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ABSTRAKT

Revmatoidni artritida patfi mezi nejcastéjsi onemocnéni kloubl autoimunitniho
pavodu. Je doprovazena zanétlivymi stavy, které vedou k nevratnym zménam na
kloubech, jejich deformitam, koncicim trvalou invaliditou. LéEba onemocnéni zahrnuje
rezimova opatreni, chirurgickou, ale také farmakologickou Ié¢bu, kterd je u rozvinutych
stavl nezbytna. Glukokortikoidy jsou dualeZitou soucasti [écebného zasahu do pribéhu
a progrese onemocnéni. Navzdory jejich protizanétlivému ucinku, ktery je pro zlepseni
stavu pacienta klicovy, maji pfi dlouhodobém uzivani radu vedlejsich ucink(. V préci se
zamérime na vliv téchto léciv na zmény v expresi mikroRNA u artritickych pacientt
lécenych pomoci pulsnich davek glukokortikoidd. MikroRNA jsou v soucasnosti velmi
intenzivné studovany vzhledem k jejich moZznému vyuziti jako biomarkerd pfti sledovani

prabéhu onemocnéni a ucinek lécby.

Analyza exprese byla provedena metodou kvantitativnich (real-time) PCR arrayi
s reverzni transkripci za pouZiti vlasenkovych primerd, které umoznuji amplifikaci
kratkych usek(, jakymi jsou pravé mikroRNA. Vysledky ukazaly 29 miRNA statisticky
vyznamné rozdilné exprimovanych na hladiné signifikance p < 0,05, z toho 14 miRNA
na hladiné vyznamnosti p £ 0,025 (resp. 7 miRNA na hladiné p < 0.005) u skupiny
pacientl s lé¢bou glukokortikoidy. 21 miRNA bylo rozdilné exprimovanych na hladiné
signifikance p < 0,05, ztoho 15 miRNA na hladiné vyznamnosti p < 0,025 resp. 10
miRNA na hladiné p £ 0.01 (resp. 6 miRNA na hladiné p < 0,002) pfi porovnani
aktivniho onemocnéni s kontrolni skupinou v remisi. Mezi nejvyznamnéjsi pattily
napfiklad miR124a, miR-211, miR-1255B a RNU44, které se vzhledem ke konzistentnim
trendlim a kvantitativné srovnatelnym metodam exprese zdaji byt spojeny s aktivitou
onemocnéni. Naopak miR-9, miR-21, miR-1247a miR-423-5P by mohli souviset
s pfitomnosti autoimunitniho onemocnéni nebo chronického zanétu. Avsak
kvantitativni rozsah genové exprese byl pfilis maly pro zhodnoceni biologické

vyznamnosti a vyZzaduje dalsi prozkoumani a validaci.

Klicova slova: Revmatoidni artritida, glukokortikoidy, mikroRNA



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is the most common joint disease of autoimmune origin. It is
accompanied by inflammatory conditions that lead to irreversible changes in the
joints, their deformities ending with permanent disability. Treatment of the disease
involves routine regimens, surgical, as well as pharmacological treatment, which is
necessary for advanced forms. Glucocorticoids play an important role in the
therapeutic intervention in the course and progression of the disease. In spite of their
anti-inflammatory effect, which is a key to improving the condition of the patient, they
have a number of side effects in the long term-use. In this study, we have focused on
the impact of these drugs on microRNA expression changes in arthritic patients treated
with pulsed doses of glucocorticoids. MicroRNAs are nowadays widely studied due to
their possible use as biomarkers in monitoring disease progression and the effect of

treatment.

MiRNA expression analysis was performed by quantitative real-time PCR array of
754 miRNAs with reverse transcription using stem-loop primers that allow
amplification of short sequences that microRNAs are. Data analysis revealed 29
miRNAs differentially expressed at the significance level p < 0.05, 14 miRNAs were at
significance level p < 0.025 (respectively 7 miRNAs at p < 0.005 level) in the
glucocorticoid-treated group and, respectively, 21 miRNAs differentially expressed at
significance level p < 0.05, of which 15 miRNA at significance level p < 0.025,
respectively 10 miRNA at p £ 0.01 (or 6 miRNA at p £ 0.002) when comparing the active
disease with the control group. For example, miR124a, miR-211, miR-1255B and
RNU44, which, due to consistent trends and quantitatively comparable expression
values, seem to be associated with disease activity. On the contrary, miR-9, miR-21,
miR-1247 and miR-423-5P could be related to the presence of autoimmune disease or
chronic inflammation. However, the quantitative extent of the gene expression
changes was too low for any biology-related conclusions and requires further

investigation and validation.

Key words: Rheumatoid arthritis, glucocorticoids, microRNA



1. UVOD

Revmatoidni artritida (RA) patii mezi nej¢astéjsi zanétliva onemocnéni kloub(
autoimunitniho plvodu. Pro toto onemocnéni je charakteristicky chronicky kloubni
zanét, jenz muzZe jako neléCeny vést k nevratnym zménam na kloubech, jejich
deformitdm a v kone¢ném stadiu a? k trvalé invalidité. V Ceské republice Zije s touto
nemoci az 100 tisic lidi vSech vékovych skupin, prevdiné jsou postizeny Zeny. Lécba
revmatoidni artritidy je komplexni a zahrnuje farmakologickou intervenci v podobé
podavani |ékh ovliviujicich bolest a zanét (nemoc modifikujici antirevmatika,
glukokortikoidy, nesteroidni protizanétlivd léciva), pfipadné chirurgickou lécbu, a

samoziejmé vhodna rezimova opatreni dle fyzického stavu pacienta.

Glukokortikoidy (GC) hraji dalezZitou roli v |écbé revmatoidni artritidy, zejména
pro svlj protizanétlivy a imunosupresivni ucinek. Zasadnim cilem v 1écbé je tedy
potlacit zanét a zabranit destrukci kloubu. Glukokortikoidy jsou velmi ucinné léky,
avsak jejich efekt je doprovazen mnoha nezadoucimi ucinky, hlavné pfi dlouhodobém
uzivani a vyssich davkach.

S hledanim novych zplsobi lé¢by a rozvojem novych metod se rozsitilo i hledani
novych markerd, pomoci kterych by se dala diagnostikovat a kontrolovat aktivita
nemoci, ucfinnost |éCby nebo rizika moZnych neZadoucich ucink(. Perspektivni
moznosti se v posledni dobé jevi stanovovani hladin specifickych mikroRNA (miRNA).
MikroRNA jsou kratké nekddujici RNA, podilejici se na regulaci genové exprese. Podileji
se na negativni posttranskripcni regulaci, coz znamena, Ze se vdZzou na messengerové
RNA (mRNA) a svou vazbou brani jejich prekladu do peptidového fetézce, nebo iniciuji
degradaci mRNA. Diky své vysoké stabilité a ¢asnym zméndm hladin jsou vhodnym
analytickym cilem, kdy specificky reagujici miRNA mohou slouZit jako diagnosticky
marker poskozeni tkané (infarktem, zanétem, nddorem apod.) a jejich modifikace ci
modulace prostfednictvim tzv. RNA interference (RNAi) by téZ mohla byt nasledné

vyuzita v |é€bé vybranych patologickych stava.



2. ZADANI - CiL PRACE

Cilem prace je stanovit zmény v expresi cirkulujicich miRNA u pacientd s aktivni RA
lécenych pulsy glukokortikoid(i v porovnani s pacienty s neaktivnim onemocnénim, bez
predeslé l1é¢by GC a ddle vyhodnoceni diferencidlné exprimovanych miRNA v kontextu

klinickych dat a publikovanych studii.

Dilci cile:

1) literdrni resSerSe aktualniho stavu poznani v dané oblasti

2) analyza panelu 754 miRNA pomoci TagMan Low Density arrays
3) vyhodnoceni a zpracovani primarnich dat

4) vyhodnoceni diferencialné exprimovanych miRNA v kontextu klinickych udaju a

vysledkl dosud publikovanych praci



3. TEORETICKA CAST

3.1 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida je oznacovdna jako komplexni genetickd choroba, ¢imz je
myslen rozvoj patologickych zmén diky spole¢nému plsobeni nékolika gen(, faktor(
Zivotniho prostfedi a stochastickych faktorl. V zavéru jedné studie zamérené na
dvojcata je odhadovano, Ze relativni vyznam genetickych faktord cini pfiblizné 50 %,
pricemz zbyvajici ¢ast je zastoupena Zivotnim prostifedim a stochastickymi faktory [1].
Je dUlezité zamérovat se na vSsechny mozné aspekty zplsobujici RA, jelikoz v rliznych

pripadech muizZe kazdy faktor pUsobit jinou mérou [2].

RA je chronické onemocnéni postihujici priblizné 1 % svétové populace. U Zen se
vyskytuje dvakrat castéji neZz u muzl, s prevalenci 1,06 % uzZen a0,61 % umuzl

a nejvyssi u plivodni americké populace [3, 4].

V Ceské populaci se prevalence uvadi v rozmezi 0,5-1 % dospélé populace, coz
odpovida témér 50 000 - 100 000 nemocnych. Incidence se pohybuje v rozmezi 25-40
nové nemocnych na 100000 obyvatel ro¢né, to odpovidd 2600-4200 nové
diagnostikovanych pacientll ro¢né. | kdyz nemoc postihuje vSechny vékové kategorie,
vice jak tfi ¢tvrtiny nemocnych tvofi skupina pacientd véku 35 — 50 let. Vyskyt u Zen
koreluje se svétovym trendem - to znamena dva- az tfikrat ¢astéjsi vyskyt v porovnani

s muzi [5].

3.1.1 Etiopatogeneze

Pro RA je charakteristicky vznik zanét(, nejcastéji v oblastech kloubd. U
vzniklych zanéti se mohou rozvinout destruktivni procesy diky nepomérim v regulaci
cytokin( a dalSich mediator( zanétu ziskané a vrozené imunity [6, 7]. Ve studiich, které
se zabyvaly témito aspekty, bylo poukazovano napfiklad na zasadni roli TNF-a (tumor
nekrotizujiciho faktoru a) [8], interleukinu 6 (IL-6) a v nékterych dalSich pripadech na
interleukin 1 [9, 10] v kloubnich zdnétech. Tyto cytokiny podnécuji nasledné imunitni

reakce, zahrnujici napfiklad aktivaci T-pomocnych bunék 17, které za pomoci indukce
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interleukinu 6 produkuji interleukin 17. Tato molekula zvySuje uvolfiovani cytokind,
produkci enzymi poskozujicich chrupavku a expresi molekul souvisejicich s destrukci

kosti, jako naptiklad RANKL (receptor activator of NF-kB ligand) [6, 7].

Rozvoj onemocnéni a intenzita projevll je ovlivnéna autoimunitnimi procesy v
organismu (Casto se rozvijejicimi na podkladé genetické predispozice) a vnéjsimi vlivy a

inzulty ovliviujicimi v dané chvili stav pacienta a choroby.

3.1.1.1 Autoimunita

Stav zahrnujici dysregulaci imunitniho systému, pritomnost protilatek a
autoreaktivnich T bunék je dusledkem situace, kdy imunitni systém napada normalni
komponenty téla, vznikd systémové autoimunitni, pfipadné organové specifické
onemocnéni. Zakladni charakteristika autoimunitniho onemocnéni je pritomnost
protildtek, coZz ndm napomaha k urceni diagndézy a progndzy. Protilatky nejsou
specifické a mohou se objevit i u zdravych jedincl, napfiklad pfi infekcich [11-13].
Prdmérny c¢as mezi pozitivitou vysledku v séru a rozvinutim pfiznak( RA je delsi pro
anti-CCP (Anti-cyclic citrullinated peptide = protilatky proti cyklickému citrulinovému
peptidu) jedince nez IgM — RF (imunoglobulin M - revmatoidni faktor) pozitivni jedince
[14]. OvSem ptitomnost IgM — RF muZe byt pravé dusledkem zanétu nebo infekce,
zatimco anti-CCP naznacuje patofyziologicky proces, ktery muiZe byt v budoucnu
spojovan s RA [15]. Protildtky anti-CCP reaguji s proteiny, jejichz soucasti je
aminokyselina citrulin jako vysledek posttranslacnich modifikaci. Tyto zbytky citrulinu
se tvoli pomoci enzym( peptidylarginindeiminaz (PAD), které preménuji arginin na
citrulin v procesu zvaném citrulinace. Tento proces méni vlastnosti proteinl a mize

dochazet k situaci, kdy se tyto proteiny stavaji pro télo imunogenni [16].

Peptidylarginindeamindzy jsou obsaZzeny v zanétlivych bunkach, které se hromadi
v zanicenych mistech. Pfi nasledném odumirani bunék, zplsobeném apoptdzou, a
v pfipadé zdnétd hlavné nekrézou, dochazi ke vzniku citrulinovanych proteind. Tyto
proteiny jsou béZné odstranovany fagocytézou se soufasnym prezentovanim
imunitnimu systému prostrednictvim specifickych HLA molekul. To vede k aktivaci
T-bunék, které dale zaktivuji B-bunky, jenz zaénou vytvaret protilatky proti

citrulinovanym proteinim. Tyto protilatky jsou schopny rozeznat také citrulinované

11


https://cs.wikipedia.org/wiki/Posttransla%C4%8Dn%C3%AD_modifikace
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Citrulinace&action=edit&redlink=1

proteiny, napfiklad vsynoviu, kde se zacnou tvofit imunitni komplexy. Vzniklé
komplexy spousti kaskadu komplementu s chemotaxi zanétlivych bunék, které se
dostdvaji do kloubl pomoci Fc receptort, které se nachazeji na jejich povrchu a

zpUsobuji strukturalni poskozeni [16].

Pro spusténi imunitni odpovédi jsou klicové protilatky proti filagrinu, ktery
obsahuje aminokyselinu citrulin. V synovii pacientl s RA jsou nalézdny prevainé
vimentin a fibrin, které jsou povazovany za kandidaty na antigeny, které sehravaji
klicovou roli pfi vzniku onemocnéni. Detekuji se pomoci testl s cyklickym
citrulinovanym peptidem odvozenym od filagrinu (anti-CCP1) nebo novéji se selektivné
vybranymi nepfirozené se vyskytujicimi cyklickymi citrulinovanymi peptidy (anti-CCP2).
Anti-CCP protilatky vznikaji v c¢asnych fazich onemocnéni, nebo mohou vznikat i
néjakou dobu pred rozvojem RA a v ranych fazich slouzi jako vyznamny diagnosticky
marker k odliSeni RA od jinych typU artritid. Anti-CCP byly také opakované spojovany se
zavainéjsim pribéhem choroby, rychlejsi kostni erozi, diky ¢emuz slouZi jako cenny
prognosticky ukazatel. Jejich vyhodou je, Ze se neobjevuji béhem starnuti (na rozdil od
revmatoidnich faktord), a proto mohou pomoci pfi diagnostice i ve vysSim véku.
Citrulinované proteiny se vyskytuji i u jinych typQ artritid nez je RA. U RA ale dochazi k
tvorbé protilatek namifenym proti uvedenym pozménénym proteinlm, coZ mozna
souvisi s ucinnou vazbou citrulinovanych protein( na HLA DR4 molekuly a naslednym

prolomenim imunologické tolerance [17].

Modifikace peptidd citrulinem a pochopeni procesu vnimdani modifikovaného
protein(l jako antigenu, je jednim z vyraznych posund v revmatologické imunologii
poslednich let. Pfed timto objevem byly zndmy protildatky proti perinukledrnimu
faktoru ¢i antikeratinové protilatky, které ale nejsou striktné specifické pro RA. Naproti
tomu protilatky proti citrulinovanym peptididm vykazuji vysokou specifitu pro
RA - senzitivita kolem 82 %, specificita témér 100% (98,5 %). Z klinického hlediska je
pravdépodobné, Ze anti-CCP protilatky nahradi revmatoidni faktory v budoucich
diagnostickych kritériich RA, protoze anti-CCP jsou specifictéjsi a tésnéji spjaté se

zavaznosti onemocnéni [17].
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3.1.1.2 Genetika

Revmatoidni artritida je onemocnéni s prokazanou dédi¢nosti (genetickou
predispozici) [1]. Napfiklad jiz v mnoha starSich vyzkumech byl popisovan vztah mezi
urCitymi alelami HLA D/DR, MHC Il. tfidy (hlavni histokompatibilni komplex) —
exprimovanymi antigen prezentujicimi bufkami, T-burikami v kloubech postizenych
zanétem a rizikem vzniku RA [18-20]. To vedlo k myslence, ze MHC IlI. tridy-
dependentni T a B bunécnd aktivace by mohla byt hlavni pfi¢inou nemoci [21].
Myslenka se také potvrdila v dalSich vyzkumech, kde bylo zjiSténo, Ze mnoho HLA DR
alel, které vykazovaly nachylnost k RA, mély spole¢nou aminokyselinovou sekvenci,
nazyvanou sdileny epitop, vbeta fetézci HLA DR molekuly [19]. Podobnost
aminokyselin v epitopu a pritomnost ¢i absence genetické varianty v ramci DRB1
lokusu byly prokazané jako vyznamné rizikové predispozice pro rozvoj RA. Vétsi riziko
propuknuti onemocnéni maji homozygotni jedinci v porovnani s heterozygoty. Jako
dalsi gen zapojeny v rozvoji nemoci je uvadény gen PTPN2, kédujici tyrosin-fosfatazu
specifickou pro lymfoidni bunky, kterd hraje roli v signalni draze T a B bunék [22, 23],
¢imz se dale posiluje genetickd podstata nemoci. Pfi RA dochazi kzméné
v nukleotidové sekvenci, kdy dochazi k zdméné cytosinu za thymin v pozici 1856
(v proteinové sekvenci ji odpovidd zaména tryptofanu misto argininu), coz vede

k ndsledné neschopnosti PTPN22 regulovat T a B lymfocyty [16].

Dle ziskanych dat z poslednich let bylo zjiSténo, Zze HLA DRB1 sdilené epitopy a
PTPN22 rizikové alely souvisi pouze s urcitou podskupinou RA a to s ptipady, u kterych
byla zjisténa pfitomnost anti - CCP nebo RF, pfipadné obou [24-27]. Pro podskupinu RA
s pozitivitou u ACPA (Anti—citrullinated protein antibody) nebo RF, souvisela
patogeneze spiSe s T a B zprostfedkovanou imunitou. Pro uréeni dalSich pfic¢in bude
potieba jesté mnoho studii, diky kterym budeme schopni uréovat dalsi podskupiny a
jejich rizikové alely [28]. Dle vysledku studii, zabyvajicich se touto problematikou, bylo
vSak potvrzeno, Zze MHC region spole¢né s PTPN22, jako druhym nejvyznamnéjsim
genem jsou nejvice rizikovymi faktory pro RA [28, 29]. Jako dalsi pfiklady jsou uvadény
regiony pro TRAF1, STAT4 a OLIG3 — AIP geny [29-31]. Tyto a dalsi mnohé poznatky

dokazuiji, kolik riznych rizikovych genetickych variant se mlize vyskytovat u RA.
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3.1.2 Klinické projevy

3.1.2.1 Klinicky obraz

Revmatoidni artritidu doprovazi rGznorodé spektrum klinickych pfiznak,
odrazejici aktuadlni stav pacienta a stadium nemoci. Mezi systémové nespecifické
projevy nemoci muizZeme zaradit napfiklad Unavu, slabost, ubytek hmotnosti nebo
horecku (v pripadé akutni formy i lymfadenopatie a splenomegalie). V mnoha
pfipadech se RA wvyviji pomalu a postupné prechazi do aktivni formy s
charakteristickymi projevy postupné imobility s progredujici destrukci kloub, pfipadné

vedlejsSimi mimokloubnimi projevy. [16].

Jako prvni byvaji nejéastéji postizeny klouby mezi kostmi zaprsti a ¢lanky prst(,
klouby mezi prvnim a druhym ¢lankem prstl a klouby zapésti a kosti vietenni. Postizeni
muze zasahnout jednotlivy kloub nebo vice kloubl najednou. Klouby byvaji ¢asto
bolestivé a zdurelé od zanétlivého vypotku (obrazek 1). Postupné dochazi k destrukci
kloub& s moznou subluxaci aZ luxaci. Castou doprovodnou komplikaci byva syndrom
karpalniho tunelu. Kycelni klouby jsou postiZeny méné casto nez klouby ramenni,

kolenni a hlezenni, jejichz postizeni byva vice frekventované [16].
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Osteoartritida
Normalni kloub

Kost

Synovialni
membrana
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Obrazek 1: Schéma postiZzeni kloubu u revmatoidni artritidy, ve srovndni s
osteoartritidou (pfevzato a preloZeno z: https://www.mayoclinic.org/diseases-
conditions/rheumatoid-arthritis/symptoms-causes/syc-20353648)

3.1.2.2 Ostatni projevy RA

Existuje jen nékolik mdlo studii, které se zabyvaji projevy RA mimo pohybovy
aparat [32-34]. Zhruba 40 % pacientd ma projevy RA pravé v této formé, kdy se
nejcastéji jednd o kozni projevy [35]. Této problematice se vénovala napfiklad studie
,Incidence and classification of cutaneous manifestations in rheumatoid arthritis“ od
autor( Zeimer a spol. z roku 2014. Autofi zde uvadéji, ze 27,5 % z 214 pacientd mélo
kozni pfiznaky nemoci, ve vétsiné pripadd ve formé revmatoidnich uzld (obrazek 2).
Tento stav se vyskytoval prevazné u pacientd s dlouhotrvajicimi projevy a pozitivnimi

vysledky na RF a anti-CCP [36].
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Obrdzek 2: Revmatoidni uzly (Prevzato z: https://www.nras.org.uk/rheumatoid-
nodules)

Jako dalsi casté mimokloubni projevy RA se uvadi tenosynovitida (zanét
Slachové pochvy), burzitida (zdnétlivé onemocnéni mazového vacku (burzy) v oblasti
kloubu) nebo revmatoidni vaskulitida, kterd se mize rozvinout v kozni viedy, nekrézu
az gangrénu. RA muZe zasahnout také dychaci soustavu, kde se muiZe rozvinout
pleuritida, intersticialni fibréza nebo pneumonitida. V pfipadé zasazeni srdce byva
nejCastéjsi perikarditida. Mezi dalsSi doprovodné komplikace, které se mohou

vyskytnout v prlibéhu choroby, patfi anémie, osteopordza nebo amyloiddza [16].

3.1.3 Klasifikacni kritéria a diagnostika

Za spoluprace ACR (American College of Rheumatology) a EULAR (European
League Against Rheumatism) byl vyvinut novy pfistup pro klasifikaci pacient(i s RA. Byla
zavedena nova klasifikacni kritéria pro snadné;jsi sledovani osob s timto onemocnénim
spolecné se zamérem rozvinout diagnosticky pristup, ktery by byl vhodny pro nové
pacienty s nediferencovanym zanétlivym onemocnénim — synovitidou (rizikovym pro

vznik RA) a pro zatazeni do spravné skupiny nebo podskupiny [37].

Cilem bylo vypracovat soubor pravidel pro pacienty s nediferencovanou

synovitidou, ktera by:

1) identifikovala podskupinu svysokym rizikem chronického a erozivniho

poskozeni

2) byla pouzita jako zaklad pro DMARD (disease modifying antirheumatic drug =

chorobu ovliviujici antirevmaticka Iéciva) terapii

3) nevylucovala zachyceni pacientl v pozdéjsim stadiu nemoci
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K dosazeni téchto cilli byl vypracovan trifazovy plan.

Cilem prvni faze bylo zjistit pfinosy klinickych a laboratornich proménnych,
které by v praxi byly nejvice prediktivni pro zahajeni Iécby DMARD u pacientd s ¢asné

nediferencovanou synovitidou. Modelovym lékem zde byl methotrexat (MTX) [37].

Faze dvé spocivala ve vypracovani scéndrfe vyvoje nediferencované RA
v redlném Zivoté a Case skupinou odbornik(i na revmatoidni artritidu z Evropy a Severni
Ameriky, kdy byly navrieny faktory a jejich kategorizace pro uréeni pravdépodobnosti
vzniku RA. Tato analyza umoznila vypocet individudlniho skére pro RA od 0 do 100, kde

vys$si skére znamenalo vétsi pravdépodobnost vyvoje RA [37].

Ve treti fazi byly zahrnuty informace z prvni a druhé fdze a byl zaveden
bodovaci systém a stanovena optimalni definice pro ,definitivni RA“. Cilem této faze
bylo vyuziti vysledkl faze jedna a dvé a vyvinuti bodovaciho systému aplikovatelného
pro nové pacienty s nediferencovanou zanétlivou artritidou, umoznujici identifikaci

pacientl s vysokou pravdépodobnosti vyvoje perzistentni a/nebo erozni RA [37].

Nasledné bylo provedeno statistické zpracovani ziskanych dat a nastaveni
optimalnich hodnot s ohledem na zjednoduSeni a na zahrnuti vSech neurcitych

proménnych, jako je napftiklad asymetrické postizeni kloubl nebo aktivita nemoci [37].

Konecény bodovy systém znazornény v tabulce €. 1 vyjadfuje rozmezi skére 0 —
10, pficemz skore 6 indikuje definitivni RA. Pacient pod 6 bodU nespliiuje kritéria, ale
muze spliovat kritéria pozdéjsSiho ¢asového pribéhu nemoci. Pro klasifikaci pacienta,
ktery ma/nema definitivni RA, je podstatna anamnéza, zhodnoceni stavu kloubd,
alespon jeden sérologicky test (ACPA/RF) a alespon jeden vysledek méreni reaktantd
akutni faze (C-reaktivni protein (CRP)/sedimentace erytrocytll). Toto hodnoceni mlze
byt velmi individualni, kdy pacient svelkym poftem postizenych kloubl v delSim
¢asovém rozmezi, mGze dosahnout 6 bodu i bez provedeni sérologickych testl nebo
méreni reaktant(l akutni faze. Je vSak vidy nutné do hodnoceni zahrnout vSechny

faktory [37].
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Tabulka 1: ACR/EULAR klasifikacni tabulka pro revmatoidni artritidu 2010 (Prevzato
a preloZeno z: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/art.27584)

Cilova populace (kdo by mél byt testovan?)- pacienti, ktefi:

Maiji nejméné 1 kloub s definovanou klinickou synovitidou (otok)

Maji synovitidu, kterd nemuze byt Iépe vysvétlena jinou chorobou

Kritéria klasifikace pro RA (algoritmus zalozeny na skore: pridejte skore z
kategorii A-D; skére 2 6/10 je zapotiebi pro klasifikaci pacienta s | skgre
definovanou RA)

Zahrnuti postizenych kloubt

1 velky kloub" 0
2 — 10 velkych kloubt 1
1 -3 malé klouby (s nebo bez zahrnuti velkych houbCu)z) 2
4 — 10 malych kloubt (s nebo bez zahrnuti velkych kloub() 3
> 10 kloubt (nejméné 1 maly kloub) 5
Sérologie (pro klasifikaci je zapotiebi alespon 1 vysledek testu)

Negativni RF a negativni ACPA 0
Lehce pozitivni RF a lehce pozitivni ACPA

Vysoce pozitivni RF a vysoce pozitivni ACPA

Reaktanty akutni faze (pro klasifikaci je zapotrebi alespon 1 vysledek testu)
Normalni CRP a normalni sedimentace erytrocyt( 0
Abnormalni CRP a abnormalni sedimentace erytrocyt( 1
Trvani symptomu

< 6 tydnl 0
> 6 tydnl

1) Velké klouby zahrnuji ramena, lokty, kycle, kolena a kotniky.
2) Malé klouby zahrnuji metakarpofalangealni klouby, proximalni interfalangealni klouby, druhé az paté
metatarzofalangealni klouby, interfalangealni klouby palcd a zapésti.

3.1.3.1 Revmatoidni faktor

Revmatoidni faktor (RF) je protildtka namirena proti Fc regionu vlastnich
imunoglobulint G. Vyskytuje se mnoho izotypl (RF mUze byt tfidy IgM, IgG, IgA, IgE i
IgD), které byly vétSinou popsany pred vice nez 70ti lety. Ani v dnesni dobé neni jesté
zdaleka vSe objasnéné a stdle je mnoho k poznani a pochopeni patofyziologie pisobeni

RF [38].

Metody detekce RF jsou postaveny na zakladé klasické aglutinace, neboli

schopnosti IgM shlukovat se. Prvni takova imunoesej fungovala na principu schopnosti

18



RF aglutinovat ovéi Cervené krvinky senzibilizované krali¢i 1gG [39]. Pro zlepSeni
reprodukovatelnosti a jednoduchosti se zacali vice uplatfovat automatizované
techniky nahrazujici metody jako je nefelometrie nebo ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) [40]. Pozdéji byly zavedeny multiplexni techniky pro
kvantitativni analyzu, jejichz vyhodou je schopnost analyzovat vice komponent z
jednoho biologického vzorku, coZz umoznuje dalsi zkraceni doby analyzy [41]. Tyto
metody prochazeji stalou validaci a standardizaci pro zvySeni presnosti. V imunoesejich
musi byt bran zrfetel na moznou interferenci, ktera vede k falesné pozitivnim
vysledklim [42]. RF timto zpUsobem miUZe interferovat napriklad s testy na vysetreni

protilatek hepatitidy C [43], zardének [44] nebo metodou k vySetreni Stitné zlazy [45].

Jak jiz bylo uvedeno vySe, RF muiZe byt detekovan také u pacientd bez
revmatoidnich priznakd. Pro nékteré infekce a chronické nemoci je pravé pritomnost
RF vséru charakteristicka, ale na rozdil od revmatoidnich faktorl pritomnych u
pacientl s RA, jsou tyto RF vzniklé béhem infekci obvykle pfechodné a nejsou skodlivé

(46, 47].

RF byl zaznamenan také u zdravé populace, kdy pozitivita u kavkazské populace
dosahuje az 4 % bez ohledu na pohlavi. Predpoklada se, Ze za variabilitu v distribuci RF

jsou zodpovédné genetické faktory a faktory Zivotniho prostredi [48, 49].

3.1.4 Lécba

Lécebna intervence u RA se za poslednich 30 let dramaticky zménila. Drive
existovalo jen nékolik terapeutickych latek, které mély minimalni nebo Zadny ucinek
kvlli toxicité a nebylo zndmé optimalni ddvkovani a ndstup ucink(. Dostupné
terapeutické procedury byly zahajovany pozdé. Nebyl nastaven Zadny terapeuticky cil a

hlavni zdsadou bylo [é¢eni symptom [50, 51].

Symptomatické léky, stejné jako fyzicka opatfeni, psychicka podpora a chirurgie
hraji dllezitou roli v Ié¢bé a kontrole RA. Avsak modifikace nemoci je zakladem lécby
RA a predstavuje nékolik zakladnich charakteristik: Uleva od ptiznakd a symptomd,
normalizace nebo pfinejmensim zlepSeni poskozenych funkci, kvality Zivota, socidlni a

pracovni kapacity. PFfi porovnani s DMARD je inhibice strukturdlniho poSkozeni
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latkam [52].

Neddavné poznatky o RA vedly k aktualizaci doporuceni, které uvedla EULAR.
Doporuceni se zabyvaji konvencnimi syntetickymi nemoc modifikujicimi antirevmatiky
(csDMARD - methotrexatem (MTX), leflunomidem, sulfasalazinem); glukokortikoidy;
biologické (bDMARDs), inhibitory TNF (adalimumab, certolizumab pegol, etanercept,
golimumab, infliximab), abatacept, rituximab, tocilizumab, clazakizumab, sarilumab a
sirukumab a cilenymi syntetickymi (tsDMARDs - inhibitory JAK (Janus kindzy) -
tofacitinib, baricitinib). Védeckd skupina se také zabyvala otdzkou monoterapie,
kombinované terapie, strategii 1éCby (cilend 1é¢ba) a snahou o trvalé klinické remise

(definované ACR — EULAR) nebo nizkou aktivitu nemoci [52].

Jako stézejni strategie v IéCbé se doporucuje methotrexat MTX (rychla eskalace
na 25 mg / tyden) v kombinaci s kratkodobym uzivanim GC (méné nezZ 7 dni), s cilem
zlepSeni (>50%) v ramci 3 mésicl a dosaZeni poZzadovaného cile do 6 mésict. Pokud
tento prvni krok selze a nevyskytuji se nepfiznivé prognostické markery
(autoprotilatky, vysoka aktivita onemocnéni, ¢asnd eroze, selhani l1écby csDMARD),
doporucuje se prejit na nebo pridat dalSi csDMARD (plus kratkodobé GC). Pokud jsou
pfitomny nepfiznivé prognostické markery, mély by byt k csDMARD pfidany jakékoli
bDMARD nebo Jak-inhibitor (Janus kinase inhibitor). V pfipadé selhani této lécby se
doporucuje pouzit jakékoli jiné bDMARD nebo tsDMARD [52].

Védeckd skupina, kterd se zabyvala touto problematikou, schvalila tyto ¢tyfi zasady

a principy (shrnuti v tabulce ¢. 2):

A) Lécba pacienti s RA by méla byt vedena k poskytovani nejlepsi mozné péce a
musi byt zaloZena na spoleéném rozhodnuti mezi pacientem a revmatologem.
Spoleéné rozhodovdni mezi pacientem a revmatologem zahrnuje vsSechny
aspekty onemocnéni: informace o nemoci a jeho rizicich, zplsoby hodnoceni
choroby, rozhodnuti o terapeutickém cili a moznych prostfedcich k dosazeni
cilCi, vypracovani planu IéCby a diskuse o pfinosech a rizicich jednotlivych terapii

[52, 53].
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B)

D)

Rozhodnuti o 1é¢bé jsou zaloZena na aktivité onemocnéni a dalSich faktorech,
jako je napfiklad vyvoj strukturdlniho poskozeni, komorbidity a otazky tykajicich
se bezpelnosti. Toto pravidlo by mélo byt zakladnim pilifem a brano jako
samoziejmost pro jakykoli terapeuticky pfistup, ktery by mél predstavovat spis

zastresSujici zasadu nez doporuceni [52].

Tato zdsada se zaméfuje na dlleZitost specializované péce o komplexni
onemocnéni, jako je RA. Existuje presvédcivy dlikaz, Ze péce u revmatologa je
pro pacienty vyhodna z hlediska ¢asného zahdjeni 1éCby, prevence poskozeni a
snizeni poctu chirurgickych vykon(. Navic revmatologové maji nejvice
zkusSenosti s uzivanim csDMARD a bDMARDs. Patfi sem profily nezadoucich

ucinkt téchto 1ékad, jakoz i povédomi a zkuSenosti s komorbiditami v RA [52].

RA doprovazi vysoké individudlni, |ékarské a spoleCenské naklady, které by mély
byt zohlednény pfi planovani budoucich postupl oSetfujicim revmatologem.
Ucinnd lé¢ba RA, navzdory pfimym ndaklad(m, sniZi ekonomickou zaté# na
pacienty jako jednotlivce, jejich rodiny a spolecnost, jenz zahrnuje ptfimé
zdravotni naklady a také neprimé naklady, jako je pracovni neschopnost a
predéasny odchod do dlichodu. V této souvislosti je tfeba mit na paméti, ze
pfimé naklady na zdravotni péci by méli byt nad rdmec téch, které se pfipisuji
|écbé zjevnych projev( RA a také ndkladl vyplyvajicich z komorbidit spojenych
se zanétlivym procesem. OvSem je tfeba uprednostnit efektivni pfistupy v
|écbé, pokud jsou bezpecnost a vysledky podobné ve srovnani s nakladnéjsi

|écbou a v souladu s terapeutickymi paradigmaty [52].
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Tabulka 2: Aktualizovand doporuceni EULAR z roku 2016 (Prevzato a preloZeno z:
http://ard.bmj.com/content/76/6/960.long)

Zékladni zésady |

A Lécba pacientli s RA by méla byt zamérena na nejlepsi péc¢i a musi byt zaloZzena
na spoleéném rozhodnuti mezi pacientem a revmatologem

B Rozhodnuti o l1é¢bé jsou zaloZzeny na aktivité onemocnéni a dalSich faktorech
pacienta, jako je progrese strukturdlniho poskozeni, komorbidit a
bezpecénostnich otazek

Revmatologové jsou specialisté, ktefi by méli primarné pecovat o pacienty s RA

RA pfindsi vysoké individualni, lIékarské a spolecenské naklady, které by mély
byt zohlednény v fizeni oSetfujiciho revmatologa

Doporuceni

1 Lécba DMARD by méla byt zahdajena co nejdfive, jakmile je diagnostikovana RA

2 Lécba by méla byt zamérena na dosazeni cile trvalé remise nebo nizké aktivity
onemocnéni u kazdého pacienta

3 Monitorovani by mélo byt ¢asté pfi aktivni nemoci (kazdé 1 az 3 mésice);
pokud neni zlepSeni nejvyse do 3. mésice po zahajeni IéCby nebo cile nebylo
dosaZzeno v 6 mésicich, méla by byt [é¢ba upravena

4 MTX by mél byt soucasti prvni strategie |écby

U pacientt s kontraindikaci MTX (nebo ¢asnou intoleranci), by mél byt
povazovan za soucdst (prvni) strategie |écby leflunomid nebo sulfasalazin

6 PFi zahajeni nebo zméné csDMARD je tfeba vzit v ivahu kratkodobé
glukokortikoidy v riznych davkovych schématech a cestach podani, ale jejich
davkovani by mélo byt snizeno co nejrychleji, jak je to jen klinicky mozné

7 Pokud se nedosahne vysledk |é¢by prvni strategii s csDMARD, je tfeba pfi
absenci Spatnych prognostickych faktord uvaZzovat o jinych csDMARD

8 Pridani bDMARD nebo tsDMARD by mélo byt zvazeno, pokud jsou pfitomny
Spatné prognostické faktory nebo pokud se cile |é¢by nedosahne s prvni
strategii csDMARD; stavajici praxe by byla zahajeni bDMARD

9 bDMARD a tsDMARD by mély byt kombinovany s csDMARD; inhibitory drahy
IL-6 a tsDMARD mohou mit nékteré vyhody ve srovnani s jinymi bDMARD u
pacientd, ktefi nemohou pouzivat csDMARD jako komedikaci

10 Pokud bDMARD nebo tsDMARD selhaly, je tfeba zvazit [é¢bu jinym bDMARD
nebo tsDMARD; pokud selhala |é¢ba inhibitorem TNF, pacienti mohou dostat
jiny TNF-inhibitor nebo terapeuticky prostfedek s jinym zplsobem ucinku

11 Pokud je pacient v trvalé remisi po snizeni glukokortikoidd, Ize zvazit snizeni
bDMARD, zvlasté pokud je tato I[é¢ba kombinovana s csDMARD

12 Pokud je pacient v trvalé remisi, mGzZe byt zvaZzeno snizeni csDMARD
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3.1.4.1 DMARDs

Od prvnich klinickych testd v roce 1980 az do dnes se jako Iék prvni volby
DMARD pouZivd methotrexat. Pouzivd se predevsim kvlli jeho protizanétlivym
ucinkim pfi RA, nicméné mechanismus Ucinku je stdle nejasny [54]. Mezi dalsi
DMARDs muZeme zaradit azathioprin, leflunomid, chloroquin, sulfasalazin, cyklosporin
A [55]. Specialisté poukazuji na mozZnost rozvinuti nemoci do zavaznéjsi formy i v
souvislosti s rdznou individualni efektivitou DMARDs u kazdého pacienta. Jesté pred
rokem 2000 se uvazovalo, Ze remise RA neni mozna. V dnesni dobé, kdy jsou mozZnosti
zkoumani genomu na vysoké urovni, se daji sledovat reakce na Iécbu i na Urovni gen(.
Geny kodujici enzymy metabolizujici DMARDs, byly zkoumany v souvislosti s rlznou
odezvou na lé¢bu DMARDs. V poslednich nékolika letech byla hledana souvislost mezi
SNPs (single nukleotid polymorphisms = jednonukleotidové polymorfizmy), efektivitou
ucinku a toxicitou MTX u RA [56]. V ramci téchto zkoumani bylo zjiSténo, Ze geneticka

variabilita nema takovy vliv na lécbu, jak bylo predpokladano [57].

3.1.4.2 TNF-a

Postupny vyvoj a vyzkum napomohl k pokroku v |écbé RA. Jeden z prikladd bylo
objeveni schopnosti latek neutralizovat TNF-a za ucelem dlkladnéjsi kontroly pribéhu
nemoci. TNF-a je silny prozanétlivy cytokin vyskytujici se ve zvySené mife pravé u
pacientll s RA. Zablokovani TNF-a muZe byt zprostfedkovdano monoklondlnimi
protilatkami nebo inhibici za pomoci TNF-a receptord. Obé tyto moZnosti se zdaji byt
slibnou moznosti v boji se zanétlivymi procesy a zhorsujicim se vyvojem nemoci [58,

59].

RA je vysoce heterogenni nemoc s moznosti recidivy, coz se ukazalo pfi lécbé
pomoci anti-TNF-a v jedné studii, ve které se vyskytla skupina pacientl bez odpovédi
na lécbu [60]. Toto zjisténi zamérilo dalsi studie na prezkoumani polymorfizmu genu
kddujiciho samotny cytokin, jakozto mozného genetického aspektu zodpovédného za
odezvu na Ié€bu anti-TNF-a. | s nové ziskanymi poznatky jsou informace o variantach

genu TNF-a nedostatecné k jakékoliv predpovédi v klinické praxi [58, 59].
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Spolecné s anti-TNF-a |é¢bou se vyzkum zaméroval i na jiné nové mozZnosti v
terapii RA. Napfiklad vyuziti anti CD-20 protildtek (rituximab), anti — IL-6 (tocilizumab)
nebo anti — CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4 (abutacept) a mnohé
dalsi [58, 59].

Vyznamnym pokrokem se na zacdtku 21. stoleti staly Cipy na genovou expresi.
Do té doby nam technologie umoznovaly sledovat pouze maly pocet gen(i najednou.
Diky Ciplim je mozné sledovat obrovské mnozstvi genl exprimovanych v jedné burice v
dany okamzik. Tento pokrok rozsitil moznosti vyzkumu molekularnich mechanismu RA i

pti zjisStovani a vytvareni RNA profilu zodpovédného za odpovéd na TNF terapii [61-63].

3.1.5 Prognostické faktory

Prognostické faktory (PF) zahrnuji socialné-demografickd, analytickd a
radiologicka data pritomna od prvotnich projevi nemoci, kterd poskytuji perspektivni
informace o postupu onemocnéni u pacienta. Vyznam PF spociva prevaziné v téchto
tfech aspektech: klasifikace, terapie (spravné urceni terapie) a prevence. PF mizeme
rozdélit na dvé skupiny: ovlivnitelné (erytrocyty, sedimentace, CRP, DAS28 (disease
activity score 28), HAQ (Health Assessment Questionnaire), 1écba) a neovlivnitelné

(pohlavi, vék, RF, anti-CCP) [64].

U revmatoidni artritidy jsou PF zmifovdny v souvislosti s funkéni progndzou
nemoci, vyvojem nemoci v souvislosti k radiologickym vySetienim, remisi onemocnéni
a umrtnosti [64]. Funkéni progndza je vysvétlovana jako stupen poskozeni vznikajici s
rozvojem nemoci v delSim ¢asovém rozmezi a s tim i souvisejici omezeni pohyblivosti
pacienta [65]. Vyvoj nemoci sledovany pomoci radiologie souvisi s vlivem
dlouhodobého zanétu kosti a chrupavky na strukturdlni poskozeni a deformaci kloubu
od pocinajicich projevi [66]. Remise nemoci je definovana jako minimalni klinické
postiZeni, nepfitomnost synovitidy a normdlni hladiny sloZzek reaktantl akutni faze.
Jestlize je dosazeno remise, bude pravdépodobnéjsi, Ze mira dlouhodobéjsiho
pohybového omezeni pacienta bude minimalni [67]. Faktory souvisejici s remisi
onemocnéni jsou zejména RF, aktivita nemoci kvantifikovdna pomoci DAS28 - skére
hodnotici pocet oteklych a bolestivych kloub(, funkéni status nemoci (HAQ) a véasné

zahdjeni lécby [64]. Jednémi z hlavnich pfi¢in imrtnosti u pacient s RA jsou choroby
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kardiovaskularniho plGvodu. Ty jsou zpUsobeny predevsim zanétlivymi procesy, které

zde hraji hlavni roli [68, 69].

3.2 Glukokortikoidy

GC jsou silné inhibitory zanétlivych procesl, které jsou Siroce pouzivané pfi
|[éCeni astmatu, RA a dalSich alergennich a autoimunitnich onemocnénich.
receptor na elementy citlivé na GC v promotorové oblasti gen(, nebo interakci tohoto
komplexu s jinymi transkripcnimi faktory, zplUsobujici zejména aktivaci protein-1 nebo
NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). GC inhibuiji
mnoho molekul spojenych se zanétem, jako jsou cytokiny, chemokiny, metabolity
kyseliny arachidonové a adhezni molekuly. Naproti tomu protizanétlivé mediatory jsou

Casto glukokortikoidy upregulovany [70].

3.2.1 Glukokortikoidy v souvislosti s RA

Jak uZz bylo zminéno, RA je autoimunitni onemocnéni, charakterizované
chronickym zanétem, vedoucim k destrukci kloubu. Vzhledem k zanétlivym procesim
hraji nejvyznamnéjsi roli v Iécbé glukokortikoidy, které jsou v kombinaci s DMARDs
vybrany jako Iéciva prvni volby. Avsak bylo vypozorovano, Ze i pfes relativné vyznamné
klinické pUsobeni glukokortikoidU, je az 30 % pacientl na lé¢bu rezistentnich. Je také
znamo, Zze béhem GC terapie se v nékterych pfipadech objevuji mnohé vedlejsi ucinky.
Na druhé strané existuji také pacienti, ktefi toleruji GC nezavisle na ddvce a trvani
|écby, coz ndm poukazuje na velkou variabilitu v [é¢bé glukokortikoidy mezi pacienty

[71].

GC jsou hlavnim zptisobem lécby RA a podobnych stavi zejména diky jejich silnym
protizanétlivym, imunosupresivnim a dalSim G¢inkm ovliviiujicich nemoc. Nicméné je

potfeba mit na zreteli také otazku tykajici se nepftiznivych ucinkl GC, proto je zde

vevys

prospéch a nejmensi rizika pro pacienty (obrazek €. 3) [72].
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Terapeuticky efekt

Imunosupresivni

Protialergenni
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Asepticka nekroza

steheni kosti

neuropsy-
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HPA nedostate-

covani
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adrzovani tekutin

Vedlejsi ucinky

Obrazek 3: Rozdéleni terapeutickych a vedlejsich ucinki glukokortikoidi (Prevzato a
preloZeno z: http://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/glucocorticoids)

Rozsifovani znalosti o efektech a mechanismech Uucinku vedlo kiniciaci
optimalizace |écby. V 50. — 60. letech byla syntetizovana nova GC |éCiva, kterd se lisila
od fyziologického kortisonu redukovanim aktivity mineralokortikoidl, ale vyznamné
zvysila GC potencidl. Mezi tyto |éCiva patfi prednison, prednisolon, metylprednisolon,
aj. Rozvinuly se také nové zplsoby aplikace GC pfipravkd, jako naptiklad inhalaéni GC

pripravky, ocni GC pFipravky nebo injekce s pfimou aplikaci do kloub [73].

Mezi determinanty urcujici GC senzitivitu zahrnujeme mimo jiné genetické faktory.
Jednim z aspektl, které moduluji senzitivitu GC je polymorfismus glukokortikoidového
receptoru. Bylo také zjisténo, Ze tyto polymorfismy jsou spojeny s citlivosti RA a mirou
vaznosti choroby. Vzhledem k témto aspektdm a individudlni citlivosti GC terapie je
mnoho pacientl lé¢eno podle standardizovaného planu, coz zahrnuje presné
davkovani a dobu lécby. Tento zplsob lécby tak mlze vést k nedostatecnosti Iécby Ci

nadmérnému pretizeni pacientova organismu. Ztéchto ddvod( je proto potrebné
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individualni méreni GC senzitivity, které nam poté umoznuje lepsi pfizplsobeni GC
terapie. Jako moiny ukazatel Uspésnosti ¢i nedspésnosti terapie, se ukazuje GC celkova

vazebna kapacita, neboli také pocet a afinita glukokortikoidnich receptorl (GR) [71].

3.2.2 Struktura syntetickych steroidt

Chemicka modifikace prirodnich steroid( v padesatych letech minulého stoleti
odhalila fadu strukturalnich vlastnosti nezbytnych pro biologickou aktivitu. Pro
glukokortikoidni aktivitu je potfeba konfigurace delta-4,3-keto-11-beta, 17-alfa,
21-trihydroxyl (delta-4 je oznaceni pro dvojnou vazbu mezi uhliky 4-5), ktera je
pfitomna ve vSech prirodnich i syntetickych glukokortikoidech (obrazek ¢. 4).
Zavedenim dvojité vazby mezi 1. a 2. polohu hydrokortisonu (kortisolu) vznika
prednisolon (delta-1-hydrokortison), ktery ma asi ¢tyrnasobné vyssi glukokortikoidni

aktivitu neZ kortisol [74].

GC jsou lipofilni latky se schopnosti prochazet plazmatickou membranou.
Davodem lipofility je 17-hydroxy, dvaceti jedno — uhlikova steroidni struktura schopna

vazat se na receptory [75].

OH

Obrazek 4: Chemicky vzorec kortisolu (pfevzato a doplnéno z:
https://www.wikiskripta.eu/w/Kortisol)
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3.2.3 Metabolismus exogennich glukokortikoid(

Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozi ¢asti, exogenni glukokortikoidy se pouzivaji k
|écbé zanétlivych onemocnéni. Jejich metabolicka proména podléhd stejnym
redukénim, oxida¢nim, hydroxylaénim a konjugaénim reakcim jako je to u endogennich
steroid(. Nékteré léky (napf. fenobarbital, fenytoin, rifampicin, mitotan) dokazou
zvySovat metabolismus syntetickych i prirozenych glukokortikoidl indukci jaternich
mikrozomalnich enzymu, zejména zvySovanim jaterni aktivity 6-beta - hydroxylazy v
CYP3A4. Po podani inhibitort CYP3A4 dochazelo ke zvysSeni koncentrace
hydrokortisonu, dexamethasonu, budesonidu a methylprednisolonu, coz vedlo k
nazoru, ze tato léciva jsou metabolizovana pravé timto enzymem. Prednison

(prednisolon) vsak ovliviiovan nebyl [74].

3.2.4 Metabolismus endogennich glukokortikoidt

Endogenni GC jsou tvoreny diky hypotalamo-hypofyzarni-adrenalni draze, ktera
je ovSem velmi citlivd na pritomnost zanétu. U chronicky pretrvavajiciho zanétu, jako je
pfi RA, dochazi ke stdlé stimulaci hypotalamo-hypofyzarni-adrendlni drahy, coz vede ke
zvyseni sekrece GC, zejména kortisolu. Tento stav je uvadén jako abnormalni a mohl by
byt moinym faktorem pretrvavajiciho zanétu [76]. Dnes je jiz znamé, Ze k regulaci
endogenniho GC muZe dochazet i na Urovni bunék a tkdni. UmoZiuje to pfedevsim
intracelularni enzym 1la-hydroxysteroid dehydrogenaza (11-HSD), kterd preménuje
neaktivni hormony na jejich aktivni analoga (kortison — kortisol). Je to soucasné také
enzym zodpovédny za preménu syntetickych GC (neaktivni prednison — aktivni

prednisolon - obrazek €. 5) [77].

3.2.4.1 11a - Hydroxysteroid dehydrogendza (11 — HSD)

Existuji dva typy 11-HSD: 11 — HSD 1 a 11 — HSD 2. 11 — HSD 1 je primarné
aktivdtorem GC a je exprimovdna v mnoha rliznych typech tkani, véetné tukové,
jaterni, kostni, mozkové, v lymfocytech, sinoviu apod [77, 78]. V jatrech slouzi k
preméné neaktivniho kortisonu a prednisonu, pfijatych jako perordlni terapeutika, na
aktivni formy. 11 — HSD 2 je silny inaktivator GC a je primarné lokalizovany spole¢né s

receptory mineralokortikoidd (MR) v ledvinach, slinnych Zlazach a tlustém strevé.
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Funkce 11 - HSD2 spocivda v ochrané MR pred navazanim kortisolu, ktery ma
v porovnani s kortisonem, v kombinaci s aldosteronem vysokou afinitu k MR. Pfeména
kortisolu na kortison pravé diky 11-HSD 2 umozZni fungovani aldosteronu jakoZzto
hlavniho mineralokortikoidu [79]. Enzymy 11 — HSD jsou exprimovany ve vétsi mite v
jatrech (11 — HSD 1) a ledvinach (11 — HSD 2), ¢imZ mohou ovliviiovat polocas rozpadu
zminovaného kortisolu a prednisonu [80]. Tento systém enzym je povazovan spise za
soucast hypotalamo-hypofyzarniho fizeni metabolismu GC, nezZli za samostatny systém
v organizmu, avSak ma dilezity vyznam pro vSechny typy konkrétnich bunék a tkani v
rdmci relativniho vyznamu hladiny GC v obéhu a téch, které vznikaji metabolizmem

v tkani [81].

Jatra

11B-HSD 1
EEEEESEEEEEET
—
11B-HsD
o 1B-H5D 2 o
Kortizon Ledviny Kortizol
Meaktivni: nevaze se Placenta| ajtivni: vaZe se na GR a MR
Jatra
0 = HO i
o _.-" Y OH
= Y
H\!’ \ - Hlo)
N> — Y-
j H BT Sy vl TEEEEREEN IREEE LR R
oaﬂx F o = il ailie s
Prednlsnn Ledviny Prednisolon
Neaktivni: nevaze se Placenta| Aktivni: viZe se na GR a MR

Obradzek 5: Regulace aktivity steroidii pomoci 11 8-hydroxysteroid dehydrogendzy (11
B-HSD). Tento enzym existuje ve dvou izoformdch, které katalyzuji protichiidné
prevedeni kortisonu na kortisol. I1zoenzym typu 1, ktery je exprimovdn v jdtrech,
prevadi inaktivni kortison na kortisol. Kortisol muiZe interagovat jak s
glukokortikoidovymi (GR), tak s mineralokortikoidnimi (MR) receptory. Naproti tomu
izoforma typu 2 prevadi aktivni kortisol na inaktivni kortison. To vyznamné sniZuje
ucinky cirkulujiciho kortisolu na mineralokortikoidni receptory. (Prevzato a preloZzeno
z: http://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/glucocorticoids)
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Aktivita a exprese 11 — HSD enzymU je tizena regula¢nimi faktory (rGstovy
hormon, dehydroepiandosteron, Zlucové kyseliny, nebo také starnuti nékterych tkani)
[77, 82]. Nicméné tim nejvyznamnéjsim faktorem je zanét. Bylo prokazano, ze TNF — a
a IL — 1 zvySuji expresi 11 — HSD 1 v osteoblastech, adipocytech, synovidlnich
fibroblastech, bunikach hladkého svalu cév a mezangidlnich burnkach [83].
U osteoblastll a synovialnich fibroblastl tak mlize dochazet k regulaci 11 — HSD 1, kdy
jsou GC kombinovany s prozanétlivymi cytokiny [84]. Od této schopnosti GC, zvySovat
vlastni produkci, by se tedy ocekdavalo, Zze povede k velmi vysokym hladinam GC v
urcité tkani, napfiklad u kosti a synovia, béhem zanétlivého procesu. U 11 — HSD 2 je
mechanismus podobny, ale ve vysledku bude dochazet ke zvySovani dostupnosti

aktivovanych GC béhem zanétu [83].

Nékolik studii se zabyvalo mirou exprese téchto enzymu v synovidlni tkani a
schopnosti synovialni tkané aktivovat nebo inaktivovat GC. Nékteré z nich uvadéji, ze
dochazelo k expresi obou enzym( v synovidlni tkani a mira jejich exprese byla Umérna
rozsahu zanétu. Navic zde byl predpoklad, Ze exprese 11 — HSD 1 mohla dosahovat
nizSich hodnot, neZz se ocekavalo u pacienta s RA v porovnani s pacientem
s osteoartritidou [85]. V jiné studii se védci zabyvali studiem metabolismu GC. Vyslo
najevo, ze schopnost metabolizovat GC u pacient(i s RA nebo osteoartritidou se znacné
liSila mezi jednotlivymi pacienty bez ohledu na typ tkané. U pacientd s RA bylo také
vypozorovano, ze schopnost synovidlni tkané metabolizovat GC (tvofit aktivni analoga),
je Uzce spojena s urovni zdnétu, ale také, Ze mira aktivity 11 — HSD 1 byla vyssi u
pacientl s aktivni RA v porovnani s kontrolnimi pacienty |é¢enymi na nezanétlivé
kloubni stavy [86]. Nicméné je tfeba podotknout, Ze mnohé studie pracovaly se
zvitecimi modely a vysledky jsou proto limitovany rozdilnosti mezi lidskymi a

modelovymi patologickymi stavy [87].

3.2.5 Farmakokinetika

Vétsina kortikosteroidl je v séru vdzdna na protein, zejména na kortikosteroid-
vazajici globulin (CBG) a albumin. Kromé toho, mnoho biologicky dostupného kortisolu

mUze byt navdzdno na erytrocyty. Syntetické steroidy, jiné neZz prednisolon, se bud
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slabé vazou na albumin (dvé tretiny), nebo cirkuluji jako volné steroidy (jedna tretina)

[5,6], vzhledem k tomu, Ze maji malou nebo zZadnou afinitu k CBG [74].

PoloCasy syntetickych steroidli se pohybuji od pfiblizné jedné hodiny
(prednisolon) po vice nez c¢tyfi hodiny (u dexamethasonu) se signifikantnimi
interindividudlnimi variacemi. Clearance u starsich jedinc maze byt pomalejsi nez u

mladSich [74].

U pacientq, ktefi metabolizuji glukokortikoidy pomaleji, je pravdépodobné;si
vyssSi vyskyt nezadoucich Gcinkd. Rychlost clearance steroid(i v plazmé mohou kromé
genetické variability ovliviiovat i jiné léky. Vazba k CBG ale neni hlavnim faktorem

plazmatickych polocasl pro syntetické steroidy [74].

3.2.6 Protizanétlivy mechanizmus glukokortikoidt

Jako jeden z mechanism( mlzZeme uvést primou interakci GC receptoru (NR3C1
— nuclear receptor 3, skupina C, ¢len 1) s prozanétlivymi transkripnimi faktory pro
represi transkripéni aktivity (= transreprese). GC rychle a intenzivné zvysuji expresi
mnoha genu, z nichZ velké mnoZstvi souvisi s potladovanim exprese prozanétovych
gend [88]. Na druhou stranu hraji v patofyziologii chronickych zanétd dlezitou roli
proteiny vazajici RNA a mikroRNA, u kterych se zda, Ze jejich mechanismus ucinku ma

slibny pfinos u protizanétlivych GC [89].
Obecné je zndmo, Ze GC umoznuji inhibici jakéhokoliv zanétlivého procesu,

ktery se zda byt zavisly na davce. Jsou znamy také dlouhodobé genomické i kratkodobé

negenomické ucinky [90].

3.2.6.1 Genomickeé ucinky

Jedna se o ucinek zprostredkovany cytosolovym GC receptorem (cGR), ktery je
soucdsti komplexu proteinl a je sloZeny také z proteint tepelného Soku a nékterych

kinaz [91].

Po navazadni GC na cGR dochdzi k disociaci proteinli a vytvoreny komplex
GC/cGR prechazi do jadra, kde se vaze se jako homodimer ke specifickym vazebnym

mistim na DNA [91]. Tento genomicky proces se nazyva transaktivace a vede k syntéze
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proteinl s protizanétlivymi Gcinky, jako jsou annexin (lipocortin), interleukin (IL — 10) a
také regulacnich proteind, které se podileji na metabolismu a vedlejsich nezadoucich
projevech GC (obrazek 6). Na druhou stranu dochazi zaroven k negativnimu ovlivnéni
transkripcnich faktor( (transrepresi), mezi které patfi naptiklad aktivacni protein — 1 a
jaderny faktor pro aktivované T buriky, ¢imZ dochazi ke snizeni produkce proteint (IL —

1, IL — 6 nebo TNF — a). Tento proces nasledné vede ke snizeni poskozeni kloubt [92,

93].
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Obrdzek 6: Mechanismus plsobeni glukokortikoidii. Vétsina ucinki zplisobenych
glukokortikoidy je vysledkem pocdtecni vazby steroidii na intraceluldrni
glukokortikoidni receptory, ndsledované translokaci do jadra a zménami genové
transkripce. V nevdzaném stavu jsou intraceluldrni glukokortikoidni receptory (GR)
vdzdny na stabilizacni proteiny (Hsp90 a imunofilin) a nejsou schopny ovlivnit
transkripci genu. Vazba steroidu iniciuje konformacni zménu, ktera vede k vyméné
chaperonovych proteinii, coZ umozZni translokaci komplexu steroid-GR z cytoplazmy
do jadra, kde se navdZe na prvky glukokortikoidni odezvy (GRE) spojené s regulacni
oblasti genu citlivych na glukokortikoidy. Ndsledné dochdzi bud’ k potlaceni, nebo
stimulaci transkripce geni, coZ vede ke zméndm v expresi messengerové RNA
(mRNA) a ndsledné zméndam v syntéze proteind. V levém hornim rohu je zndzornéno
schéma rychlejsi odpovédi glukokortikoidu zprostredkované vazbou na receptory
asociované s membrdnou a ucinky, které nezahrnuji zmény v regulaci genu. (Prevzato
z: http://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/glucocorticoids)
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3.2.6.2 Negenomické ucinky

Pfi podavani vysokych ddavek prednisonu dochazi k rychlému klinickému
zlepsSeni. ZlepSeni je nékdy az pfili§ razantni, aby se dalo vysvétlit mechanismem na
genové urovni. Pfitomnost negenomického ucinku je podporena faktem, Ze cGR jsou
kompletné obsazeny pfi davkovani prednisonu 100 — 200 mg/den [94]. Mechanismy,
které nejsou zprostredkované cGR zahrnuji jejich nespecifické interakce s cGR -
negenomicka inhibice uvolfovani arachidonové kyseliny a fyziochemické interakce s
bunécnymi membranami, které vedou k ovlivnéni prechazeni iontd pres membranu a
zasobovani bunék energii a tim soucasné i ovlivnéni bunécnych imunitnich a
zanétlivych pochodd [92]. Sirokou 3kdlu rGznych mechanizmO GC lze vysvétlit
pritomnosti receptorl ve tfech bunéénych slozkach — jadro, cytoplazma a plazmaticka

membrana [95].

ve

3.2.7 Uzivani GC a nezadouci ucinky

Pouzivani GC je obvykle spojeno s komplikacemi a komorbiditami. Patfi mezi né
akutni i dlouhodobé komplikace, které jsou casto spojovany s davkovanim a
kumulativni davkou GC. Obecné plati, Ze za nizkou davku je povaZovana davka az 7,5
mg/den, stfedni davka je >7,5 mg a <30 mg/den, vysoka davka je >30 mg, ale <100
mg/den a velmi vysokd davka je povazovana za vyssi nez 100 mg/den (prednisolonu).
Pulsni davkou je povaZovano 250 az 1000 mg/den po dobu 1 aZ 3 dnl. GC je moZno
podavat ve formé oralni aplikace, intramuskuldrni injekce a intravendzni (i.v.) infuze

[96].

3.2.7.1 Kratkodobé uzZivani

Ucinnost kratkodobého pouziti (1 mésic nebo méné) GC pro kontrolu aktivity
nemoci byla prokazana v nékolika studiich. V jedné metaanalyze z 10 randomizovanych
studii zahrnujicich 320 pacientll s RA, bylo zjisSténo, Ze nizka davka prednisolonu (15 mg
nebo méné denné) vedla k vétSimu snizeni kfehnuti kize a bolesti kloubl, nez po
pouZziti NSAID (Nonsteroidal anti-inflammatory drugs, nesteroidni antiflogistika) nebo
placeba. Doslo také ke zvyseni sily stisku (uchopeni) v porovnani s placebo skupinou.

Kratkodobé uzivani glukokortikoidli v davkach nizsich, nez je ekvivalent 15 mg
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prednisolonu denné je ztfidka spojeno se zavainymi nezddoucimi Ucinky. U nemocnych
s aktivni RA je prednison pfidavan kratkodobé do rezimu lécby, aby se rychle snizila
aktivita onemocnéni, zatimco se Cekd na klinickou odpovéd na pomaleji pusobici

DMARDs [97].

Nékolik klinickych studii naznacilo ptinos vysoké davky prednisonu v raném
stadiu RA. Studie ukazaly, Ze vyssi davka peroralniho prednisonu (60 mg/den, sniZujici
se na 7,5 mg/den po dobu 6 tydn( a nasledné preruseni po 12. tydnu) v kombinaci s
jinymi béZznymi DMARDs znacné snizovalo progresi poskozeni kloubl a tento ucinek

pretrvaval po mnoho let [97].

3.2.7.2 Dlouhodobé uzivani

Dlouhodobé uzivani nizkych davek glukokortikoidli u RA mizZe vyvolat nékteré
nezadouci ucinky. Hlavni rizika spojend s chronickym uZivanim steroidnich [éCiv
(obvykle pozorovana pii davkach 10 mg denné nebo vyssSich) zahrnuji osteoporézu a
zvysené riziko zlomenin, krvaceni z gastrointestinalniho traktu, cukrovku, kataraktu,
infekce a ucinky na naladu, energii, traveni a funkce imunitniho systému. Riziko téchto

nezadoucich Gcinkd se zvysuje se zvysenou davkou glukokortikoidd [97].

Jedna studie, kde bylo pouZito nizké davky prednisonu u pacienti s RA bylo
zjisténo, Ze pacienti uzivajici 10 mg prednisonu denné ztratili pfiblizné 7% BMD (bone
mineral density) v pribéhu 20 tydn( oproti skupiné s placebem, kde nedoslo k Zddnym
zménam. V jiné studii 65 pacientlim, léCenych v priméru 5,6 mg/den, klesla BMD
mérena v bederni patefi a v horni ¢asti stehenni kosti femuru o 2% a 0,9% ro¢né. Tyto
zmény byly ovliviiovany doplfiovanim vapniku a vitaminu D [97].

Davky vyssi nez 5 mg/den mohou byt také spojeny se zvysenym dlouhodobym
rizikem zlomenin. Také davky mensi nez 2,5 mg/den mohou pfinést urcité zvyseni
rizika. Vyznamnd ztrdta BMD muZe nastat iz za pouhé tfi mésice uzivani

glukokortikoid®i [97].
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3.2.8 Pulsni terapie

Pulsni terapie zahrnuje uZivani vysokych davek glukokortikoidl po kratkou
dobu. Tento pfistup se typicky pouziva k lécbé akutnich typl rakovin, stejné jako k
urcité formé zahajovaci lécby v dobé, kdy lécba DMARD nedosdhla plného ucinku.
Typickd pulsni terapie je podavana ve vysokych davkach intravendzné infuzi (napfiklad
i.v. methylprednisolon 1000 mg denné po dobu 3 po sobé jdoucich dnl jednou za
mésic). Mohou byt pouzity také nizsi davky. Prestoze jsou i.v. infuze preferovanym
zpUsobem podani pro pulsni terapii, mohou byt steroidy podavany také peroralné
nebo intramuskuldrné. Pacienti, ktefi jsou IéCeni samostatné steroidni pulsni terapii,
mohou mit reakci na lIé¢bu pretrvavajici 6 az 8 tydnl. Pokud se podava v kombinaci s

[é¢bou DMARD, odezva na lécbu mize trvat mnohem déle [97].

3.2.9 Terapeutické formy glukokortikoidli pouzivané pfri lécbé RA

Kortison

Kortison je pfirozené se vyskytujici neaktivni forma kortisolu. Kortison se v

jatrech prevadi pomoci 11 B-hydroxysteroid dehydrogenazy 1 na aktivni kortisol [98].
Hydrokortison (kortisol)

Kortisol je prirozené se vyskytujici "stresovy" hormon, ktery stimuluje

glukokortikoidni a mineralokortikoidni receptory [98].
Prednison

Prednison patfi mezi nejrozsitenéjsi syntetické kortikosteroidy. Ma vysoky
pomér mezi glukokortikoidni a mineralokortikoidni aktivitou, ktery je Zadouci pfi
pouZiti jako protizanétlivého a imunosupresivniho Cinidla (zde jsou ucinky ovliviujici
rovnovahu sodiku a vody nezadouci). Prednison je prolécivo, které nema Zadnou
biologickou aktivitu, dokud neni pfevedeno hepatickym metabolizmem na prednisolon
(aktivni metabolit). Metabolickd konverze mize byt ztizend zhorSenou jaterni dysfunkci

[98].
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Prednisolon

Prednisolon je aktivni metabolit prednisonu. Ma 4 az 5krat vyssi protizanétlivou
ucinnost nez kortisol a asi 1/4 mineralokortikoidni aktivity neZ kortisol. Béhem
téhotenstvi se v placenté exprimuje enzym 11R-hydroxysteroid dehydrogendaza-2,
ktery inaktivuje bud’ kortisol nebo prednisolon pfeménou na jejich neaktivni formy
(kortison a prednison). Timto zplUsobem je plod chranén pred vysokymi hladinami
téchto glukokortikoid(. Naproti tomu tento enzym nema stejny inaktivacni ucinek na

nékteré dalsi syntetické glukokortikoidy, jako je naptiklad dexamethason [98].
Methylprednisolon

Methylprednisolon je methylovany analog prednisolonu, ktery ma 5-6krat vyssi

protizanétlivy ucinek nez kortisol [98].
Dexamethason

Dexamethason je silny, dlouhodobé pusobici glukokortikoid, ktery ma relativné

maly vliv na mineralokortikoidni receptory [98].

3.3 Biomarkery

Nova diagnosticka kritéria dostupna od roku 2010 diky ACR a EULAR zahrnuji 2
typy biomarker(: zanétlivé (CRP, sedimentace) a imunitni (protilatky, revmatoidni
faktor, ACPA). Tato kritéria ndm pomadhaji k lepsi diagnostice pacienta v ¢asnych
stadiich 1é€by, ackoliv vyznamny podil pacientl s casnou artritidou nespliuje tato
kritéria a jsou poté nespravné zarazeni do neklasifikovanych RA [37, 99]. Jaké markery
bychom tedy potfebovali? Urcité typy se ndm nabizeji, napftiklad: genetické
polymorfismy, proteomické markery, analyza genové exprese a protilatky. VSechny
tyto moznosti jsou vyuzitelné z hlediska klinické mediciny, protozZe jejich uzite€nost

byla prokazana jiz v nékolika studiich [100].

V dnesni dobé patfi mezi priority vyhnout se nezadoucim ucinkim a stim i
souvisejicimu nevratnému poskozeni organismu, stejné tak jako snizit dlouhodobé
naklady souvisejici s chronickymi nemocemi, kdy dlouhotrvajici nekontrolované
zanétlivé choroby vedou v pribéhu ¢asu k vyznamnému zatéZzovani zdravi pacienta a

tim i ke zvySovani potfebné péce a |écby. V soucasné dobé se jiz naskytd mnoho
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prilezitosti k objeveni biomarkerd, které by nam pomohli predvidat reakce organismu

na lécbu a tim lépe docilit priorit a predchazet zmifovanym problémdm [101].

Jako o jednom z moznych kandidatli je v posledni dobé diskutovano o molekule

mikroRNA.

3.4 Mikro RNA

Rozlisujeme nékolik typl nekodujicich RNA: tRNA (transfer RNA), rRNA
(ribosomal RNA), mikroRNA, siRNA (small interfering RNA) a snoRNA (small nucleolar
RNA). MikroRNA jsou kratké, jednoretézcové, nekddujici RNA molekuly, které se vazi
na mRNA a brani syntéze proteind jednim ze dvou moznych mechanismd. MiRNA byla
objevena ve vétsiné eukaryotnich organizm( vcetné Clovéka, kde ¢ita 1-3 % lidského
genomu a reguluje nejméné 30 % protein kddujicich gent. Délka miRNA se pohybuje
okolo 19-22 parli bazi a jejich funkce je zaloZena na negativni regulaci exprese
prostfednictvim komplementarity miRNA a mRNA [102]. Dodnes bylo v lidském
genomu identifikovano kolem 2500 riznych miRNA [103]. Ackoliv u mnoha z nich nebyl
objasnén jejich vyznam, je jiz zjevné, Ze jejich zasadni role spociva v regulaci genové
exprese, kontrole bunécného déleni a metabolickych cest. MIRNA vznikd
dvoukrokovym sestfihem primarni miRNA, ktera je soucasti komplexu RISC (RNA —
induced silencing complex). Uroveri komplementarity mezi miRNA a mRNA nam
ukazuje, jaky mechanizmus regulace bude nasledovat. M(iZe nastat Stépeni cilové
MRNA s ndslednou degradaci nebo inhibici translace. Detaily mechanism( nejsou zcela
znamy, ale diky probihajicim vyzkum(im a testovdnim, které poskytuji informace o
jejich funkcich a regulacich nam oteviraji dvefe k novému pozndni a moznym aplikacim
v mediciné. Tyto poznatky poté mohou pomoci napftiklad v diagnostice, kde sledujeme

zmény exprese uréitého typu miRNA [102].

Prekurzory miRNA se shlukuji v mnoha rdznych oblastech genomu, nejcastéji
v intronech gend kddujicich proteiny a intergennich oblastech. Uvadi se, Ze vétsina
intergennich a intronnich miRNA je transkribovdna pomoci RNA polymerazy Il, coZ je
komplexni enzym zodpovédny za pfepis DNA do mRNA. Malé protein nekddujici RNA,
které jsou spojeny s regulaci buné¢ného cyklu a rlstu jsou syntetizovdny pomoci RNA

polymerazy lll. Regulace exprese miRNA neni zcela objasnéna, ale pfedpoklada se, ze u
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primarni miRNA syntetizované pomoci polymerazy I, je pravdépodobné fizena
obdobné jako u transkripce proteind, tedy pomoci transkrip¢nich faktorl a teoreticky i
jinych miRNA reagujicich na endogenni a exogenni podnéty. Regulacni proteiny maji
schopnost zastavit expresi jejich navazanim na miRNA. Odhaduje se, Ze 10% miRNA je
regulovano methylaci DNA, dalsi poznatky uvadéji, ze regulaci ovliviiuje také hypoxie,

hormonalni zmény, a podobné [102].

3.4.1 MikroRNA - biogeneze

Biogeneze lidské mikroRNA zahrnuje dva hlavni kroky lokalizované v jadfe a
cytoplazmé. Geny kédujici miRNA maji vlastni promotory a prepis do primarnich
transkriptl (pri — miRNA) probiha prostfednictvim RNA polymerazy Il. Nasleduje sestrih
na kratké (70 nukleotidl dlouhé) vlasenkové struktury tzv. pre — miRNA ribonukledzou
Drosha a dsRNA vazajicim proteinem DGCRS8. Timto procesem vznikd multiproteinovy
komplex zvany mikroprocesor. V dalsim kroku dochazi k transportu do cytoplazmy
pomoci GTP — dependentniho transportniho proteinu exportinu 5. V cytoplazmeé
dochdzi za pomoci endonukledzy DICER v kombinaci s vazebnym proteinem TRBP
k dpravé pre—-miRNA na maturovanou dvouretézcovou miRNA. Vedouci vlakno je
inkorporovdno do komplexu miRISC a druhé vlakno je degradovdno. MiRISC je tvoren
proteiny argonautové rodiny (AGO1 — 4) a proteiny GEMIN3 a 4. Tento komplex je
schopny vazat se na cilovou mRNA, coZ vede k Stépeni mRNA (prostfednictvim AGO2)

nebo tlumeni translace [104].

3.4.2 MiR-146a

Existuji mnohé studie, které se zabyvaji mikroRNA-146a (miR-146a) v souvislosti
s RA. Nékteré z nich svymi vysledky vyvracely mozné spojeni této mikro RNA a RA [105-
107]. V €lanku ,,MicroRNAs in rheumatoid arthritis: altered expression and diagnostic

Ill

potential.”, Alexey Churov uvadi, Ze zvySena exprese byla zaznamendana v synovialni
tekutiné, synovialnich fibroblastech, CD4+ T-bunkach z periferni krve a synovialni

tekutiny, mononukledrnich burikach periferni krve a plazmé [108].
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V posledni dobé jsou sledované polymorfizmy miR-146a souvisejici s nékterymi
nemocemi, jako jsou rakovina délozniho ¢ipku, Zaludku, prostaty, stitné zlazy, karcinom

skvamodznich bunék a hepatocelularni karcinom [109].

U pacientl s RA byly zaznamenany nizsi hladiny miR-146a v synovialni tekutiné
nez v plazmé. MiR-146a reguluje dva znamé cile: TRAF6 (TNF receptor associated
factor 6) a IRAK1 (interleukin-1 receptorassociated kinase 1). Ackoli nebyla
zaznamenana prima souvislost mezi TRAF6 a IRAK1 proteinl s RA, potlaceni TRAF6 a
IRAK1 v bunkach THP-1 (oznaceni pro lidské monocytové leukemické modelové buriky)
vedlo ke snizeni hladiny TNF-a. Proto se zda, Ze upregulace miR-146a muze vést k
prodlouzeni produkce TNF-a prostiednictvim exprese deregulovanych TRAF6 nebo

IRAK1 [109].

Polymorfizmus IRAK1 (A->C) je spojovan s RA, ankylozujici spondylitidou a
nachylnosti k psoriatické artritidé. Tento polymorfizmus nesouvisi pfimo s miR-146a,
avsak IRAK1 je cilovym genem této miRNA. Mohlo by tedy dochazet napfriklad k

naruseni posttranslacni regulace IRAK1 [109].

3.4.3 MiR-124a

Tato miRNA mUzZe byt jednou z nejdulezitéjSich posttranskripénich regulatort
synovialnich fibroblastl u RA a autoimunitnich zdnétd. Transfekce s pre-miR-124a
inhibovala proliferaci synovialnich fibroblastl a zastavovala bunéény cyklus v G1 fazi,
ale neméla Zadny vliv na proliferaci normalnich a osteoartritickych synoviocytu.
Nadmérnda exprese miR-124a v synovidlnich fibroblastech vedla ke zménam hladin cil(i
této miRNA, ke kterym patfi CDK-2 (cyclin-dependent kinase — 2), MCP — 1 (monocyte
chemoatraktant protein — 1), vaskuldrni endotelidlni rlstovy faktor a angiogenin.
Snizend exprese miR-124a tedy muze prispét k patogenezi RA diky zvyseni proliferace
synovialnich fibroblastd u revmatoidni artritidy, chemotaxi leukocytll a angiogenezi

[110].
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3.4.4 MiR-155

Mnohé miRNA byly zkoumany v souvislosti s RA, véetné miRNA, které jsou
cilené na expresi CTLA-4 genu jako je miR-155. V neddvné dobé byla také objevena
souvislost s genetickymi polymorfizmy v pre-miRNA a zdanétlivymi biomarkery u
pacientd s RA. MiRNA-155 je kddovana soucasné s BIC (B-cell integration cluster) RNA.
BIC gen je umistén na 21. chromozomu. Exprese BIC RNA je normalni u lymfoidni
tkané, ale zvySena naptiklad u Hodgkinova nebo Burkittova lymfomu u déti. MiRNA-
155 patfi k vysoce specifickym pro hematopoetické bunky a byla pravdépodobné prvni
miRNA, u které bylo zaznamendno zvySeni béhem rakoviny. MiR-155 byla prvni miRNA,
ktera byla spojena se zanétem diky své silné upregulaci ve vice bunéénych imunitnich
radach po stimulaci ligandy toll receptor(, zanétlivymi cytokiny a specifickymi antigeny

[111].

V jedné studii bylo uvedeno, Zze miRNA-155 je nejvice upregulovand miRNA v
ramci exprese CD4+ T bunék aktivovanych po dobu tfi dn. Bylo vypozorovano, Ze
nedostatek miR-155 vede k poskozeni imunitni odezvy, ktera je zplsobena poruchou B

a T-bunék imunitniho systému a abnormalni funkci bunék prezentujicich antigen [112].

3.4.4.1 MiR-155a RA

MIiR-155 reguluje rizné molekuly, které jsou spojovany se zanétlivym procesem
u RA, zejména TNF-a. TNF-a je negativni regulator BMP (bone morphogenetic protein)
indukujici osteogenni diferenciaci a je povaZovdn za jeden z hlavnich cytokin(

odpovédnych za osteopenii pfi RA [111].

3.4.5 MiR-203

MiR-203 je pfi RA podobné jako miR-124a upregulovana u synovialnich
fibroblastl ve srovnani se synovialnimi fibroblasty u pacientl s osteoartritidou, nebo
zdravych jedincl. Tato miRNA je schopna stimulovat expresi MMP-1 (matrix
metaloproteinase — 1) a NF-kB (nuclear factor kappa -light chain enhancer of activated

B cells), coz vede k aktivaci synovialnich fibroblastl u RA a zanétlivym stavim [113].
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3.4.6 MiR-223

Bylo zjisténo, Ze miR-223 muzZe regulovat diferenciaci osteoklastl, které hraji
dalezZitou roli ve vyvoji nemoci u pacientd s RA. K tomuto faktu bylo uskutec¢néno
nékolik studii, kde se potvrdilo, Ze nadmérnd exprese miR-223 v lidskych
mononuklearnich burikach periferni krve vedla k potlaceni produkce osteoklastd,
stejné tak i expresi genli pro markery osteoklastl. Zvysené hladiny miR-223 byly
zaznamendny v mistech zanétl i v krevnim obéhu pacientl s RA. Proto se také zd3, Ze

by mohla existovat korelace mezi expresi miR-223 a revmatoidniho faktoru [114].

3.4.7 MiR-323-3p

U synovialnich fibroblastl (SF) revmatoidni artritidy byla prokazana zvysena
exprese miRNA 323-3p. Synovialni fibroblasty jsou klicové bunky zpUsobujici
patogenezi u RA. V ¢lanku ,MicroRNA-323-3p: a new biomarker and potential
therapeutic target for rheumatoid arthritis” od Tao Xu et al., z roku 2013, je uvedeno,
Ze miRNA 323-3p zvysSuje aktivaci signdlni drahy Wnt/kadherinu. Aktivace Wnt/
kadherin signalizace u RA spolec¢né s konstitutivni upregulaci beta-kateninu (spolecna

soucast obou signalnich drah) jsou spojeny s fenotypem aktivovanych SF u RA [115].

V synoviu u pacientli s RA byli také zaznamenany vyssi hladiny Wnt nez u
pacientl bez RA. Aktivace Wnt/beta — katenin signalizace v chondrocytech indukuje
degradaci tkané chrupavek, podobné jako u osteoartritidy a RA, zatimco blokace Wnt
usnadnuje erozi kosti a mlze prispét ke katabolické formé remodelovani kosti, kterou

mulzeme sledovat u pacientl s RA [115].

Studie na experimentdlnich modelech prokazaly napft. vliv jednonukleotidovych
polymorfismd gent Wnt/beta-katenin signaini drahy, konkrétné Dkk-1, Sost, Kremen-1
a LRP-5 na progresi destrukce kloubl u RA. Lé¢ba pomoci neutralizujicich protilatek
proti Dkk-1 u modelovych hlodavci se zanétlivou artritidou vedlo k ochrané pred erozi

kosti [115].

Tyto vyzkumy a experimenty nam poskytuji informace o mozZnych
mechanizmech RA a také o moZnych terapeutickych cilech, napfiklad prostfednictvim

Whnt drahy.
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3.4.8 MiR-16

ZvySené hladiny miR-16 byly zaznamenany v mononuklearnich bunkach
periferni krve, plazmé a synovialni tekutiné pacientl s RA, kde koncentrace v synovialni
tekutiné byla nizsi nez v plazmé. MiR-16 by mohla byt schopna cilit na 3’UTR oblast
tumor nekrotizujiciho faktoru, ¢imz by mohlo dochazet k regulaci signalizace tohoto

faktoru, ktery hraje dulezitou roli v patogenezi RA [116].

Zvysené hodnoty u mononukledrnich bunék a plazmy korelovaly s aktivnim
onemocnénim, uréenym hodnotou CRP a sedimentaci krve, coZz by mohlo nasvédcéovat

0 mozném vyuZiti jako markeru pro sledovani aktivity onemocnéni [116].

42



4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materialy a metodika

4.1.1 Charakteristika pacientt

Studie byla schvélena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové a od
kazdého pacienta byl ziskan informovany souhlas se zarazenim do studie, odbérem

vzorkd a provedenymi analyzami.

Pro sledovani zmén exprese mikroRNA bylo analyzovano 13 parovych vzorki
pacientl a 5 kontrolnich vzorkd sesbiranych v letech 2016-2017 ve Fakultni nemocnici
Hradec Kralové. Sledovani pacienti byli rozdéleni do nasledujicich skupin: 13 pacient(
splfiovalo kritéria pro RA (ACR/EULAR) s vysokou klinickou aktivitou (Disease Activity
Score 28), 5 pacientl s remisi bylo zarazenych do kontrolni skupiny. Pacienti s aktivnim
onemocnénim byli ve véku 36-84 let (primérny vék 62, median 67 let), pricemz ze 13
pacientl byli dva muZi (15%), pacienti s nizkou aktivitou onemocnéni (kontroly) byli ve

véku 45-67 let (primér 56, median 60 let), z péti pacientl byl jeden muz (20%).

4.1.2 Analyza expresniho profilu miRNA

Pro analyzu exprese miRNA byla vyuZita metoda RT-gPCR, tedy kvantitativni
polymerdzova rfetézova reakce s reverzni transkripci. V porovnani s jinymi metodami
vyuzivanymi pro stanoveni exprese miRNA (microarrays, next-generation sekvenovani)
ma tato metoda vysokou specifitu, senzitivitu a také velky dynamicky rozsah [117,

118].

K analyze byla pouzita periferni krev odebrand od pacientl pred zahdjenim
pulsni 1é¢by glukokortikoidy a 5 dni po |é¢bé (kontrolni skupina odebrand bez |écby GC)
Vzorky byly oznaéeny nasledovné: Cislo_1 = pfed Ié€bou, Cislo_2 = po |é€bé, K a Cislo =
kontrola. Srazliva krev byla po pfijeti zpracovana dle nasledujiciho postupu (tabulka €.

3):
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Tabulka 3: Postup zpracovadni periferni krve

1. centrifugace | 10 minut Laboratorni 1500g Po centrifugaci odsani
teplota séra

2. centrifugace 5 minut Laboratorni 3000g Po centrifugaci odsani
teplota séra bez peletky

Po centrifugaci vzorku bylo ovéreno, zda nedoslo k nadmérné hemolyze vzorku.
Hemolyza vzorku byla stanovena spektrofotometrickym mérenim na NanoDrop®
Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA) pfi
vinové délce 415 nm. Metoda je zaloZzena na méreni optické hustoty oxyhemoglobinu
ve vzorku s Upravou nespecifické interference pozadi (pti 380 nm) a také komplexu
bilirubin/albumin (450 nm). Zde je uveden vztah mezi absorbanci a koncentraci
hemoglobinu.

Hb (g/1) = (k[167-2 x A, — 836 x Ay, [or A, )
— 836 x A ]) = 1000.
Pro zarazeni vzorku do analyzy byly akceptovany hodnoty v rozmezi

A415nm= 0,00'0,18.

4.1.3 lzolace miRNA

Ze séra z predchoziho kroku byla vyizolovana celkovda RNA obohacend o
mikroRNA pomoci kitu miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Némecko). Tento kit
slouzi k purifikaci celkové nebunécné RNA, zejména miRNA a jinych malych RNA z
nizkych objemil séra nebo plazmy. U¢innd purifikace probiha jiz pfi objemu do 200pl
plazmy nebo séra za minimalni moznosti kontaminace solemi nebo fenolem, které by

mohly ovlivnit pozdéjsi analyzy.

Principem izolace je kombinace fenol/guanidinové lyzy vzorku a purifikace
pomoci membrany na bazi kfemiku, na kterou se vaze nukleova kyselina. QlAzol® Lysis
Reagent, obsaZeny v kitu, je monofazovy roztok obsahujici fenol a guanidin, ktery
usnadnuje lyzu tkani, inhibici RNdz a za pomoci organické extrakce slouzi také k
odstranéni vétsiny bunécné DNA a proteinl z lyzatu. Pro zvySeni vytéZnosti izolace byl

pouZit MS2 carrier (komercéni RNA z bakteriofaga).
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4.1.3.1 Postup izolace miRNA

1.

2.

10.

11.

12.

Odebrat 200 pl séra na Cisté zkumavky.

Pfidat 5ti-nasobek lyzaéniho roztoku QIAzol a 1,25 pl MS2 (0,8 pg/ul).
Dostatecné vortexovat pfiblizné minutu. Lyzat nechat stat 5 minut pfi

laboratorni teploté.

Pridat chloroform o objemu stejném jako objem vstupniho materidlu a pofadné

promichat vortexem po dobu minimalné 15 s.
Zkumavku s lyzdtem nechat stat 2-3 minuty pfi laboratorni teploté.

Centrifugovat 15 minut pfi 12000 x g a 4°C. Vzorek se rozdéli do tfi vrstev:
vrchni bezbarva vodna vrstva obsahujici RNA, stfedni interfaze s proteiny a

spodni barevna organicka faze.

Odebrat vodnou fazi do nové zkumavky a pridat 1,5nasobek objemu 100%

etanolu. Promichat pipetovanim.

Pipetovat 700 pl vzorku na kolonku a centrifugovat 15 s pfi min. 8000 x g, pfi
laboratorni teploté. V pfipadé vyssiho objemu nez 700 ul vylit obsah sbérné

zkumavky a krok opakovat s dalsi davkou.

Odstranit filtrdt a pfidat 700 pl RWT pufru na kolonku. Centrifugovat 15 s pfi

>10000 x g a opét odstranit filtrat vylitim.

Pfridat 500 pl RPE pufru na kolonku a centrifugovat 15 s pfi >8000 x g. Vylit

filtrat.

Pfidat 500 pl 80% ethanolu na kolonku a centrifugovat 2 min pfi >8000 x g pro

promyti kolonky. Zkumavku i s filtratem vyhodit.

Pro dodate¢né vysuseni kolonky centrifugovat 5 minut pfi plné rychlosti.
Zkumavku s filtratem vyhodit a kolonku premistit do cCisté 1,5 ml zkumavky s

oznacenim.

Pfidat 14 ul RNase-free vody na stfed membrany v kolonce. Pro eluci
centrifugovat 1 minutu pfi plné rychlosti. Kolonku vyhodit, zkumavku s RNA

uzavrit.
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13. Spektrofotometricky zméfit koncentraci (NanoDrop).
14. Uskladnit vyizolovanou RNA pfi -80°C.

Koncentrace izolované RNA se pohybovaly v rozmezi 57,73-267,99 ng/ul, s Cistotou
stanovenou pomérem absorbance pfi vinové délce 260 a 280 nm v rozmezi 1,71-2,14 s

medidanem a pridmérem 1,91, co odpovida standardni Cistoté.

4.1.4 Reverzni transkripce

Pro kvantifikaci sledovanych mikroRNA bylo nutné prevést celkovou RNA
pomoci reverzni transkripce do podoby komplementarni DNA (cDNA). Pro tento ucel
jsme vyuzili kit TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems,
USA) a smés primer( Megaplex™ RT Primers (Human Pool A v2.1, Human Pool B v3.0)
(Applied Biosystems, USA), obsahujici v ramci jednoho poolu primery pro 384 gend.
Primery pro prepis mikroRNA obsahuji specidlni vlasenky, které se vazi na 3’ konec

zralé mikroRNA, viz obr. 7 [119].

RT primer

miRNA

Krok 1:
Reverzni transkripce,
vigsenkové primery

*IIIIIIIIIIIIIIIIIIIO

Krok 2:
Real-time PCR

\ Forward primer

=

h
Reverse
primer

TagMan sonda

Obrdzek 7: Schéma reverzni transkripce s vyuZitim vldsenkovych primerd a
kvantitativni PCR pomoci TagMan sond. (Prevzato z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1292995/)
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Vyhodou téchto primer( je jejich stabilita pfi denaturaci, kdy nedochazi k
rozvolnéni dvouretézce vldsenky a cely Usek spolu s navdzanou mikroRNA slouzi jako
templat pro kvantitativni PCR (qPCR). Dalsi mozZnosti je také vyuziti oligo-dT primerd,
které se vazi na polyadenylovanou cast zralé mikroRNA, a tim zahajuji reverzni
transkripci [120]. Pro detekci mikroRNA s velmi nizkou expresi bylo nutné pouzit

preamplifikaci.

Vyizolovanad RNA byla nafedénd na 2,5 reakce (pool A, pool B a pul reakce navic
kvali ztratdm pti pipetovani). Vstupni mnozstvi RNA do reverzni transkripce bylo

100 ng/reakci.

4.1.4.1 Postup

1. Po rozmraZzeni reagencii na ledu, namichat reakéni smés pro oba pooly

(tabulka 4) a dostatec¢né promichat.

Tabulka 4: Reakéni smés pro reverzni transkripci

Komponenty reakéni smési Objem pro 1 vzorek (pl)
10x Megaplex™ RT primery 0,80
100 mM dNTPs (s dTTP) 0,20
MultiScribe™ reverzni 1,50

transkriptaza (50 U/ pl)

10x RT pufr 0,80

25 mM MgCl, 0,90
RNazovy inhibitor (20 U/ ul) 0,10
Voda nuclease-free 0,20
Celkovy objem 4,50

2. Pipetovat 4,5 pul reakéni smési do Cisté 0,2 ml zkumavky a pfidat 3,5 ul fedéné

RNA (nebo vody pro negativni kontrolu). Mirné promichat a stocit.

3. Inkubovat 5 minut na ledu a spustit reverzni transkripci na termocykléru podle

reakénich podminek uvedenych v tabulce 5.
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Tabulka 5: Nastaveni termocykléru a cyklovdni

Teplota Délka

16°C 2 min

Cyklovani (40 cykl() 42°C 1 min
50°C 1s

Hold 85°C 5 min
Hold 4°C oo

4, Pokracovat k preamplifikaci nebo uskladnit produkt pti -20°C.

4.1.5 Preamplifikace

1. Rozmrazit reagencie na ledu a pfipravit preamplifikacni reakéni mix (tabulka 6).

Mirné promichat a stocit.

Tabulka 6: Preamplifikacni reakéni mix

Komponenty reakcni smési Objem (ul) pro 1 vzorek
2x TagMan® PreAmp Master Mix 12,5
10x Megaplex™ PreAmp primery 2,5
Voda nuclease-free 7,5
Celkovy objem 22,5

2. Smichat 2,5 pl produktu z pfedchoziho kroku a 22,5 ul preamplifikaéni reakéni
smési.
3. Mirné zvortexovat, stocit a inkubovat 5 minut na ledu.

4. Spustit preamplifikaci na termocykléru po nastaveni reakénich podminek podle

tabulky 7.
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Tabulka 7: Nastaveni reakcénich podminek na termocykléru u preamplifikace

Teplota Cas
Hold 95°C 10 min
Hold 55°C 2 min
Hold 72°C 2 min
95°C 15s
Cyklovani (12 cykld)
60°C 4 min
Inaktivace enzymu 99,9°C 10 min
Hold 4°C Y

5. Pfidat 75 ul 0,1x TE (Tris/EDTA) pufru s pH 8,0. Nafedény produkt je moiné

pouzit pfimo v dalSim kroku nebo skladovat pri-20°C.

4.1.6 Amplifikace

TagMan Low Density Array (TLDA - TagMan® Array Human MicroRNA Set Cards
v3.0) se sklada ze dvou 384-jamkovych mikrofluidnich karet (A a B), kterymi je mozné

analyzovat az 754 lidskych mikroRNA a 3 endogenni kontroly (schéma viz Obr. 8)

TagMan® Array Human MicroRNA Card A v2

s e

Obrazek 8: Schéma mikrofluidni karty — TLDA arraye pro analyzu miRNA.
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V kartdch jsou z vyroby predpfipravené primery a hydrolyzaéni TagMan sondy
(préby), které obsahuji kovalentné vazany fluorofor na 5’ konci a zhase¢ na 3’ konci.
Funkénost sond zabezpecuje 5 - 3’ exonukledzova aktivita DNA polymerdzy, kdy
dochazi k oddaleni zhasec¢e od fluorescentniho barviva a k emisi zareni. DNA
polymerdza je soucasti prislusného TagMan® Universal PCR Master Mixu. Karty
s master mixem a templatem jsou nasledné analyzovany pomoci kvantitativni PCR. V
pribéhu cyklovani dochazi k exponencialnimu narlstu poctu kopii, ktery je mozné
sledovat z amplifikacni krivky a z vysledné kFivky zavislosti zvySujici se fluorescence s

narGstajicim poctem cyklG urcit kvantitu daného templatu/genu/miRNA (obrazek €. 9).

Amplifikacni kifvka

70633

64 635 )
o 58633 3. faza plateau
2 sz633 .
9 63 c /
- 2. exponencialni faze
g d0653
5 34533
QS
= 23333 CtorCp
L. ) “y, threshold

22635

16633 e e e e e

e 1. iniciacni faze

10633

4533

baseline
E 10 15 20 5 30 a5 40
Poéet cykll

Obrdzek 9: Amplifikaéni kfivka (Pfevzato z: https://www.highveld.com/pcr/real-
time-pcr-quantification-analysis.html)

4.1.6.1 Postup pripravy TLDA arraye (karty)

1. Vytemperovat TLDA array na laboratorni teplotu (>15 min) a pfipravit reakéni

mix pro array (tabulka 8).
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Tabulka 8: Reakcni mix pro TLDA array

Komponenty Objem (pl) pro 1 array
2x TagMan® Universal PCR Master Mix, No 450
AmpErase® UNG
Redény produkt s preamplifikaci 9
Voda nuclease-free 441
Celkovy objem 900

2. Nanést 100 pl mixu do kazdého pipetovaciho portu arraye, centrifugovat a

zazehlit.

3. Vlozit mikrofluidni kartu do 7900HT Fast Real-Time PCR Systém a spustit
analyzu v softwaru SDS 2.4 se zadanym pfisluSnym mapovacim souborem od
vyrobce arraye (.aif soubor) obsahujicim veskera potfebna nastaveni analyzy a
seznamy a umisténi sond analyzovanych genl(/miRNA. Teplotni profil

amplifikace je uveden v tabulce 9.

Tabulka 9: Teplotni profil amplifikace

Teplota | Cas
Hold 50°C 2 min
Hold 94,5°C | 10 min
97°C 30s
Cyklovani (40x)
59,7°C | 1 min

4.1.7 Vyhodnoceni dat

V prvnim kroku je nutné projit a upravit primarni amplifikaéni data — napt.
pomoci software Expression Suite Software v1.1 ¢&i v online cloudovém softwaru
ThermoFisher Scientific/Applied Biosystems. V pfipadé potreby se upravi rozmezi pro

baseline a uroven thresholdu pro odecteni C; (threshold cycle) hodnot, vyradi se
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nestandardni kfivky. Nasledné jsou ze vSech procisténych primarnich dat automaticky
odecteny hodnoty cyklu, v kterém doslo k narlstu fluorescence nad pozadi (Cr)
v jednotlivych jamkach arraye a hodnoty jsou vyexportovany ve vhodném formatu

(napf.: .txt, .csv) k dalsi analyze.

4.1.7.1 Normalizace expresnich dat a statistické hodnoceni

Vzhledem k vysokému poctu analyzovanych gent (miRNA) je optimalni volbou tzv.
globdlni normalizace dat (ve srovnani se stanovenim relativni exprese proti vybranym
referenénim genim metodou ddCr). Normalizace se provadi kvantilové (viz grafy
boxplotll v ¢asti Vysledky) a v principu vychazi z medianl C; hodnot u gend, které byly
kvantifikovatelné (méfitelné) napfti¢ vSemi vzorky (median se urcuje u kazdého vzorku
individualné, ale vidy ze stejného setu mérenych gent). Vzhledem k vysoké citlivosti
TLDA arrayi (kdy je teoreticka jedna molekula templatu amplifikovana nejpozdéji v 32-
34 cyklu), byly hodnoty vyssi nez 34 nahrazeny hodnotou 39 a neméfitelné hodnoty
nahrazeny 40, coZz oboji prakticky znamena hodnoty exprese blizké nule, ale
v budoucnu je mozno odliSit, zda byl vzorek néjak amplifikovan, nebo nebyl signal
vlbec detekovan. Geny/ miRNA, které nebyly detekovany v Zzadném vzorku (Cy 39 nebo

40), byly ze statistického hodnoceni rovnou vyrazeny (viz ddle Vysledky)

Ke statistickému porovndni byly pouZity testy linedrnich modell, pticemzZz pro
parova data (skupina pacient( s aktivni RA pred a po pulsni terapii glukokortikoidy) byl
pouzit model s blokovym designem experimentu. Pro neparova data (skupina pacient(
s aktivnim onemocnénim pred Iécbou proti kontrolni skupiné pacient(i s neaktivnim
onemocnénim) byly pouZity standardni testy linearnich statistickych modeld.
Statisticky vyznamnad hladina vyznamnosti byla stanovena p < 0,05 (viz sekce Vysledky)
a statisticky vyznamné rozdilné exprimované miRNA byly vizualizovany pomoci
heat map se shlukovanim pro zobrazeni podobnosti miRNA profill jednotlivych vzorkd.
Rovnéz bylo provedeno nesupervizované klastrovani vzorkl pouze na zakladé

expresnich profild miRNA.
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5. VYSLEDKY

Pro provedeni kvantilové normalizace (viz Obr. 10 a 11) byly vylouc¢eny miRNA,
které mély C; 39 nebo 40 ve vSech vzorcich. Ve skupiné RA (post-GC x pre-GC) zlstalo
v analyze 557 miRNA pro 26 vzork( (13 parQ). Pro statistické porovnani skupiny RA
(pre-GC) a kontrolni skupiny (no-GC) bylo pro analyzu pouzito 542 miRNA v 18 vzorcich
(13x pre-GC, 5x no-GC).
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Obrdzek 10: Normalizace Cr hodnot (osa y) u vzorki pacienti s aktivnim
onemocnénim (Zluté pred lécbou (pre-GC), modre po Iécbé (post-GC).
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Obrdzek 11: Normalizace Cr hodnot u vzorki pacientii s aktivnim onemocnénim a
neaktivnim onemocnénim (Zluté pred lécbou (pre-GC), riiZové neaktivni kontroly
(no-GC).

Nesupervizované shlukovani slouZi k zobrazeni podobnosti jednotlivych vzorka,
zde byla ve vétsiné pripadd hlavnim kritériem podobnosti pribuznost vzork( (dva
konsekutivni odbéry u jednoho pacienta). Jak je patrno s klastrli v dendrogramech
(Obr. 12 a 13) i z teplotnich/heat map, vzorek ¢. 14 byl celkové odlisny od ostatnich

analyzovanych vzorkd.
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Obrazek 12: Nesupervizované shlukovani vzorki RA pacienti po lécbé (post-GC a
pred lé¢bou (pre-GC)). Urovné a vzddlenosti v dendrogramu zobrazuji miru
podobnosti profilii miRNA jednotlivych vzorkd.
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Obrdzek 13: Nesupervizované shlukovdni vzorkii RA pacienti s aktivnim
onemocnénim (pre-GC) proti kontrolnim pacientim s neaktivnim onemocnénim (no-

GC). Urovné a vzddlenosti v dendrogramu zobrazuji miru podobnosti profilii miRNA
jednotlivych vzorki.
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Heat mapy zobrazujici komplexni miRNA profily v obou porovndnich (post-GC x
pre-GC a pre-GC x no-GC) neukdazaly vyrazné rozdily celkovych miRNA profil( (viz Obr.
14) s vyjimkou uvedeného pacienta €. 14 (vzorky 14_1 pied IéCbou a 14 _2 po |écbé

GC).

EE R 2% g

Obrazek 14: Heat mapy celkovych miRNA profilii: porovndni pacienti s aktivnim
onemocnénim po lécbé x pred Iécbou (vlevo) a srovndni pacienti s aktivni RA proti
kontrolam (vpravo). Osa x — vzorky, osa y — miRNA, pomysind osa z = teplotni skdla).
Odstiny cervené zndzornuji miru upregulace (,,oblast zvysené teploty”, cerné odstiny
zndzorfiuji rovnovdhu (nulu, stfedni hodnota intenzity/genové exprese), odstiny
zelené (studend oblast) ukazuji na geny se sniZzenou expresi. Vzorky se prakticky
nelisi, ani shlukovaci analyza nahore neoddéluje vyznamné skupiny (napf. modré
post-GC a Zluté pre-GC vzorky jsou promichdny). Zde zndzornénd schémata slouZi pro
predstavu vystupu v podobé heat mapy.

Design a hypotéza studie predpokladaly zmény exprese konkrétnich miRNA,
spiSe nez globdlni zmény miRNA profill. Tento predpoklad se potvrdil, statistické
vyhodnoceni ukdzalo statisticky signifikantné rozdilnou miru exprese urcitych miRNA, a
to konkrétné:

I.  pro porovnani zmén u skupiny pacientl lé¢enych glukokortikoidy po Ié¢bé:

29 miRNA rozdilné exprimovanych na hladiné signifikance p<0,05, z toho 14 miRNA na

hladiné vyznamnosti p<0,025 resp. 7 miRNA na hladiné p<0.005
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[I.  usrovnani pacientd s aktivnim vs. neaktivnim onemocnénim (pre-GC x no-GC):

21 miRNA rozdilné exprimovanych na hladiné signifikance p<0,05, z toho 15 miRNA na
hladiné vyznamnosti p<0,025 resp. 10 miRNA na hladiné p<0.01 (resp. 6 miRNA na
hladiné p<0,002)

Vybrané hladiny signifikance resp. panely miRNA, jsou zobrazeny na obr. 15 a
16 (vliv glukokortikoid() a obr. 17 a 18 (vliv aktivity onemocnéni). Je patrné, Ze vybéry
miRNA maji lepsi schopnost shlukovat vzorky do plvodnich skupin (pre-GC, post-GC a

kontroly), s vy$si mirou pravdépodobnosti tak odrdzeji skutecny biologicky efekt Ci

[T Al

rozdil mezi nimi.
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Obrazek 15: RA: post-GC vs. pre-GC, pdrovy U-test, 29 miRNA diferencidlné
exprimovanych na hladiné p<0.05. Zluté, vzorky pre-GC, modre, vzorky post-GC (po
lécbé glukokortikoidy).

57



hsa-miR-21#-002438

hsa-miR-1247-002893

hsa-miR-770-5p-002002

hsa-miR-1255B-002801

hsa-miR-9-000583

hsa-miR-211-000514

hsa-miR-423-5p-002340

CCCCCCICCCCCCCCLCCLICCLCLLCLC LS

@ R O O O O O

~ £ - N

S N NN N T NN T T T T T T T T

IIJoOo I~ 2LIZIS Y 2R NN
~ -

Obrdzek 16: RA: post-GC vs. pre-GC, pdrovy U-test, 7 miRNA diferencidlné
exprimovanych na hladiné p<0.005. Zluté, vzorky pre-GC, modre, vzorky post-GC (po
lécbé glukokortikoidy).
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Obrazek 17: Aktivita onemocnéni: pre-GC vs. no-GC, nepdrovy U-test, 21 miRNA
diferencidlné exprimovanych na hladiné p<0,05. Zlutd, vzorky pre-GC, lososovd,
kontrolni pacienti (neléceni glukokortikoidy).
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hsa-miR-27b#-002174

hsa-miR-23b-000400

hsa-miR-211-000514

RNU44-001094

hsa-miR-205-000509

hsa-miR-203-000507

Obrdzek 18: Aktivita onemocnéni: pre-GC vs. no-GC, nepdrovy U-test, 6 miRNA
diferencidlné exprimovanych na hladiné p<0.002. Zlutd, vzorky pre-GC, lososovd,
kontrolni pacienti (neléceni glukokortikoidy).

Navzdory statisticky pomérné vysoce signifikantnim vysledkim mezi skupinami
odhalil detailni pohled na kvantitativni hodnoty zmén exprese pouze malé rozdily, jimz
nelze pfisuzovat skutecny biologicky vyznam a vérohodny efekt v regulaci genové
exprese. Zmény exprese po lé¢bé glukokortikoidy se u statisticky signifikantnich miRNA
pohybovaly v rozmezi fold change 0,89 az 1,14 ndsobku, u srovnani pacientl s aktivni
RA pred |é¢bou oproti pacientiim s neaktivnim onemocnénim to bylo 0,65 azZ 1,25, tedy
snizeni o pfiblizné 1/3 az zvysSeni o 1/4, coz je i u onéch nejvyssich rozdild stale
biologicky obtizné interpretovatelné. Obecné doporuceni pro exprese miRNA uvadi

fold change 2,0 (logFC =1), tedy sniZzeni na 0,5 nebo zvyseni na 2,0.
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Post-GK x pre-GK (potencialni vliv Ié¢by glukokortikoidy) Pre-GK x no-GK (potencialni vliv aktivity onemocnéni)

target logFC Fold change (%) |P Value p= target logFC Fold Change |P Value [p=
hsa-miR-1255B-002801 0,112 1,08| 0,0005 0,005 hsa-miR-23b-000400 -0,270 0,83 0,0004| 0,002
hsa-miR-21#-002438 -0,152 0,90| 0,0015 0,005 hsa-miR-211-000514 -0,297 0,81 0,0005| 0,002
hsa-miR-1247-002893 -0,141 0,91| 0,0017 0,005 hsa-miR-27b#-002174 -0,197 0,87 0,0010| 0,002
hsa-miR-770-5p-002002 0,189 1,14| 0,0022 0,005 hsa-miR-203-000507 -0,330 0,80 0,0012| 0,002
hsa-miR-423-5p-002340 0,047 1,03| 0,0035 0,005 hsa-miR-205-000509 -0,263 0,83 0,0018| 0,002
hsa-miR-8-000583 -0,167 0,89| 0,0035 0,005 RMNU44-001094 -0,339 0,79 0,0018| 0,002
hsa-miR-211-000514 -0,160 0,90] 0,0048 0,005 hsa-miR-1255B-002801 0,167 1,12 0,0023 0,050
hsa-miR-365-001020 0,050 1,04/ 0,0105 0,025 hsa-miR-200c-002300 -0,172 0,89 0,0045( 0,050
hsa-miR-214#-002293 0,111 1,08 0,0107 0,025 hsa-miR-508-5p-002092 -0,611 0,65 0,0087( 0,010
mmu-miR-124a-001182 0,163 1,12 0,0155 0,025 hsa-miR-595-001987 0,325 1,25 0,0097( 0,010
hsa-miR-494-002365 -0,066 0,96| 00157 0,025 RMNU48-001006 -0,214 0,86 0,0142 0,025
hsa-miR-409-5p-002331 -0,077 0,95 0,0159 0,025 hsa-miR-520a-001167 -0,557 0,68 0,0155( 0,025
hsa-miR-193a-5p-002281 0,062 1,04/ 0,0185 0,025 hsa-miR-576-5p-002350 -0,518 0,70 0,0180{ 0,025
hsa-miR-455-001280 0,089 1,06 0,0247 0,025 hsa-miR-31-002279 -0,170 0,89 0,0203 0,025
hsa-miR-374-000563 -0,047 0,97] 0,0265 0,05 hsa-miR-141-000463 -0,157 0,90 0,0235( 0,025
hsa-miR-190b-002263 0,078 1,06| 0,0266 0,05 hsa-miR-191#-002678 0,154 1,11 0,0278] 0,05
hsa-miR-886-3p-0021984 -0,105 0,93| 0,0285 0,05 hsa-miR-183#-002270 0,193 1,14 0,0339] 0,05
hsa-miR-590-3P-002677 -0,073 0,95] 0,0321 0,05 hsa-miR-628-5p-002433 -0,128 0,92 0,0352] 0,05
hsa-miR-320B-002844 0,050 1,04| 0,0322 0,05 mmu-miR-124a-001182 0,149 1,11 0,0415] 0,05
RNU44-001094 -0,169 0,89] 0,0322 0,05 hsa-miR-429-001024 -0,076 0,95 0,0432] 0,05
hsa-miR-195-000494 0,047 1,03| 0,0334 0,05 hsa-miR-581-001622 -0,356 0,78 0,0479| 0,05
hsa-miR-199b-000500 -0,106 0,93| 0,0340 0,05

hsa-miR-25-000403 0,039 1,03| 0,0355 0,05

hsa-miR-585-001625 0,075 1,05/ 0,0371 0,05

hsa-miR-708-002341 -0,063 0,96| 0,0390 0,05

hsa-miR-15b#-002173 -0,077 0,95] 0,0419 0,05

rno-miR-29c#-001818 0,061 1,04] 0,0453 0,05

hsa-miR-567-001534 -0,113 0,92| 0,0490 0,05

hsa-let-7Tb-002619 0,043 1,03] 0,049 0,05

Obradzek 19: Kvantitativni hodnoty zmén exprese signifikantnich miRNA v obou srovndnich — potencidlni vliv I1écby glukokortikoidt, resp.
aktivity onemocnéni RA. V prvni tabulce jsou modre odliSeny miRNA, které se vyskytuji v druhé tabulce popisujici zmény exprese v souvislosti
s aktivitou onemocnéni. Trendy (up- nebo downregulace) i konkrétni hodnoty zmény exprese jsou v obou pripadech odpovidajici, tudiZ
neaktivita ¢i  utlum aktivity = onemocnéni  po lécbé  zplsobuje obdobné  zmény  profilu danych miRNA.



6. DISKUSE

Revmatoidni artritida je oznaCovdna jako komplexni onemocnéni s vyznamnym
genetickym pozadim. Rozvoj patologickych zmén je vedle faktor( Zivotniho prostredi a
stochastickych faktor ovlivnén plisobenim fady gen(. Epigenetika je relativnhé novy
obor, prudce se rozvijejici v poslednich letech. Studuje vyznam regulacnich
mechanismi (na rozdil od genetiky, hodnotici vyznam zmén sekvence DNA
(polymorfism( a mutaci zejména kddujicich genl) - vedle ,chemickych” modifikaci
chromatinu (methylace DNA ¢i modifikace histon(l), zejména a predevsim zmény
v expresi regulaénich nekdédujicich RNA (mikroRNA a dlouhych nekdédujicich RNA).
Zmény jejich exprese mohou praveé interferovat s genetickym pozadim onemocnéni a
iniciovat rozvoj klinickych projevl ¢i ovliviiovat jejich intenzitu, a tedy klinicky stav
pacienta. Revmatoidni artritida jako zanétlivé autoimunitni onemocnéni primo
provokuje uUvahy o vyznamu regulace genové exprese prozanétlivych, resp.
protizanétlivych signalnich drah, a tedy vlivu mikroRNA. Stim Uzce souvisi
protizanétlivd a imunosupresivni lécba aplikovana u pacientll s RA. Glukokortikoidy
jsou latky se silnym a rGznorodym ucinkem na tkané i cely organismus. Reakce
transkriptomu vcetné profilll nekddujicich RNA na pritomnost exogennich/umélych
glukokortikoidl je nasnadé. Tato prace je pilotni studii, testujici profily mikroRNA
v séru pacientll s revmatoidni artritidou v aktivni formé (DAS28 skére velmi vysoké,
>5,1), vyZadujici intenzivni 1é¢bu i.v. pulsy glukokortikoidd (5x infuze
methylprednisolonu v megaddavkach 125-1000 mg). Vzorky odebrané témto pacientiim
pred a po terapii GC byly hodnoceny ve srovnani s pacienty z kontrolni skupiny, jejichz
onemocnéni lze povaZovat za stabilni/neaktivni (DAS28 nizké nebo stredni), pricemz
signifikantni mikroRNA exprimované v obou srovnanich obdobnym zpUtsobem by bylo
mozno povazovat za asociované s aktivitou onemocnéni spiSe nez sreakci na

megadavky GC (v podstaté pozadi).

Pilotni data byla ziskdna na souboru 13 pacientl s aktivnim onemocnénim pred a
po lécbé (pre-GC a post-GC skupina), 5 kontrol (no-GC, bez terapie GC) a high-
throughput profilovani sérovych mikroRNA pomoci qPCR arrayi (TagMan Low Density
Array). Byla ziskana statisticky signifikantni data, popisujici rozdily v expresi cca dvaceti

genll vobou srovnanich (na hladiné vyznamnosti p<0,05). Prlinik mezi obéma



srovnanimi tvofily 4 RNA, konkrétné miR124a, miR-211, miR-1255B a RNU44 (co? je
mala jadérkova RNA, anglicky snoRNA/small nucleolar RNA). Vzhledem k shodnym
trenddm a kvantitativné srovnatelnym hodnotdm exprese by bylo tyto RNA mozno
povaZovat za asociované s prlibéhem (aktivitou) onemocnéni, jak podporuji i dosud

publikované poznatky.

Zliteratury je napriklad znamo, Ze miR-124a je signifikantné snizena v
synoviocytech u pacientll s RA ve srovnani se synoviocyty u pacientl s osteoartritidou.
Tato miRNA muzZe byt jednim z dilezitych posttranskripénich regulatort autoimunniho
zanétu. Transfekce s pre-miR-124a inhibovala proliferaci RASF (rheumatoid arthritis
synovial fibroblasts) bunék a zastavila bunécny cyklus ve fazi G1, ale neméla zadny vliv
na proliferaci u osteoartritickych synoviocytll. Nadmérna exprese miR-124a v RASF
vedla ke zménam v hladinach jeho primych cild cyklin-dependentni kindzy-2 (CDK-2) a
proteinu MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) stejné jako vaskularniho
endotelidlniho rdstového faktoru (VEGF) a angiogeninu. Autofi tedy predpokladaji, ze
snizena exprese miR-124a muze prispét k RA patogenezi prostiednictvim zvySené
proliferace RASF, chemotaxe leukocytli a angiogeneze [108]. Nase vysledky tomuto
nazoru odpovidaji (nizsi exprese miR-124 u skupiny pre-GC /aktivni onemocnéni/ nez u

kontrol s neaktivnim onemocnénim i pacientl po |écbé).

MikroRNA 211 (miR-211) negativné reguluje geny, které fidi invazi metastatického
melanomu. Ve srovnani s normalnimi lidskymi melanocyty je exprese miR-211
vyznamneé snizena nebo chybi v nepigmentovanych melanomovych burikdch a ztraci se
béhem progrese lidského melanomu. MiR-211 md nékolik predpokladanych cilovych
gend, véetné genu pro jaderny faktor aktivovanych T bunék 5 (NFAT5) [121], ktery byl
pavodné identifikovan jako transkripéni faktor regulovany tonicitou, podilejici se na
bunécné ochrané pred hypertonickym stresem. Nedavné zpravy vsSak naznaduji, Ze
NFAT5 muUzZe mit dalsi role v rliznych tkanich, napt. hraje roli v proliferaci a prezivani
lymfocytl. Ve studii ,,NFATS is a critical regulator of inflammatory arthritis“ od Hyung-
Ju Yoon a spol. je zmifnovan podil NFAT5 na patogenezi zanétlivé artritidy, kde NFAT5
byl exprimovdn ve vysoké mife u RA synovia. Vysledky studie ukazaly, Ze NFAT5
zahrnuje tfi klicové bunécné procesy spojené s RA patogenezi: 1) bunécny cyklus a

preziti, 2) angiogenezi a 3) migraci bunék. Na zakladé téchto dat byla potvrzena
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proliferacni, angiogenni a migracni funkce NFAT5 pomoci kultivace RA FLS (fibroblast-
like synoviocytes) a endotelovych bunék. Souhrnné tyto udaje ukazuji, Ze NFATS je
kritickym reguldtorem synovidlni proliferace a angiogeneze, a proto by mohl byt
potencialnim cilem pro lé¢bu RA [122]. Z vySe uvedeného tedy ve zkratce vyplyva, Ze
rovna-li se RA zvySeni NFAT5 a miR-211 sniZzuje NFAT5, bude miR-211 u RA
pravdépodobné chybét (snizend exprese). V nasi studii vSak byla hladina miR-211 lehce

snizena (o cca 10 % u neaktivnich RA proti aktivni RA).

MiR-1255B. Ve studii zamérené na opravu dvouvlaknovych zlomG (DSB) DNA
homologni rekombinaci (HR) bylo prokdzano, zZe miRNA, které reguluji
HR-zprostfedkovanou opravu DSB (miR-1255b, miR-148b a miR-193b) specificky
potlacuji drahu HR ve fazi G1. Tyto miRNA interaguji s transkripty HR faktord BRCA1,
BRCA2 a RAD51. Inhibice miR-1255b, miR-148b a miR-193b zvysuje expresi BRCA1 /
BRCA2 / RADS51 specificky ve fazi G1, coz vede k naruseni schopnosti DSB opravit.
Pfestoze nadmérna exprese miR-1255b koreluje se signifikantnim zvysenim mRNA
nékterych genl pro opravu DNA (jako MRE11 a NBS1 pro miR-1255b), nedoslo k
detekovatelnému zvyseni hladin bilkovin. Je moiné, Ze zvySeni hladin transkriptu gen(
pro opravu DNA je zpUsobeno snizenim regulace transkripénich represor(

zprostredkovanych miRNA nebo proteiny destabilizujicimi mRNA, jako je AUF1 [123].

PFi revmatoidni artritidé (RA) dysfunkéni T bunky udrzuji chronickou zanétlivou
imunitni odpovéd v synoviich. Dokonce i T bunky bez indukované nachylnosti jsou
vystaveny nadmérnému replikaénimu tlaku, coZ naznacuje vnitfni vadu regenerace T
bunék. U naivnich CD4 CD45R+ T bunék od RA pacientl byla zatéZz poskozeni DNA a
mira apoptdézy vyrazné vysSi nez v kontrolnich skupinach; oprava radiacné
indukovanych preruseni DNA byla slabd a opozdéna. Poskozeni DNA bylo nejvyssi u
nové diagnostikovanych neléfenych pacientl. Byly potlaceny také NBS1, RADSO,
MRE11 a p53. Apoptotické vylucovani naivnich T bunék zplsobuje proliferaci
vyvolanou lymfopenii, coZ vede k pfed¢asné imunosenescenci a repertoaru T bunék s
autoimunitni predispozici. Obnova mechanism( pro opravu DNA se rysuje jako duleZity

terapeuticky cil v RA [124].
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Z miRNA diferencidlné exprimovanych v parovém srovnani vzork(i od pacientt
s vysokou aktivitou RA, pred a po lécbé pulzy GC je mozno uvazovat o souvislostech

s nize popsanymi poznatky dosud publikovanych praci.

Ve studii ,MicroRNA-9 regulates steroid-resistant airway hyperresponsiveness by
reducing protein phosphatase 2A activity” autord Jing Jing Li a spol. je popsano zvyseni
exprese miR-9 u plicnich makrofagl a vzorkl plic v IFNg/LPS (interferon
gama/lipopolysacharid)-indukovanych mysich modelech steroidni rezistence u
hyperreaktivity dychacich cest a ve vzorcich sputa od pacientd s neutrofilnim

astmatem [125].

Z poznatkl souvisejicich primo s glukokortikoidy, funkce glukokortikoidniho
receptoru (GR) je pozitivné a negativné regulovana fosforylaci a mdze byt nepfimo
modulovana na této urovni pomoci miRNA. MiR-9 je cilend na regulacni podjednotku
proteinové fosfatazy 2A (PP2A) [126], ktera hraje dlleZitou ulohu pfi regulaci
bunécného cyklu, prenosu signalu, diferenciaci bunék a transformaci a jeji aktivita
souvisi s nékolika patofyziologickymi stavy véetné neurodegenerativnich onemocnéni,
rakoviny [127] a systémového lupus erythematodes (SLE) [128]. PUsobeni miR-9 na
PP2A vede ke zvySeni aktivity substratu PP2A c-Jun N-terminalni kindzy 1 (JNK1) a
zvysSené fosforylaci GR, coZ posSkozuje funkci GR inhibici jeho translokace do jadra
bunky [126]. U SLE je exprese PP2A zvySena, coz vede mimo jiné v Th17 bunkach ke
zvysSené produkci vysoce prozanétlivého cytokinu IL-17, ktery je spojovan s patogenezi
mnoha autoimunitnich onemocnéni véetné revmatoidni artritidy [129]. V nasi studii

byla miR-9 analogicky vyssi u pacientl s aktivni RA (o cca 11 %).

U miR-21 naopak uvadi Dong a spol., Ze jeji hladina je vyznamné nizsi u
mononuklearnich bunék periferni krve a CD4+ T bunék pacientll s RA a odpovida
zvySeni poméru T-helper 17 (Th17) a regulacnich T bunék (Treg), hladiny mRNA, stejné
jako s upregulaci exprese STAT3 (signdlni snima¢ a aktivator transkripce 3). Bylo
prokdzano, ze aktivni RA je vysledkem nerovnovahy v distribuci prozanétlivych Th17 a
protizanétlivych Treg bunék, coz vede k zasadni roli téchto bunék pfi patogenezi RA,
avSak presny mechanismus tohoto jevu zlstdva nejasny [130]. V nasi studii nicméné

bylo pozorovdno mirné snizeni této miRNA po léc¢bé GC.
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Exprese miR-1247 dle dostupné literatury koreluje se stavem diferenciace
zdravych lidskych kloubnich chondrocytl a s expresi pro chrupavku specifickych miRNA
exprese miR-1247 na produkci matrix chrupavky u lidskych chondrocytd, coz se jevi byt
zpUsobeno pfimym cilenim na hlavni regulator genu SOX9. SOX9 je nezbytny pro vyvoj
chrupavky a naslednou funkci v pribéhu Zivota a napf. mutace v tomto genu maji za
nasledek trpasli¢i vzrist [131]. Pokud pUsobi inhibice SOX9 prozanétlivé [132] a
miR-1247 downreguluje SOX9, pak je u pacientd po Iécbé ocekdvatelny pokles této

miRNA (na nasem souboru pacientl doslo k poklesu o cca 9 %).

Ve studii zamérené na vyuZiti miR-423-5P jako biomarkeru pro diagnostiku
srdecniho selhani bylo zjisténo, Ze mezi pfimé cile miR-423-5p patii O-GIcNAc
transferdza (OGT). Exprese miR-423-5p vyznamné regulovala expresi OGT a jemu
podrizené cile a vyvolala apoptdzu v kardiomyocytech [133]. Nicméné OGT byla téz
zkoumana pro svlj moZny zanétlivy potencial v ramci glykosylace p56 (jedna z péti
slozek, které tvofi NF-kB) u RA. Vzhledem k tomu, Ze NF-kB pUsobi jako klicovy
regulator prozanétlivych molekul, jako je TNF-a a interleukin-6, bylo predpokladano, ze
O-GlcNAcylace NF-kB by mohla mit vliv na pridbéh RA. Vysledky studie uvadély, Ze
hyper-O-GlcNAcylace vedla ke zvySeni proliferace a exprese mRNA prozanétovych genu
v synoviocytech stimulovanych TNF-a [134]. V nasi studii by toto odpovidalo schématu
vy$si hyper-O-GlcNAcylace (pfi nizni miR-423-5P) a prozanétlivy stav rovna se aktivni
onemocnéni, navzdory zanedbatelné velikosti zmény u nasich pacientl (pouha 3%) je

alespon naznak tohoto trendu zachovan.
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7. ZAVER

Problematika epigenetické regulace genové exprese a naslednych ucinkl na rGizné
signalni drahy v burikach ¢i tkanich je v sou€asné dobé intenzivné studovana, zejména
v oblasti nekddujicich RNA. MikroRNA jakozto diagnosticky a potenciadlné terapeuticky
pomeérné snadno vyuzitelné cile jsou v centru pozornosti souc¢asného biomedicinského
vyzkumu. U mnohych patologickych stav(, at uZ se jednd o akutni poskozeni napf.
infarktem myokardu ¢i napf. chronickd nddorovd onemocnéni, byly identifikovany
panely diferencidlné exprimovanych mikroRNA s diagnostickou hodnotou. Mnohé dalsi
miRNA jsou studovany z hlediska jejich vyznamu a mechanismu ucinku na zakladé
napf. pocitacovych predikci. V rlznych fazich klinického zkouseni jsou léciva zaloZena
na MmiRNA ¢i siRNA, prakopnickou molekulou v tomto sméru byla LNA (locked nucleic

acid) modifikovana miR-122 alias miravirsen pro terapii infekce HCV (hepatitidy C).

Navzdory intenzivnimu vyzkumu zUstava mnoho oblasti ¢i diagndz i jednotlivych
mMiRNA nepopsdno. Jednémi z dosud nezodpovézenych otadzek jsou napf. zmény
exprese miRNA u revmatoidnich onemocnéni a mozné mechanismy jejich Gcinku, a

nasledné pripadny diagnosticky Ci terapeuticky potencial.

V této studii jsme analyzovali pilotni soubor pacientli s onemocnénim revmatoidni
artritidou, kdy jsme se snaZili srovnat vliv intenzivni 1é€by glukokortikoidy u pacientl s
vysoce aktivnim onemocnénim, a také rozdily mezi pacienty v zavislosti na Urovni

aktivity jejich onemocnéni.

Vyhodnoceni dat ziskanych vysokokapacitnim profilovanim miRNA pomoci
kvantitativnich PCR arrayi ukazalo na signifikantni rozdily mezi testovanymi skupinami
(¢ili rozdily pravdépodobné asociovatelné s aktivitou onemocnéni, resp. s odpovédi na
intenzivni 1é¢bu megaddvkami kortikoidd). Pfi blizSim posouzeni kvantitativnich rozdil(
u signifikantné rozdilné exprimovanych miRNA vsak dochazime k zavéru, Ze neni
dosazeno teoreticky pfijatelnych rozdil(i exprese, aby tyto mohly byt povazovany za
biologicky relevantni. Navzdory tomu, u vétsiny signifikantnich miRNA odpovidaly
trendy zmén souvisejicim poznatkim z literatury, coz urcitym zplsobem podporuje

ziskané vysledky a prindsi podklady k dalSimu studiu v této oblasti.
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8. POUZITE ZKRATKY

ACPA - Anti—citrullinated protein antibody

ACR - American College of Rheumatology
Anti-CCP - Cyclic Citrullinated Peptide Antibody
BIC - B-cell integration cluster

BMD - Bone mineral density

CBG — Corticosteroid binding globulin

CDK - Cyclin-dependent kinase

cGR - Cytosolic glucocorticoid receptor

CRP — C-reactive protein

Cr - Threshold cycle

CTLA - Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen
DAS28 - Disease activity score 28

DMARD - Disease modifying antirheumatic drug
DSB - Double strand breaks

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EULAR - European League Against Rheumatism
GC - Glucocorticoid

GR — Glucocorticoid receptor

HAQ - Health Assessment Questionnaire

HLA - Human Leukocyte Antigen

HSD - Hydroxysteroid dehydrogenase

i.v. - Intravenous

IFN - Interferon
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IgM — Immunoglobulin M

IL - Interleukin

IRAK1 - Interleukin-1 receptor associated kinase 1
JAK - Janus kinase

JNK - Jun N-terminal kinase

LNA - Locked nucleic acid

LPS - Lipopolysaccharide

MCP - Monocyte chemoatractant protein

MHC - Major histocompatibility complex

miR - MicroRNA

mMiRNA - MicroRNA

MMP - Matrix metalloproteinase

MR - Mineralocorticoid

MRNA — Messenger RNA

MTX - Methotrexate

NFAT - Nuclear factor of activated T cells 5

NF-kB - Nuclear factor kappa -light chain enhancer of activated B cells
NR3C1 - Nuclear receptor subfamily 3 group C member 1
NSAID — Non-steroidal anti-inflammatory drugs
OGT - O-GlcNAc transferase

PAD - Peptidylarginindeaminase

PCR - Polymerase Chain Reaction

PF — Prognostic factors

PP2A - Protein phosphatase 2

RA — Rheumatoid arthritis

68



RANKL - Receptor activator of NF-kB ligand
RASF - Rheumatoid arthritis synovial fibroblasts
RF — Rheumatoid factor

RISC — induced silencing complex

RNAi - RNA interference

rRNA — Ribosomal RNA

RT - Reverse transcription

SF — Synovial fibroblast

SiRNA - Small interfering RNA

SLE - Systemic lupus erythematosus
snoRNA - Small nucleolar RNA

SNP — Single nucleotide polymorphism
TLDA - TagMan Low Density Array

TNF — Tumour necrosis factor

TRAF - TNF receptor-associated factor 6
Treg - Regulatory T cells

tRNA — Transfer RNA
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