi apoptdzou a proliferaci (Amano et al., 2003)

Nahromadéné makrofagy piitomné v synovii slouzi jako antigen prezentujici bunky
(APC) aktivuyjici T lymfocyty, dale jako fagocytujici buiiky, zdroj MMP a prozanétlivych
cytokind (napf. IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, IL-23 a TNF-a). Makrofagy nejsou kauzalni
buiiky pro vznik RA, ale pro sviij prozanétlivy, destruktivni a remodela¢ni potencidl vyrazné
ptispivaji k destrukci kloubu pfti akutnim vzplanuti i chronickém prubéhu nemoci (Kinne et

al., 2007).

Za klicové buniky pro vznik RA jsou povazovany T lymfocyty, hlavné podtyp Thl a
Th17. Bunky Th17 produkuji prozanétlivé cytokiny hrajici zasadni roli v patogenezi RA (IL-
17A, IL-17F, IL-21, IL-22 a TNF-a) (Chabaud et al., 1998; Miossec et al., 2009). Pfiznivé
prostiedi pro diferenciaci na Th17 tvoti DC a makrofagy, které produkuji IL-18, IL-6, IL-21 a
IL-23. Expresi prozanétlivych cytokinti potlacuji diferenciaci regulacnich T bun¢k (Treg) a
pfispivaji ke vzniku zanétu (Genovese et al., 2010). Diky nedostatenému mnozstvi a
narusené funkci Treg bunék neni dostate¢na kapacita pro tvorbu molekuly CTLA4, ktera
kompetitivnim zplsobem zabranuje pienosu kostimula¢niho signalu mezi receptory CD86 a
CD28 (Boissier et al., 2009). Dalsi buriky, podilejici se na patogenezi RA, jsou B lymfocyty.
Po setkani s antigenem se z nékterych B lymfocytd stanou plazmatické buiky, které tvofi
imunoglobuliny a autoprotilatky (hlavné RF a ACPA). B lymfocyty navic produkuji
chemokiny a cytokiny (TNF-a, IL-6, lymfotoxin [ a IL-10), slouzi jako APC, aktivuji DCa T
lymfocyty (Martinez-Gamboa et al., 2006).

Jednu ze zéasadnich roli v patogenezi RA hraji cytokiny. Ovliviiuji fadu bunéénych
déji; proliferaci, diferenciaci, rist bunck, reparaci tkani, regulaci imunitni odpovédi a

zodpovidaji za destrukci kloubu (Mateen et al., 2016). Slozeni cytokinti u ¢asné a etablovani
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RA se vyznamné lisi (Raza et al., 2005). V synovialni tekutin¢ ¢asné RA se vyskytuji 1L-1,
IL-2, IL-4, IL-13, IL-17, IL-15, bFGF a EGF. Naopak typickym cytokinem pro etablovanou
RA je TNF-a, ktery hraje klicovou roli pfi vzniku zanétu. Je produkovan hlavné aktivovanymi
makrofagy, ale i T a B lymfocyty, monocyty, NK bunikami, zirnymi buiikami a fibroblasty.
Ma dva receptory; p55 zndmy také jako TNF-RI je exprimovan na vétSiné tkani a vaze na
sebe rozpustny i membranové vazany TNF-o. Druhym receptorem je p74 znamy také jako
TNF-RII, vaze na sebe membranoveé vazanou formu TNF-a a je typicky pro imunitni burky.
TNF-a indukuje tvorbu prozanétlivych cytokint IL-1, IL-6, IL-8 a faktor stimulujici kolonie
granulocyti a monocytd (GM-CSF). Dale stimuluje fibroblasty ke zvySené expresi
adhezivnich molekul a podporuje angiogenezi (Choy and Panayi, 2001). Na patogenezi RA
ma vliv i IL-17 produkovany Th17 a y6 T buiikami. IL-17 indukuje expresi prozanétlivych
cytokint IL-6, IL-8 a faktor stimulujici kolonie granulocyti (G-CSF) v synovialnich
fibroblastech. Dale podporuje zvySenou resorpci chrupavky a osteoklastogenezi u RA
(Kugyelka et al., 2016). Dalsim cytokinem podilejicim se vyznamné na patogenezi RA je IL-
6. Produkuji ho T a B lymfocyty, synoviélni fibroblasty, monocyty a makrofagy. Ugastni se
celé fady biologickych procesii; podili se na aktivaci T lymfocytl a vyzravani B lymfocytd na
plazmatické bunky. Stimuluje rist a diferenciaci hematopoetickych prekurzorovych bunck a
proliferaci synovidlnich fibroblastli. Zprostfedkovava systémové reakce, které podporuji
reakce akutni faze a zmény v metabolismu tukt (Mclnnes and Schett, 2011). IL-1 je
produkovan endotelidlnimi buiitkami, monocyty a makrofagy, B buiikami a aktivovanymi T
lymfocyty. IL-1 se vaze na dva typy receptort, ale pouze jeden typ je schopen pienaset signal.
Tento receptor se vyskytuje na mnoha buiikach, ale v malém mnozstvi. Druhy typ receptoru
slouzi jako pomocny receptor, ktery vaze rozpustnou formu IL-1 a je exprimovéan hlavné na
neutrofilech, B bunikdich a monocytech. IL-1 spole¢né s TNF-a indukuji produkci MMP
z chondrocytii a synovialnich fibroblastl, které $té€pi kolagen (Choy and Panayi, 2001).
Synovie ztraci svou ochranou funkci a MMP (hlavn¢ MMP-1, MMP-8, MMP-13 a MMP-2)
napadaji kolagenovou sit’ v chrupavce, agrekan a nekolagenovou proteinovou matrix. Dochazi
k destrukci kloubni chrupavky a kosti. Plisobenim prozanétlivych cytokinti zanikaji apoptdzou

chondrocyty a ochranné funkce inhibitordi MMP jsou nedostacujici (Sabeh et al., 2010).

4.1.5 Diagnostika

Prvni kritéria pro klasifikaci RA byla vytvofena roku 1987 (Tabulka ¢. 1). Pro

shledani pacienta nemocnym RA musela byt splnéna alesponi Ctyti kritéria.
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Piiznaky

Definice

1. ranni ztuhlost

ranni ztuhlost kolem a v kloubu trvajici minimaln¢ 1

hodinu pied maximalnim zlepSenim

2. artritida tfi nebo vice kloubnich

oblasti*

otok mékkych tkani kolem kloubu nebo ptitomnost
tekutiny v kloubu (ne pouze kosténych vyriustki)
sledovan Iékafem a trvajicim soucasné¢ minimaln¢ 6

tydnii

3. artritida kloubt ruky

otok zapésti, PIP nebo MCP po dobu alespoii 6
tydnt

4. symetricka artritida

soucasné postizeni stejnych kloubnich oblasti (jako
v bodé¢ 2) na obou stranach téla (u bilateralniho
postizeni PIP, MCP nebo MTP neni vyzadovana

absolutni symetrie) trvajici minimaln¢ 6 tydnt

5. revmatoidni uzly

podkozni uzly nad kostnimi vyb&zky nebo nad
extenzory nebo v juxtaartikularni oblasti sledované

lékatfem

6. revmatoidni faktor

detekce abnormalnich hladin RF jakoukoliv

metodou, kterd je pozitivni u méné nez 5% kontrol

7. rentgenové zmeény

rentgenové zmény typické pro RA na predozadnim
snimku rukou a zapésti, které musi zahrnovat eroze
nebo kostni dekalcifikaci lokalizovanou v kloubech
nebo jejich blizkosti (osteoartrotické zmény samy o

sob¢ nestaci)

Tabulka ¢. 1: Kritéria hodnoceni RA z roku 1987
*Navrhované oblasti: pravy nebo levy PIP, MCP, koleno, loket, zapé&sti kotnik a MTP.

MCP = metacarpophalangeal, MTP = metatarsophalangeal, PIP = proximal interphalangeal
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(Ptevzato z MacGregor, 1995)

K vytvoreni téchto kritérii byla pouzita skupina pacienti s pomérné dlouhym trvanim
choroby (minim. 5 let). Z toho dtivodu byly do kritérii zahrnuty i erozivni zmény na kostech a
vznik revmatoidnich uzlti. Tyto pfiznaky jsou typické pro pozdni formy RA. Pivodni kritéria
byla vytvofena z divodu odlisSit RA od jiného zanétlivého revmatického onemocnéni a
neumoznovala zachytit pacienty v pocateéni fazi nemoci. V roce 2010 vydala Americka
revmatologicka spole¢nost (ACR) spole¢né s Evropskou ligou proti revmatismu (EULAR)
nova klasifika¢ni kritéria (Tabulka ¢. 2) (Aletaha et al., 2010).

Kloubni postiZeni Skore
1 stfedni - velky 0
2-10 stfednich - velkych 1
1-3 malé klouby rukou/nohou nebo zapésti 2
4-10 malych kloubti rukou/nohou nebo zapésti 3
>10 (alespoii 1 z rukou/nohou nebo zapésti) 5
Sérologie
negativni RF a ACPA 0
nizce pozitivni RF nebo nizce pozitivni ACPA 2
vysoce pozitivni RF nebo vysoce pozitivni ACPA 3
Reaktanty akutni faze
normalni CRP a FW 0
abnormalni CRP a/nebo FW 1
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Trvani symptomu

<6 tydntt 0

> 6 tydnil 1

Tabulka ¢&. 2: ACR/EULAR Kklasifikaéni kritéria pro RA

ACPA = protilatky proti citrulinovanym peptidim, CRP = C-reaktivni protein, FW = Fahraus
Westergren (sedimentace erytrocytit), RF = revmatoidni faktor

(Ptevzato z Aletaha et al., 2010)

Tato kritéria jsou urCena pro nemocné s casnou RA majici zanét alesponi jednoho
kloubu, ktery nelze vysvétlit jinym onemocnénim, a u kterych by lékat mél zahdjit 1écbu
metotrexatem. Pokud ma nemocny jiz charakteristické eroze na kostech, je diagnostikovan
jako RA. Pokud jesté k témto zménam nedoSlo, je pouzit tento skorovaci systém, ktery
hodnoti pocet postizenych kloubi, pfitomnost RF a ACPA, hladiny reaktant akutni faze a
dobu trvani nemoci. Pro diagnostiku RA je tieba splnit alespon 6 bodi z 10 (Aletaha et al.,
2010).

4.1.6 Lécba

Terapie RA vyZaduje komplexni ptistup. Cilem 1écby je navozeni remise nebo alesponl

nizké aktivity onemocnéni. Aktivita onemocnéni je hodnocena pomoci indexti (Tabulka €. 3).

] Nizka Stiredni | Vysoka
Index Remise o o o
aktivita | aktivita | aktivita
DAS28 <26 2,6-3,2 | >3,2-51 >51
SDAI <33 > 3,3-11 >11-26 > 26
CDAI <238 >28-10 | >10-22 > 22

Tabulka ¢. 3: Zakladni indexy pro hodnoceni aktivity RA
CDAI = klinicky index aktivity onemocnéni, DAS28 = skore hodnoceni aktivity onemocnéni,
SDAI = zjednoduseny index aktivity onemocnéni

(Ptevzato z Aletaha and Smolen, 2005)
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DAS28 hodnoti pocet oteklych (0-28) a bolestivych kloubt (0-28), ukazatel zdravotniho stavu
hodnoceny pacientem (0-100) a hladiny CRP (mg/l) nebo FW (mm/h). Vzorec pro vypocet

je:

DAS28 (FW) = 0,56 x V(bolestivé klouby) + 0,28 x V(oteklé klouby) + 0,70 x In(FW) + 0,014
x GH

nebo DAS28 (CRP) = 0,56 x V(bolestivé klouby) + 0,28 x V(oteklé klouby) +0,36 x In(CRP +
1) +0,014 x GH + 0,96

GH = globalni hodnoceni aktivity, In = pfirozeny logaritmus

4

SDAI je zjednoduseny index aktivity onemocnéni a je pravdépodobné spolehlivéjsi nez

DAS28. Ziska se souctem jednotlivych hodnot:

SDAI=bolestivé klouby (28) + oteklé klouby (28) + GH (VAS-pacient) + GH (VAS-1ékar)
+CRP

VAS = vizualni analogova skala

CDALI je klinicky ukazatel aktivity onemocnéni. Pro jeho vypocet neni potieba znat hladiny

CRP nebo FW.

CDAI = bolestivé klouby (28) + oteklé klouby (28) + GH (VAS-pacient) + GH (VAS-lékar)
(Aletaha and Smolen, 2005).

Lécba RA spociva v kombinaci nefarmakologické, farmakologické a nékdy 1
chirurgické lécby. Lékem prvni volby jsou chorobu modifikujici antirevmatické léky
(DMARD), které se mohou kombinovat s nesteroidnimi antirevmatiky (NSA) a
glukokortikoidy. Spole¢né s nefarmakologickou 1é€bou (ergoterapie, psychoterapie a
fyzioterapie) mohou vést k Gspésné 1écbé pacienta (Smolen et al., 2010).

DMARD snizuji bolest, redukuji otok kloubu, snizuji reaktanty akutni faze, zlepSuji
funk¢ni schopnost a zabraiuji dalSimu poskozovani kloubli. Lékem prvni volby je metotrexat,
jehoz presny mechanismus u¢inku neni doposud zcela objasnén. Pfredpokladem je kombinace
lymfocytl a jinych imunitnich bun¢k podilejicich se na vzniku zanétu, diky omezeni syntézy

purin a pyrimidint. Dal8i moZnosti je zvySeni koncentrace volnych kyslikovych radikald,
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které zpisobuji apoptézu aktivovanych lymfocyti. To je zplsobeno blokaci DHFR
(dihydrofolat reduktdza) a posléze snizenim syntézy polyamidii, které kyslikové radikaly
vychytavaji. Metotrexat také inhibuje enzym ATIC (5-aminoimidazol- -4-karboxamid
ribonukleotid formyltransferdza), tim dochazi ke zvysSeni hladin adenosinu. Adenosin ma
imunosupresivni G¢inky a tlumi aktivitu imunitnich buné¢k (Cronstein, 2005; Palmer and
Trevethick, 2008; Wessels et al., 2008). DMARD Ize podavat i kombinované. Napiiklad
metotrexat, hydroxychlorochin a sulfasalazin pfedstavuji zavedenou trojkombinaci pro
béznou klinickou praxi. Z divodu nezadoucich uc¢inkit DMARD (napf. gastrointestinalni nebo
hematologicka toxicita) je nezbytné tyto nemocné prubézné sledovat (Alcorn et al., 2009;
Choy et al., 2005; Salliot and van der Heijde, 2009).

NSA snizuji bolest a otok kloubti. Pisobi blokovanim enzymu cyklooxygendzy, ktera
méni kyselinu arachidonovou na zanétlivé prostaglandiny. Ty hraji dulezitou roli v ochrané
sliznice zaludku, maji vliv na srazlivost trombocytl a na homeostdzu vody a sodiku
V ledvinach. Z téchto diivodi se za nékterych okolnosti, obvykle po nadmérném nebo
dlouhodobém wuzivani NSA mohou objevit vedlejsi nezadouci kardiologické a
gastrointestinalni potize. NSA nemaji vliv na aktivitu nemoci, rentgenovou progresi nebo
potlaceni reaktantd akutni faze. Proto neni mozné pro 1é¢bu RA podavat pouze NSA a je
zasadni nemocného véas odeslat k odbornému vySetieni na revmatologii (Brooks et al., 1999;

Scott et al., 2007; Schaffer et al., 2006).

Glukokortikoidy jsou velmi uZite¢né pro rychlé potlaceni zanétu, standardné jsou
doporucovany pro kratkodobou 1écbu nebo pii vzplanuti onemocnéni. Béhem kratké doby
vedou ke zlepSeni stavu a umoziuji preklenuti nastupu u¢inku DMARD. Vhodné je také
jejich intra-artikularni podani slouzici jako lokalni 1é¢ba pro jednotlivé postizené klouby.
ProtoZe vétSina pacientll vyZaduje 1écbu glukokortikoidy dlouhodobg, je diileZitd znalost a
prevence moznych vedlejSich nezéddoucich ucinkl, napt. vzniku infekci a osteoporozy
(Goossens et al., 2000; Ravindran et al., 2009).

Nejvetsi spéSnost méa zatim biologickd 1é¢ba. Diky pochopeni imunitnich reakci a
poznani hlavnich ¢initelli podilejicich se na patogenezi RA vznikla snaha o vytvofeni latky,
ktera by tyto Cinitele blokovala. V Ceské republice jsou zatim registrovany léky blokujici
TNF-o (adalimumab, certolizumab, etanercept, golimumab, infliximab), dale pak lécba
pusobici depleci B lymfocytim (rituximab), blokator receptoru pro IL-6 (tocilizumab) a
blokator kostimulace aktivace T lymfocytim (abatacept). Biologicka 1éc¢ba je podavana

pacientim, u kterych doslo k selhani alespont jednoho DMARD, mezi nimiz by mél byt
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metotrexat. V Ceské republice je pro podani biologické 1é¢by nutna hodnota DA28 > 3.9 a jeji
pokles do oblasti nizké aktivity po tfech mésicich trvani biologické 1écby (Pavelka et al.,
2010). Pii uzivani anti-TNF preparati je nutné znat mozné vedlejsi nezadouci ucinky,
zejména zvysené riziko infekci az aktivaci latentni tuberkul6zy. Je nutné na toto riziko brat
zietel a pacienty vzdy pied zacatkem podavani biologické 1é¢by dikladné vySettit a prub&zné
sledovat (Singh et al., 2012).

Roku 2010 navrhl EULAR tfi obecna doporuceni a patnact doporuceni pro strategii 1écby RA
(Tabulka ¢. 4).

Obecna doporuceni

1. Primarni péci o pacienta s RA vede specialista — revmatolog.

2. Terapie a péce o pacienty s RA by méla byt co nejlepsi a méla by byt zalozena na

spole¢ném rozhodnuti pacienta a revmatologa.

Revmatoidni artritida je ndkladné onemocnéni z hlediska nakladd na zdravotni péci i nékladi
na produktivitu, je tfeba, aby oba tyto aspekty revmatolog pii volbé terapeutické strategie

zohlednil.

Doporuceni pro strategii 1écby

1. Lécbu syntetickymi DMARDS je tiecba zahajit neprodlené nebo co nejdiive po stanoveni

diagndzy revmatoidni artritidy.

2. Cilem lécby vSech pacientli je navodit co nejdfive remisi onemocnéni nebo snizit
maximalné aktivitu nemoci. Po celou dobu aZz do dosaZeni tohoto cile je tieba 1écbu upravovat

(v intervalech 1-3 mésice) a disledné monitorovat.

3. Metotrexat by mél byt indikovan u pacientl s aktivni revmatoidni artritidou hned v prvni

terapeuticke strategii.

4. Pokud je metotrexat kontraindikovan nebo neni tolerovan, je tieba zvazit v prvni
terapeutické strategii néktery z nasledujicich DMARDs: leflunomid, sulfasalazin, injekéni

zlato.

5. U pacientll dosud nelécenych chorobu modifikujicimi léky se doporucuje bez ohledu na
soub&znou lécbu glukokortikoidy zahajit 1écbu syntetickym DMARD v monoterapii spiSe nez
v jejich kombinaci.

6. Glukokortikoidy v malych ¢i stfednich davkach ptidané k 1écbé chorobu modifikujicimi
léky jsou piinosné v inicidlni kratkodobé 1écbé, ale je tieba co nejdiive ukoncit jejich

podavani, jakmile to klinicky stav dovoli.
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7. Pokud neni 1écebného cile dosazeno prvni 1é¢ebnou strategii a jsou-li pfitomny negativni
prognostické faktory, je tfeba zvazit zavedeni biologické 1écby. Pokud nejsou nepiiznivé

prognostické faktory pfitomny, doporucuje se pacienta pievést na jiny synteticky DMARD.

8. Biologicka 1écby by méla byt zahajena nejprve nékterym z inhibitord TNF-a, pokud mozno

v kombinaci s metotrexatem.

9. Biologicka 1é¢by by méla byt zahajena nejprve nékterym z inhibitord TNF-a, pokud mozno

v kombinaci s metotrexatem.

10. U piipadi tézké refrakterni RA nebo pfi kontraindikaci biologické 1é€by nebo vyse
uvedenych syntetickych DMARDs je mozné zvazit 1é¢bu azathioprinem, cyklosporinem A,
event. vyjimecn¢ cyklofosfamidem, a to v monoterapii nebo v kombinaci s nékterym z vySe

uvedenych DMARD:s.

11. Intenzivni terapeutickou strategii je tfeba zvazit u vSech pacientii, ackoliv z ni maji

nejvetsi piinos pacienti se Spatnou prognozou.

12. U pacientt v setrvalé a dlouhodobé remisi je mozné po ukonceni 1écby glukokortikoidy
zvazit i ukonceni biologické 1écby, zejména pokud jsou souCasné¢ podavany i syntetické

chorobu modifikujici léky.

13. U pacientl se setrvalou a dlouhodobou remisi je mozné zvazit opatrnou sestupnou titraci

davky syntetického DMARD na zékladé spole¢ného rozhodnuti pacienta a revmatologa.

14. U pacientt, kteti dosud chorobu modifikujici 1éky neuzivali a maji Spatné prognostické
faktory, je mozné zvazit kombinaci metotrexatu s biologickou lé¢bou jiz v prvni terapeutické

strategii.

15. Pii volbé terapie je tfeba zohlednit mimo aktivitu onemocnéni i dalsi faktory — progresi

strukturdlniho poskozeni, soub&zna onemocnéni a bezpecnost 1écby.

Tabulka €. 4: Obecna a terapeutickd doporucené EULAR
DMARDSs = chorobu modifikujici antirevmatické 1€ky, TNF-o = tumor nekrotizujici faktor o
(Ptevzato ze Smolen et al., 2010)

Soucasti terapie RA je i chirurgickd 1écba. 50-75% pacientli podstoupi béhem nemoci
revmatologickou operaci. Hlavnim cilem je pfedchazeni vzniku novych deformaci a Uprava
jJiz postizenych kloubil a tim 1 prevence a sniZeni invalidity a zlepSeni hybnosti. Mezi Casté
operace patii totdlni endoprotéza kycelniho kloubu, dekomprese nervi, plastiky vazi,

synovektomie a jiné (Becvar et al., 2007).
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4.2 Rodina interleukina 1

Do rodiny interleukinti 1 (IL-1F) patii 11 cytokini. Interleukiny IL-1a, IL-18, IL-18,
IL-33, IL-360, IL-36fB a IL-36y patii mezi prozénétlivé cytokiny. Jsou imunitnim systémem
produkovany po stimulaci Toll-like receptorti (TLR) a hraji zasadni roli ve zprostfedkovani a
aktivaci pfirozené imunitni odpovédi. Jako prvni se ucastni v boji proti patogennim
mikroorganismim, pii zranéni a stresu (Dinarello, 1998; Dinarello et al., 2010). Dal§imi ¢leny
rodiny IL-1 jsou receptory IL-1Ra (IL-1F3), IL-36Ra (IL-1F5) a IL-38 (L-1F10), které ptisobi
jako antagonisté. IL-1Ra piisobi jako antagonista pro IL-1a a IL-1B. Vaze se na IL-1RI a
znemoznuje vazbu na IL-1RAcP, tim dochazi k utlumeni signalu (Dinarello, 2004; Garlanda
et al., 2013). IL-36Ra vaze IL-1Rrp2 a zabranuje aktivaci NF«xB drahy v buikach
stimulovanymi prozanétlivymi cytokiny IL-360,8,y (Blumberg et al., 2007). I1L-38 spole¢né
s IL-1Ra a IL-36Ra hraje roli v imunitni odpovédi a regulaci zanétu. Zabranuje produkci IL-8
vyvolané IL-36y a produkci IL-17 a IL-22 vyvolané T-lymfocyty. IL-36R je specificky
receptor pro IL-38 (Yuan et al., 2015). Jedinym protizanétlivym cytokinem je IL-37 (IL-1F7).

Devét z jedenacti genti rodiny IL-1 se nachazi na chromozomu 2, gen IL-33 je na
devatém a gen IL-18 je na jedenactém chromozomu (Nolan et al., 1998; Schmitz et al., 2005;
Taylor et al., 2002).

Rodina receptortl IL-1 obsahuje 11 ¢lent (Obrdzek 1). Ctyii z nich jsou receptory
prenasejici signal (IL-R18a, T1/ST2, IL-1Rrp2 a IL-1RI), dva napomahaji signalizaci (IL-
1RACP a IL-18Rp), dva jsou vzacné se vyskytujici receptory (TIGIRR-1 a TIGIRR-2) a dva
Znich se 1isi od ostatnich strukturou (TIR8/SIGIRR a IL-1RII) (Boraschi et al., 2011).
TIR8/SIGIRR je netypicky ¢len rodiny IL-1 receptord, ktery ma pouze jednu Ig doménu a
TIR doménu se dvéma substitucemi aminokyselin (Tyr536 a Ser447 nahrazeny Cys222 a
Leu305). Jednou z jeho funkci je, ze zabranuje spusténi NF-xB signalni drahy (Garlanda et
al., 2009; Thomassen et al., 1999). IL-1RII extracelularn¢ obsahuje tfi Ig-like domény, ale
Vv intracelularni ¢asti chybi TIR doména, nemtze tedy predavat signal (Lang et al., 1998).
Receptor IL-18BP ma pouze jednu Ig-like doménu a svou strukturou se podoba IL-1RII.
S vysokou afinitou se vaze na IL-18 a inaktivuje ho, také se vaze na receptor pro I1L-18 (IL-
18R) (Kim et al., 2000; Novick et al., 1999) . IL-18BP na sebe vaze i 1L-37 (Bufler et al.,
2002).
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Obrazek ¢. 1: Zobrazeni ligandi a receptorti rodiny IL-1. V TIR 8 (SIGIRR) jsou dvé
substituce aminokyselin (Cys 222 a Leu305 pro kanonické Serd47 a Tyr536).

(Pievzato z Garlanda et al., 2013)

Receptory IL-1 rodiny obsahuji v extracelularni ¢asti téi imunoglubulin-like (1G-like)
domény a v intracelularni ¢asti Toll/Interleukin-1R (TIR) doménu, ktera spousti signalni
kaskadu. Pti vazb¢ ligandu na receptor dojde k interakci mezi TIR doménami (TLR a IL-1R),
adaptorovymi proteiny (MyD88) a koreceptory (IL-1RAcP). Diky interakci mezi
receptorovou TIR doménou a doménou na IL-1RACP vznikne heterodimer. Dojde ke vzniku
receptorového komplexu, ktery s vysokou afinitou vaze signaliza¢ni proteiny v cytoplazmé.
Na ptenosu signalu se podili kindzy IRAK a dalsi molekuly (napt. TRAF6). Dojde k uvolnéni
transkripéniho faktoru NF-xB diky fosforylaci molekuly IkB pomoci IkB kinazového
komplexu. Nasledné dojde k translokaci NF-kB do jadra, kde se navaze na DNA a vyvola
zanétlivou imunitni odpovéd™ (Boraschi et al., 2011; Bowie and O’Neill, 2000; Martin and
Wesche, 2002).
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4.3 Interleukin 37

-----

nazev byl IL-1F7. Byl objeven roku 2000 a gen pro né&j byl lokalizovan na chromozomu 2
(Smith et al., 2000). Roku 2010 byl pifejmenovan na IL-37 (Nold et al., 2010).

4.3.1 Exprese

Alternativnim sestfihem vznika pét izoforem 1L-37; IL-37a, IL-37b, IL-37c, IL-37d a
IL-37e. Je zajimavé, ze nékteré z izoforem se vyskytuji specificky v urcitych tkénich; I1L-37a
je jedina izoforma exprimovana v mozku, IL-37b je specificka pro ledviny, IL-37c byla jako
jedina nalezena v srdci a IL-37d a IL-37¢ jsou exprimovany pouze v kostni dfeni a varlatech

(Taylor et al., 2002). Tato prace je zamétena na izoformu IL-37b.

Molekularni hmotnost IL-37 je pfiblizné 45 kDa (Nold et al., 2010). Konstitutivné
exprimovand mRNA 1L-37 byla nalezena v brzliku, varlatech a dé€loze, inducibilné¢ pak
v perifernich krevnich mononuklearnich bunkach (PBMC) a DC (Pan et al., 2001). Stabilita
MRNA IL-37 je zavisla na nestabilit¢ exonu 5. Tento nestabilni prvek je pfitomny u vSech
izoforem IL-37 z divodu zvySeni stability 1L-37 pouze pii zanétlivych stavech. K deleci
exonu 5 dochazi naptiklad pfi stimulaci LPS (Bufler et al., 2004). Prekurzor IL-37 je §tépen
kaspazou-1 na maturovanou formu (Kumar et al., 2002). Pouze maturovana forma IL-37 je

translokovana do jadra, kde vyrazné sniZzuje expresi prozanétlivych cytokini TNF-a, IL-1a,

w1

Protein pro IL-37 se vyskytuje pfevazné v cytoplazmé monocytt, zatimco ve tkanich
je nejvice v plazmatickych buiikach. V buiice se nachazi v tésné blizkosti Golgiho aparatu,
endoplazmatického retikula a plazmatické membrany, coz naznacuje, ze 1L-37 by mohl byt

uvolnovan sekre¢nimi vacky (Bufler et al., 2002; Kumar et al., 2002).
4.3.2 Biologické funkce

Zvysenou expresi IL-37 v PBMC zpisobuji nékteré prozanétlivé cytokiny a dalsi
zangtlivée stimuly (TLR ligandy, TNF-a, IFN-y, IL-18, IL-1B a TGFp). Je tedy
okolnich tkani. Naopak IL-12, IL-32 a IL-4 spolecné s GM-CSF inhibuji expresi IL-37. GM-
CSF spolecné s IL-4 zpisobuji diferenciaci monocytii na DC. IL-37 negativné piisobi na
aktivaci DC a snizuje u nich expresi MHC Il a CD86. To souhlasi s teorii, Ze diferenciace DC

je dusledkem rozsahlého zanétu. (Boraschi et al., 2011; Nold et al., 2010).
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U IL-37 transgennich mysi byla, po stimulaci LPS, niz§i hladina prozanétlivych
cytokind IL-1B, IL-6, IL-17 a zvySend hladina IL-4, IL-10 a IL-13 v plazmé¢. Je tedy mozné,
ze IL-37 podporuje Th2 imunitni odpovéd’, tim ze zvySuje produkci IL-4 a IL-13 a potlacuje
Thl a Th17 odpovéd inhibici produkce prozanétlivych cytokinti. U mySich makrofagt
RAW264.7 byly po zanétlivé stimulaci naméteny snizené hladiny TNF-a, M-CSF, GM-CSF,
BCA-1, MCP-5, IL-1a, IL-6, IL-23 a IL-1Ra (Nold et al., 2010; Quirk and Agrawal, 2014).

K translokaci IL-37 do jadra pfispiva molekula Smad3. Inhibice Smad3 rusi funkce
IL-37 a tim dochazi ke zvySené produkci prozanétlivych cytokini TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6
a IL-8 (Nold et al., 2010).

4.3.3 Receptory

-----

Prozéanétlivy cytokin IL-18 byl prvné popsan roku 1989 jako interferon y indukujici faktor
(Nakamura et al., 1989) a roku 1995 byl pfejmenovan na IL-18 (Okamura et al., 1995). IL-18
je produkovan velkym mnozstvim bunék; makrofagy, T a B lymfocyty, Kupfferovymi
bunikami, keratinocyty, osteoblasty, DC, mikrogliemi a astrocyty. Podili se na Thl a Th2
imunitni odpovédi. IL-18 spoleéné s IL-12 pfispivaji k Thl imunitni odpovédi. 1L-18 je
schopny indukovat tvorbu interferonu y (IFN-y) za pomoci IL-12 nebo IL-15, které zvysuji
expresi IL-18Rp. Spolecné se podileji na lokalni zanétlivé reakci. IL-18 sam o sob& IFN-y
neprodukuje. Bez I1L-12 a IL-15 indukuje produkci IL-4 a IL-13, ptispiva i k Th2 odpovédi.
Krom¢ IFN-y indukuje produkci TNF-a, GM-CSF a IL-1 v imunitnich buiikdch. Hraje
dulezitou roli v obrané proti intracelularnim bakteriim, prvoktim, houbam a virim (Nakanishi
et al., 2001). IL-18 blokuje syntézu proteoglykani v chondrocytech, kterd je nezbytna
K udrzeni zdravé chrupavky (Joosten et al., 2000) a zvySuje expresi adhezivnich molekul
VCAM-1 na endotelidlnich bunikach nezavisle na IFN-y (Carrascal et al., 2003). IL-18 ma i
protektivni funkce. U mySi deficientnich na kaspdzu-1 byla vyvoldna kolitida pomoci
natriumdextransulfatu. Po podani IL-18 doslo ke zlepseni stavu a hojeni (Dupaul-Chicoine et
al., 2010). Prekurzor je stépen kaspazou-1 na maturovany IL-18. Receptor IL-18 ma dvé
podjednotky, které vedou k ptenosu signalu. Prvni je IL-18Ra, ktera na sebe s nizkou afinitou
vaze tetézec pro maturovany IL-18 a je exprimovana na vétSiné bun€k. Druhd je IL-18Rp,
ktera vaze IL 18 s vysokou afinitou, ale vétSina bun€k ji netvofi, exprimuji ji DC a T

lymfocyty, naopak mezenchymalni bunky ji bézn¢ neexprimuji (Kim et al., 2005).
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IL-37 a IL-18 jsou z prekurzorl $tépeny na maturovanou formu pomoci kaspazy 1 a
sdileji dvé konzervované aminokyseliny (Glu-35 a Lys-124), které se ucastni interakci mezi
IL-18Ra a IL-18BP (Bufler et al., 2002).

Vazebny protein pro I1L-18 (IL-18BP) je konstitutivné sekretovany cytokin, ktery se
s vysokou afinitou vaze na IL-18 a tim zabrafiuje jeho vazb¢ na IL-18Ra a IL-18Rp. IL-18BP
je svou strukturou podobny receptoru SIGIRR, oba maji pouze jednu Ig doménu. IL-18BP
ma vys$i afinitu nez IL-18Ra (Kim et al., 2000). Jak jiz bylo napsano vyse, IL-18 indukuje
sekreci IFN-y a dalSich cytokinti a ovlivituje mnoho bunék imunitniho systému. Tim, ze IL-
18BP brani vazbé k jeho receptoru, ma dulezitou funkci v regulaci Thl i Th2 imunitni
odpovédi (Nakanishi et al., 2001). Mnozstvi IL-18BP v séru je 2000-3000 pg/ml, zatimco
hladiny IL-18 v tom samém séru se pohybuje mezi 80-120 pg/ml (Novick et al., 2001). Pti
chorobach, kde IFN-y hraje patologickou roli, jsou hladiny IL-18 i IL-18BP zvyseny, avSak
hladiny vazebného proteinu nejsou natolik vysoké, aby mohly regulovat mnozstvi IL-18
(Mazodier et al., 2005). Na IL-18BP se s nizkou afinitou vaze i IL-37. Bylo zjisténo, ze
vazba IL-37 na IL-18BP zvysi schopnost inhibovat IFN-y 0 25-30%. Komplex IL-37 a IL-
18BP se vaze na IL-18Rp a inhibuje tak aktivitu IL-18 (Bufler et al., 2002).

Prekurzo
maturované¢ho 1L-37 (Kumar et al., 2002). Ackoliv se IL-37 vaze na IL-18Ra, tak neplisobi
jako antagonista ani jako agonista pro IL-18 a neovliviiuje stimulaci produkce IFN-y (Bufler
et al., 2002).

IL-37 navazany na IL-18Ra na sebe miiZze vazat i jiny receptor nez IL-18Rp, naptiklad
receptor SIGIRR. SIGIRR (single-immunoglobulin interleukin-1 related receptor) je znamy
také tako TIR-8 (Toll/interleukin receptor 8) nebo také IL-1R8. IL-37 na sebe vaze IL-18Ra a
SIGIRR pusobi jako jeho koreceptor (Li et al., 2015), pticemz IL-37 neni schopen potlacit

LPS stimulovanou tvorbu cytokint, ani aktivitu MAPK (mitogeny aktivované protein kinazy)

vvvvvv

/////

(Lietal., 2015).

4.3.4 1L-37 u dalSich onemocnéni

Pritomnost zvySené hladiny IL-37 byla nalezena jiz u nékolika zanétlivych

onemocnéni (Obrazek €. 2). Ve vétsing piipadt IL-37 snizuje hladiny prozéanétlivych cytokinti
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a jeho hladina je zavisld na hlading zanétlivych stimulii. Po podané 1€cbé vétSinou klesa

hladina prozanétlivych cytokint spole¢né s 1L-37.

” Ateroskerdza ]
koronarni

syndrom

syndrom

Psoriaza
Zvysena exprese
IL-37 u lidskych

Revmatoidni chorob
artritida
HepatitidaBaC

Meta bDIIEk"r THFa indukovany IP-10 ve s5€ ZvySenymi
syn drom strevnich subepitelidlnich hladinami AST
mycfibroblastech nebo ALT

Obrazek ¢. 2: Piehled chorob souvisejicich se zvy$enou hladinou 1L-37

ALT = alaninaminotransferaza, AST = aspartataminotransferaza, CXCL8 = interleukin 8,
IBD = idiopatické stfevni zanéty, IL-6 = interleukin 6, IP-10 = IFN- indukovany protein 10,
SLE = systémovy lupus erythematodes, S100A7 = S100 kalcium vazebny protein A7

(psoriasin), TNF-a = tumor nekrotizujici faktor a
(Pfevzato z Quirk a Agrawal, 2014)

Obezita

IL-37 ma4 roli v metabolismu tukti. V préci z roku 2011 byla métfena hladina cytokin(
IL-1 rodiny u 21 pacienti s morbidni obezitou pied a Sest mésicti po operaci bandaze zaludku.
Pted operaci byla mRNA IL-37 signifikantné vyssi v subkutdnnim a viscerdlnim tuku nez
vjatrech. Sest mésici po operaci se exprese IL-37 vV jatrech nezménila, zatimco
Vv subkutdnnim a visceralnim tuku byla zvySena. Lze tedy predpokladat, Ze zvySend hladina

IL-37 podporuje snizovani télesné hmotnosti (Moschen et al., 2011).
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Na mySim modelu bylo zjiSténo, ze IL-37tg mysi mély niz§i vahu, nizsi vyskyt
inzulinové rezistence v odpovédi na HFD (high fat diet), niz$i hmotnost a velikost adipocytl
nez WT (wild type) mysi. IL-37 aktivuje AMPK (AMP-activated protein kinase) a snizuje
diferenciaci tukovych bunék. Exprese IL-37 v lidské tukové tkani nepiimo koreluje se
zavaznosti zanétu tukové tkané a vznikem inzulinové rezistence. Je tedy mozné, ze 1L-37 by
mohl mit G¢inek pfi zmirnéni nezddoucich u¢inkd obezity, vCetné diabetu mellitu 2. typu

(Ballak et al., 2014).
Kardiovaskuliarni onemocnéni

Dalsim onemocnénim, ve kterém IL-37 hraje dilezitou roli je aterosklerdza. 1L-37 je
produkovéan pénovymi buitkami z aterosklerotickych plakti v koronarnich a krénich tepnach.
Je tedy mozné, Ze IL-37 ovliviiuje makrofagy ve vyvoji na pénové bunky. Role makrofagh ma
ve vzniku aterosklerdzy nezastupitelnou roli, at’ uz jako scavengerové (uklizeci) receptory,
jako bunky prezentujici antigen T lymfocytim, jako producent prozanétlivych cytokind,
MMP a dalsich. IL-37 ma u ateroskler6zy protektivni funkci, ale pfesny mechanismus jeho
pusobeni zistdvda dosud neobjasnény. Jednou z moZnosti je, Ze sniZzuje produkci
prozanétlivych cytokinli nebo zabranuje aktivaci makrofagh a DC. Zabrana aktivace

makrofagu je jedna z moznych cest vedouci k terapii aterosklerozy (Wu et al., 2013).

Hladina IL-37 byla také zvySena u pacientd s akutnim koronarnim syndromem
spole¢né s IL-18BP a IL-18. Hladina IL-37 pozitivné korelovala se zvySenim CRP a IL-18,
negativné pak s pfitomnosti ischemické choroby srde¢ni a ejekéni frakci levé komory.
Predpoklada se, z hladiny IL-37 byly nejspise zvySeny v disledku nadmérné zanétlivé reakce

organismu (Ji et al., 2014).

Psoriaza

rrrrr

Vv koznich 1ézich u pacientl s psoridzou oproti kizi zdravych kontrol. Jednou z moznych
pfiin psoridzy je zvySena interakce mezi rezidentnimi koznimi bunkami (hlavné
keratinocyty) a imunitnimi bufikami, hlavn¢ Thl, Thl17 a Th22. Pomoci
imunohistochemického barveni lidskych psoriatickych 1ézi bylo zjisténo, ze 1L-37 je silné
produkovan pamétovymi T builkami a makrofagy a zvySend exprese IL-37 Vv lidskych
keratinocytech (linie HaCaT) tlumi produkci chemokinu CXCL8, S100A7 a IL-6.

Pro pokusy in vivo byl pouzit model K14-VEGF (keratin 14 VEGF) transgennich

my$i. U téchto mysich modelti dochazi ke spontannim zanétim kize a dalSim piiznakiim
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podobnych lidské psoridze. Mysi byly rozdéleny na tii skupiny a byl jim podavan kontrolni
plazmid, médium a IL-37. Mysi léCeny IL-37 mély jen mirné pfiznaky; sotva viditelné
zaCervenani a Supéni kiize. Ostatni mySi mély Supinatou a zarudlou kuzi, typickou pro
psoridzu a na histologickych fezech psoriatickych plakii byla patrna epitelidlni parakeratoza
(nedokonalé rohovéni) a tézka infiltrace lymfocytli do dermalnich a epidermalnich vrstev.
Mysi léCeny IL-37 mély mén€ zévaznou hemangiektazii (rozSifeni cév) a epitelidlni
hyperplazii. Dale byla u mysi 1écenych IL-37 nizsi hladina IFN-y nez u zbylych dvou skupin
(Teng et al., 2014).

Systémovy lupus erythematodes (SLE)

Hladiny IL-37 byly vyss8i u pacientt a aktivni formou SLE nez u pacientl s neaktivni
formou nemoci a zdravych kontrol. Hladina mezi neaktivni formou a zdravymi kontrolami se
nelisila. Mnozstvi IL-37 korelovalo s aktivitou nemoci SLE a exprese prozanétlivych

cytokinti IL-1p, IL-6, TNF-a v PBMC na genové i proteinové trovni byla po stimulaci IL-37

ey wa1e

Idiopatické stFevni zanéty (IBD)

Role IL-37 byla popsana i u IBD, konkrétné u Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy.
Byla zjisténa piitomnost IL-37 ve stfevnich epitelidlnich bunkach a v infiltrovanych bunkach

v lamina propria. Naproti tomu ve zdravé stfevni sliznici se protein IL-37 nevyskytoval.

Exprese IL-37 byla zkoumana i na lidské stfevni linii epitelidlnich bun¢k T84.
Zatimco u PBMC mohou stimulovat expresi IL-37 prozanétlivé stimuly (LPS, 1L-18, IL-1,
IFN-y a TGF-B), tak na linii T84 neméla stimulace pomoci LPS, IL-1B a TGF-f zadny vliv.
Naopak IFN-y a IL-4 expresi IL-37 snizovaly. Genova i proteinova exprese byla zvySena po
stimulaci TNF-o. Z téchto vysledku vyplyva, ze exprese IL-37 ve stfevnich epitelidlnich
bunikach a v PBMC se lisi a je fizena rliznymi mechanismy specifickymi pro rizné druhy

bunék (Imaeda et al., 2013).

Guillain-Barré syndrom (GBS)

GBS je autoimunitni onemocnéni, kdy imunitni buniky napadaji periferni nervy a dochézi
k polyneuropatii. IL-37 byl méfen v plazmé a cerebrospinalni tekutin¢ (CSF). 1L-37, IL-17A,
TNF-a a IFN-y byly zvySeny v plazmé u GBS pacientii oproti zdravym kontrolam. V CSF
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byly zvyseny hladiny IL-37 a IL-17A, hladiny TNF-a a IFN-y se nelisily. Hladina 1L-37
pozitivné korelovala s IL-17A, TNF-a a IFN-y v plazmé a IL-17A v CSF. Hladiny IL-37 a IL-
17Av CSF a hladiny TNF-a v plazmé pozitivné korelovaly s ukazatelem aktivity nemoci

GBS. Po 1é¢bé imunoglobuliny klesly hladiny v§ech méfenych cytokinu (Li et al., 2013a).
Hepatitidy

vyvolana hepatitida pomoci konkavalinu A (ConA) mély po podani IL-37 niz8i hladiny
prozanétlivych cytokinu IL-9, IL-6, IL-5 a IL-1p (Bulau et al., 2011). Dale byl vliv 1L-37
studovan na pacientech s chronickou hepatitidou B a C. Po 1écbé Telbivudinem hladina IL-37

klesala. Dale bylo zjisténo, ze pacienti se zvySenou hladinou AST a ALT méli i vyssi hladiny

IL-37 v séru (Li et al., 2013b).
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5. Metodika

5.1 Biologicky material
Synovialni tkan

Synovialni tkan pacientt S RA a kontrolni skupiny jedincu s osteoartrézou (OA) byla
ziskana pii kloubnich operacich (napft. artroskopie zapésti nebo endoprotéza kolennich
kloubti) diky spolupraci s I. Ortopedickou klinikou Fakultni nemocnice v Motole. Tkan byla
rozdélena na dve ¢asti odbornym pracovnikem a déle zpracovéana. Prvni ¢ast byla nastiihdna a
nasazena do kultivagnich lahvi o obsahu 175 cm? spolecné se specifickym médiem pro rast
fibroblastt (DMEM-F12). Primarni kultury adherovanych fibroblasti byly dale pasazovany
pomoci trypsinu. Trypsin se pouziva k tzv. trypsinizaci, pfi které dochazi k naruSeni bunécné
adheze (tzv. nastépeni aminokyselin adheznich proteinit). Minimaln¢ ve ¢tvrté pasazi byly

plné€ diferenciované fibroblasty pouzity k pokustim.

Druha ¢ast synovialni tkané byla fixovana pomoci 4% formaldehydu (ucelem je
zabranéni samovolnému rozkladu tkani) a ptikrojena na velikost standardniho vzorku.
Nasledné byly vzorky odvodnovany vzestupnou alkoholovou fadou, projasnény v laznich
xylenu a prosyceny v rozpuSténém parafinu. Vzorky byly zality parafinem do tkanovych
blockil a po ztuhnuti nakrdjeny mikrotomem na tenké fezy a pfeneseny na podlozni sklicko.
Sklicka se mnechala wusuSit a nasledné byla pouzita pro jednotlivé metody

imunohistochemického (IHC) ¢i imunofluorescenéniho (IF) barveni.
Krevni sérum a synovialni tekutina

Vzorky synovidlni tekutiny a krevniho séra byly ziskdny od pacientd
Revmatologického ustavu. Pacienti méli prokazanou diagnézu RA a OA. Sparované vzorky
krve a synovialni tekutiny byly ihned po odbéru centrifugovany a skladovany pii teploté -
80°C az do zpracovani. Pfed zacitkem pokusu byly vzorky se synovidlni tekutinou
inkubovany s enzymem hyaluronidasou po dobu 30 minut pii 37°C. Tuto praci provadél

odborny pracovnik.

Vzorky séra a synovidlni tekutiny byly méfeny ELISA kitem podle ndvodu vyrobce
(AdipoGen, Svycarsko, Liestal). Méfeni probihalo na ELISA readeru SUNRISE (Tecan,
Rakousko, Salzburg) pfi vinové délce 450 nm. Vysledky byly zpracovany pomoci programu

Kim 32 (Schoeller instruments, s.r.0., Ceska republika, Praha).
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Zobrazovaci metody

K analyze preparatu byl pouzit digitalni mikroskop BX53 s kamerou DP80 pii pouziti
objektivl se zvétSenim 4x, 10x, 20X, 100x V piipad¢ 100x zvétSeni byl k zobrazeni snimku
pouzit imerzni olej. Snimky byly zpracovany v programu CellSens Standard
(Olympus, Pensylvanie, Allentown).

5.2 Roztoky a chemikalie

Seznam chemikalii a roztokl pouzitych pro zhotoveni této prace je uveden v Tabulce €. 5.

Chemikalie
Stimulace fibroblastu
ThermoFisher Scientific, Massachusetts,

trypsin (0,05% Trypsin EDTA 1x) Waltham

merkaptoetanol (2-Mercaptoethanol) Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis
lyzacni pufr (Buffer RLT) Qiagen, Némecko, Hilden

FBS (Fetal Bowine Serum) Biowest. Francie, Nuaillé

médium DMEM F12 Lonza, §V}'Icarsko, Basel

rIL-37 (Recombinant Human IL-37/IL-1F7

Protein, CF) R&D Systems, Inc., Kanada, Minneapolis

LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis
coli 026:B6) ’ ’

Izolace RNA
DNasa (DNase) Roche, Némecko, Mannheim
Reverzni transkripce a PCR
ThermoFisher Scientific, Massachusetts,

TagMan® Universal PCR Master Mix

Waltham
PCR Ultra H20 Top-Bio, Ceska republika, Praha
.. . ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
Mustiscribe Reverse Transcriptase
Waltham
25x NTP Mix, 100 mM ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
Waltham
10x RT Buffer ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
Waltham
10x RT Rundom Primers ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
Waltham
TagMan® Gene Expression Assays (IL-1B, | ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
IL-6, IL-18, IL-18BP, TNF-a, B-actin) Waltham
Barveni
xylen Penta, Ceska republika, Praha
1sopropanol (Isopropylalkohol ¢isty) Penta, Ceska republika, Praha

34


https://cs.wikipedia.org/wiki/Pensylv%C3%A1nie

etanol (Etanol absolutni)

Penta, Ceska republika, Praha

HCI (Hydrochloric acid solution) (c=6 mol/l)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis

eosin (Eosin Y solution alcoholic)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis

hematoxylin (Hematoxylin solution
according to Mayer)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis

citratovy pufr (Target Retrieval Solution,
10x)

Dako, Dansko, Glostrup

enzymova blokace (Dual Endogenous
Enzyme Block)

Dako, Dansko, Glostrup

negativni kontrola (Negative control rabbit)

Dako, Dansko, Glostrup

primarni protilatka (Anti-1L37 antibody,
polyclonal rabbit)

Abcam, Velka Britanie, Cambridge

sekundérni protilatka konjugovana s
kfenovou peroxidazou (Polyclonal goat,
Anti-rabbit immunoglobulins/HRP)

Dako, Dansko, Glostrup

substratovy pufr (DAB+ substrate buffer)

Dako, Dansko, Glostrup

chromogen (DAB+ Chromogen)

Dako, Dansko, Glostrup

pfipeviiovaci médium (Mounting Medium)

Dako, Dansko, Glostrup

BSA, hovézi sérovy albunim (BSA, Bovine
Serum Albumine)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis

triton (Triton™ X-100)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis

sekundérni protilatka pro IF barveni (Goat
Anti-Rabbit [gG H&L (Alexa Fluor® 488)

Abcam, Velké Britanie, Cambridge

anti-CD68 (Mouse monoclonal [KP1] to
CD68)

Abcam, Velké Britanie, Cambridge

anti-CD3 (Rabbit monoclonal [SP7] to CD3)

Abcam, Velka Britanie, Cambridge

anti-CD20 (Mouse monoclonal [L26] to
CD20)

Abcam, Velké Britanie, Cambridge

anti-vimentin (Monoclonal Anti-Vimentin
antibody produced in mouse)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride)

ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
Waltham

pfipeviiovaci médium pro IF barveni
(Fluorescence Mounting Medium)

Dako, Dansko, Glostrup

specifické sekundarni protilatky pro IF
barveni:

- Goat Anti-Mouse IgM mu chain (Alexa
Fluor® 647)

Abcam, Velka Britanie, Cambridge

- Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor®
647)

Abcam, Velké Britanie, Cambridge

PFA (Paraformaldehyde)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis

a-SMA (Monoclonal Anti-Actin, o Smooth
Muscle)

Sigma-Aldrich, Missouri, St. Louis
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Roztoky

etanol 80%, 95% (v/v)
isopropanol 70%, 80%, 90%, 96%, 98% (v/v)

PBS (na 1 litr) 10g NaCl, 0,259 KCl, 1,459 NazHPOy,
0,259 KH,PO,, destilovana voda (w/v)

2% BSA (w/v) v PBS

1% HCI (v/v) v 70% isopropanolu
0,2 % triton (v/v) v PBS

4% PFA (w/v) v PBS

Tabulka €. 5: Prehled pouzitych chemikalii a roztokt

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny roztoky byly fedény destilovanou vodou.

5.3 Kultivace bunék

Ctyii linie RA synovialnich fibroblastd byly ve &tvrté pasazi ztrypsinizovany,
spocitany pomoci piistroje CASY® Cell Counter System (Model DT, Schérfe System GmbH,
Némecko, Reutlingen) a nasazeny na Sesti jamkové desticky v poctu 80 tisic bunék na jamku
spole¢né s 5 ml kultivaéniho média DMEM-F12. Médium bylo obohaceno antimikrobialnimi
(0,2% streptomycin a 0,2% penicilin) a rastovymi (10% FBS) faktory. Fibroblasty byly
ponechany k adheraci v termostatu (37°C, 5% CO;) do druhého dne. Nasledujici den byly
jamky promyty pomoci PBS a nasledné piidano 1ml 0,1% FBS-DMEM-F12 "starving” za
ucelem sjednoceni rastovych fazi jednotlivych bunék v GO fazi. Bunky byly ponechany v
termostatu po dobu 48h. Nasledné byl do jamek piidan rekombinantni IL-37 (rIL-37)

v riiznych koncentracich (Tabulka €. 6) a ponechan po dobu 72 hodin.

kontrola LPS 100 ng/ml LPS 100 + rIL37 50 ng/ml
LPS 100 ng/ml + rlIL37 100 LPS 100 ng/ml + rIL-37 | LPS 100 ng/ml + rIL-37
ng/ml 200 ng/ml 1000 ng/ml
kontrola kontrola riL37 50 ng/ml
riL37 100 ng/ml riL-37 200 ng/ml riL-37 1000 ng/ml

Tabulka €. 6: Obsah jednotlivych jamek na Sesti jamkové desticce

Poté byly bunky stimulovany 1 upl lipopolysacharidu (LPS) (100 ng/ml). Po ukonceni

stimulace byl bunétny supernatant prenesen do zkumavek a uskladnén v -80°C a bunky
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samotné byly zlyzovany pomoci lyza¢niho pufru s pfidavkem merkaptoetanolu v poméru
1:100. Merkaptoetanol slouzi k inhibici enzymovych vlastnosti RNaz, které¢ by mohly béhem
bunécné lyze poskodit izolovanou RNA. Bunécné lyzaty byly uchovavany v -80°C do

nasledného zpracovani.

5.4 lzolace RNA

RNA ze synovidlnich fibroblastli pacienti s RA byla ziskana pomoci pfistroje MagNA
Pure Compact (Roche, Némecko, Mannheim). Pfistroj slouzi k rychlé izolaci RNA z 1 az 8
vzorkll. Pfed pouzitim piistroje se pfipravily tii fady zkumavek po osmi. Nejblizsi tada
zustala prazdna, do prostiedni se ptida 20 pul DNasy a do treti fady se da 350 ul vzorku.
Zkumavky se daji do specialniho stojanu, ktery je soucasti pristroje. Jednotlivé faze izolace
jsou popsany na Obrazku ¢. 3. Kone¢ny objem byl 50 pul. Ziskand RNA byla uchovavana v -
80°C.

Fa
Vzorek Homogenizace Navazani DNA Magneticka Odstranéni Magneticka Eluce DNAza
bunék a proteind na povrch separace zbylych separace zvysené
pomoci lyza¢niho magnetickych komplexu bunék komplexu teploty, za
pufrua sklenénych mag. Castice- promytim mag. Castice- soucasné
proteindzy K Castic DNA DNA separace
mag. Castic

Obrazek €. 3: Princip izolace RNA pristrojem MagNA Pure Compact
(https://lifescience.roche.com/wcsstore/RASCatalogAssetStore/Articles/05636248001_02.12.
pdf)
5.5 Reverzni transkripce

Jednotlivé mRNA byly pfepsany pomoci reverzni transkripce do komplementarni
DNA (cDNA). SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce €. 7. VSechny slozky reakéni
smési byly michany na ledu a pfed pouzitim centrifugovany na centrifuze MyFuge

(Benchmark, USA, Nex Jersey) 2000 x g.
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Komponenty Objem na 1 vzorek (ul)
10x RT Buffer 2
25x dNTP Mix (100mM) 0,8
10x RT Random Primers 2
Multiscribe™ Reverse Transcriptase 1
PCR Ultra H,O 4,2
RNA 10
Celkovy reakéni objem 20

Tabulka €. 7: Obsah reakéni smési pro reverzni transkripci

Reverzni transkripce probihala podle teplotniho profilu uvedeného v Tabulce €. 8 Vv pfistroji

MyCycler (BioRad, California, Hercules). Vzorky po reverzni transkripci byly nafedény 80 pl

PCR Ultra H,0 a uchovavany v -80°C.

Cas (min) Teplota (°C)
10 25
120 37
5 85
0 4

Tabulka €. 8: Teplotni profil reverzni transkripce

5.6 Polymerazova retézova reakce

Po prepisu RNA do cDNA byla provedena kvantitativni polymerdzova fetézova reakce

qPCR, pii které dochazi k detekci mnozstvi DNA po kazdém cyklu. Jednotlivé komponenty

PCR reakce byly michany na ledu. VSechny slozky reak¢ni smési jsou uvedeny v Tabulce €.

9.

Komponenty Objem na 1 vzorek (ul)
TagMan® Universal PCR Master Mix 12,5
TagMan® Gene Expression Assay 1,25
PCR Ultra H,O 8,25
cDNA 3
celkem na reakci 25

Tabulka €. 9: SloZeni reak¢éni smési pro kvantitativni PCR

Pfed vlozenim do pfistroje byly desticky sto¢eny na PlateFuge (Benchmark, USA,

New Jersey) 400 x g. Reakce PCR probihala podle teplotniho profilu uvedeného v Tabulce ¢
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10. Prvni dvé ¢asti analyzy probihaji v jednom cyklu, zbylé dvé ve 45 amplifikacnich cyklech
na pristroji 7900HT Fast Real-Time PCR Systém (ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
Waltham) s pouziti programu SDS verze 2.4. K analyze ziskanych dat byl vyuzit software RQ
Manager 1.2.1.

Cas Teplota (°C)
2 min 50
10 min 95
15 sec 95
1 min 60

Tabulka €. 10: Teplotni profil gPCR
Pii analyze byly pouzity komeréné dostupné primery, uvedené v Tabulce ¢. 11. Data byla
normalizovana pomoci endogenni kontroly (p-actin). Konefna data jsou zobrazeny

V nasobcich pfi porovnani s nestimulovanou bunéénou linii (x-fold).

Primer Identifikacni Cislo Katalogové Cislo
IL-1P Hs00174097_m1 4331182
IL-6 Hs00985639_m1 4331182
IL-18 Hs01038788_ml 4331182
IL-18BP Hs00271720_m1 4331182
B-actin Hs01060665_g1 4331182
TNF-a Hs01113624 gl 4331182

Tabulka €. 11: Seznam métenych primert pro qPCR
5.7 Imunohistochemické barveni:

. Tkanové tezy ulozené na podloznich sklickach byly zbaveny parafinu pomoci xylenu a

rehydratovany alkoholovou fadou:

o xylen - 3 x 10 minut

o 100% etanol — 2 x 5 minut

o 95% etanol — 5 minut

o 80% etanol — 5 minut

o Preparaty byly promyty destilovanou vodou a vloZeny do nadoby s citrdtovym pufem

nafedéného 1:10 s destilovanou vodou. Odmaskovani pted IHC barvenim mé za disledek
zvySeni intenzity barveni u mnoha primarnich protilatek a u ostatnich Ab je tento postup
vyzadovan, aby se ziskaly pozitivni vysledky.
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. Nadoba byla vlozena do vodni lazn¢ piedehiaté na 65°C. Nasledné byla zvysena
teplota na 97°C, pfi této teploté byly preparaty inkubovany dalSich 20 minut a poté byla
teplota snizena znovu na 65°C.

. Poté byly vzorky promyty v PBS.

. Jednotlivé fezy byly ohraniceny fixem Liquid blocker, ktery brani tiniku tekutiny

. Na kazdy fez bylo piidano 50 pl enzymové blokace, ktera blokuje aktivitu endogenni
peroxidazy, pseudoperoxidazy a alkalické fosfatazy.

. Po 10 minutach pii pokojové teploté (room temperature = RT) byly preparaty omyty
v PBS.

. Daéle byla nafedéna krali¢i primarni polyklonalni protilatka proti IL-37 1:100 ve 2%
BSA.

o Na posledni fez byla ptfidana imunoglobulinové frakce z neimunizovaného krali¢iho
séra, ktera slouzila jako negativni kontrola. 50 ul nafedéné protilatky bylo ptidano na tkanové
fezy. Preparaty byly uchovany ve 4°C do druhého dne (minimalné tfi hodiny).

o Poté byly vzorky znovu promyty v PBS.

o Dale byla natfedéna kozi sekundarni protilatka proti krali¢im protilatkdm 1:200 ve 2%
BSA, ktera pusobila 1 hodinu p#i RT.

o Poté byly vzorky znovu promyty v PBS.

o Dale bylo natedéno 20ul DAB+ chromogenu v 1 ml DAB+ substratovém pufru a
aplikovano na vzorky. Samotnd oxidace HRP substratu pro peroxidazu zptsobuje hnédé
zbarveni. Reakci kienové peroxiddzy, navdzané na sekundarni protilatce, se substratem
(chromogen DAB) vznikne hnédé zabarveni.

. Natfedény substrat byl nejprve aplikovan na zkuSebni sklicko a sledovan pod
mikroskopem, za i¢elem optimalizace vyvijeni barevné reakce.

o Zjisténa doba vyvijeni barevné reakce byla 2 minuty a byla aplikovana na zbylé fezy.

. Poté byly vzorky znovu promyty v destilované vodé a nasledné ponotfeny do
hematoxylinu na 5 minut.

o Poté byly vzorky znovu promyty v tekouci vodé 5 minut.

. Tkanové tfezy uloZzené na podloznich sklickach byly dehydratované vzestupnou

alkoholovou fadou a projasnény xylenem:

o 80% etanol — 5 minut
o 95% etanol — 5 minut
o 100% etanol — 2 x 5 minut
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o xylen - 2 x 3 minut
. Na podlozni sklicko bylo naneseno piipeviiovaci médium a polozeno kryci sklicko.

. Sklicka byla takto ponechana do druhého dne a nésledné analyzovana na mikroskopu.

5.8 Barveni buné¢nych kultur stimulovanych LPS

o Ctyii linie RA synovialnich fibroblastd byly ve &tvrté pasazi trypsinizovany a
nasazeny Vv poctu 5 tisic bun€k na jamku (builky byly pocitdny na piistroji CASY® Cell
Counter System (Model DT Schérfe System GmbH, Némecko, Reutlingen) na osmi jamkové
kultivaéni mikrokomirky Nunc® Lab-Tek™ Chamber ~ Slide™ systém  (Sigma-Aldrich,
Missouri, St. Louis) spoleéné s 500 ul média 10% FBS-DMEM-F12. Poté byly fibroblasty
ponechany adherovat v termostatu (37°C a 5% CO,) od druhého dne.

° Dalsi den byly odmyty neadherované buitkky pomoci PBS a nasledné piidano 300 pl
0,1% FBS-DMEM-F12. Buriky byly ponechany 72 dny v termostatu (37°C a 5% CO,).

o Poté byly bunky stimulovany 0,3 pl LPS (100 ng/ 1ml) na 30 minut a 24 hodin.

Rozvrzeni desticky je uvedeno v Tabulce €. 12.

kontrola 30 min LPS 24 h LPS

kontrola 30 min LPS 24 h LPS

Tabulka €. 12: Obsah jednotlivych jamek na kultivaéni mikrokomurce

o Po uplynuti stimula¢ni doby prozanétlivého LPS byly buiky promyty v PBS.

. Nasledné byly buiiky fixovany pomoci 4%PFA (150 — 200 pul na jamku) po dobu 10
min.

o Po promyti bunék PBS byl pfidan 0,2% permeabilizacni triton na dobu 5 min (150 —
200 pl na jamku).

. Po odsati média zstaly buiiky na dn¢ komurky. Ze sklicka byl sundan polystyrénovy
ramecek a celé sklicko bylo pouzito k imunofluorescen¢nimu barveni.

o Po uplynuti této doby byly jednotlivé jamky ohranieny fixem Liquid blocker a
nasledné¢ bylo na kaZdou jamku ptfidano 50 pl 2% BSA (za ucelem minimalizace
nespecifickych interakci), které piisobilo 1 hodinu pii RT.

o Nasledné byla pfiddna primarni protilatka v poméru 1:200 v 2% BSA, kterd byla

ponechana pies noc v teploté -4°C.
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. Nasledujici den byly jamky promyty v PBS a byla pfidéna sekundarni protilatka
v poméru 1:200 v 2% BSA po dobu 1h pii RT. Od tohoto kroku byla sklicka chranéna pied
svétlem.

. Nésledné byly jamky blokovany pomoci 2% BSA po dobu lh pii RT a pfiddna
primarni mysi protilatka a-SMA proti aktinovym vlaknim cytoskeletu fibroblasti v poméru
1:50 v 2% BSA. Preparaty byly do druhého dne uchovany v teploté -4°C.

o Nasledujici den byly jamky promyty v PBS a ptidana specificka sekundarni protilatka
pro IF barveni v poméru 1:200 v 2% BSA po dobu 1h pfi RT.

o Jamky byly promyty v PBS a na 10 minut pfi RT bylo ptidano fluorescen¢ni barvivo
DAPI v poméru 1:800 v 2% BSA.

o V zavéru byly buiiky promyty destilovanou vodou. Na podlozni sklicko bylo naneseno
ptipeviiovaci médium pro IF barveni a polozeno kryci sklicko. Skli¢ka byla takto ponechana

do druhého dne a nasledn¢ analyzovana na mikroskopu.

5.9 Imunofluorescen¢ni barveni

o Preparaty byly ponechany 1 hodinu v inkubatoru pfi 37°C k uvolnéni parafinu.
o Tkéanové fezy ulozené na podloznich sklickach byly zbaveny parafinu pomoci xylenu a

rehydratovéany alkoholovou fadou:

o xylen - 3 x 10 minut

o 100% etanol — 2 x 5 minut

o 95% etanol — 5 minut

e 80% etanol — 5 minut

o Preparaty byly promyty v PBS a vloZeny do nadoby s citrdtovym pufem natedéného

1:10 s destilovanou vodou. Odmaskovani pfed IF barvenim ma za diisledek zvySeni intenzity
barveni u mnoha primarnich protilatek a u ostatnich Ab je tento postup vyzadovan aby se
ziskaly pozitivni vysledky.

o Nadoba byla vloZena do vodni l4zné piedehiaté na 65°C. Nasledné byla zvySena
teplota na 97°C, pfi této teploté byly preparaty inkubovany dalSich 20 minut a poté byla
teplota snizena znovu na 65°C.

o Poté byly vzorky promyty v PBS.

. Jednotlivé fezy byly ohraniceny fixem Liquid blocker, ktery brani tniku tekutiny

o Na kazdy fez bylo pfidano 50 pul 2% BSA, které plisobilo 1 hodinu k minimalizovani

nespecifickych interakci.
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. Nasledné¢ byly vzorky promyty v PBS.

o Aby doslo k permeabilizaci membrany, bylo na jednotlivé fezy ptidano 50 ul 0,2%
tritonu.

. Po uplynuti 10 minut byly vzorky promyty v PBS.

o Dale byla nafedéna primarni protilatka proti IL-37 v poméru 1:200 v 2% BSA. 50 pl
nafedéné protilatky bylo pfiddno na tkanové fezy. Ty byly nechany ve 4°C ptes noc.

o Pak byly vzorky promyty v PBS.

o Poté byla natfedéna sekundarni protilatka v poméru 1:200 v 2% BSA. Na jednotlivé
fezy bylo piidano 50 ul. Po aplikaci protilatky byly chranény pted svétlem.

o Naésledné byly vzorky promyty v PBS.

o Znovu bylo na kazdy fez pridano 50 ul 2% BSA, které pusobilo 1 hodinu pii RT k
minimalizovani nespecifickych interakci.

o Poté byly nafedény primarni protilatky:

o anti-CD68 v poméru 1:100 v 2% BSA

o anti-CD3 v poméru 1:100 v 2% BSA

o anti-CD20 v poméru 1:50 v 2% BSA

o anti-vimentin v poméru 1:50 v 2% BSA

. 50 ul dané protilatky bylo pfidano na jednotlivé fezy. Sklicka byla nechdna ve 4°C do
druhého dne. Od tohoto kroku byly preparaty chranény pied svétlem.

o Rezy byly umyty v PBS.

. Nasledné byly nafedény specifické sekundarni protilatky v poméru 1:200 v 2% BSA.
Nechaly se pisobit 1 hodinu pti pokojové teploté. Poté byly vzorky promyty v PBS.

. K obarveni jader bylo pouzito fluorescenéni barvivo DAPI nafedéné 1:800 v 2% BSA

na 10 minut pfi pokojové teploté.

. Déle byly preparaty promyty destilovanou vodou.
o Na podlozni sklicko bylo naneseno pfipeviiovaci médium pro IF barveni a poloZeno
kryci sklicko.

Sklicka byla takto ponechana do druhého dne a nasledné€ analyzovéna na mikroskopu.
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5.10 Detekce cytokini ELISA testem

Charakteristika pacientil, u kterych byla méfena hladina IL-37 v synovialni tekutiné a séru
metodou ELISA, je uvedena v Tabulce ¢. 13. Celkem bylo analyzovano 52 pacienti
s etablovanou RA (38 Zen, 14 muzu), kteii splnili klasifikacni kritéria pro RA navrzené ACR

a 49 kontrolnich jedinct s OA kolennich kloubti (33 Zzen, 16 muzii).

RA OA
(synovialni (synovialni
tekutina/sérum) tekutina/sérum)
n=52 n=49
Demograficka data
Vek (roky) 55,5+ 13,9 65,0 £ 10,1
Pohlavi (% Zeny) 73,1 67,4
BMI (kg/m?) 26,6 + 4,8 28,3 +3,7
Délka nemoci (roky) 11,2+11,3 5,3+6,3
Aktivita nemoci
DAS28 ESR (skore) 45+1,5 -
CRP (mg/l) 31,5+49,2 48+173
Pritomnost
autoprotilatek
RF 1gM (%) 59,6 -
anti-CCP (%) 69,2 -
Lécba

DMARD:s (%) 86,5 6,1
Biologicka 1écba (%) 32,6 -
Nesteroidni
antirevmatika (%) 519 653
Glukokortikoidy (%) 61,5 10,2

Tabulka €. 13: Charakteristika pacientii méfenych ELISA testem

Anti-CCP = protilatky proti cyklickému citrulinovanému peptidu, BMI = index télesné
hmotnosti, CRP = C-reaktivni protein, DAS28 = skére hodnoceni aktivity onemocnéni,
DMARDs = chorobu modifikujici antirevmatické 1éky, ESR = sedimentace erytrocyti, RF =

revmatoidni faktor
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Pomoci ELISA (Enzyme Linked-Immunosorbent Assay) testu byla stanovena
produkce cytokinu IL-37.
V piipadé IL-37 byl pouzit IL-37 (human) ELISA Kit (AdipoGen, Svycarsko, Liestal). Jedna
se o sandwichovy ELISA detekujici mnozstvi IL-37 vV télnich tekutindch a bunécénych
supernatantech. Hladiny IL-37 byly detekovany ze séra a synovialni tekutiny u pacienta s RA
a OA. Do 96 jamkové desticky potazené polyklonalni protilatkou proti IL-37 bylo aplikovano
100 pl ptedem nafedéné¢ho standardu a meétenych vzorka. Desticka byla prekryta folii a
nechana ve 4°C pies noc. Nasledné byly jednotlivé jamky promyty pufrem. Poté bylo do
kazdé jamky ptidano 100 pl detekéni protilatky specifické pro IL-37. Desticka se nechala
inkubovat 1 hodinu pii 37°C. Opét byly jamky promyty pufrem a nasledné byl ptidin HRP
konjugat proti kralicimu IgG. Desticka byla znovu inkubovana 1 hodinu pii 37°C. Jednotlivé
jamky byly znovu promyty pufrem a nésledné do nich bylo ptidéno 100 ul TMB (3,3°,5,5"-
tetramethylbenzidin), které slouzi jako substrat pro kifenovou peroxidazu. TMB ptisobilo 10
minut pfi pokojové teplot¢ mimo dosah svétla. Po pfidani zastavovaciho roztoku se barva

zménila Z modré na Zlutou.
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5.11 Statisticka analyza

Prezentovana data jsou uvadéna jako medidn S mezikvartilovym rozpétim. Pro
zpracovani byl pouzit program GraphPad Prism 6.05 (GraphPad Software, Kalifornie, La
Jolla). Ke zjisténi normalni distribuce byl pouzit Kolmogoroviiv-Smirnovuv test normality.
V piipadé zjisténi normalni distribuce byly pouzity testy parametrické, v opaéném piipadé
neparametrické. Pro porovnani skupin byl pouzit t-test a Mann-Whitneyho test. Korelace byly
zjiStovany pomoci Pearsonova a Spearmanova korelacniho koeficientu. Statisticka

vyznamnost je vyjadiena hodnou p; p<0,001 *** p<0,01**, p<0,05 *.
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6. Vysledky

6.1 Protizanétlivy vliv IL-37 na expresi cytokini synovialnimi

fibroblasty stimulovanymi LPS

Po stimulaci LPS byly méfeny cytokiny podilejici se na patogenezi revmatoidni
artritidy, konkrétn¢ prozanétlive IL-1p, IL-6, IL-18, TNF-a a IL-18BP, na ktery se vaze 1L-37
a spolecn¢ blokuji aktivitu IL-18. Pro zjisténi, zda samotny rIL-37 nema vliv na fibroblasty
izolované ze synovidlni tkané pacienti s RA, byla Cast fibroblasti stimulovana pouze
samotnym [L-37. Po stimulaci prozanétlivym LPS doslo ke zvySené expresi vSech méfenych

cytokinii (Obrazek ¢. 4 A-E), pfi¢emz statisticky vyznamna byla pro IL-6 a IL-1B (ob&

w1

vvvvvv

zvySujici se koncentraci IL-37 (Obrazek ¢. 4 A). Z divodu malého poctu vzorki nelze
vyjadfit statistickou vyznamnost. Samotny IL-37 nemél vliv na expresi méfenych cytokinll

Vv zadné z pouzitych koncentraci.
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Obrazek &. 4: Efekt rIL-37 na expresi cytokinll synovialnimi fibroblasty po stimulaci LPS.
Graf A znazornuje expresi IL-6, B) IL-1B, C) TNF-q, D) IL-18 a E) IL-18BP.
IL-18BP = IL-18 vazebny protein, TNF-a = tumor nekrotizujici faktor o
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6.2 Imunohistochemické barveni synovialni tkané

Imunohistochemické barveni bylo pouzito k detekci IL-37 v OA a RA synovialni
tkani. Na tkanové fezy byla aplikovana primarni krali¢i protilatka proti IL-37. Nasledn¢ pak
kozi sekundarni protilatka proti kralicim protilatkdm. Poté byly vzorky inkubovany
V substratu, ktery byl pfeménén enzymem na hnédy produkt. Z Obrazku €. 5 vyplyva, ze IL-
37 je zvysené tvoien v RA synovidlni tkéni. Intenzivné se barvi ob¢ vrstvy synovidlni tkdné
RA pacientd, zejména pii pfitomnosti infiltratu imunitnich bun¢k. Naopak Vv nezanétlivé

artrotické tkani je IL-37 pfitomen ve vrchni vrstvé synovidlni tkané a to prevazné

v synovialnich fibroblastech (Obrazek ¢. 5 A a E)
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Obrazek ¢. 5: Detekce IL-37 v OA a RA synovialni tkani. Obrazky A a E predstavuji hnédé

barveny IL-37 v kolenni synovialni tkani OA pacienta. Negativni kontrola je zobrazena na
obrazcich B a F. Obrazky C a G ukazuji hnédé¢ barveny IL-37 v synovialni tkani RA pacienta.

Obrazky D a H znazoriuji negativni kontrolu. Modfe obarvena jsou buné¢na jadra.
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6.3 Imunofluorescen¢ni barveni bunéénych kultur synovialnich
fibroblastu

Pro zjiSténi intenzity a lokalizace IL-37 byly kultury synovidlnich fibroblastt
stimulovany LPS po dobu 30 minut a 24 hodin a nasledné¢ imunofluorescencné obarveny.
Vysledky jsou znazornény na Obrazku ¢. 6 pii 20x zvétSeni. Z obrazku je patrné, ze 1L-37 je
produkovan synovidlnimi fibroblasty a lokalizovan je zejména v jadie. NejvEtsi intenzita

barveni je po 30 minutové stimulaci LPS.
a-sma merge

DAPI IL-37

co

0,5 h LPS

24 h LPS

Obrazek €. 6: Syntéza IL-37 synovidlnimi fibroblasty po stimulaci LPS. Modie jsou

obarvena bunécnd jadra, zelené IL-37 a Cervené synovialni fibroblasty.

6.4 Imunofluorescen¢ni barveni synovialni tkané

Pro zjisténi, které buniky v RA synovidlni tkani produkuji IL-37 byly fezy synovialni
tkdn¢ obarveny fluorescencnim barvivem. Obrazek €. 7 ukazuje, ze IL-37 je produkovan

synovialnimi fibroblasty, makrofagy, B a T lymfocyty.
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Obrazek €. 7: Syntéza IL-37 synovialnimi fibroblasty (A), B-lymfocyty (B), T-lymfocyty (C)

a makrofagy (D). Jadra jsou znacena modte, IL-37 zelené a detekované bunky cervené.
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6.5 Lokalni a cirkulujici hladiny IL-37

Hladiny IL-37 byly méfeny v synovidlni tekutin€ a séru u pacientti s RA a OA pomoci
ELISA testu. Vysledky méfeni na Obrazku €. 8 ukazuji, Ze hladina IL-37 byla signifikantné
vysS8i v séru, nez v synovidlni tekutiné RA 1 OA pacienti (obé¢ p<0,0001). Statisticky
vyznamny rozdil byl nalezen mezi koncentraci IL-37 v synovidlni tekutin¢ (p=0,0017) mezi
RA a OA pacienty. Naopak nebyl nalezen rozdil hladin v séru (p=0,1616). Obrazek ¢. 9
ukazuje expresi [L-37 v séru a synovialni tekutin€ od jednotlivych pacientll. Z grafu je patrné,
ze u 40 pacientii byla hladina IL-37 vys$i v séru, nez v synovialni tekutiné a pouze u 12

pacientll tomu bylo naopak. Hladiny IL-37 v séru a synovialni tekutiné mezi sebou vyznamné

korelovaly (Obrazek ¢. 10).
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Obrazek ¢. 9: Pary hladin 1L-37 méfenych v séru a synovialni tekutiné u pacientti s RA.
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Obrazek €. 10: Korelace IL-37 mezi sérem a synovialni tekutinou u RA pacientu.
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6.6 Korelace IL-37 s klinickou aktivitou RA

Koncentrace IL-37 v séru i synovidlni tekutiné negativn¢ korelovala s vékem RA
pacientd (Obrazek ¢. 11 A a D). To nebylo pozorovano u kontrolni skupiny OA pacientu.
Sérové hladiny IL-37 negativné korelovaly s vysokodenzitnim lipoproteinem (HDL) a
pozitivné s aterogennim indexem u pacientd s RA (Obrazek ¢. 11 B a C). Hladiny IL-37
Vv synovialni tekutiné pozitivné korelovaly se sérovou hladinou CRP (Obrazek ¢. 11 E).
Koncentrace IL-37 vséru (p=0,6190) a synovialni tekutin¢ (p=0,8738) nekorelovala
s aktivitou nemoci podle DAS28. Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil hladin IL-37 po
rozdéleni pacientti do skupin s nizkou aktivitou az remisi (< 3,2) a se stiedni a vysokou

aktivitou nemoci (> 3,2) (Obrazek ¢. 11 G a H).
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Obrazek ¢. 11: Korelace IL-37 s klinickymi parametry. 1L-37 v séru negativné koreloval s

vékem (A), s HDL (B) a pozitivné s aterogennim indexem (C) u pacientii s RA. Hladiny IL-

37 v synovialni tekutiné negativné korelovaly s vékem (D) a pozitivn¢ se sérovou hladinou

CRP (E). Porovnani hladin IL-37 v séru (G) a v synovialni tekutiné (H) u RA pacientd,

rozdelenych podle skore aktivity onemocnéni DAS2S.

CRP = C-reaktivni protein, DAS28 = skore hodnoceni aktivity onemocnéni, HDL

vysokodenzitni lipoprotein
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6.7

Vliv farmakologické 1é¢by na produkci I1L-37

Hladiny IL-37 vséru a synovialni tekutiné¢ byly mezi sebou porovnavany podle

podané 1écby. Pouze pii pouziti biologické 1écby byl pozorovan trend v rozdilu sérovych

hladin IL-37, pacienti na biologické 1é¢bé méli niz$i hladiny IL-37 v séru neZ pacienti bez této

terapie (p=0,0615) (Obrazek

¢. 12 B). Jinak mezi skupinami pacientt 1écenych NSA, GK

nebo DMARD nebyl nalezen zadny rozdil v hladinach IL-37 (Obrazek ¢. 12 A, C a D).
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Obrazek €. 12: Rozdil hladin IL-37 v séru a synovialni tekutiné RA pacienti rozdélenych

podle podavané 1écby; NSA = nesteroidni antirevmatika (A), biologicka 1écba (B), GK =
glukokortikoidy (C) a DMARD = chorobu modifikujici antirevmatické 1éky (D).
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6.8 VIiv pritomnosti autoprotilatek na I1L-37

Pacienti byli rozdé¢leni do skupin podle pfitomnosti revmatoidniho faktoru a protilatek
proti citrulinovanym peptidim. V séru ani v synovialni tekutiné pacientll s pozitivitou a
negativitou RF nebyl nalezen rozdil v hladinach IL-37 (Obrazek ¢. 13 A a B). Stejné tak nebyl
nalezen statisticky rozdil v sérovych ani synovialnich hladinach I1L-37 mezi pacienty s

pozitivitou a negativitou anti-CCP (Obrazek ¢. 13 C a D).
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Obrazek €. 13: Rozdil hladin IL-37 v séru a synovialni tekutiné RA pacientd rozdélenych
podle pfitomnosti protilatek proti cyklickému citrulinovanému peptidu (anti-CCP) a
revmatoidniho faktoru (RF). Hladiny IL-37 v séru (A) a synovialni tekutin¢ (B) mezi pacienty
s pozitivnim a negativnim RF. Mnozstvi IL-37 v séru (C) a synovialni tekutin¢ (D) mezi

pacienty s pozitivnim a negativnim anti-CCP.
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7. Diskuze

IL-37 je nedavno objeveny cytokin, jehoz role u RA neni zcela objasnéna. Jednim z
cilii této prace bylo porovnat hladiny IL-37 u pacientti s RA oproti kontrolnim jedincim s OA
a zjistit zda IL-37 je specifickym cytokinem tcastnicim se na zanétlivém procesu u RA. Dle
vysledkt byly hladiny IL-37 signifikantné vyS$$i v synovialni tekutiné RA oproti OA
pacientim. U RA i OA skupin byly koncentrace 1L-37 vys$$i v séru neZ v synovialni tekutiné a
sérové hladiny se mezi sebou statisticky nelisily. Tyto vysledky neodpovidaji studii Xia et al.
(2015), kde hladiny IL-37 v séru byly signifikantné vys$i u RA oproti OA pacientim a
zdravym jedincim. To by mohlo byt zplisobeno vyssi aktivitou nemoci a vys§sim CRP
studovanych pacientd. Porovnani exprese IL-37 v synovialni tekutiné¢ mezi RA a OA pacienty
v této studii nebylo uvedeno. Déle byly u RA pacientl naméfeny vyssi hodnoty IL-37
v synovidlni tekutiné nez v séru. To opét nesouhlasi s naSimi vysledky. Mozné vysvétleni
spociva v tom, Ze pro toto porovnani autor vybral pouze 20 pacientl z celkového poctu 150
meéfenych jedinct. Dulezité je také zminit, ze hodnoty IL-37 uvedené ve studii byly méteny
jinym ELISA kitem, neZ tim, jaky byl pouzit pro nasi praci. Pii tésné korelaci s RF lze také
zvazovat chybny vysledek ¢inskych autort, ktery mize byt zapii¢inény nespecifickou reakci
tohoto ELISA testu sIgM-RF. NaSe prace zadny vztah autoprotilatek a hladin IL-37
neprokazala.

Dale jsme zjistili, Ze hladiny IL-37 v séru a synovialni tekutin€ mezi sebou vyznamné
korelovaly. To naznacuje souvislost mezi lokalnim a syst¢émovym zanétem. Pti porovnani IL-
37 v zavislosti na pohlavi nebyl nalezen statisticky rozdil. Koncentrace IL-37 Vv synovidlni
tekuting pozitivné korelovala se sérovou hladinou CRP. Ve studii Zhao et al. (2014) s CRP
korelovaly plazmatické hladiny IL-37 u pacientd s RA. IL-37 v séru i synovialni tekutiné
negativné koreloval s v€kem pacientl. Tedy ¢im nizsi byl veék, tim vyS$si byla hladina IL-37.
Tato korelace nevysla signifikantné u OA pacientd. Z toho vyplyva, Zze mnozstvi 1L-37
nemusi piimo souviset S vékem RA pacientl jako takovym, ale miize spiSe odrazet zanétlivy
stav organismu. Je znamo, Ze ¢im diive se RA projevi, tim mlze byt agresivnéjsi a
S postupem ¢asu choroba muize takzvané vyhasinat. I kdyz nejvice rizikovou skupinou jsou
zeny starSi 65 let, tak 80% pacientd onemocni mezi 30. az 50. rokem véku. To by
vysvétlovalo, pro¢ hladina IL-37 je vyS$i u mladSich pacientd.

Je znama souvislost mezi revmatoidni artritidou a rizikem kardiovaskularnich
onemocnéni (Maradit-Kremers et al., 2005). Z toho divodu jsme u pacienti s RA pocitali

aterogenni index, ktery posuzuje riziko vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (vypocet:
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celkovy cholesterol/HDL cholesterol). Podle nasich vysledku, sérové hladiny IL-37 negativné
korelovaly s HDL a pozitivné s aterogennim indexem. Snizena hladina HDL a zvySena LDL
vede Kk usazovani cholesterolu v cévnich sténach, kde tvoii sklerotické platy. Tukové platy
slouzi jako zasobarna cytokini. To je mozné jednou z pficin zvySené¢ho mnozstvi IL-37, ktery
se tvofi jako obranna reakce proti zdnétu. ZvySené hladiny IL-37 byly nalezeny u nemoci jako
je akutni infarkt myokardu a nestabilni angina pectoris ve srovnani s chronickou ischemickou
chorobou srde¢ni. To potvrzuje teorii, ze IL-37 je zvySen diky nadmérné zanétlivé odpovédi
pii akutnich stavech (Al Shahi et al., 2015). S negativni korelaci s HDL souvisi i pozitivni
korelace s aterogennim indexem, ktery je z hodnoty HDL cholesterolu poéitan. Cim je
aterogenni index vyssi, tim vétsi je i riziko kardiovaskularniho onemocnéni. Al Shahi et al.
(2015) dokonce navrhuji pouzit IL-37 jako novy diagnosticky indikator akutniho koronarniho
syndromu.

Dale nas zajimal vliv 1écby na hladiny IL-37 u RA jedincd. V této prifezové praci
jsme prokazali, ze pacienti, kterym byla podavana biologicka 1é¢ba, méli nizsi hladiny IL-37
V séru oproti pacientiim, kteti byli 1é€eni konvenc¢ni terapii, tj. kterym tato 1écba podévana
nebyla. Statisticky rozdil se pohyboval na hranici vyznamnosti. To souhlasi s vysledky Xia et
al. (2015), u kterych doslo ke snizeni IL-37 v séru po podani anti-TNFa 1é¢by. Ve studii
(Zhao et al., 2014) méfili rozdil hladin IL-37 v plazmé pacienti s ¢asnou RA pred zacatkem
lécby a tfi mésice po 1écbé DMARD. Pacienti odpovidajici na 1é¢bu méli po tfech mésicich
signifikantni pokles IL-37. U pacientli neodpovidajicich na 1é€bu hladiny neklesly. V nasi
studii nebyl nalezen rozdil v séru ani v synovidlni tekutiné mezi pacienty léCenymi a
nelécenymi DMARD nebo glukokortikoidy. Nase prace byla prifezova a nelze zni tudiz
usuzovat na piimy vliv 1é€by na hladiny IL-37, ktery by vyZadoval longitudindlni sledovani.
Toto je dal§im cilem nasi prace.

Také jsme zjistovali rozdil v hladinach I1L-37 mezi pacienty s pozitivitou RF a anti-
CCP. Dle nasich vysledki nebyl nalezen statisticky rozdil mezi seropozitivnimi a
seronegativnimi jedinci. To nesouhlasi se studii Xia et al. (2015), kde sérové hladiny 1L-37
byly vyssi u pacientl s pozitivnim revmatoidnim faktorem a pozitivnimi anti-CCP. Opét to
muze souviset s vyssi aktivitou nemoci a vys§im CRP, nicméné jak je uvedeno vyse, nelze
vyloucit nespecifickou reakci zptsobenou RF-IgM. Porovnévali jsme i hladiny IL-37
rozdélené podle aktivity onemocnéni. Pomoci DAS28 skore byli pacienti rozdéleni na
skupinu s nizkou aktivitou nemoci a s vysokou aktivitou nemoci. Mezi sérem a synovialni
tekutinou nebyl podle aktivity nemoci nalezen statisticky vyznamny rozdil v hladinach IL-37.

To se neshoduje s vysledky Yang et al. (2015) kterym vysel signifikantni rozdil mezi pacienty
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S nizkou, stfedni a vysokou aktivitou nemoci. Rozdilné vysledky lze vysvétlit malym poctem
pacienti ve skupiné s nizkou aktivitou nemoci. Navic naSi pacienti méli vys§i hladiny
sérového CRP, nez pacienti ve studii.
IL-1B a TNF-a). Vzhledem k tomu, ze IL-37 na sebe vaze IL-18BP a spolecné zabraiuji
vazbé IL-18 na receptor (Bufler et al., 2002), nas zajimala i exprese 1L-18 a IL-18BP. Jako
stimulované buniky jsme pouzili RA synovidlni fibroblasty, které jsme inkubovali s LPS.
Synovialni fibroblasty tvoii synovidlni membranu a pifi RA jsou zodpovédné za tvorbu
prozanétlivych cytokinii a metalloproteindz, které pfispivaji k destrukci chrupavky a kosti
(Bradfield et al., 2003). Je znamo, ze u IL-37 transgennich mysi byla, po stimulaci LPS, nizsi
hladina prozanétlivych cytokini IL-1pB, IL-6, IL-17 v plazmé oproti WT mysim (Nold et al.,
2010). U pacientu s RA snizil IL-37 produkci TNF-a, IL-17, IL-6 v PBMC a na IL-10 nemé¢l
popsany zadny vliv (Xia et al., 2015). Z naSich vysledki vyplyva, ze stimulace LPS
signifikantné zvysila expresi IL-6 a IL-1P oproti nestimulované kontrole. U TNF-a a IL-18BP
meéla exprese zvysujici se trend a u IL-18 se exprese po stimulaci LPS nezménila. Exprese IL-
6 klesala se zvySujici se koncentraci IL-37. U vSech méfenych cytokinli jiZz nejnizsi
koncentrace IL-37 (50ng/ml) snizila expresi cytokini oproti LPS stimulované kontrole.
Z divodu malého poctu vzorkl (Ctyfi linie fibroblasti) nebylo mozné data statisticky
vyhodnotit. Abychom potvrdili, Ze zvySena exprese cytokinll byla zpiisobena pouze LPS a IL-
37 nemél na produkci vliv, byly fibroblasty stimulovany riznymi koncentracemi IL-37 bez
LPS. Z vysledkl je patrné, ze samotny IL-37 neovliviioval expresi cytokinli v porovnani
s nestimulovanymi kontrolami. Toto je prvni studie, kdy IL-37 byl zkouman na synovialnich
fibroblastech, lze tedy piedpokladat, Ze vysledky se budou lisit od jinych studii, kdy
K pokusim byly pouzity jiné typy bunék, napt. PBMC. Dalsi rozdil spo¢iva v tom, Ze v této
studii byla méfena exprese mRNA cytokind. Zatimco porovnavané studie hodnotili hladiny
proteind. NaSe vysledky bychom chtéli v budoucnu porovnat 1 na proteinové tirovni.

Imunohistochemické barveni poukazuje na vyssi expresi IL-37 v RA synovialni tkani
nez u OA i. Podle Nold et al. (2010) se I1L-37 nachazi v RA synovialni intime. V této praci
nebylo provedeno porovnani s nezanétlivym onemocnénim. Na podklad¢ nasich vysledki je
patrnd exprese IL-37 vintimé i v intersticiu. V zanétlivé RA synovialni tkani byla vétsi
infiltrace buitkami imunitniho systému, a tim i intenzivnéjsi exprese IL-37 oproti nezanétlivé
artrotické synovialni tkani, ve které se IL-37 vyskytoval prevazné v oblasti intimy.

Je znamo, ze IL-37 je produkovan PBMC (Pan et al., 2001). Pomoci

imunofluorescen¢niho barveni RA synovialni tkané jsme potvrdili, ze IL-37 je tvofen
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makrofagy, T a B lymfocyty. Navic jsme zjistili, ze tento cytokin je tvofen synovialnimi
fibroblasty. Imunofluorescenénim barvenim bunéénych kultur synovialnich fibroblastt
stimulovanych LPS jsme zjistili, Ze IL-37 je nejvice produkovéan po 30 minutové stimulaci.
Mizeme konstatovat, ze IL-37 je protizanétlivy cytokin podilejici se na patogenezi RA
jako obranna reakce proti zanétu, vzhledem ke snizeni exprese prozanétlivych cytokinii v RA
synovialnich fibroblastech. Potvrdili jsme, Ze vétsi mnozstvi imunitnich bun¢k a tim i [L-37 je
Vv synovialni tkani i tekutin€ u pacientd s RA oproti kontrolni skupiné jedinci s OA. Hladiny
IL-37 v séru a synovialni tekutiné mezi sebou vyznamné korelovaly. V dusledku negativni
korelace IL-37 s vékem u RA pacientii a pozitivni korelace s CRP usuzujeme, Ze zvySené
hladiny IL-37 jsou odpovéd na zvySené mnozstvi prozanétlivych cytokint. Proto vlivem
biologické 1é¢by dochazi Kk jeho poklesu. Dle naSich vysledkd IL-37 nekoreluje s aktivitou
nemoci, ani s autoprotilatkami typickymi pro RA. Z toho diivodu usuzujeme, ze IL-37 neni
specifickym cytokinem pro RA, ale celkové se mize podilet na tlumeni imunitnich reakci u
zanétlivych onemocnéni. Dale jsme potvrdili produkei IL-37 makrofagy, T a B lymfocyty a
navic synovialnimi fibroblasty, pficemz hlavni lokalizaci IL-37 bylo jadro. Vzhledem
K negativni korelaci cytokini s HDL cholesterolem a pozitivni korelaci s aterogennim
indexem usuzujeme, ze IL-37 by mohl mit protektivni funkci v metabolismu tukd. Zavérem
muzeme fici, ze tato prace by mohla pfispét klepSimu porozuméni ptirozenym
mechanismiim, které tlumi zanétlivé procesy v organismu. Pro aplikaci I1L-37 jako 1é¢ebného

prostiedku je potieba dalSich studii.
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8. Zavér

o Vysledky této prace umoznily podrobnéji charakterizovat I1L-37 jako protizanétlivy
cytokin tlumici expresi prozanétlivych cytokint u RA.

o U pacienti s RA byla vsynovialni tkani zjisténa zvySena exprese I1L-37 oproti
kontrolni skupiné¢ jedinci s OA. Na expresi IL-37 se ucastni makrofagy, synovialni

fibroblasty, T a B lymfocyty

o Na bunéénych liniich RA synovialnich fibroblastti byl potvrzen protizdnétlivy vliv IL-
37.
o V synovialni tekutiné RA pacientii byla zjisténa vyssi koncentrace IL-37 Vv porovnani

s pacienty s OA a korelace mezi synovialnim IL-37 a sérovymi hladinami CRP.

o Nebyl prokazan rozdil v systémovych hladinach IL-37 mezi pacienty s RA a OA.

o U pacientll s RA nebyl zjistén vztah 1L-37 ke klinické nebo autoprotilatkové aktivite
nemoci, ale k ukazateli aterogeneze.

Nase vysledky tak vedou k lepsSimu pochopeni patogeneze RA a mohou se ¢astecné podilet na

mozném objeveni nového cile pro budouci 1écebné ovlivnéni zanétlivych onemocnéni.
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