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Abstrakt

Uvod: Axialni spondyloartritidy (axSpA) patii mezi chronickd zanétliva revmaticka
onemocnéni postihujici primarné patef a jeji piilehlé¢ struktury. Pro onemocnéni jsou
charakteristické nejen destruktivni kloubni zmény ale zejména nadmérna osteoprodukce, ktera
miize vézt k postupné ankyldze patefe, a tim vyznamné omezit mobilitu a kvalitu zivota
pacientli. Patogeneze onemocnéni neni dosud pln€ objasnéna, avSak predpoklada se silny
geneticky podklad spolu s dysregulaci tkanového metabolismu vznikajici na podkladé
nerovnovahy pro a protizanétlivych imunitnich mechanismti. Doposud nebyl identifikovan
biomarker, ktery by pomohl pii ¢asné diagnostice, monitoraci aktivity subchondralniho
postizeni a diferenciaci rychleji progredujicich pacientii. Cilem prace bylo zjistit hladiny
potencialnich biomarkeri vychazejicich z metabolismu pojivovych tkani, tukového
metabolismu a novych slibnych biomarkerti a to pro oba podtypy onemocnéni, jejich vztah
k aktivité nemoci a progresivnim radiografickym zménam.

Vysledky: Prokazali jsme zvySené sérové (pfipadé plasmatické) hladiny biomarkert
metabolismu pojiva, konkrétné degradacnich produkti metaloproteinaz, které byly schopny
diferencovat pacienty s ¢asnou i1 pozdni formou nemoci od zdravych jedincl, mély vztah
k aktivité a radiografické progresi nemoci. Dale jsme prokazali vztah adipokint k axSpA, kdy
byly konkrétné sérové hodnoty visfatinu vyznamné vyssi u pacientli s axSpA oproti ZK, a dale
byly asociovany s radiografickym postizenim patete. Jako prvni jsme publikovali praci
zabyvajici se moznym vztahem microRNA k patogenezi a progresi onemocnéni a v neposledni
fad¢ jsme prokazali vyssi plasmatické hladiny proteinu tepelného Soku 90 (heat shock protein
- Hsp) u pacientli s obéma formami nemoci a jeho asociaci s prvnimi subchondralnimi zménami
charakteru kostniho edému na magnetické rezonanci.

Zavér: Vysledky naSich studii podpofily piedchozi nalezy o dysregulaci metabolismu
pojivovych a tukové tkan¢ a ukazaly na moznou asociaci se subchondralnim poskozenim u
casné 1 pozdni formy axSpA. Navic jsme poukdzali na nové, jesté¢ nedostate¢né prozkoumané

biomarkery, které by mohly vnést dalsi svétlo do slozité patogeneze onemocnéni.

Kli¢ova slova: axialni spondyloartritida, ankylozujici spondylitida, non-radiografickéd axialni
spondylitida, degradacni produkty metaloproteinaz, adipokiny, microRNA, Hsp90, magneticka

rezonance, kostni edém, syndesmofyt



Abstract

Background: Axial spondyloarthritis (axSpA) is a chronic inflammatory rheumatic disease
affecting primarily the spine and its adjacent structures. The disease is characterized not only
by destructive joint changes but also by excessive osteoproduction, which can lead to gradual
ankylosis of the spine and thus significantly reduce the mobility and quality of life. The
pathogenesis of the disease is not yet fully understood, but a strong genetic background is
suggested, along with dysregulation of tissue metabolism resulting from an imbalance of pro-
and anti-inflammatory immune mechanisms. We are still lacking biomarker with sufficient
sensitivity and specificity which could help to identify early diagnosis, to monitor subchondral
damage, and to differentiate rapidly progressing patients. The aim of this work was to determine
the levels of potential biomarkers of connective tissue metabolism, fat metabolism and new
promising biomarkers for both disease subtypes, their relationship to disease activity and
progressive structural changes.

Results: We have shown increased serum/plasma levels of connective tissue metabolism
biomarkers (especially matrix metalloproteinase mediated metabolites), which were able to
differentiate patients with early and late forms of axSpA from healthy individuals (HC), were
related to disease activity and radiographic progression. Furthermore, we demonstrated the
relationship between adipokines and axSpA patients. Specifically, visfatin serum levels were
significantly higher in axSpA patients compared to HC and were associated with spinal
involvement. We were the first to report the possible relationship between microRNA in
pathogenesis of the disease and its progression. Furthermore, we presented higher plasma levels
of heat shock protein 90 (Hsp90) in patients with both forms of disease and their association to
the primary subchondral changes in a form of bone edema.

Conclusion: The results of our studies support recent findings of dysregulation in connective
and adipose tissue metabolism and showed a possible association with subchondral damage of
early and late forms of axSpA. In addition, we pointed out new, yet not fully studied biomarkers

that could bring additional information into the complex pathogenesis of the axSpA.

Key words: axial spondyloarthritis, ankylosing spondylitis, non-radiographic axial
spondyloarthritis, matrix metalloproteinase mediated metabolites, adipokines, microRNA,

Hsp90, magnetic resonance, bone marrow edema, syndesmophyte
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1. UvoD

Axidlni spondyloartritidy (axSpA) jsou podskupinou spondyloartritid (SpA),
heterogennich zanétlivych revmatickych onemocnéni, pro které je typické postizeni pateie
a/nebo sakroiliakdlnich skloubeni. Prototypem axSpA je ankylozujici spondylitida (AS).
Prevalence onemocnéni se geograficky rlizni v zavislosti na pfitomnosti HLA-B27 antigenu
(human leukocyte antigen B27) v dané populaci, globalni prevalence se nyni odhaduje na 0,2
% (Dean et al., 2014). AS postihuje 2—3x Castéji muze nez zeny. Manifestace onemocnéni je
typicky mezi 20. az 35. rokem, kdy se za€ina objevovat bolest zad se zdnétlivych charakterem
(Rudwaleit et al.,, 2006). AxSpA muize byt provazena 1 projevy perifernimi (artritida,
entezitida), vzacné vSak nejsou ani projevy mimokloubni. Kromé& zminéné radiografické formy
rozeznavdme 1 formu non-radiografickou (nr-axSpA), které chybi nalez pokrocilych
chronickych zanétlivych zmén v rdmci sakroiliakdlnich skloubeni (SIS) na konven¢nim
rentgenovém snimku (RTG). Diagnostika nr-axSpA byla umozZnéna diky pokroku v ramci
zobrazovacich metod, kde se zaCala vyuzivat magneticka rezonance (MR) s jejiz pomoci se
oziejmily aktivni zanétlivé zmény ve formé kostniho edému, coZ se promitlo 1 do novych ASAS
klasifika¢nich kritérii pro axSpA (Rudwaleit et al., 2009). Postupny vyvoj strukturalnich zmén,
ktery miizeme pozorovat na MR pomohl ¢astecné pochopit mechanismy patogeneze nemoci
s ptitomnosti antigenu HLA-B27 (van der Linden et al., 1984b), soucasny vyzkum patogeneze
se zabyva abnormitami hladin a vzajemnych vztaha prozéanétlivych cytokint (zejména IL-23 a
IL-17), vedoucich k udrzZeni zanétlivého procesu, ale i jejich vlivem na kostni metabolismus
pacientli s axSpA (Pedersen and Maksymowych, 2019). U axSpA jsou procesy kostni resorpce
a novotvorby vyznamné deregulovany. Ukazuje se, ze kostni metabolismus je zde pozménén
na celuldrni 1 molekularni trovni, od pfitomnosti abnormalnich bunék, zménach exprese
rustovych faktora a jinych moduldtort, ptes kli¢ovou roli wnt/Bcatenin signdlni dréhy a jejich
inhibitorti (Xie et al., 2016, Goldring, 2013).

I pfes dosavadni pokrok v objasiiovani patogenetickych mechanismli neni dostupny
biomarker s dostateCnou senzitivitou a specificitou, ktery by se na zdklad€¢ laboratorniho
vySetfeni vyuzival k diagnostice a sledovani aktivity nemoci, ptipadné k selekci potencidlné
rychle progredujicich pacientli. Tohoto ¢asu pomahé v diagnostice antigen HLA-B27, ktery je
pozitivni u pfiblizné 95 % nemocnych, av§ak miZeme ho nalézt u 7 % bézné populace (Dean
et al., 2014). Z dalSich laboratornich ukazateli byvaji u 2/3 pacientl zvySené reaktanty akutni
faze (C-reaktivni protein), které se vyuzivaji ke sledovani aktivity nemoci (Benhamou et al.,

2010). Diky nové moZnosti vizualizace postupnych strukturalnich zmén subchondralni kosti



se staly stfedem z4jmu biomarkery metabolismu tkénového pojiva. U pacientd s AS byly
nalezeny zvysené hladiny nékterych metaloproteindzz (MMP), jejich hladiny dokonce
korelovaly i s progresi nemoci (Maksymowych et al., 2007, Mattey et al., 2012, Pedersen et al.,
2011). Z tohoto divodu vznikl zajem i o dal$i biomarkery tohoto typu, jakymi jsou rizné
produkty degradace MMP (C2M, C3M, vimentin) ¢i jiné glykoproteiny (tenascin) a
komponenty extracelularni matrix charakterizujici syntézu, degradaci a celkovy obrat pojivové
tkané (CPII, CTXII, YKL-40). Nékteré z nich byly rovnéz asociovany s aktivitou a progresi
nemoci (Almodovar et al., 2014, Appel et al., 2008, Bay-Jensen et al., 2013a, Maksymowych,
2017, Pedersen et al., 2010, Gupta et al., 2018). Vzhledem k ndlezim postupného vzniku
tukovych metaplazii objevujicich se po odeznéni akutnich zanétlivych lézi, které jsou
asociovany s progresi choroby, a dale vzhledem k prikazu tzv. backfills — tkané uvnitt kloubni
Stérbiny SIS, ktera je bohata na tukové bunky, ze které vychazi nejspise vznik kostnich muistkd
a nasledné ankyloza kloubu (Maksymowych et al., 2014, Maksymowych and Landew¢, 2006)
jsou dal$imi kandidaty biomarkerii progrese nemoci adipokiny (adiponectin, resistin, visfatin),
kter¢ kromé& své ulohy v metabolismu tuk hraji 1 roli regulatoru imunity a kostniho
metabolismu (Yang et al.,, 2017). Mezi nové a slibné biomarkery patii miRNA a proteiny
tepelného Soku, které jak se ukazalo, mohou piispivat k patofyziologii mnoha nédorovych,
zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni, véetné revmatickych onemocnéni (Filkova et al.,
2012, Tomcik et al., 2014) Studium nckterych z téchto kandidatnich sérovych markert ve
vztahu k diferenciaci mezi obéma jednotkami axSpA, aktivité zanétlivych procesti a progresi

nemoci je predmétem predkladané disertacni prace.



2. HYPOTEZA A CILE PRACE

Axidlni spondyloartritida je chronické zadnétlivé revmatické onemocnéni provazené bolesti
zad. Dlouhodobé probihajici neléCené onemocnéni vede k postupné ztrat€¢ hybnosti a
potencidlni invalidizaci pacienta. Hlavnim znakem axSpA je kombinace vniku erozivnich
zmén spolu s nadmérnou osteoprodukci za pritomnosti chronického zanétu. Nerovnovaha mezi
prozanétlivymi a protizanétlivymi mechanismy tak vede k dysregulaci imunitnich mechanismt
a kostniho metabolismu néasledovaného postupnou dysfunkci kloubi. V soucasné dobé¢ lze diky
modernim zobrazovacim metodam diferencovat i ¢asnou formu nemoci (nr-axSpA), ze které
vyvine radiografickou formu (AS) pouze ¢ast pacientli (okolo 12 % béhem 2 let). Dosud
neexistuje biomarker, ktery by dokazal jasn€ definovat diagnézu axSpA, monitorovat aktivitu
onemocnéni nebo selektovat pacienty s rychlejSi progresi s dostateCnou senzitivitou a
specificitou pro dané onemocnéni. Vzhledem k novym védeckym poznatkiim z patogeneze
onemocnéni, kterym vyrazné¢ pomohly pravé zobrazovaci metody (piechod aktivnich
zanétlivych 1ézi v chronické a tedy jednotlivé faze subchondralniho kloubniho postiZeni), se
pozornost obratila zejména k markerim tkanového poskozeni a tukového metabolismu.

Predpokladame, ze nékteré z nové zkoumanych biomarkerti lze prokazat v séru/plasmé
pacientli s axSpA, a ze jejich koncentrace se budou liSit v zavislosti na tizi onemocnéni, dale ze
budou reflektovat probihajici zanétlivé procesy a procesy zanétlivé piestavby SIS nebo patete.
Nasi prioritou je posouzeni vyznamu téchto sérovych biomarkerti ve vztahu k patogenezi,

aktivité¢ onemocnéni a predikci vyvoje axSpA.

Cilem této dizertacni prace je alespon ¢astecné odpovedét na tyto otazky:

1. Existuje rozdil v koncentraci sledovanych biomarkerti pro ¢asnou a pokrocilou formu
nemoci? Lze jimi pfipadn¢ diferencovat pacienty s potencialni rychlejsi strukturalni
progresi?

2. Jakym zpsobem mohou sledované biomarkery ptispivat k patogenezi onemocnéni?

Lze je vyuzit k monitorovani aktivity choroby nebo 1é¢ebné odpovédi?



3. METODIKA A VYSLEDKY

(komentare k publikacim zarazenych do dizerta¢ni prace)

3.1.  Non-radiograficka axialni spondyloartritida a ankylozujici spondylitida:

dvé odli$né jednotky nebo postupny vyvoj jedné nemoci?

Vétsina védecké obce se priklani k nadzoru, ze nr-axSpA je jakymsi pfedstupném vyvoje
AS. Dle dostupnych studii v§ak pouze okolo 12 % pacientl progreduje do AS v prubé¢hu dvou
let. Zarazejici je dale existence urcitych rozdili v klinickych datech mezi obéma skupinami.
Cilem prace bylo tedy zhodnotit 246 pacientti vedenych ve specialni ambulanci ¢asnych
spondyloartritid na Revmatologickém ustavu. Porovnat rozdily v demografickych a klinickych
datech pro nr-axSpA a AS, které¢ by mohly mit vliv na dal§i provadéné projekty v rdmci
hodnoceni biomarkeri.

U nas$i kohorty axSpA pacientl jsme prokazali signifikantni rozdil v distribuci pohlavi
mezi obéma podskupinami, kdy u nr-axSpA (n = 140) ¢inilo zastoupeni Zen 61,4 % pacientil
oproti pacientim s AS (n = 106), kde Zeny dosahovaly 24,7 % sledovanych pacienti. Prvni
piiznaky nemoci se projevily o témet 5 let diive u pacientli s AS oproti pacientim s nr-axSpA,
charakter piiznakl se neliSil mezi sledovanymi skupinami, nicméné pacienti s nr-axSpA méli
Cast¢jsi rozvoj periferni artritidy a méné Casto postizeni kycCli oproti pacientim s AS. Pacienti
s AS m¢li déle horsi mobilitu patefe oproti pacientim s nr-axSpA. Ze zakladnich laboratornich
parametra sledujicich aktivitu choroby méli pacienti s AS signifikantn¢ vyssi hladiny CRP
oproti pacientiim s nr-axSpA. Pfitomnost HLA-B27 antigenu byla porovnatelnd mezi obéma
skupinami. Lze tedy shrnout, Ze je naSe sledovana skupina pacienti porovnatelna s dalsimi
sveétovymi kohortami pacientli s axSpA, navic jsme prokazali urcité nové rozdily v zastoupeni

postizeni perifernich kloubti u obou skupin.

Publikace k tématu:

1. Bubova K, Forejtova S, Zegzulkova K, Gregova M, Husakova M, Filkova M,
Horinkova M, Gatterova J, Tomcik M, Szczukova L, Pavelka K, Senolt L. Cross-
sectional study of patients with axial spondyloarthritis fulfilling imaging arm of ASAS
classification criteria: baseline clinical characteristics and subset differences in a single-
centre cohort. BMJ open. 2019;9(4):¢024713. doi: 10.1136/bmjopen-2018-024713
[published Online First: 2019/04/05]



3.2.  Biomarkery u axialnich spondyloartritid

V souvislosti s axSpA se dava velké mnozstvi biomarkerti, které by mohly mit své
zastoupeni v diagnostice, monitoringu aktivity a odpoveédi na lécbu a progresi choroby.
Sledované biomarkery patii do rtiznych skupin plsobkl piimo nebo nepiimo reflektujici
zanétlivou aktivitu. Cilem nasi prace bylo vytvofeni piehledu soucasnych biomarkert a
stanoveni jejich dalSiho potencialu v praci na nasi kohorté sledovanych pacient.

Biomarkery mizeme rozd¢lit nejen podle role, kterou hraji v rdmci axSpA, ale i podle
samotné biologické funkce vykonavajici v lidském téle. Existuji biomarkery piimo reflektujici
zanét, kam fadime reaktanty akutni fdze nebo nékteré IL, adipokiny, S100 proteiny a dalsi. K
biomarkerim neptimo reflektujici zanét fadime ty, které jsou soucasti tkanového metabolismu,
tedy katalytické enzymy a jejich produkty degradace, biomarkery metabolismu kosti nebo
chrupavky. Novinkou ve studiich s biomarkery autoimunitnich chorob jsou miRNA. Prakticky
jedinym zlatym standardem korelace biomarkeru a subchondrdlniho postizeni kosti je
v soucasné dobé porovnani s ndlezy na zobrazovacich metodach, kde kostni edém jako jediny
koreluje stupném aktivniho zdnétlivého postizeni hodnoceného histopatologickym vySettenim
sakroiliakalnich skloubeni.

Pro ucely porovnani jednotlivych biomarkerti jsme vytipovali zejména biomarkery
tkdnového metabolismu pojiva s moznym vztahem k dysregulaci kostniho metabolismu,
adipokiny vzhledem k roli tukové metaplazie na progresi axSpA a déle jsme se soustiedili na
stanoveni miRNA a Hsp, které se ukazuji jako potencialni regulatory exprese zanétlivych

pusobkll vedoucich k rozvoji autoimunitnich chorob.

Publikace k tématu:
1. Prajzlerova K, Grobelna K, Pavelka K, Senolt L, Filkova M. An update on biomarkers
in axial spondyloarthritis. Autoimmunity reviews. 2016;15(6):501-9 doi:
10.1016/j.autrev.2016.02.002 [published Online First: 2016/02/07]

2. Grobelna K, Pavelka K, Senolt L, Sérové biomarkery u axidlnich spondyloartritid.
Ceska revmatologie. 2015;23(4):146-162

3. Grobelna K. Spondyloartritidy: jejich geneticka zatéz a dédiénost. Ceska revmatologie.

2017; 25(2):85-90
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3.3. Degrada¢ni produkty metalloproteinaz a jejich asociace s axSpA

MMP jsou kromé vlivu na proliferaci, diferenciaci a apoptozu bunék schopny degradace
ECM. Degradaci ECM vznikaji metabolity detekovatelné v séru pacientti, které by mohly
slouzit jako potencialni biomarkery s urcitou patologickou relevanci. K témto metabolitim
muzeme fadit zbytky po degradaci kolagenu typu I (C1M), II (C2M), III (C3M) a IV (C4M2),
které patfi mezi zakladni soucésti pojivové tkané. DalSim takovym metabolitem je produkt
degradace citrulinovan¢ho vimetinu (VICM). Vimentin je protein intermedialnich filament
kolagenu typu III, ktery je zapojen do udrZzovani bunécné integrity, migrace a signalizace.
Zaroven dochdzi k jeho sekreci aktivovanymi makrofagy do extracelularniho prostoru. Uvnitt
bunék podléha citrulinaci, coz vede ke ztrané jeho funkce a rychlejSimu odbourdvani. Krome
komponent ECM dokazi MMP degradovat 1 prozanétlivé molekuly, jakou je CRP. MMP
zprosttedkovany metabolit CRP (CRPM), by mohl odraZet lokalni zanétlivou aktivitu a byt
vice tkanove specificky nez samotny CRP. U pacientii s AS byla popsana diive jeho asociace
s aktivitou nemoci a radiografickou progresi.

Cilem prvni prace bylo porovnat hladiny CRPM, VICM a protilatek proti
citrullinovanému vimentinu (anti-MCV), u druhé prace degradacnich produkti kolagent I, 1,
III, IV u pacientt s kratkou dobou trvani axSpA oproti zdravym jedincim. Zda je mozna
pomoci téchto biomarkert diferenciace mezi obéma skupinami nemoci a zda jsou tyto
biomarkery asociovany s nékterymi klinickymi parametry, zndmkami poskozeni subchondralni
kosti a s progresi choroby.

Prokazali jsme, ze CRPM byl signifikantné vyssi u pacienti s nr-axSpA a AS oproti ZK.
Zaroven byly hodnoty CRPM u pacientti s AS vyssi v porovnani s nr-axSpA pacienty. Oproti
tomu hladiny VICM byly signifikantn¢ nizsi u pacientii s nr-axSpA oproti ZK, nicmén¢ rozdil
mezi pacienty s AS a ZK pozorovan nebyl. Piitomnost protildtek anti-MCV byla signifikanté

vys§i u obou sledovanych skupin v porovnani se ZK (Obr. 4.1.).
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Obr. 4.1. Porovnani mezi sérovymi hladinami CRPM, VICM a protilatek proti MCV u pacientt s nr-axSpA (NR),
AS a ZK. Statistickd analyza provedena pomoci Kruskal-Wallis testu s Dunnovym mnohonasobnnym porovanim

mezi skupinami. Data jsou prezentovana jako krabicovy diagram (boxplot).

Pti porovnani s klinickymi daty pacienti s axSpA korelovaly hladiny CRPM a anti-
MCV protilatek s aktivitou nemoci dle ASDAS (Ankylosing Spondylitis Disease Activity
Score), nicméné po adjustaci se korelace anti-MCV u nr-axSpA vytratila (Tab. 4.1.). Navic byly
zvysené hotnoty CRPM a VICM schopné diferenciace pacientli s nr-axSpA a AS od zdravych
jedinct 1 po adjustaci. Korelace mezi sledovanymi biomarkery znamkami aktivity z pohledu
pritomnosti kostniho edému nebo s progresivni nemoci pozorovany nebyly.

Z vysledkt Ize usuzovat na potencial CRPM a VICM jakozto biomarkert pro ob¢ formy
nemoci. Pfestoze CRPM 1 VICM dokézi rozeznat pacienty s nr-axSpA a AS, pouze CRPM se

ukazuje jako potencialni biomarker aktivity u axSpA.

AS nr-axSpA

CRPM VICM Anti-MCV CRPM VICM Anti-MCV

Beta (SD) r-partial Beta (SD) r-partial Beta (SD) r-partial Beta (SD) r-partial Beta (SD) r-partial Beta (SD) r-partial

Neadjustovéno 0.08(0.04) 027 005(003) 022 002(0.01) 0.26" 006(003) 0.19* 003(003) 0.0 002(001) 0.18%

Adjustovéno (vék, BMI, 0.09 (0.04) 0.27* 0.06(0.03) 022 002(0.01) 025 006(003) 0.19* 004(003) 0.12 002(001) 0.18
pohlavi trvéni choroby) -

Tab. 4.1. Korelace sledovanych biomarkert CRPM, VICM a anti-MCV s aktivitou nemoci dle ASDAS pred i po
adjustaci vzhledem k v€ku, pohlavi, BMI a délce trvani choroby. Statistickd analyza provedena pomoci viceCetné

regresni analyzy.
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V ramci druhé prace byly vSechny c¢tyfi degradacni produkty kolagenti (C1M, C2M,
C3M, C4M2) vyssi v séru u pacientti s axSpA oproti ZK. Z toho CIM, C3M a C4M2 byly

v séru vys$iu AS oproti nr-axSpA, pro C2M byly hodnoty mezi obéma skupinami provnatelné

(Obr. 4.2.). Ze subanalyzy biomarkerti se schopnosti odlisit axSpA od ZK poptipadé AS od nr-

axSpA, vychazel nejlépe C3M. CIM a C4M2 m¢ély v porovnani s C3M nizsi senzitivitu a

specificitu. VSechny tfi biomarkery vsak vychazely 1épe v porovnani s CRP a jeho schopnosti

diferencovat axSpA pacienty od ZK i AS od nr-axSpA pacientl. Z pohledu aktivity nemoci

korelovaly C1M, C3M a C4M2 se sérovymi hladinami CRP a sedimentaci erytrocytti u obou

skupin axSpA, u C2M tento nalez platil pouze pro pacienty s AS. Pouze CIM koreloval
s ASDAS u obou skupin axSpA, C2M a C4M2 korelovaly s ASDAS u AS a C3M ukézal slabou
korelaci s ASDAS pro nr-axSA (Tab 4.2.).
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Obr. 4.2. Porovnani sérovych hladin degradacnich produktd kolagenit C1M, C2M, C3M, C4M2 u pacientl s nr-

axSpA (NR), AS a ZK.

Statisticka analyza provedena pomoci Kruskal-Wallis testu s Dunnovym

mnohondsobnnym porovanim mezi skupinami. Data jsou prezentovana jako krabicovy diagram (boxplot).

Neadjustovino Phodunota | Adjustovino (vék, pohlavi, BMI, | P hodnota
trvani nemoci)
Beta (SD) r-partial Beta (SD) r-partial
3 AS 0.42 (0.10) 0.46 <0.0001 0.57 (0.11) 0.47 0.0001
el nr-axSpA 0.39 (0.07) 0.46 <0.0001 0.40 (0.07) 0.46 <0.0001
. AS 0.31(0.11) 0.32 0.0063 0.30(0.12) 0.30 0.015
e nr-axSpA 0.03 (0.10) 0.03 0.76 0.04 (0.10) 0.04 0.66
CIM AS 0.36(0.13) 0.31 0.0086 0.43 (0.14) 0.35 0.0041
nr-axSpA | 0.37 (0.09) 0.33 0.0002 0.34(0.10) 0.32 0.0005
— AS 0.42 (0.11) 0.42 0.0003 0.44(0.12) 0.43 0.0004
nr-axSpA 0.40 (0.08) 0.41 <0.0001 0.41 (0.08) 0.43 <0.0001

Tab. 4.2. Korelace sledovanych biomarkerti s aktivitou nemoci ASDAS pied i po adjustaci vzhledem k veku,

pohlavi, BMI a délce trvani choroby.
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Vzhledem k elevaci degradacnich produktti kolageni u pacientli s axSpA oproti
zdravym jedincim a vyznamnému rozdilu mezi jejich hladinami u pacientti s AS v porovnani
s nr-axSpA mulzeme poukazat na rozliSnosti v tkanovém metabolismu. Zejména C3M
degradacni produkt byl schopen nejptesnéjsi diferenciace mezi pacienty s axSpA a ZK, spolu
s ostatnimi biomarkery byl dale asociovan s aktivitou nemoci, proto se jevi jako biomarker

s nejvetsim potencidlem nejen v ramci diagnostiky ale i monitoraci onemocéni.

Publikace k tématu:
1. Siebuhr AS, Husakova M, Forejtova S, Zegzulkova K, Tomcik M, Urbanova M,
Grobelna K, Gatterova J, Bay-Jensen AC, Pavelka K. Metabolites of C-reactive protein
and vimentin are associated with disease activity of axial spondyloarthritis. Clinical and

experimental rheumatology. 2019;37(3):358-66. [published Online First: 2019/02/16]

2. Husakova M, Bay-Jensen A-C, Forejtova S, Zegzulkova K, Tomcik M, Gregova M,
Bubova K, Horinkova J, Gatterova J, Pavelka K, Siebuhr AS. Metabolites of type I, II,
III, and IV collagen may serve as markers of disease activity in axial spondyloarthritis.

Scientific Reports. 2019;9(1):11218. doi: 10.1038/s41598-019-47502-z

3.4. ZvySené sérové hladiny tenascinu v séru pacientii s axSpA a jejich vztah k

progresi nemoci

Tenascin jakozto marker tkadnového poskozeni a remodelace prokazal svou asociaci s
fadou revmatologickych i1 nerevmatologickych stavii. V ramci axSpA byly popisovany jeho
zvysené hladiny oproti ZK a asociace s aktivitou onemocnéni. Cilem nasi prace bylo porovnat
sérové hladiny tenascinu u obou skupin axSpA a prokézat vztah mezi jeho sérovymi hladinami
a progresi choroby.

Metodika:

Do studie bylo zavzato 61 pacientt splitujici ASAS klasifika¢ni kritéria pro axSpA a 20
zdravych jedinct porovnatelnych vékem a pohlavim. Na zdklad¢ zobrazovacich naleza byli
pacienti rozdé€leni do skupiny nr-axSpA (n = 16) a AS (n = 45). U pacientii probehl sbér
klinickych dat souvisejicich s diagnézou (Tab. 4.3.). V rdmci hodnoceni zobrazovacich metod
byla provedena kvantifikace subchondralniho poskozeni a progrese nemoci pomoci SPARCC
MR SIS a mSASSS skoérovacich systémti. U pacientd 1 ZK byly provedeny krevni odbéry, ze
kterych byly stanoveny hladiny sérového tenascinu pomoci ELISA (human TNC Large (FN
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I1I-B) Assay ELISA kit z IBL (Fujioka, Japan)), ddle CRP imuno-turbometrickou technikou
(Olympus AU 400 biochemical analyser) a antigenu HLA-B27 prutokovou cytometrii (IOTest
HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE). Deskriptivni statistika byla spocitana pro vSechny proménné,
které byly testovany na normalitu (Kolmogorov—Smirnov test). Rozdily mezi intervalovymi
proménnymi byly poc¢itany pomoci Mann-Whitney U testu a Kruskal-Wallis testu, chi-kvadrat
test porovnal rozdily mezi kategorickymi proménnymi. Korelace byly hodnoceny pomoci
Spearmanova korela¢niho koeficientu. P < 0.05 bylo povazovano za hranici signifikance. Data
jsou uvadéna jako median s interkvartilovym rozpétim nebo primér se smérodatnou odchylkou.
Statistick4 anlyza byla provedena programem GraphPad 5.1..

Vysledky:

A) Demograficka a klinicka charakteristika pacientti

Vsechna demografickd a klinické data jsou shrnuta v Tab 4.3.. VéEtSina pacientl s axSpA
byli muzi (72%), pramérny vék byl 38,0 (13 SD) let, medidn trvani choroby byl 4,0 (0,6-0,8)
let. Vé&tSina pacientil byla HLAB27 pozitivnich (93,4 %). Median CRP byl 9,7 (3,7-16,2) mg/L.
Aktivita onemocnéni meéfend pomoci BASDAI byla 5,2 (2,6-7,4).

AxSpA Nr-axSpA AS ZK
Parametr (n=61) (n=16) (n=45) (n=20)
Pohlavi: muzi, n (%) 44 (72,1) 6 (37.,5) 38 (84,4) 15 (75)
Vek (roky), primeér (+5D) 37,8 (13,3) 37,1 (11,0 37,5 (14,2) 37,3 (10,8)
BMI (kg/m2), priimér (+SD) 26,0 (4,0) 242 (3,9) 26,6 (3,9) -
HLA-B27,n (%) 57(93,4) 15 (93,8) 42 (93,3) -
Trvéani choroby (roky), median (IQR) 4,0 (0,6-8,0) 0,2 (0,0-3,0) 5,0 (2,0-8,0) _
BASDAI, median (IOR) 5.2 (2,6-7,4) 4.8 (1,4-6,6) 5,5(3,4-7,6) -
CRP (mg/L), median (IOR) 9,7 (3,7-16,2) 4,0 (1,2-10,8) 11,1 (5,4-20,0) -
Periferni artritida, n (%) 30 (49,2) 12 (75,0) 18 (40,0) _
Mimokloubni manifestace:
IBD, 1 (%) 1(1,6) 1(6,3) 0 (0,0) -
Daktylitida, n (%) 2(3,3) 2(12,5) 0(0,0) -
Psoriaza, n (%) 4(6,6) 0(0,0) 4(8,9) -
Uveitida, n (%) 21 (34,4) 6 (37,5) 15(33,3) -
Lécba: NSA, n (%) 37 (60,7) 10 (62,5) 27 (60,0) -
¢sDMARDs, n (%) 10 (16,4) 5(313) 5(1L1) -
bDMARDs, n (%) 15 (24,6) 1(6,3) 14 (31,1) -
TNC (ng/mL), medidn (IOR) (4575;-56?7,2) (4165,;-17’(1)0,9) (43:,351377,2) (3294,?-2;5,9)

ZkratKky: AxSpA, axialni spondyloartritida, Nr-axSpA; non-radiograficka axSpA; AS, ankylozujici spondylitida; ZK, zdravi jedinci; n,
pocet; SD, smérodatna odchylka; BMI, body mass index, BASDAI, Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; CRP, C-reaktivni
protein; IBD, idiopaticky stfevni zanét; NSA, nesteroidni antirevmatika; csDMARDSs, conventional synthetic disease-modifying anti-
rheumatic drugs; bDMARDs, biological disease-modifying anti-rheumatic drugs; TNC, tenascin C

Tab 4.3. Demograficka a klinickd charakteristika sledovanych pacientd s axSpA (nr-axSpA a AS) spolu se ZK.
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B) Rozdily v demografickych a klinickcyh datech mezi obéma axSpA skupinami

Muzi byli zatoupeni Castéji ve skupin€ pacient s AS oproti nr-axSpA pacientiim (84,4
% vs. 37,5 %, p <0.001). Podle ptfedpokladu méli pacienti s AS vyznamn¢ delsi trvani nemoci
oproti nr-axSpA pacientim [5,0 (2,0-8,0) vs. 0,2 (0,0-3,0) let, p < 0.001]. Nr-axSpA pacienti
rozvinuli ¢astéji periferni artritidu oproti pacientim s AS (75% vs. 40%, p = 0.021). Aktivita
onemocnéni dle BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index) byla
porovnatelnd mezi obéma skupinami, nicméné hodnoty CRP byly vyznamné vyssi u pacient s

AS v porovnani s nr-axSpA pacienty [11,1 (5,4-20,0) vs. 4,0 (1,2—-10,8) mg/L, p = 0,006].

C) Hodnoty sérového tenascinu jsou vysS§i u pacienti s axSpA a pfitomnosti

syndesmofyti

Hodnoty sérového TNC byly vyznamné vyssi u pacientii s axSpA v porovnani se ZK
[535,3 (457,7-677,2) vs. 432.1 (329,1-565,9) ng/mL, p = 0,007] (Obr. 4.3.). Byl pozorovan
signifikantni rozdil mezi pacienty s nr-axSpA, AS a ZK [511,1 (416,7-700,9), 535,3 (434,5—
677,2) vs. 432,1 (329,1-565,9) ng/mL, p = 0,02], nicméné na zakladé mnohondsobného
porovnani byl prokazan rozdil pouze mezi pacienty s AS oproti ZK. Po rozd¢€leni pacientli s AS
na skupinu se sakroiliitidou a postizenim patefe jsme prokazali korelaci mezi jednotlivymi

stadii nemoci (r = 0,25, p = 0,02; Obr. 4.4.), nicmén¢ asociace s mSASSS prokazana nebyla.
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Obr. 4.3. Porovnani mezi sérovymi hladininami TNC u pacientll s axSpA a ZK. Data jsou prezentovana jako

median.
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Obr. 4.4. Korelace sérového TNC se stadiem nemoci (0: ZK, 1: nr-axSpA, 2: AS pacienti se sakroiliitidou, 3: AS

pacienti s postiZenim patefe) podle Spearmanova koreal¢niho koeficientu prolozena linearni regresni kiivkou.

D) Hodnoty sérového TNC, aktivita nemoci a mimokloubni manifestace

Hodnoty sérového TNC nekorelovaly s BASDAI ani CRP u pacientl s axSpA (ani po
jejich rozdéleni na nr-axSpA a AS), rovnéz nebyla nalezena asociace s ptitomnosti periferni

artritidy nebo pfedni uveitidy, soucasna lécba neovliviiovala hladiny sérového TNC.

Diskuze:

V nasi praci jsme prokazali vyssi sérové hladiny TNC u pacientl s axSpA, zejména u
pacientll v pokrocilém stadiu nemoci, v porovnani se zdravymi kontrolami. Jedna se o prvni
studii hodnotici sérové hladiny TNC u riznych podtypit axSpA. Hladiny sérového TNC jsou
mezi témito skupinami porovnatelné i pies signifikantné niz$i hodnoty CRP u nr-axSpA
pacientll v porovnani s pacienty s AS.

Podobné¢ jako u v nasi praci byly jiz dfive popsany vyssi sérové hladiny TNC u pacientl
s AS, (Gupta et al., 2018) Vyssi sérové hladiny TNC se vyskytuji i u jinych revmatologickych
chorob (juvenilni idiopaticka artritida (Shukla et al., 2015), SLE (Zavada et al., 2015)) i mimo
né (infarkt myokardu (Sato et al., 2006), chronicka hepatitida C (Tanaka et al., 2006)). MiiZzeme
tedy usuzovat, Ze elevace sérového TNC patii k nespecifické odpovédi na tkdiiové poskozeni.
Podobn¢ jako v predchozi praci (Gupta et al.,, 2018) jsme ani my nepozorovali korelaci s
aktivitou nemoci dle BASDAI, coz mize byt zplGsobeno vysokym podilem subjektivniho
hodnoceni aktivity pacienty, kterou je tento index zatizen. Autofi pfedchozi prace nicméné
pozorovai rozdil v aktivité nemoci dle CRP, sedimentace erytrocytii a indexu ASDAS. V nasi
studii bohuzZel nebyly hodnoty ASDAS k dispozici, ale mohli jsme pozorovat alespoii stoupajici
trend mezi hladinami TNC a CRP (r = 0,24, p = 0,07). V piedchozich studiich byl TNC davan
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do souvislosti s kloubnim poskozenim u RA a osteoartrozy (Page et al., 2012, Hasegawa et al.,
2004). V nasi studii korelovaly hodnoty sérového TNC s radiografikcym stadiem nemoci. Na
molekularni trovni je TNC schopen indukovat syntézu prozanétlivych cytokint, které jsou
asociovany s axSpA (TNF a IL-17) (Midwood et al., 2009, Ruhmann et al., 2012). Zaroven
intraartikularni instilace TNC vedla v mySich modelech k indukci zanétu synovie oproti TNC
deficientnim mysim, u kterych doslo k rychlému potlaceni zanétu.

Zavérem lze shrnout, ze sérové hladiny TNC jsou vyssi u pacientdl s axSpA, a prestoze
nebyly asociovany s aktivitou choroby, mohou reflektovat radiografické znamky pokrocilé

nemoci.

Publikace k tématu:
1. Bubovad K, Prajzlerovda K, Hulejovd H, Gregova M, Mintdlova K, HusSakova M,
Forejtova S, Filkova M, Tom¢ik M, Vencovsky J, Pavelka K, Senolt L: Elevated
tenascin-C serum levels in patients with axial spondyloarthritis. Publikace je tohoto ¢asu

v revizi ¢asopise Physiological research.

3.5. Visfatin jako potencidlni biomarker aktivity a progrese axSpA

Visfatin je adipokinem se vztahem nejen k potenciaci prozanétlivé odpovédi, ale 1 ke
kostnimu metabolismu, kde inhibuje RANKL indukovanou diferenciaci OK a indukuje
proliferaci OB spolu s produkci kolagenu typu I. V souvislosti s AS byly jiz popisovany jeho
zvysené hladiny oproti ZK, nicméné jeho vztah k nr-axSpA studovan nebyl. Zaroven jsou
zminky o jeho mozném vlivu na progresi chroby.

Cilem nasi prace bylo porovnani sérovych hladin visfatinu u obou stupin axSpA, determinovat
mozné asociace s aktivitou nemoci a potvrdit jeho mozny vliv na progresi nemoci.

Prokazali jsme signifikantné vyssi hladiny visfatinu u pacientl s axSpA a to zejména u
pacientii s AS oproti zdravym kontrolam (Obr 4.5.). Nebyl pozorovan rozdil mezi hladinami
visfatinu u AS v porovnani s nr-axSpA pacienty. Z klinickych parametri korelovaly hladiny
sérového visfatinu s aktivitou nemoci dle BASDAI u nr-axSpA pacientt (r = 0,585; p=0,011).
Visfatin byl dale asociovan s progresivni nemoci, kdy nejenze koreloval s mSASSS (r = 0,281;
p =0,026), ale jeho sérové hladiny byly signifikantn€ vyss§i u pacienli s AS a postizenim patete
(mSASSS > 1) v porovnani s pacienty, u kterych byla pfitomna pouze sakroiliitida (mSASSS
=0) (Obr .4.6.).
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Obr. 4.5. Porovnani sérovych hladin visfatinu u pacientti s axSpA a ZK pomoci Mann — Whitney testu. **p <
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Obr. 4.6. Porovnani sérovych hladin visfatinu u pacientt se sakroiliitidou (mSASSS = 0) a pacientt se

soucasnym postizenim patete (mSASSS > 1) pomoci Mann — Whitney testu. *p<0.05

Z uvedenych vysledkli vyplyva, ze by sérovy visfatin mohl odrdzet aktivitu nemoci u
nr-axSpA, obecné je udavana nizsi aktivita nemoci u této skupiny v porovnani s radiografickou
skupinou (nizs§i hodnoty CRP). Zasadni je vsak jeho korelace s progresi choroby. Vzhledem ke
zménam, které jsme schopni vizualizovat na zobrazovacich metodach mizeme hypoteticky
tvrdit, ze koncentrace visfatinu mohou byt ovlivnény tukovou metaplazii a vznikem

syndesmofyti, tudiz by sérovy visfatin mohl slouzit jako marker progrese nemcoci.

Publikace k tématu
1. Hulejova H, Kropackova T, Bubova K, Krystutkova O, Filkova M, Mann H, Forejtova
S, Tomcik M, Vencovsky J, Pavelka K, Senolt L. Serum visfatin levels in patients with
axial spondyloarthritis and their relationship to disease activity and spinal radiographic
damage: a cross-sectional study. Rheumatology international. 2019;39(6):1037-43. doi:
10.1007/s00296-019-04301-z [published Online First: 2019/04/27]

19



3.6. MicroRNA jako nové sledované biomarkery u axSpA

Vzhledem k pomérné zisadni roli genetické zatéze v patogenezi axSpA a nové
objevenym miRNA, ptfedstavujicim potencidlni biomarkery autoimunitnich chorob bylo cilem
prace jejich stanoveni a zhodnoceni asociaci s ptipadnou aktivitou a tkanovym poskozenim.

U pacientll s axSpA (nr-axSpA a AS) v porovnani se zdravymi kontrolami bylo
izolovano 760 miRNA, ze kterych byla nasledné u 21 metena jejich exprese. Hodnoty miR 625-
3p se signifikatné liSily mezi pacienty s nr-axSpA oproti ZK, u pacientii s AS a radiografikcymi
zménami byly asociovany s aktivitou nemoci. Pro nékolik miRNA byla prokazana korelace s
aktivitou nemoci dle BASDALI u pacientil s nr-axSpA. MiR-29a-3p, miR-222-3p a miR-146a,
které maji roli v tkanovém metabolismu a zanétu byly asociovany s pokro¢ilym nalezem na
patefiu pacientd s AS.

Vysledky napovidaji o urcité¢ roli mi-RNA v patogenezi axSpA, navic by mohla byt jejich

zvysena exprese indikatorem progrese nemoci.

Publikace k tématu:

1. Prajzlerova K, Grobelna K, Husakova M, Forejtova S, Jungel A, Gay S, Vencovsky J,
Pavelka K, Senolt L, Filkova M. Association between circulating miRNAs and spinal
involvement in patients with axial spondyloarthritis. PloS one. 2017;12(9):e0185323.
doi: 10.1371/journal.pone.0185323

3.7. Vztah sérového Hsp90 ke strukturialnim zménamam u axSpA

Hsp90 je proteinem tepelného Soku, ktery ma kromé zakladni funkce bunécného
chaperonu vliv na vrozené imunitni mechanismy, prezentaci antigenti a indukci prozanétlivych
molekul tGcastnicich se v patogenezi axSpA (IL-6, TNF). Dosud byl asociovan s patogenezi
n¢kolika revmatologickych onemocnéni, zejména systémové sklerodermie. Jeho ucast na
patogenzi SpA nebyla dosud studovana.
Cilem nasi prace bylo porovnat sérové hladiny Hsp90 mezi pacienty s axSpA a ZK a ptipadné

nalézt asociaci s aktivitou a strukturalnim postizenim u téchto pacientt.

Metodika:

Do studie bylo zavzato 80 pacientd s axSpA splitujicich ASAS klasifikacni kritéria pro
axSpA a 80 zdravych jedincii odpovidajicich pohlavim a vékem. Pacienti byli dle vysledki
zobrazovacich metod rozdéleni na skupinu s nr-axSpA (n = 40) a AS (n = 40). Od pacientl s

axSpA byla sesbirdna zdkladni demograficka a klinick4 data (Tab 4.4.). V rdmci hodnoceni
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zobrazovacich metod byla provedena kvantifikace subchondralniho poskozeni a progrese
nemoci pomoci skorovacich systémit SPARCC MR SIS a mSASSS patete. Hodnoty sérového
Hsp90 byly méfeny pomoci vysokosenzitivni ELISA (eBioscience, Vienna, Austria), dale byl
stanoven CRP imuno-turbometrickou technikou (Olympus AU 400 biochemical analyser ) a
antigen HLA-B27 pratokovou cytometrii (IOTest HLA-B27-FITC/HLA-B7-PE). Deskriptivni
statistika byla spocitana pro vsSechny proménné, které byly testovany na normalitu
(Kolmogorov—Smirnov a Shapiro-Wilk testy). Rozdily mezi intervalovymi proménnymi byly
pocitany pomoci Mann-Whitney U testu, chi-kvadrat test porovnal rozdily mezi kategorickymi
proménnymi. Korelace byly hodnoceny pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. P <0.05
bylo povazovano za hranici signifikance. VeSkerd statistickd analyza byla provedena

programem SPSS verze 25.

Vysledky:
A) Demograficka a klinické charakteristika pacientil a rozdily mezi jednotlivymi

skupinami

Demograficka a klinicka data pacienti jsou shrnuta v Tab. 4.4.. Ob¢ pohlavi byla ve
sledované skupiné axSpA témét rovnocenné rozlozena (muzi n =43, zeny n = 37), median véku
byl 35let. VétSina pacienti byla HLA-B27 pozitivnich (83 %).

U pacientl s AS byly Castéji postizeni muzi v porovnani s nr-axSpA pacienty (77 % vs. 40
%, p = 0,014). Dle ptredpokladu m¢li dale pacienti s AS delSi trvani nemoci oproti pacientim
s nr-axSpA (10,0 (5,8-16,2) vs. 4,9 (3,1-10,6), p = 0,017). Pacienti s nr-axSpA rozvinuli ¢astéji
periferni artritidu oproti pacientim s AS (43 % vs. 8 %, p = 0,001). Dale méli pacienti s AS
signifikantn¢ horsi hodnoty hybnosti kréni pateie (fléche distance) oproti pacientiim s nr-axSpA

(p = 0,02).

P-
AxSpA AS Nr-axSpA ZK hodnota
Parametr (n = 8§0) (n = 40) (n = 40) (n = §80) (pl, p2)

13 (33)/27 (77)
34,0 (28,3-43,0)

24 (60)/16 (40)
36,1 (28,4-46,0)

37 (46)/43 (54) 0,01, 1,00
37,5 (28,5-44,0) 0,55, 0,63

Pohlavi: Zeny/muzi, n (%)

Vék, median (IQR) roky
Trvéani nemoci, median (IQR)

37 (46)/43 (54)
34,5 (28,3-43.,9)

roky 7,5 (3,6-13.3) 10,0 (5,8-16.,2) 4,9 (3,1-10,6) 0,01,
ASDAS-CRP, median (IQR) 1,6 (0,8-2,7) 1,6 (1,0-2,9) 1,6 (0,7-2,7) 0,28,-
BASDAL medi4n (IQR) 2.2(0,8-4,3) 2,3(0,8-4,2) 1,6 (0,7-4,6) 0,71,
CRP, medién (IQR) mg/L 3,0 (0,8-4,8) 2,9 (1,0-5,1) 1,4 (0,6-4,6) 0,14,
ESR, median (IQR) mm/h 7,0 (3,0-15.,0) 8,5(2,3-17.8) 6,0 (3,0-11,0) 0,18,-
HLA-B27 pozitivita, n (%) 69 (86) 37 (93) 32 (80) 0,11,
BASFI, median (IQR) 1,1 (0,1-2,5) 1,3(0,1-3,2) 0,8 (0,2-2,1) 0,46,-
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ASQOL, median (IQR) 3,0 (0,0-9,0) 3,5(0,8-8,3) 3,0 (0,0-9,8) 0,78,

HAQ, median (IQR) 0,4 (0,0-0,8) 0,4 (0,0-0,8) 0,3 (0,0-0,6) 0,34,-
Periferni artritida, n (%) 20 (25) 3(8) 17 (43) 0,001,-
Uveitida, n (%) 21 (26) 9(23) 12 (30) 0,61,-
Metrologie:

mSchober, pramér + SD cm 4,0+1,5 4,0+1,6 4,1+1,4 0,74,-
fléche, primér + SD cm 0,7+2,5 1,9+33 02+1,9 0,02,-
mSASSS, pramér + SD 2,7+9,7 52+13,5 0,0£0,0 0,01,-
SPARCC, primér + SD 9,1 +8,0 10,5+9,1 8,5+7,5 0,63,-

Soucasna 1é¢ba, n:

csDMARDs/bDMARDs/NSA 17/12/9 8/9/4 9/3/5 NS,-
ZkratKky: axSpA, axialni spondyloartritida; AS, ankylozujici spondylitida; nr-axSpA, non-radiografickd axSpA; ZK, zdravé kontroly; n,
pocet; IQR, interkvartalové rozpéti, ASDAS-CRP, Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score based on CRP; BASDAI, Bath
Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index; CRP, C-reaktivni protein; ESR, sedimentace erytrocyti; BASFI, Bath Ankylosing
Spondylitis Functional Index; ASQoL, Ankylosing Spondylitis Quality of Life questionnaire; HAQ, Health Assessment Questionnaire;
mSchober, modifikovana Schoberova distance; mSASSS, Modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score; SPARCC, SPondyloArthritis
Research Consortium of Canada score; csDMARDS, conventional synthetic disease modifying anti-rheumatic drugs; bDMARDs, biological
(original/biosimilar) disease modifying anti-rheumatic drugs; NSA, nesteroidni antirevmatika denné; NS, nesignifikantni; pl, r-axSpA vs.
nr-axSpA; p2, axSpA vs. HC

c¢sDMARDs/bDMARDs/NSA

Tab. 4.4. Charakteristika sledovanych pacientii s axSpA (AS a nr-axSpA), ZK a jejich meziskupinové
porovnani.

B) Plasmatické hodnoty Hsp90 jsou zvySené u pacientll s axSpA

Plasmatické hodnoty Hsp90 byly vyznamné vyssi u pacientl s axSpA v porovnani se ZK
[15,7 (10,5-19,8) vs. 8,3 (6,6-11,8) ng/mL, p < 0,001]. Po rozd€leni na AS a nr-axSpA
pietrvaval signifikantni rozdil mezi obéma skupinami v porovnani se ZK [(16,0 (10,6-21,2),
15,1 (9,0-19,8) vs. 8,3 (6,6-11,8) ng/mL, p < 0,001, p <0,001], plasmatické hodnoty Hsp90

se u pacientli s nr-axSpA a AS vyznamné neliSily (Obr. 4.7.).
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Obr. 4.7. Porovnani plasmatickych hladin Hsp90 mezi sledovanymi skupinami axSpA a ZK.
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C) Plasmatické hladiny Hsp90 ve vztahu k aktivité nemoci a poskozeni subchondralni

kosti.

Aktivita nemoci dle BASDAI, CRP a sedimentace erytrocytti neméla vliv na plasmatické
hodnoty Hsp90 u pacientii s axSpA ani po jejich rozdéleni na jednotlivé skupiny. Prokazali
jsme nicméné pozitivni korelaci plasmatickcyh hodnot Hsp90 s rozsahem aktivnich

zanétlivych 1ézi (kostniho edému) na MR u pacientti s AS (r = 0,548, p = 0,019) (Obr. 4.8.).
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Obr 4.8. Korelace mezi plasmatickymi hodnotami Hsp90 a rozsahem kostniho edému dle SPARCC skore pro
SIS u pacientti s AS.

Diskuze:

V nasi praci jsme prokazali vyssi plasmatické hladiny Hsp90 u obou skupin pacient
s axSpA (nr-axSpA 1 AS). Navic byla prokézana asociace mezi plasmatickym Hsp90 a
rozsahem kostniho edému na MR SIS u pacienti s AS. Jednd se o prvni praci hodnotici
plasmatické hladiny Hsp90 u riznych podtypti axSpA.

Dosud byla publikovana pouze jedna prace zabyvajici se hladinami Hsp90 u pacient
s axSpA (Prochéazkova et al., 2013), kde se plasmatické hladiny signifikantn¢ neliSily od ZK.
Rozdilny vysledek mtize byt dan jinou kompozici prvni studie z pohledu sledovanych pacienti,
kdy byl ve skupiné axSpA nizsi podil pacientl s nr-axSpA (16 %), dale bylo v piivodni studii
léceno vice nez 60 % pacientd pomoci anti-TNF, coz mohlo ovliviiovat hladinu Hsp90
v plasme.

Vyssi plasmatické hladiny byly jiz nalezeny iu jinych revmatologickych chorob i mimo
jejich spektrum (Minota et al., 1988, Tas et al., 2017), mizeme tedy soudit, Ze jejich zvySeni
patii k nespecifické aktivaci imunity a rezidentnich tkanovych bunék.

Plasmatické hladiny Hsp90 korelovaly v nasi praci s rozsahem kostniho edému na MR SIS.
Kostni edém je povazovan za znamku aktivni nemoci a dale za prvotni ukazatel

subchondralniho poskozeni (Appel et al., 2006). Podobné koreloval Hsp90 s aktivitou u SLE,
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pravdépodobné pod vlivem IL-6 (Ripley et al., 2001). Podle dostupnych studii je IL-6 zvySeny
1 v séru pacientli s axSpA a koreluje s aktivitou nemoci dle BASDAI a CRP (Bal et al., 2007,
Gratacos et al., 1994). I ptes rozdilné mechanismy vzniku a pribéhu obou nemoci mizeme
usuzovat na nékteré podobnosti vedouci ke zvyseni IL-6 a Hsp90. Dale byl prokézan vliv Hsp
na kostni metabolismus, nicmén¢ jednotlivé funkce se pro kazdou Hsp rodinu riizni (Leonardi
et al.,, 2004). Hsp90 se nejspiSe podili na prenosu signalu pii osteogenezi. Recentni studie
sledujici vliv nizko-intenzivniho ultrazvuku na diferenciaci OB prokézala zvySenou regulaci
Hsp90 a dalSich pisobkil (Smadl a 5), které vedly k podpote bunécné viability a proliferace
béhem 24h. Proces vedl ke zvySené mineralizaci kultury OB béhem dalSich 10 dni (Miyasaka
et al., 2015). Ucast na osteoklastogenezi je u Hsp90 sporna. Vzhledem k nagim vysledkiim a
roli Hsp90 v osteoblastogenezi miizeme usuzovat na jeho roli ve vyvoji strukturalnich kostnich

zmén u axSpA.
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4. DISKUZE

AXSpA patii mezi zanétlivd revmatickd onemocnéni vedouci ke sniZeni kvality Zivota
pacientli na zaklad¢ zhorSujici se hybnosti patefe zplisobené postupnou ztratou funkénosti jejich
skloubeni. Za kloubni dysfunkci stoji na jedné stran¢ destrukce na podklad¢ erozivnich zmén,
jak ji zname u jinych zanétlivych autoimunitnich nemoci (RA, Juvenilni idiopatické artritida),
druhou charakteristikou axSpA je vSak nadmérna kostni novotvorba vedouci ke sriistu obratl
a vzniku tzv. bambusové patefe. Abnormalni zmény kostniho metabolismu vznikaji nejspise na
podkladé chronicky probihajictho zanétu vyjmutého kontrolnim mechanismim u
predisponovanych jedincti. Pfesné mechanismy vzniku nemoci vSak nejsou doposud plné
objasnény. Vzhledem k necharakteristickym prvnim ptiznaklim choroby je diagndza za prvnimi
piiznaky opozdéna o nékolik let (Forejtova et al., 2008). Bohuzel dosud nebyl nalezen
biomarker, ktery by jasn¢ ukazal na pfitomnost nemoci. VSeobecné se vyuziva stanoveni HLA-
B27 antigenu, ktery je pozitivni u 95 % pacientl s AS. Nicméné je tieba si uvédomit, Ze jeho
pritomnost v béZné populaci je v priméru okolo 7 % a k rozvoji choroby dochézi pouze u
zlomku jedincti (Braun et al.,, 1998). DalSim problémem axSpA je absence spolehlivého
ukazatele, ktery by dokazal monitorovat aktivitu zanétlivého procesu a dokézal by vytipovat
pacienty srychlej$i progresi nemoci. V soucCasné dob¢ jsou vSeobecné pouzivanymi
biomarkery aktivity a progrese CRP a ptitomnost kostniho edému a tukovych metaplazii na MR
(Benhamou et al., 2010, Appel et al., 2006). Oba ukazatele vSak maji své nevyhody ve formé
nizké senzitivity a specificity pro axSpA. CRP se zvySuje pouze u 2/3 nemocnych s axSpA a
kostni edém na MR podobn¢ jako tukova metaplazie mizeme nachdzet u celé fady jinych
patologickych i fyziologickych stavli (Eustace et al., 2001). Kostni edém na MR vsak ziistava
jedinym biomarkerem, ktery je asociovan s histologickymi nalezy zanétlivého procesu u axSpA
(Appel et al., 2006).

V soucasné dob¢ se zajem o studium biomarkert obratil smérem k metabolismu pojivovych
a tukové tkané vzhledem ke zméndm schopnych vizualizace na zobrazovacich metodach.
Ukézalo se, ze u axSpA existuje i Casné stadium nemoci, které jeSt¢ neni provazené
strukturdlnimi zménami odpovidajicim chronickému zanétlivému drazdéni (Baraliakos and
Braun, 2015). Cilem této prace bylo tedy zaméfit se nejen na vytipované biomarkery a jejich
roli u AS, ale i u ¢asné formy nemoci - nr-axSpA. Predchozi védecké prace jiz prokéazaly
zndmky lokalni dysregulace na rliznych Grovnich metabolismu pojivych tkani a to zejména u
pacient s AS (Almodovar et al., 2014, Appel et al., 2008, Bay-Jensen et al., 2012). Zmény u

casné¢ formy nebyly dosud plné studovany. Vzhledem k jiz dfive popsanym zvySenym
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koncentracim nékterych metaloproteinaz v séru pacientii s axSpA, které korelovaly s aktivitou
a progresi nemoci (Maksymowych et al., 2007), byly postupné publikovany i prace zabyvajici
se jejich degrada¢nimi produkty (Bay-Jensen et al., 2012), u kterych se rovnéz prokazaly
zvySené hladiny a asociace s progresi choroby u pacientti s AS. V souladu s témito vysledky se
u naSich praci monitorujicich metabolismus pojivovych tkani prokazaly rozdilné hladiny
degradacnich produkti metaloproteinaz, a to nejen mezi pacienty s axSpA a ZK, ale i mezi
jejimi podtypy nr-axSpA a AS. U TNC, markeru poukazujiciho obecné na tkanové poskozeni,
byl pozorovan rozdil hlavné u pacienti s radiografickym poskozenim oproti ZK. Miizeme tedy
usuzovat, ze u axSpA dochazi k dysregulaci v metabolismu pojivovych tkani a to u obou
podtypt, nicméné mira téchto zmén se zda byt rozdilnd. V soucasné dob¢ se monitorace aktivity
provadi na podklad¢ hladin reaktantti akutni faize (CRP, sedimentace erytrocytll) a indexti
BASDAI a ASDAS. Hladiny CRP a sedimentace erytrocytl jsou vSak vyznamné niz$i u
pacientll s nr-axSpA, zaroven jsou indexy BASDAI a ASDAS zatizeny vysokym vlivem
subjektivniho vniméani nemoci samotnymi pacienty (Garrett et al., 1994, Baraliakos and Braun
al. 2015). Nekteré ze sledovanych biomarkert pojivovych tkani se soucasn¢é ukdzaly jako
vhodné k monitoraci aktivity nemoci a to pro oba podtypy nemoci. Lze tedy usuzovat, ze
hodnoty zejména nékterych degrada¢nich produktli metaloproteinaz odrazeji miru zanétlivého
postizeni jednotlivych pacientli a to nezdvisle na hodnotach reaktanti akutni faze. Soucasné
muzeme prepokladat, ze TNC odrazi miru strukturdlniho postizeni pateie.

V poslednich letech vzrasta zajem o studium jiz zndmych adipokinti a dalSich molekul
tukové tkan¢ a jejich vztah k probihajicimu zanétu. Jejich vliv byl popsan u autoimunitnich
chorob vcetné téch revmatickych, kde vétSina z nich ukazuje sviij prozanétlivy efekt (Otero et
al., 2006). U axSpA poukazuji na mozny vliv adipokinli v patogenezi nemoci zejména nalezy
na zobrazovacich metodach charakteru tukové metaplazie a backfills. (Maksymowych et al.,
2014). Byla prokazana jejich spojitost s progresi choroby (Baraliakos et al., 2014). V ramci
axSpA byly nejvice studovany sérové hodnoty leptinu, adiponectinu a resistinu, vét§inou se
vsak prace zabyvaji az pokrocilou radiografickou formou nemoci (Yang et al., 2017). V nasi
praci zabyvajici se visfatinem jakoZto zdstupcem adipokini s moznym vlivem na rozvoj
progresivnich zmén se prokazaly vyznamné vyssi sérové hladiny u pacientli s axSpA oproti ZK,
a to zejména u pacienti s radiografickou formou nemoci, visfatin nebyl vSak schopen
diferencovat rozdil mezi pacienty s nr-axSpA a AS. MiiZeme tedy soudit, Ze u axSpA dochazi
rovnéz k dysregulaci v metabolismu tukll v misté zadnétu a visfatin mize soucasné odrazet jeji

miru. Zaroven vzhledem k prokdzanému vyznamnému rozdilu mezi pacienty se sakroiliitidou
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a postizenim patefe, mize odrazet i miru nasedajici osteoprodukce ve formé tvorby
syndesmofytl a tim se zafadit mezi markery progresivni nemoci.

Na zédkladn¢ novych poznatkli ze studia biomakert jinych revmatologickych chorob
jsme studovali jejich mozny vliv na patogenezi axSpA (Filkova et al., 2012). Prvnimi
sledovanymi biomarkery byly miRNA, nekddujici useky RNA fungujici jako posttranskripéni
regulatory genové exprese. Jedna se viibec o prvni praci, kdy je jejich exprese stanovovana u
axSpA a jejich subtypi. Na zaklad¢ vysledkd studie se prokazala rozdilnd exprese mezi
pacienty a ZK, z ¢ehoZ miizeme usuzovat, ze zmény odehravajici se v patogenezi onemocnéni
sahaji az na molekularni irovni genove exprese a epigenetické regulace. Coz jen potvrzuje silny
geneticky zaklad choroby u predisponovanych jedincii. Druhym sledovanym biomarkerem byl
Hsp90, pattici do velké rodiny molekul pasobicich jako chaperony. Jeho potencial se ukazal
zejména v ramci systémové sklerodermie (Tomcik et al, 2014), kde funguje jako jeden
z hlavnich profibrotickych faktord. V nasi praci jsme prokazali vys$i plazmatické hodnoty
Hsp90 u pacientli s axSpA a to pro obé podskupiny proti ZK, navic byla prokdzdna asociace
s ptitomnosti subchondralniho poskozeni ve formé kostniho edému. Hsp90 ukéazal sviy
potencial v osteoblastogenezi (Miyasaka et al., 2015), proto miize odrdzet jiz ¢asné zmény
v kostnim metabolismu jakym je piitomnost kostniho edému, ktery je prvni strukturalni zménou
kostni matrix viditelnou na zobrazovacich metodach. Detekovali jsme tedy biomarkery, které
maji urCity diagnosticky potencial, odrazeji aktivitu zanétlivého procesu a mohly by pomoci

v detekei jedinci s rychlejsi progresi choroby.

5. ZAVER

Zaveérem lze na podkladé nasich vysledkl konstatovat, ze prestoze je obecné klinicky obraz
mezi skupinou pacientli s radiografickou a neradiografickou axSpA velmi podobny, existuji
urcité klinické rozdily. V tkanovém metabolismu pojiva a tukl jsme navic prokazali v ur€itych
aspektech rozdilné zmény, které jsou vyjadieny v obou podskupinach axSpA. Z naSich
vysledkl 1ze usuzovat na potencial CRPM a C3M jakoZto biomarkert aktivity pro ob& formy
nemoci. TNC, visfatin a mi-RNA ukézaly asociaci k chronickym strukturalnim zménam, kdezto
Hsp90 byl asociovan s aktivnimi zanétlivymi zménami. Domnivame se, Ze tyto biomarkery
mohou mit diagnosticko-prognosticky vyznam, a mohou pfispét ke zlepSeni hodnoceni aktivity
nemoci a zlepSeni dlouhodobé prognézy pacientti. Do budoucna planujeme rozsahlou validaci

biomarkerli na vétsi sestavé pacientli s axSpA a vyuZiti dat nékolikaletého sledovani.
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