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Abstrakt

Úvod: Nerovnováha mezi aktivitou pro- a proti-zánětlivých cytokinů u revmatoidní artritidy 

(RA) přispívá ke vzniku imunitní dysregulace, chronického zánětu a následné kloubní 

destrukce. Adipokiny jsou bioaktivní proteiny, které se kromě jiného podílejí na regulaci 

zánětu. IL-35 je nový cytokin s dosud neznámou funkcí u lidí, který je podle výsledků u 

myších modelů důležitou součástí zánětlivých procesů. Cílem práce bylo zjistit hladiny a 

úlohu vybraných adipokinů a IL-35 v kloubním a systémovém kompartmentu a vztah 

k aktivitě nemoci u pacientů s RA a jiným revmatickým onemocněním.

Výsledky: Prokázali jsme zvýšené sérové hladiny adiponectinu u pacientů s erozivní 

osteoartrózou (OA) kloubů rukou, rozdílné koncentrace nových adipokinů vaspinu a omentinu 

v synoviální tekutině pacientů s RA a OA. Dále jsme zjistili vliv biologické léčby TNFα

inhibitorem na expresní profil adipokinů v tukové tkáni pacientů s RA. Biologická léčba 

rituximabem vedoucí k depleci B lymfocytů způsobila pokles sérových hladin visfatinu u RA. 

Změna hladin visfatinu navíc předurčovala změnu aktivity nemoci v době, kdy by se měla 

podat další infuze biologického léku. Vyšší hladiny IL-35 v synoviální tekutině u pacientů 

s RA ve srovnání s OA korelovaly s parametry aktivity nemoci. IL-35 podjednotky p35 a 

EBI3 jsou zvýšené v RA synoviální tkáni. IL-35 je na genové i proteinové úrovni indukován 

prozánětlivým TNFα v RA synoviálních fibroblastech a periferních mononukleárních 

buňkách (PBMC). IL-35 vede v PBMC k uvolnění několika zánětlivých mediátorů 

Závěr: Výsledky našich studií prokázaly význam adipokinů a IL-35 při regulaci zánětu u 

revmatických onemocnění a jejich vztah k aktivitě nemoci u pacientů s RA. Objasnění 

patogeneze RA a nalezení nových potenciálních terapeutických cílů by mohlo přispět k 

zlepšení klinického průběhu u pacientů rezistentních na dosavadní léčbu.

Klíčová slova: revmatoidní artritida, adipocytokiny, IL-35
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Abstract

Background: An imbalance between pro- and anti- inflammatory cytokine activities favors 

the induction of autoimmunity, chronic inflammation and joint damage in patients with 

rheumatoid arthritis (RA). Adipokines are bioactive proteins that are important regulators of 

inflammation.  IL-35 is a new cytokine involved in the inflammatory processes in mouse 

models and is of unknown function in humans. The aim of the work was to study the levels 

and role of several adipokines and IL-35 in the joint and blood compartment and the 

association with the disease activity in patients with RA or other rheumatic diseases. 

Results:  We found increased levels of adiponectin in serum of patients with erosive 

osteoarthritis (OA) of the hand, differential regulation of new adipokines vaspin and omentin 

in synovial fluid of patients with RA compared with OA and the effect of therapy using TNFα

inhibitor on the expression profile of adipokines in subcutaneous adipose tissue of RA 

patients. B cell depletion therapy in RA resulted in decrease of serum levels of visfatin that 

correlated with following change of disease activity. The levels of IL-35 in synovial fluid are 

significantly higher in RA than in OA and correlate with the disease activity and functional 

status. IL-35 subunits p35 and EBI3 are overexpressed in RA synovial tissue than that in OA. 

IL-35 is increased at transcriptional and protein levels after stimulation with proinflammatory 

cytokine TNFα in RA synovial fibroblasts and peripheral blood mononuclear cells (PBMC). 

IL-35 induces release of some inflammatory mediators in PBMC.

Conclusion: Our results show the role of adipokines and IL-35 in inflammation in patients 

with rheumatic diseases and the association with disease activity in RA. Thus, the discovery 

of new therapeutic targets would be beneficial for patient resistant to current therapy.

Key words: rheumatoid arthritis, adipocytokines, IL-35
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1. ÚVOD

1.1. Revmatoidní artritida

Revmatoidní artritida (RA) je systémové zánětlivé autoimunitní onemocnění, které se 

vyskytuje u 0.5-1% dospělé populace (Lawrence et al. 1998). Jedná se o artritidu 

polyartikulárního charakteru, která postihuje především malé klouby rukou a nohou. Je to 

onemocnění s nepředvídatelným vývojem, které může vést k ireverzibilnímu poškození a 

doživotnímu funkčnímu omezení (Guillemin et al. 2000).

I když je RA považována především za onemocnění postihující klouby, abnormální imunitní 

odpověď může vést k závažným extraartikulárním projevům. RA je navíc asociována 

s časnějším úmrtím ve srovnání se zdravou populací a to především v důsledku 

kardiovaskulárních komplikací (Alamanos et al. 2006, Aviña-Zubieta et al. 2008). Příčinou je 

velmi pravděpodobně kombinace klasických kardiovaskulárních rizikových faktorů a vysoký 

stupeň celkového zánětu (Kitas et al. 2010). 

Za normálních okolností obsahuje synoviální membrána relativně malý počet buněk s tenkou 

intimou a intersticiem (často pojmenované jako vrstvy lining a sublining). U RA je synovie 

hyperplastická s invazivním charakterem a tvorbou agresivní granulační tkáně (pannus).

Je bohatě infiltrována mononukleárními buňkami, zejména CD4+ T lymfocyty, makrofágy a 

B lymfocyty. Lymfocyty tvoří buď difuzní infiltráty nebo lymfoidní agregáty.  T lymfocyty se 

podílejí na patogenezi RA na podkladě genetické asociace s MHCII a PTPN22, dále produkcí 

zánětlivých cytokinů  a interakcemi s makrofágy a synoviální fibroblasty. Hlavními cytokiny 

Th1 nebo Th17 buněčného původu jsou IFNγ, jehož úloha v patogenezi RA není zcela jasná, 

a IL-17, který řídí diferenciaci neutrofilů, aktivaci monocytů a synoviálních fibroblastů, 

uvolnění cytokinů a chemokinů, produkci prostaglandinů a syntézu matrixových 

metaloproteináz (MMP) (Weaver et al. 2007). Funkce T regulačních lymfocytů (Treg), které 

potlačují aktivaci ostatních aktivovaných T lymfocytů, je u RA nedostatečná (Ehrenstein et al. 

2004). Makrofágy jsou významným zdrojem prozánětlivých cytokinů a chemokinů (např. IL-

1, TNFα, IL-6, IL-15, IL-18, GM-CSF), které udržují zánětlivé prostředí RA synoviální tkáně 

(McInnes et al. 2007). B lymfocyty kromě tvorby autoprotilátek, a tím i imunitních komplexů, 

regulují aktivaci dendritických buněk, ovlivňují interakce T buněk s makrofágy a vlastními B 

lymfocyty a tvoří cytokiny a chemokiny (např. IL-6, IL-10 a LTβ). Jejich funkce antigen 

prezentujících buněk je v RA kloubu rovněž důležitá, protože umožňují jedinečnou aktivaci T 

lymfocytů (Takemura et al. 2001, McInnes et al. 2007). 
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Dalšími klíčovými buňkami jsou i synoviální fibroblasty (Ospelt et al. 2004). Na rozdíl od 

normálních synoviálních fibroblastů mají RA synoviální fibroblasty (RASF) velmi agresivní 

charakter: rostou bez potřeby ukotvení, růst není ovlivněn kontaktní inhibicí a jejich rychlá 

proliferace je podmíněna zvýšenou expresí transkripčních faktorů a dysregulací buněčného 

cyklu (Lafyatis et al. 1989, Trabant et al. 1990, Trabant et al. 1992).  Jsou rezistentní 

k apoptóze, což je dáno změnami v mitochondriální a receptorem smrti aktivované dráze 

apoptózy (Huber et al. 2006). Jejich aktivace je intrinsická a perzistentní, což dokazuje 

migrace izolovaných RASF na velké vzdálenosti a jejich schopnost invaze do 

chrupavky transplantované SCID  myším se zachováním destrukční aktivity (Müller-Ladner 

et al. 1996, Lefèvre et al. 2009). 

Aktivace synovie u RA je řízena komplikovanou sítí autokrinních a parakrinních faktorů, 

součástí které jsou prozánětlivé cytokiny, dráhy nezávislé na cytokinech (TLR, endogenní 

retrovirové elementy), chemokiny, růstové faktory, adhezní molekuly a MMP (Müller-Ladner 

et al. 2005, McInnes et al. 2007). Prozánětlivé cytokiny, např. TNFα, IL-1β a IL-17 

synergicky vedou k aktivaci MMP, katepsinu, systému plasminogen-plasmin, narušují 

extracelulární matrix chrupavky (Obr. 1.1.). To vede v konečném důsledku k degradaci 

kloubní chrupavky a ke vzniku kostních erozí, což se projevuje jako zúžení kloubní štěrbiny a 

nevratné destruktivní poškození kosti. 

Charakteristickým znakem hyperplastické synovie u RA je zvýšená angiogeneze, na které se 

kromě dalších faktorů podílí především VEGF (Paleolog 2002). Ani přes extenzivní 

angiogenezi není tato schopna pokrýt potřebu kyslíku a nutrientů v rostoucím pannu, což vede 

ke stavu chronické hypoxie v RA synoviální tkáni (Jawed et al. 1997). Vznik kostních erozí je 

podmíněn několika mechanismy: aktivací  osteoklastů z prekurzorů po stimulaci RANKL, 

aktivovanými T lymfocyty s přímým účinkem na osteoklasty a aktivními synoviálními 

fibroblasty (Schett 2007, Klareskog et al. 2009).
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(upraveno podle Klareskog et al. 2009)

Obr. 1.1. Hlavní mechanismy zánětu a destrukce kloubu u RA.

                                                                    

(podle Arnett et al. 1987)

Tab. 1.1. Klasifikační kritéria ACR 1987 pro diagnózu RA. Pacienti by měli splňovat nejméně 4 z       

uvedených kritérií, z toho 1-4 nejméně po dobu 6 týdnů. 
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Původní klasifikační kritéria pro RA byla vytvořena v roce 1987 (Tab. 1.1., Arnett et al. 

1988). Sloužila k diferenciální diagnostice RA a obsahovala některé projevy přítomné 

zejména u pozdějších stadií nemoci. 

Eroze u pacientů s RA se tvoří do 2 let od začátku nemoci (Fuchs et al. 1989, Lindqvist et al. 

2003).  Nové studie ukazují, že časné zahájení terapie významně zlepšuje klinický stav 

pacienta a redukuje poškození kloubu a následnou disabilitu (Van der Heide et al. 1996, 

Bukhari et al. 2003, Van Dongen et al. 2007). Tato výše uvedená kritéria nejsou vhodná 

k diagnostice časných forem RA, protože čekání na jejich splnění může být příčinou 

oddáleného nasazení chorobu modifikujících antirevmatických léků (DMARD), které by včas 

zamezily rozvoji kloubních destrukcí. Proto 2 nejvýzmnamnější revmatologické organizace 

American College of Rheumatology (ACR) a European Ligue Against Rheumatism (EULAR) 

vypracovaly nová kritéria pro pacienty se synovitidou alespoň 1 kloubu (s výjimkou DIP, 

CMC kloubu palce a 1. MTP kloubu, typickými pro osteoartrózu), která není lépe vysvětlena

jiným onemocněním (Tab. 1.2., Aletaha et al. 2010). 

(podle Aletaha et al. 2010)

Tab. 1.2. Nová ACR/EULAR 2010 klasifikační kritéria pro diagnózu RA. Pro klasifikaci RA je potřeba 
dosáhnout skóre ≥6/10. Jako kloubní postižení se označuje otok nebo citlivost kloubu při vyšetření. 
Pojmem velké klouby se rozumí ramenní, loketní, kyčelní, kolenní a hlezenní klouby, pojmem malé 
klouby se rozumí MCP, PIP, 2.-5. MTP, kloub palce, IP klouby a zápěstí. Kategorie > 10 kloubů musí 
zahrnovat alespoň 1 malý kloub, zatím co ostatní kategorie mohou zahrnovat malý kloub, resp. 
jakýkoliv jiný kloub (temporomandibulární, akromioklavikulární, sternoklavikulární atd.). Negativní 
výsledky sérologických vyšetření znamenají hodnoty pod horním limitem normy, slabě pozitivní jsou  
≤3x horní limit normy, vysoce pozitivní > 3x horní limit normy.
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RA je onemocnění s dlouhodobým vývojem: u geneticky vnímavých jedinců vystavených 

specifickým environmentálním faktorům může dojít k aktivaci potenciálně patogenních 

imunitních reakcí, včetně tvorby protilátek. Později působení náhodných, precipitujících 

faktorů (infekce, trauma, atd.) vede k rozvoji synovitidy s predominantní lokalizací zánětu 

v kloubním kompartmentu s následným rozvojem chronického onemocnění (Klareskog et al. 

2009). 

S ohledem na dlouhodobý rozvoj RA lze přepokládat výskyt některých imunitních reakcí 

dlouho před samotným vypuknutím nemoci. Přítomnost protilátek proti citrulinovaným 

proteinům (ACPA) a revmatoidních faktorů (RF) byla zaznamenána již 10 let před začátkem 

klinických příznaků (Aho et al. 1991, Rantapää-Dahlqvist et al. 2003). Následně po citrulinaci 

proteinů v zánětem postižené synoviální tkáni, což je fenomén nespecifický pro RA, ale je 

spojený se zánětem jako takovým, se ACPA pravděpodobně tvoří jako následek abnormální 

imunitní reakce (Vossenaar et al. 2004). ACPA zhoršují průběh artritidy u myší a mohou 

přispívat k jejímu rozvoji po tvorbě komplexů ACPA-citrulinovaný protein, který se pak váže 

na Fc receptory na povrchu makrofágů v synoviální tkáni a podporuje zánětlivý proces (Kuhn 

et al. 2006, Klareskog et al. 2008). RF je soubor protilátek proti Fc části imunoglobulinu IgG. 

Skupina IgM RF je přítomna až u 60-80% pacientů s RA a jejich spojitost se špatnou 

prognózou vedla k jejich zavedení jako biomarkeru a klasifikačního kritéria pro RA (Mannik

et al. 1988, Arnett et al. 1988, Nell et al. 2005, Aletaha et al. 2010).

I přes extenzivní výzkum zůstává samotná příčina RA nejasná, ale některé faktory spojeny 

s rizikem jejího vzniku jsou známé:

Co se týká genetického podkladu, nejvýznamnější je asociace specifických HLA alel jako 

HLA-DR4 a HLA-DR1 a rizikem vzniku RA (Gregerson et al. 1987, Nepom et al. 1987).

Většina HLA DR alel spojena s vnímavostí k RA má v β řetězci společnou sekvenci 

aminokyselin – tzv. sdílený (shared) epitop a přítomnost  genetické varianty v tomto místě je 

důležitým rizikovým faktorem vzniku RA. Potenciální úloha HLA-DR u RA může být velmi 

komplexní (Roudier et al. 1989, Walser-Kuntz et al. 1995, Zanelli et al. 2000, Gebe et al. 

2001, Firenstein et al. 2003): váže se na artritogenní peptidy, které jsou prezentovány T 

buňkám, ovlivňuje repertoár T lymfocytů a umožňuje únik autoreaktivních klonů z imunitní

tolerance, slouží jako cíl pro autoreaktivní klony T lymfocytů v důsledku molekulární 

mimikry s patogenem (např. peptidy E.coli nebo EBV), znemožňuje navázání artritogenního 

patogenu což následně vede k neadekvátní imunitní odpovědi nebo je přepojen s ostatními 

geny v MHC oblasti, které mají spojitost s RA. PTPN22 kódující tyrozinovou fosfatázu, která 
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je součástí signální kaskády T a B lymfocytů, a několik dalších alel (TRAF1-C5 l, STAT4 a 

OLIG3-AIP3 lokus) jsou také spojovány se vznikem RA (Plenge RM, Cotsapas C et al. 2007, 

Plenge RM, Seielstad M et al. 2007, Remmers et al. 2007, Rieck et al. 2007). Jak se ukazuje, 

přítomnost HLA DRB1 a PTPN22 genů je rizikem pro vznik RA s pozitivitou ACPA nebo 

RF (Padyukov et al. 2004, Klareskog et al. 2006, Lee et al. 2005).

Několik infekčních agens bylo spojováno se vznikem RA (lidský parvovirus B19, virus 

Epstein-Barrové, retroviry, virus hepatitidy B, Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis

a Mycoplasma), ale ani jeden se nepotvrdil jako kauzální. Z environmentálních faktorů 

se nejvíc nezvratných důkazů týká kouření tabáku. Kouření je rizikovým faktorem u RF nebo 

ACPA pozitivních pacientů s jen velmi malým vlivem u pacientů s negativním titrem 

protilátek (Padyukov et al. 2004, Klareskog et al. 2006). 

I když jsou klinické projevy RA velmi podobné, mají skupiny ACPA+ a ACPA- pacientů 

rozdílné genetické a environmentální rizikové faktory a pravděpodobně i částečně rozdílnou 

patogenezi na molekulární úrovni (Obr. 1.2.).

(upraveno podle Klareskog et al. 2009)

Obr. 1.2. Rozdíly v rizikových faktorech, imunitních mechanismech a průběhu nemoci u RA pacientů 

s pozitivním a negativním titrem ACPA protilátek.             

Za účelem sjednocení hodnocení a nezávislého porovnání aktivity nemoci a funkčního 

omezení pacientů a objektivního vyhodnocení účinnosti léčby byly vyvinuty skórovací 

systémy (Prevoo et al. 1995, Felson et al. 1993, Fries et al. 1980, Ware 1997). Nejvíce

používaným systémem pro hodnocení aktivity nemoci je DAS28  (Disease activity score) 
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(Prevoo et al. 1995). DAS28 je založen na hodnocení počtu bolestivých a oteklých kloubů 

vyšetřených lékařem z celkového počtu 28, sedimentaci erytrocytů (FW) a hodnocení 

globálního zdraví pacientem pomocí vizuální analogové škály, a býva v rozsahu 0-9.4. 

DAS28 ≥5.1 znamená vysokou, 3.2≤ DAS28 <5.6 střední a DAS28 <3.2 nízkou aktivitu 

nemoci. DAS28 <2.6 se označuje jako remise. Kritéria EULAR pro hodnocení efektu léčby 

kombinují stanovení DAS28 a změnu DAS28 v daném období (van Gestel et al. 1998). 

HAQ (Health Assessment Questionnaire) obsahuje 20 otázek, ve kterých respondenti 

odpovídají na schopnost vykonávat činnost v 8 oblastech denního života. Skóre nabývá 

hodnot od 0 - 3, kde hodnota 3 značí špatnou kvalitu života (Fries et al. 1980).  

RA se stává onemocněním, které je výzvou k uplatnění nejmodernějších léčebných modalit a 

to na základě extenzivního výzkumu molekulárních mechanismů její patogeneze. Biologické 

léky, které jsou zaměřeny cíleně proti cytokinům (TNFα, IL-1, IL-6) a buňkám imunitního 

systému (B a T lymfocyty), které jsou specifické pro mechanismy spojené s patogenezí RA, 

významně přispívají k lepšímu průběhu revmatických onemocnění (Smolen et al. 2007). U 

části pacientů je stále léčebná odpověď nedostatečná a u velkého počtu není šance na dosažení 

remise. Pokrok ve výzkumu patogeneze RA významně přispěl k objevu dalších potenciálních 

terapeutických cílů (Tarner et al. 2007, Šenolt et al. 2009). Věříme proto, že se ovlivnění

dalsích nově popsaných molekul může v budoucnu stát předmětem léčby, která by mohla být 

účinná i u dosud rezistentní skupiny pacientů.

1.2. Osteoartróza

Osteoartróza (OA) je onemocnění, které postihuje většinu lidí nad 65 let, je provázeno bolestí 

a ztuhlostí a vede k významnému funkčnímu omezení (Felson et al. 2006, Goldring et al. 

2007). Postihuje nejenom páteř, ale periferní váhonosné (kyčelní a kolenní klouby), ramenní 

klouby a drobné klouby rukou. 

OA není považována za jednu nemoc, ale jedná se o finální stadium selhání kloubu, kterého 

začátek vzniká působením velkého množství faktorů. Z tohoto pohledu lze OA rozdělit do 

podtypů, které mohou mít více biochemický, zánětlivý či genetický původ (Kapoor et al. 

2011). 

OA je charakterizována progresivní ztrátou kloubní chrupavky pro nerovnováhu mezi ztrátou 

chrupavky v důsledku degradace matrix a opravnými mechanismy, tvorbou osteofytů a

sklerózou subchondrální kosti (Hamerman et al. 1989). Nejedná se tak pouze o postižení 
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kloubní chrupavky, ale zasažena je i periartikulární kost, synoviální výstelka, meniskus 

(pokud je přítomen), kloubní pouzdro, senzorická nervová zakončení a přilehlé měkké tkáně 

(Brandt et al. 2006). 

Běžně se OA označuje jako nezánětlivé onemocnění s cílem odlišit jej od zánětlivých artritid. 

Většina pacientů má normální hodnoty reaktantů akutní fáze, počet leukocytů v synoviální 

tekutině nedosahuje počtu jako vidíme u artritid, otok kloubu a zarudnutí je obvykle menší, 

palpační citlivost a proteplení kloubu nemá takovou intenzitu (Punzi et al. 2005).  Některé 

práce ale prokázali vyšší sérovou hladinu C-reaktivního proteinu (CRP) u pacientů s OA 

kolenních i kyčelních kloubů ve srovnání se zdravou populací, které jsou pravděpodobně 

podmíněny akutním synoviálním zánětlivým infiltrátem se zvýšenou produkcí IL-1β a IL-6 

a vyšším indexem tělesné hmotnosti (BMI) u pacientů s OA (Spector et al. 1997, Sowers et al. 

2002, Perle et al.  2007). 

I když je základní význam synovitidy u OA neustále předmětem diskusí, je pravda, že 

infiltrace synoviální tkáně aktivovanými B a T lymfocyty a produkce zánětlivých cytokinů je 

běžným jevem, zejména ve stadiu časné a pozdní OA (Pelletier et al. 2001, Benito et al. 

2005). Synoviální zánět přispívá k dysbalanci katabolických a anabolických funkcí 

chondrocytů s následnou poruchou struktury extracelulární matrix (Loeser 2006)

1.2.1. Erozivní  osteoartróza drobných ručních kloubů

Erozivní osteoartróza (EOA) se velmi často vyskytuje v kontextu generalizované 

osteoartrózy. EOA je považována za podtyp OA drobných ručních kloubů a je 

charakterizována náhlým začátkem, významnou bolestí a funkčním postižením. Je dále 

doprovázena ztuhlostí, otokem měkkých tkání, zarudnutím, paresteziemi, mírným zvýšením

CRP a závažnějším průběhem než neerozivní forma OA. Rentgenologicky je definována 

subchondrálními erozemi, kortikální destrukcí a reparativními změnami, které mohou 

zahrnovat i kloubní ankylózu (Obr. 1.3., Zhang et al. 2009). 

Významně se uplatňuje familiární predispozice a postiženy bývají nejvíce ženy středního 

věku (Belhoun et al. 1993, Zhang et al. 2002). Jeden z hlavních rizikových faktorů rozvoje 

a progrese OA kolenních kloubů je obezita, ale nadváha je také predisponujícím faktorem pro 

vznik artrózy drobných kloubů rukou (Cicuttini et al. 1996). Příčina vyššího rizika  rozvoje 

OA váhou nezatížených kloubů rukou není jasná a nelze ji vysvětlit mechanickým přetížením 

jako je tomu u OA kolenních kloubů.
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Ze všech typů OA je jako zánětlivá definována pouze erozivní forma OA drobných kloubů

rukou. Dokazují to nejenom klinické příznaky, ale i výsledky konvenčního rentgenového 

zobrazení, kostní scintigrafie, sonografie, magnetické rezonance,  histopatologické změny a 

laboratorní nálezy (Punzi et al. 2010). Naše zjištění, že kyselina hyaluronová, jeden z markerů 

synovitidy, je zvýšena u pacientů s EOA a navíc koreluje jak s klinickým nálezem tak i 

s rentgenovým postižením, podporuje zánětlivý charakter EOA (Filková et al. 2009). 

                                                                                                                                   (Zhang et al. 2009)

Obr. 1.3. Rozdílné radiografické známky kostních erozí: centrální lokalizace subchodrální eroze

s marginálními osteofyty u EOA (a) a neproliferativní marginální eroze u RA (b). 

1.3. Adipokiny

Bílá tuková tkáň už dávno není považována za inertní tkáň, která slouží pouze jako zásoba 

energie, ale je to důležitý endokrinní orgán podílející se na regulaci mnoha patologických 

procesů. Kromě adipocytů obsahuje i nezralé preadipocyty bez obsahu lipidů, endoteliální 

buňky, fibroblasty a leukocyty, z kterých nejdůležitější roli u obezity mají makrofágy. Obezita 

je spojena s celkovým chronickým zánětlivým stavem, který je charakterizován abnormální 

tvorbou cytokinů, syntézou proteinů akutní fáze a aktivací prozánětlivých signálních drah 

(Tilg et al.  2006).

I když je obezita závažným rizikovým faktorem pro rozvoj aterosklerózy, diabetu mellitu     

2. typu (DM2), některých typů rakoviny a osteoartrózy, u RA je spíše protektivním faktorem. 

Obezita je u pacientů s RA paradoxně spojena s nižší mortalitou a vyšší BMI koreluje s méně 

agresivním průběhem nemoci (Kaufmann et al. 2003, Escalante et al. 2005, van der Helm-van 

b/b/a/a/
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Mil et al. 2007, Westhoff et al. 2007). Nabízí se možnost, že tvorba určitých mediátorů 

v tukové tkáni u obézních jedinců snižuje riziko progrese RA.

Adipokiny jsou bioaktivní mediátory uvolňované, i když ne výlučně, z tukové tkáně včetně 

adipocytů a dalších buněk tvořících stroma (Fantuzzi 2005). Patří k nim leptin, adiponectin, 

resistin, visfatin, dále vaspin, omentin, apelin, chemerin, lipocalin a skupina „klasických“ 

cytokinů jako TNFα, IL-1β, IL-6 a MCP-1. Kromě regulace energetického metabolismu se 

účastní fyziologických a patofyziologických procesů jako je imunita a zánět. 

Poprvé byly v roce 2003 v synoviální tekutině u RA pacientů popsané vyšší hladiny 

adipokinů adiponectinu a resistinu (Schaffler et al. 2003). Od té doby se zájem o adipokiny 

extenzivně zvyšuje a existují nezvratné důkazy, že adipokiny mají důležitou roli v patogenezi 

revmatických onemocnění jako je RA, OA, systémový lupus erythematosus a systémová 

sklerodermie, včetně kardiovaskulárních a metabolických komplikací (Tomčík et al. 2008, 

Gómez et al. 2011, Lago et al. 2011, Masui et al. 2011, Neumann et al. 2011). 

1.3.1. Adiponectin

Adiponectin (Acrp30, AdipoQ) je tvořen převážně zralými adipocyty a tvoří až 0.05% všech

proteinů v séru (Scherer et al. 1995, Schaffler et al. 2004). Nízké hladiny adiponectinu jsou 

spojeny s obezitou, DM2, aterosklerózou a zánětem cév a adiponectin má obecně 

v patogenezi metabolického syndromu roli protizánětlivého cytokinu (Haluzík 2005, 

Kadowaki et al. 2005).  

Existuje několik izoforem adiponectinu (molekuly o nízké, střední a vysoké molekulární 

hmotnosti a globulární forma), které se specificky váží  na své receptory (AdipoR1 nebo 

AdipoR2), vedou k aktivaci různých intracelulárních signálních drah a v konečném důsledku 

se významně liší svou funkcí (Tsao et al. 2003, Neumeier et al. 2006).

Na rozdíl od výše zmíněných protizánětlivých funkcí má adiponectin v patogenezi RA a OA

převážně prozánětlivý charakter. Adiponectin indukuje v synoviálních fibroblastech tvorbu 

zánětlivých cytokinů a chemokinů (IL-6, IL-8), matrix degradačních enzymů MMP-1 a 

MMP-13, chemoatraktantu MCP-1, angiogenního faktoru VEGF a přispívá tak k agresivnímu 

fenotypu RASF (Ehling  et al. 2006, Tang et al. 2007, Choi et al. 2009, Kitahara et al. 2009, 

Tan et al. 2009, Frommer et al. 2010). Kromě RASF má adiponectin stimulační účinek i na 
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další buňky kloubního kompartmentu. V chondrocytech stimuluje tvorbu IL-6, IL-8, MMP-1, 

MMP-3, MMP-9, MCP-1 a NO, v lymfocytech IL-6, IL-8, TNFα, RANTES a podobně 

aktivuje i endotelové buňky (Lago et al. 2008, Frommer et al. 2010). Adiponectin tak 

podporuje zánětlivé prostředí vlivem na syntézu cytokinů, rekrutaci zánětlivých a 

destruktivních buněk a uvolnění matrix degradačních molekul. Navíc adiponectin stimuluje 

tvorbu RANKL a snižuje tvorbu OPG v osteoblastech (Luo et al. 2006). Přitom právě poměr 

RANKL/OPG je rozhodujícím pro metabolismus kostí a aktivitu osteoklastů (Schoppet et al. 

2002).

Na rozdíl od těchto dat získaných in vitro vedlo podání adiponectinu u myšího modelu 

kolagenem indukované artritidy k redukci zánětu (Lee et al. 2008, Ebina K, Oshima K et al. 

2009). Tyto diskrepance mohou být důsledkem interakcí různých typů buněk in vivo nebo 

závisí od formy podaného adiponectinu (Neumann et al. 2011).

Hladiny adiponectinu jsou výzmnamně vyšší v séru a synoviální tekutině u pacientů s RA ve 

srovnání s OA nebo zdravými kontrolami (Schaffler et al. 2003, Otero et al. 2006, Šenolt et al. 

2007, Tan et al. 2009). Nedávno byla prokázána i zvýšená exprese adiponectinu a jeho 

receptoru AdipoR1 v synoviální tkáni pacientů s RA (Tan et al. 2009). Hladiny adiponectinu 

v séru navíc pozitivně korelují se závažností kloubního poškození RA (Ebina K, Fukuhara A 

et al. 2009, Giles et al. 2009). 

Ukázalo se, že prozánětlivé cytokiny (např. IL-6, TNFα), CRP a léčba glukokortikoidy tvorbu 

adiponectinu tlumí (Cohick et al. 1994, Fasshauer et al. 2002, Tilg et al. 2006, Yuan et al. 

2007). Protože RA je vysoce zánětlivý stav, který je provázen vysokými hladinami TNFα, 

nabízely by se ze těchto podmínek spíše nízké hladiny adiponectinu. Lze tedy předpokládat, 

že adiponectin u RA pacientů musí být indukován faktory, které mají vztah ke kloubní 

destrukci a jejich efekt musí být dostatečně velký na to, aby překonal výše zmíněný inhibiční 

efekt prozánětlivých cytokinů.  Během hladovění, což je katabolický stav, mají adiponectin a 

leptin ochrannou úlohu, protože snižují výdej energie a omezují ztrátu tukové tkáně (Kubota 

et al. 2007). Protože RA je vysoce zánětlivé onemocnění doprovázeno katabolismem, zvýšené 

hladiny adiponectinu tak podporují jeho fyziologickou vlastnost, kterou je snižování 

cirkulující hladiny adiponectinu při zvyšujícím se množství tukové tkáně a naopak (Kopp et 

al. 2005). Vzhledem k výše zmíněnému efektu adiponectinu na kloubní destrukci, může právě 

adiponectin vysvětlit inverzní korelaci zvýšené adipozity a menšího kloubního postižení u 

pacientů s RA (Fantuzzi 2008, Giles et al. 2009). I když podání TNFα inhibitorů eliminovalo

efekt adiponectinu na synoviální fibroblasty u myšího modelu artritidy, efekt biologické léčby 
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TNFα inhibitory u pacientů s RA na hladiny adiponectinu není jednoznačný (Ehling et al. 

2006, Harle et al.  2006, Komai et al. 2007, Popa et al. 2009). 

Hladiny adiponectinu v synoviální tekutině korelují s degradačními produkty proteoglykanů a 

s mírou postižení u pacientů s OA kolenního kloubu (Honsawek et al. 2010, Hao et al. 2010). 

Na základě in vitro experimentů a klinických pozorování vyplývá, že adiponectin se rovněž 

může podílet také na patogenezi OA. 

1.3.2. Resistin

Resistin (ADSF, FIZZ3), byl objeven roku 2001 a byl považován za možné pojítko mezi 

obezitou a diabetem mellitem (Steppan et al. 2001). Aplikace rekombinantního resistinu 

obézním myším způsobila poruchu glukózové tolerance. Neutralizací účinku resistinu se 

naopak upravila glykémie u obézních myší a narušila se glukózová tolerance u zdravých 

jedinců. Resistin  navíc snižoval vychytávání glukózy v buňkách kosterního svalu nezávisle

od působení inzulinu a jeho akutní zvýšení vedlo k těžké jaterní inzulinové resistenci (Moon

et al. 2003, Rajala et al. 2003).

Resistin má u člověka vlastnosti prozánětlivého cytokinu v subklinickém zánětu provázejícím 

obezitu, v procesu aterosklerózy, kardiovaskulárních a revmatických onemocnění, zánětlivého 

onemocnění střev nebo tumorů.

I když myší a lidský resistin sdílejí téměř 60% identitu na proteinové úrovni, jejich expresní a 

funkční profil je odlišný (Ghosh et al. 2003). U myší je resistin tvořen téměř výlučně zralými 

adipocyty, zatím co u lidí jsou jeho hlavním zdrojem monocyty a makrofágy (Steppan et al. 

2001, Patel et al. 2003). V cirkulaci se vyskytuje ve formě trimeru a hexameru, které působí 

přes dosud neznámý receptor (Patel et al. 2004). Jako jediný receptor, který by zprostředkoval 

prozánětlivé účinky resistinu, byl doposud navrhován TLR4 (Tarkowski et al. 2010). 

Zánětlivý potenciál resistinu je zprostředkován aktivací transkripčních faktorů NF-κB, MAPK 

(Erk a p38), fosfolipázy C a dráhy Akt (Calabro et al. 2004, Bokarewa et al. 2005, Kushiyama 

et al. 2005, Bertolani et al. 2006, Mu et al. 2006). 

Exprese resistinu vzrůstá v průběhu diferenciace monocytů v makrofágy a zánětlivé 

mediátory jako TNFα, IL-1β, IL-6 a lipopolysacharid (LPS) signifikantně zvyšují uvolňování 

resistinu v periferních mononukleárních buňkách (PBMC) (Lu et al. 2002, Kaser et al. 2003, 

Lehrke et al. 2004, Bokarewa et al. 2005, Anderson et al. 2007). Resistin zároveň indukuje v
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PBMC a adipocytech tvorbu zánětlivých cytokinů TNFα, IL-6, IL-8, IL-12, chemoatraktarntu 

MCP-1 a cyklooxygenázy COX2, která je klíčovým enzymem syntézy prostaglandinů 

(Silswal et al. 2005, Bokarewa et al. 2005, Nagaev et al. 2006). 

Resistin je také považován za mediátor endotelové dysfunkce, protože vlivem zvýšeného 

uvolnění endotelinu ET-1 podporuje aktivaci endotelových buněk. Navíc indukuje expresi 

adhezních molekul VCAM-1, ICAM-1, receptoru pro VEGF, MCP-1 a MMP v endotelových 

buňkách (Verma et al. 2003, Kawanami et al. 2004, Mu et al. 2006). Funkční experimenty, ve 

kterých resistin indukoval proliferaci a migraci endotelových buněk a tvorbu kapilár,

podpořily jeho možnou roli v udržování zánětu a v procesu angiogeneze v hyperplastické 

synoviální tkáni u pacientů s RA (Mu et al. 2006, Robertson et al. 2009). 

Exprese resistinu byla popsána v buňkách myších preosteoblastů, preosteoklastů a v lidských 

kmenových buňkách kostní dřeně. Resistin stimuluje diferenciaci osteoklastů a aktivitu      

NF-κB, který je hlavní signální dráhou osteoklastogeneze. Resistinem sprostředkovaný malý 

pokles poměru RANKL/OPG může znamenat nepřímý inhibiční efekt, zatím co nárůst 

sekrece IL-6 stimulační efekt na osteoklastogenezi (Thommesen et al. 2006)

Intraartikulární podání rekombinantního resistinu u myšího modelu vede k zánětu synoviální 

tkáně, který svým obrazem připomíná RA (Bokarewa et al. 2005). Resistin je přítomen v RA 

synoviální tkáni ve vyšší míře než u OA. Je exprimován v makrofázích, B lymfocytech, 

plasmatických buňkách a v buňkách připomínajících fibroblasty (Šenolt et al. 2006). Hladiny 

resistinu v synoviální tekutině u pacientů s RA jsou vyšší než u OA a korelují se zánětlivými 

parametry nemoci (Schaffler et al. 2003, Bokarewa et al. 2005, Šenolt et al. 2006). Korelace 

sérových hladin resistinu s aktivitou RA a reaktanty akutní fáze poukazují na fakt, že resistin 

je patrně mediátorem zánětlivého procesu u RA (Migita et al. 2006, Šenolt et al. 2006, 

Forsblad d'Elia et al. 2008). Léčba TNFα inhibitory, která kromě redukce kloubního zánětu 

zlepšuje i kardiovaskulární prognózu, vedla k poklesu sérového resistinu u pacientů s RA

(Avouac et al. 2008, Gonzalez-Gay et al. 2008). 

Role resistinu byla zkoumána i na úrovni chrupavky. Systémové i lokální hladiny resistinu 

jsou zvýšené následkem kloubního poranění. Resistin stimuluje tvorbu MMP-1, MMP-13, 

zánětlivých cytokinů a prostaglandinu PGE2, zatím co syntéza kolagenu typu II a 

proteoglykanu v kloubní chrupavce se snížila (Lee et al. 2009, Zhang et al. 2010). Je 

pravděpodobné, že resistin se účastní i kloubní degradace u OA. 
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1.3.3. Visfatin 

Visfatin, známý i pod pojmem NAMPT (nicotinamide phosphoribosyl transferase) je 

důležitým enzymem, který se podílí na syntéze NAD při konverzi nikotinamidu na NMN

(Rongvaux et al. 2002). Kromě úlohy v energetickém metabolismu buňky má vliv i na NAD-

dependentní enzymy, např. sirtuiny, které se epigeneticky podílí na řízení genové exprese, 

regulaci buněčného cyklu, apoptózy, metabolismu a stárnutí (van der Veer et al. 2007, Luk et 

al. 2008, Van Gool et al. 2009). Jako extracelulární mediátor visfatin neboli PBEF (pre-B 

colony enhancing factor) spolu s IL-7 a faktorem pro růst kmenových buněk řídí časnou fázi 

diferenciace B lymfocytů (Samal et al. 1994). Několik skupin popsalo jeho interakci 

s inzulinovým receptorem a inzulin-mimetické účinky, ale tato skutečnost se zdá být 

kontroverzní (Fukuhara et al. 2005 a 2007, Xie  et al. 2007, Revolto et al. 2007). 

Kromě těchto funkcí se podílí na embryogenezi, tumorigenezi, stavech spojených s akutním či 

chronickým zánětem jako je ateroskleróza, DM2, sepse, zánětlivá střevní onemocnění, 

psoriáza nebo RA (Koczan et al. 2005, Dahl et al. 2007, Moschen et al. 2007, Luk et al. 

2008).

Visfatin je protein s významnými imunomodulačními vlastnostmi. Aktivuje leukocyty a 

indukuje tvorbu kostimulačních molekul na jejich povrchu, stimuluje jejich proliferaci,

v monocytech podporuje tvorbu zánětlivých molekul TNFα, IL-1 β a IL-6 a chrání neutrofily 

a fibroblasty před apoptózou (Rongvaux et al. 2002, Jia et al. 2004, Ognjanovic et al. 2005,

Moschen et al. 2007, Brentano et al. 2007). Cytokiny TNFα, IL-1β a ligandy TLR indukují 

tvorbu visfatinu v RASF, který v nich zpětně stimuluje tvorbu IL-6, MMP-1 a MMP-3

(Brentano et al. 2007). Inhibitor visfatinu u myší s artritidou redukoval její závažnost, snížil 

lokální expresi a systémové hladiny zánětlivých cytokinů, cestou inhibice exprese MMP-3 a 

MMP-13 a aktivity RANKL eliminoval destrukci chrupavky a tvorbu kostních erozí (Busso et 

al. 2008, Evans at al. 2011).

Zvýšená exprese visfatinu byla prokázána v synoviální tkáni pacientů s RA, zejména v lining 

vrstvě a v místě invaze pannu do chrupavky (Brentano et al. 2007). Zvýšené hladiny visfatinu 

v cirkulaci a v synoviální tekutině u pacientů s RA navíc významně korelovaly s aktivitou 

nemoci (Novell et al. 2006, Otero et al. 2006, Brentano et al. 2007, Matsui et al. 2008). Jiná 

publikace však neprokázala vztah sérového visfatinu k aktivitě RA ani jeho změnu po léčbě 

TNFα inhibitory (Gonzalez-Gay et al. 2010).
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Na hyalinní chrupavku má visfatin degradační účinek, protože v chondrocytech zvyšuje

tvorbu MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 a ADAMTS-5 a snižuje tvorbu proteoglykanu (Gosset 

et al. 2008). Visfatin reguluje nejenom imunitní a zánětlivou odpověď u RA, ale přispívá i 

k patogenezi OA.

1.3.4. Leptin

Leptin, kódovaný genem ob, je asi nejznámějším adipokinem. Je tvořen převážně adipocyty, 

jeho hladiny v cirkulaci korelují s množstvím tukové tkáně. Slouží jako regulátor příjmu 

potravy v hypotalamu tím, že snižuje příjem potravy a zvyšuje spotřebu energie. Biologické 

funkce leptinu jsou sprostředkovány působením přes receptory kódované diabetes genem (db) 

(Friedman et al. 1998).

Dále se podílí na patogenezi obezity a DM2, aterosklerózy, poruchách hemostázy, infekčních 

onemocnění, kostním metabolismu (Otero et al. 2005, Dardeno et al. 2010). Leptin hraje roli 

i v imunitních regulacích: ovlivňuje funkci T lymfocytů, monocytů/makrofágů a 

dendritických buněk (Matarese et al. 2007, Stofkova 2009). 

Leptin indukuje v synoviálních fibroblastech tvorbu IL-8, v kloubní chrupavce zvyšuje 

uvolnění IL-1β, IL-6, IL-8, MMP-9, MMP-13, NO a PGE2 a tyto katabolické účinky byly 

následně potvrzeny in vivo (Otero et al. 2005, Iliopoulos et al. 2007, Tong et al. 2008, 

Vuolteenaho et al. 2009, Bao et al. 2010). Na druhé straně chondrocyty stimulované leptinem 

zvyšují syntézu proteoglykanu a kolagenu, růstových faktorů  IGF-1 a TGF-β poukazující na 

anabolické vlastnosti leptinu (Dumond et al. 2003, Nakajima et al. 2003).

Koncentrace leptinu v synoviální tekutině u pacientů s RA jsou zvýšené, ale porovnání 

sérových koncentrací a jejich vztah k aktivitě nemoci je kontroverzní (Bokarewa et al. 2003, 

Popa et al. 2005, Hizmetli et al. 2006, Otero et al. 2006, Lee et al. 2007). I když je leptin 

považován spíše za zánětlivý mediátor, negativně koreluje s radiografickým poškozením 

kloubů u RA, což by spíše odpovídalo jeho anabolické funkci při vývoji kloubních destrukcí

(Rho et al. 2009). Biologická léčba TNFα inhibitory nemá na hladiny leptinu i přes nárůst 

množství tukové tkáně žádný vliv (Popa et al. 2005, Harle et al. 2006, Engvall et al. 2010). 

Myši s vyřazeným genem pro leptin (ob/ob) nebo jeho receptorem (db/db) jsou používané 

jako model obezity. Tyto myši s indukovanou artritidou měly méně závažný stupeň artritidy 

ve srovnání s kontrolní skupinou (Busso et al. 2002). U ob/ob nebo db/db obézních myší 

nebyl rovněž zaznamenán častější výskyt OA, takže obezita samotná nebyla dostačující pro 
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vznik OA (Griffin et al. 2009). V chrupavce a osteofytech OA pacientů byla zjištěna výrazně 

vyšší exprese leptinu v porovnání se zdravou chrupavkou a hladiny leptinu v synoviální 

tekutině korelovaly se stadiem OA (Dumond et al. 2003, Ku et al. 2009). Ve shodě se 

známým účinkem leptinu na kostní denzitu a funkci osteoblastů se zjistilo, že subchondrální 

osteoblasty tvoří víc leptinu což přispívá k jejich abnormální funci u OA (Steppan et al. 2000, 

Gordeladze et al.2002, Mutabaruka et al. 2010). 

To naznačuje, že leptin je důležitým faktorem pro vznik RA a OA, i když jeho přesná funkce 

v procesu kloubní destrukce ještě není jasná. 

1.3.5. Vaspin a omentin

Vaspin (visceral adipose tissue-derived serine proetase inhibitor) je nově popsaný adipokin

patřící do rodiny serpinů (serine protease inhibitors), které jsou součástí systému srážení krve, 

fibrinolytického a komplementového systému. Vaspin je exprimován v tukové tkáni a jeho 

podání obézním myším zlepšilo glukózovou toleranci a inzulinovou senzitivitu (Hida et al. 

2005, Klöting et al. 2006). Exprese vaspinu v tukové tkáni a jeho sérové koncentrace se 

snižovaly se zhoršením DM a ztrátou tělesné hmotnosti, takže vaspin by mohl mít v případě 

inzulinové resistence protektivní účinek. 

Vaspin v tukové tkáni u obézních myší snížil expresi leptinu, resistinu a TNFα a sérové 

hladiny vaspinu u obézních žen korelovaly negativně s IL-6 (Hida et al. 2005, Auguet et al. 

2011). Sérové koncentrace vaspinu u pacientů s RA byly vyšší než u zdravých kontrol bez 

jakéhokoliv vztahu k inzulinové resistenci (Ozgen et al. 2010).

Omentin (intelectin) je adipokin tvořen ve viscerální tukové tkáni, kde slouží jako parakrinní 

faktor zvyšující inzulinovou senzitivitu a metabolismus glukózy (Schäffler et al. 2005, Yang 

et al. 2006). Jako sekretovaný protein zvyšuje inzulinovou senzitivitu v kosterním svalu, 

játrech a podkožním tuku (Yang et al. 2006). Hladiny omentinu v cirkulaci se snižují při 

zvyšující se tělesné hmotnosti a naopak (de Souza Batista 2007, Moreno-Navarrete 2010, 

Auguet et al. 2011). 

Exprese omentinu byla popsána i ve viscerální tukové tkáni u pacientů se zánětlivým střevním 

onemocněním, takže jeho účast v patogenezi zánětu je velmi pravděpodobná (Schäffler et al. 

2005). Nově byla zjištěna jeho protizánětlivá schopnost inhibovat expresi COX2 

v endotelových buňkách (Yamawaki et al. 2011). 
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1.4 Interleukin IL-35

Rodina IL-12 obsahuje několik heterodimerních cytokinů: IL-12, IL-23, IL-27 a IL-35

(Obr.1.4.). 

IL-35 se skládá z α řetězce (p35/IL12a), který může vytvářet dimer s podjednotkou p40 za 

vzniku IL-12, a β řetězce (EBI3/IL-27b), který se může vázat na podjednotku p28 

interleukinu IL-27 (Collison et al. 2008). Zatím co je p35 protein exprimován ubikvitně, EBI3 

je vysoce inducibilní a je exprimován selektivně (Trinchieri et al. 2003, Bardel et al. 2008).

                                                                                                               

(Collison et al. 2008)

Obr. 1.4. Rodina IL-12 cytokinů

Asociace p35 a EBI3 byla popsaná už dávno, ale biologická úloha tohoto heterodimeru není 

doposud objasněna (Devergne et al. 1997). 

U myší je IL-35 přítomen v Treg, ale ne v T efektorových buňkách (Teff). Obě podjednotky 

jsou důležité k maximální regulační aktivitě Treg u myšího modelu zánětlivého střevního 

onemocnění (Collison et al. 2007). Podání rekombinantního IL-35 utlumilo artritidu u modelu 

kolagenem indukované artritidy (CIA, Niedbala et al. 2007). Tento imunosupresivní potenciál

IL-35 u myší může být alespoň částečně vysvětlen expanzí Treg potlačenou proliferací Teff, 

inhibovanou diferenciací Th17 a zvýšenou produkcí IL-10 (Collison et al. 2007, Niedbala et 

al. 2007). Teprve nedávno se ukázalo, že IL-35 navozená stimulace Foxp3- T buněk vede 

k jejich konverzi na silně supresivní typ iTR35 bez účasti jiných supresivních cytokinů (IL-10 

nebo TGF-β) a podporuje tvorbu nového podtypu Treg CD39+, který stimuluje aktivované 

lymfocyty k produkci IL-10 u myší s CIA (Collison et al. 2010, Kochetkova et al. 2010).  

IL-12 IL-23 IL-27 IL-35
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EBI3 je jeden z cílových genů transkripčního faktoru Foxp3 u myší, ale u lidí zvýšená exprese 

Foxp3 tvorbu EBI3 nebo p35 neovlivňuje (Collison et al. 2007, Allan et al. 2008). 

Zatím co je exprese podjednotky p35 regulována u myší i u lidí podobně, exprese EBI3 se 

významně liší. Není tvořena lidskými Treg buňkami konstitutivně ani za stimulačních 

podmínek (Bardel et al. 2008). Je proto možné, že i funkce samotného IL-35 se mezi oběma 

druhy může významně lišit.



26

2. HYPOTÉZA A CÍLE PRÁCE

Revmatoidní artritida je autoimunitní onemocnění provázené chronickou kloubní bolestí a 

vznikem deformit, které mohou vést k ireverzibilnímu poškození a doživotnímu funkčnímu 

omezení. Hlavním znakem RA je hyperplazie synoviální kloubní výstelky, lokální/systémový 

zánět a destrukce kloubní chrupavky a kosti. Nerovnováha mezi aktivitou pro- a 

protizánětlivých cytokinů u RA přispívá ke vzniku imunitní dysregulace, chronického zánětu 

a následné kloubní destrukce. Je ale otázkou, jaká je hierarchie jednotlivých reakcí a jak 

navzájem jednotlivé molekuly imunitního systému navzájem komunikují. 

Biologické léky, které jsou zaměřeny cíleně proti cytokinům a buňkám imunitního systému

specifickým pro pochody spojené s patogenezí RA, přispívají k lepšímu průběhu zánětlivých 

revmatických onemocnění. U části pacientů je stále léčebná odpověď nedostatečná a u 

velkého počtu není šance na dosažení kompletní remise. Proto bližší pochopení patogeneze 

RA a charakteristika nových potenciálních terapeutických cílů může přispět ke zlepšení 

klinického průběhu i u této skupiny pacientů. 

Adipokiny jsou bioaktivní proteiny, které jsou uvolňovány nejen tukovou tkání, ale také 

buňkami imunitního systému. Kromě regulace energetického metabolismu se podílejí na 

imunitní a zánětlivé odpovědi organismu, včetně regulace zánětlivých revmatických 

onemocnění. 

IL-35 je nedávno objevený cytokin z rodiny IL-12, který je podle výsledků získaných u 

myších modelů důležitou součástí imunitních dějů, ale jeho funkce u člověka je doposud 

neobjasněna. 

Cílem této disertační práce je alespoň částečně odpovědět na tyto otázky:

1. Jakým způsobem mohou adipokiny přispívat k lokálnímu a celkovému zánětu u 

revmatoidní artritidy a jiných revmatických onemocněních?

2. Jakou roli u revmatoidní artritidy mají nové, doposud jen málo prostudované

cytokiny?

3. Jaké jsou hladiny těchto cytokinů v kloubním a systémovém kompartmentu?

4. Mají tyto molekuly vztah k aktivitě nemoci?
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3. METODIKA A VÝSLEDKY

3.1. Význam adipokinů u revmatických onemocnění

         (komentáře k publikacím zařazených do disertační práce)

3.1.1. Zvýšené hladiny adiponectinu v séru u pacientů s erozivní osteoartrózou drobných 

          ručních kloubů

Adiponectin je adipokin s ochrannou funkcí u metabolického syndromu a jeho komplikací, ale 

v kontextu revmatických onemocnění se převážně uplatňují, tak jako je tomu u resistinu, jeho 

prozánětlivé vlastnosti. Cílem práce bylo porovnat sérové hladiny adipokinů adiponectinu a 

resistinu mezi pacienty s erozivní (EOA) a neerozivní formou OA drobných ručních kloubů a 

zdravými kontrolami (ZK) (Tab. 3.1.). 

Tab. 3.1. Charakteristika pacientek s OA drobných kloubů rukou a zdravých kontrol zařazených do 

studie analyzující sérové koncentrace adipokinů adiponectinu a resistinu.  

Zobrazení pomocí 3-fázové kloubní scintigrafie potvrdilo 2x častější výskyt zánětu u 

pacientek s EOA než u pacientek s neerozivní formou onemocnění, i když se hladiny CRP u 

těchto pacientek nelišily. U pacientek s EOA byly významně vyšší hladiny sérového 

adiponectinu ve srovnání s neerozivní OA a ZK, zatím co se hladiny resistinu v jednotlivých 

skupinách nelišily (Obr. 3.1.). Nepozorovali jsme korelaci hladin těchto adipokinů s CRP. 

Přítomnost hydropsu nebo synovitidy kolenních kloubů neměla vliv na koncentrace 

adipokinů.

>0.05-1.2±1.51.4±1.2hsCRP (mg/l)

>0.0525.6±3.926.9±4.426.2±3.6BMI (kg/m²)

>0.0561.0±5.162.2±10.264.2±8.0Věk (roky)

-202748n

pZKneerozivní OAEOACharakteristika

>0.05-1.2±1.51.4±1.2hsCRP (mg/l)

>0.0525.6±3.926.9±4.426.2±3.6BMI (kg/m²)

>0.0561.0±5.162.2±10.264.2±8.0Věk (roky)

-202748n

pZKneerozivní OAEOACharakteristika



28

Obr. 3.1. Sérové hladiny adiponectinu (a) a resistinu (b) u zdravých kontrol a pacientů s neerozivní 

OA a EOA drobných kloubů rukou.
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2. Filková M, Lišková M, Hulejová H, Haluzík M, Gatterová J, Pavelka K, Šenolt L.     

Zvýšené hladiny sérového adiponectinu u pacientů s erozivní osteoartrózou. Čes. 

Revmatol. 2008;16:100-3.

3.1.2. Vaspin a omentin: nové adipokiny s odlišnou expresí v místě zánětu u pacientů 

           s revmatoidní artritidou

V posledních letech vzrůstá zájem o studium cytokinů odvozených z tukové tkáně, které se 

účastní regulace imunitní odpovědi. V naší práci jsme u pacientů s RA a OA zjišťovali

koncentrace nově objevených adipokinů vaspinu a omentinu, které podle posledních poznatků 

mohou mít kromě metabolických funkcí rovněž vztah k zánětu.

Synoviální tekutina z kolenního kloubu byla získána od 33 pacientů s RA a 33 pacientů s OA

(Tab. 3.2.). 
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Tab. 3.2. Charakteristika pacientů zařazených do studie analyzující koncentrace adipokinů vaspinu a 

omentinu v synoviální tekutině u RA a OA. 

Zjistili jsme, že koncentrace vaspinu v synoviální tekutině byla vyšší u pacientů s RA ve 

srovnání s OA a hladiny omentinu byly naopak u RA pacientů významně nižší (Obr. 3.2.). 

Hladiny vaspinu měly tendenci korelovat s aktivitou nemoci měřenou podle DAS28 skóre

(r=0.320, p=0.070), zatím co hladiny omentinu korelovaly s hladinou ACPA (r=0.398, 

p=0.029) a IgM RF (r=0.592, p<0.001) u pacientů s RA.

Obr. 3.2. Hladiny vaspinu (a) a omentinu (b) v synoviální tekutině u pacientů s RA a OA.

Publikace k tématu: 

1. Senolt L, Polanska M, Filkova M, Oslejskova L, Pavelka K, Gay S, Haluzik M, 

Vencovsky J. Vaspin and omentin: new adipokines differentially regulated at the site 

of inflammation in rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2010;69:1410-1.
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3.1.3. Vliv TNFα inhibitorů na expresi adipokinů v tukové tkáni u pacientů

           s revmatoidní artritidou            

U RA je obezita paradoxně spojena s méně agresivním průběhem onemocnění a představuje 

tak pravděpodobně protektivní faktor dalšího vývoje strukturálního poškození. Poměrne velké 

množství prací popisuje změny cirkulujících adipokinů u pacientů léčených TNFα inhibitory. 

S ohledem na tukovou tkáň jako významný zdroj adipokinů, bylo cílem naší práce 

charakterizovat expresní profil adipokinů adiponectinu, resistinu, leptinu, visfatinu, vaspinu, 

omentinu a dalších adipocytokinů  TNFα, IL-1β a IL-6 v tukové tkáni u pacientů s RA 

léčených TNFα inhibitorem etanerceptem. Etanercept je fúzovaný TNF receptor, který váže 

solubilní TNFα a blokuje jeho interakci s membránovým receptorem.

Studie se zúčastnilo 9 pacientů s aktivní RA, kteří podstoupili biopsii podkožního tuku 

z abdominální oblasti před zahájením a po 6 měsících léčby etanerceptem (Tab. 3.3.). 

Tab. 3.3. Charakteristika pacientů s RA zařazených do studie analyzující expresní profil adipokinů 

v tukové tkáni po léčbě TNFα inhibitorem etanerceptem.

V podkožní tukové tkáni se po 6 měsíční léčbě etanerceptem množství leptinu signifikantně 

zvýšilo a množství adiponectinu významně snížilo, zatím co pokles koncentrací visfatinu a 

IL-6 po léčbě nedosáhl statistickou významnost. Hladiny ostatních adipokinů se po léčbě 

významně nezměnily (Obr. 3.3.).  
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Obr. 3.3. Vliv léčby TNFα inhibitorem na expresi vybraných adipokinů leptinu (a), adiponectinu (b), 

visfatinu (c) a IL-6 (d) v podkožní tukové tkáni u pacientů s RA.  

V průběhu léčby nedošlo ani k významným změnám BMI. Hladiny leptinu v tukové tkáni 

před zahájením léčby negativně korelovaly s hladinou CRP před léčbou a změna koncentrace 

leptinu v tukové tkáni negativně korelovala se změnou hladin CRP po 6 měsíční terapii. 

  Publikace k tématu: 
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Pavelka K, Haluzík M, Vencovsky J. Adipokine profile is modulated in subcutaneous 

adipose tissue by TNF{alpha} inhibitors in patients with rheumatoid arthritis. Ann 

Rheum Dis. 2011 May 27. [Epub ahead of print] 

3.1.4. Vztah sérových hladin visfatinu k počtu B lymfocytů a jejich změny po léčbě 

          rituximabem u pacientů s revmatoidní artritidou

Visfatin je prozánětlivý adipokin s destrukčním působením v kloubním kompartmentu a 

zvýšenými hladinami v séru u pacientů s RA. BAFF (B cell activating factor of the TNF 

family), nově popsaný adipokin, se podílí na dozrávání a přežívání B lymfocytů (Mackay et 

al. 2003, Kim et al. 2009). BAFF zvyšuje expresi visfatinu v B lymfocytech a jeho zvýšené 
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hladiny byly popsány po léčbě rituximabem (Xu et al. 2002, Lavie et al. 2007). Rituximab je 

chimérická monoklonální protilátka proti znaku CD20, která vede k poklesu počtu B 

lymfocytů (kromě plasmatických buněk, které neexprimují tento znak na svém povrchu). 

Cílem této práce bylo zjistit efekt léčby rituximabem na sérové hladiny visfatinu a zjistit jeho 

vztah k cirkulujícímu BAFF a k aktivitě nemoci u pacientů s RA.  

Do studie bylo zařazeno 33 zdravých jedinců a 29 pacientů s RA, u kterých byla předchozí 

léčba TNFα inhibitory nedostatečná nebo vykazovala nežádoucí vedlejší účinky. V některých 

případech byl rituximab nasazen jako léčba první volby (Tab. 3.4.). Sérové hladiny visfatinu, 

BAFF a celkový počet B lymfocytů byly měřeny před začátkem terapie a 16 a 24 týdnů po 

zahájení léčby rituximabem. 

Tab. 3.4. Charakteristika pacientů s RA a zdravých kontrol zařazených do studie hodnotící vliv léčby 

rituximabem na sérové hodnoty visfatinu a jejich vztah k cirkulujícímu BAFF a k aktivitě RA. 

Počet lymfocytů před začátkem léčby koreloval pozitivně s hladinami visfatinu a negativně 

s hladinami BAFF v séru u pacientů s RA (Obr. 3.4.).  Po 16 týdnech léčby tento vztah již 

nebyl statisticky významný. Hladiny visfatinu ani BAFF nekorelovaly s DAS28 nebo CRP 

v žádné fázi léčby.  
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Obr. 3.4. Korelace visfatinu (a) a BAFF (b) s počtem lymfocytů u pacientů s RA před zahájením léčby 

rituximabem. 

Terapie rituximabem přinesla zlepšení klinického stavu, což se projevilo poklesem DAS28 a 

významnou deplecí B lymfocytů jak v 16. tak 24. týdnu po zahájení léčby.  Koncentrace 

visfatinu byla před začátkem léčby signifikantně vyšší u pacientů s RA než u zdravých 

kontrol a po 16 týdnech od začátku léčby byly tyto hladiny srovnatelné s kontrolami. Naproti 

tomu koncentrace BAFF v séru významně stoupla (Obr. 3.5.). 

Obr. 3.5. Změny celkového počtu B lymfocytů (a), visfatinu (b) a BAFF (c) u pacientů s RA před a 16 

týdnů po zahájení léčby rituximabem.
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V 16. týdnu léčby hladiny visfatinu a BAFF vzájemně negativně korelovaly, i když změny 

koncentrace visfatinu a BAFF mezi týdnem 0 a 16 nebo koncentrace před začátkem léčby tyto 

asociace neprokázaly (Obr. 3.6.). 

Obr. 3.6. Korelace hladin visfatinu a BAFF u pacientů s RA před (a) a 16 týdnů (b) po zahájení léčby 

rituximabem a vzájemný vztah změny obou proměnných v tomto časovém intervalu (c). 

I když není možné předpovědět, jak bude individuální pacient reagovat na léčbu, zvýšení nebo 

minimální změna sérového visfatinu z období před léčbou rituximabem a 16 týdnu po jejím 

začátku představovalo predispozici pro zhoršení aktivity nemoci v období následujících 8 

týdnů (Obr. 3.7.).

Obr. 3.7. Prediktivní hodnota změny sérových hladin visfatinu po 16 týdnech léčby pro zhoršení 

aktivity RA (DAS28 skóre)  mezi 16. a 24. týdnem léčby.
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Publikace k tématu: 

1. Senolt L, Kryštůfková O, Hulejová H, Kuklová M, Filková M, Cerezo LA, Běláček J, 

Haluzík M, Forejtová S, Gay S, Pavelka K, Vencovský J. The level of serum visfatin 

(PBEF) is associated with total number of B cells in patients with rheumatoid arthritis 

and decreases following B cell depletion therapy. Cytokine. 2011;55:116-21.

3.1.5. Resistin v patogenezi zánětu a jeho funkce u různých zánětlivých onemocnění

Resistin byl původně popsaný jako peptid produkovaný adipocyty, který u hlodavců 

indukoval inzulinovou resistenci. Další studie zjistily, že resistin u člověka, na rozdíl od jeho 

hlavní produkce v tukové tkáni u myši, je syntetizován především v mononukleárních 

buňkách přítomných jak v tukové tkáni tak i mimo ni. Současné poznatky poukazují na jeho 

důležitou regulační roli u metabolických, zánětlivých a autoimunitních onemocnění. Cílem 

rešeršní práce byl proto přehled funkce resistinu, zejména jako prozánětlivého cytokinu, u 

různých patologických stavů. 

Byla prokázána jeho účast v subklinickém zánětu spojeného s obezitou, v procesu 

aterosklerózy, kardiovaskulárních, jaterních a revmatických onemocnění, zánětlivého 

onemocnění střev, tumorů, astmatu a chronického postižení ledvin, i když v některých 

případech není specifická úloha resistinu v jejich patogenezi zcela jasná.

Publikace k tématu: 

1. Filková M, Haluzík M, Gay S, Senolt L. The role of resistin as a regulator of 

inflammation: Implications for various human pathologies. Clin Immunol. 

2009;133:157-70. 
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3.2.  Význam IL-35 v patogenezi revmatoidní artritidy

IL-35 je nedávno objevený cytokin z rodiny IL-12, který se jako heterodimer skládá 

z podjednotek p35 (IL-12a) a EBI3 (IL-27b).  Receptor pro IL-35 nebyl doposud popsán. IL-

35 je exprimován v myších Treg  a jako jejich součást se podílí na inhibici kolitidy a CIA na 

úrovni experimentálního zvířecího modelu. Za podmínek chronické infekce nebo chronického 

zánětlivého stavu potlačuje IL-35 funkci Teff, včetně Th17 buněk, což přispívá k utlumení 

aktivity zánětlivých autoimunitních onemocnění. U člověka byl popsán v aktivovaných Teff 

buňkách, zatím co exprese v Treg je kontroverzní. Nejnovější práce naopak ukazují, že na 

rozdíl od zvířecích modelů může mít IL-35 účinek prozánětlivý. 

Na základě těchto studií vyplývá, že IL-35 hraje důležitou funkci v patogenezi autoimunitních 

stavů. Cílem této práce proto bylo studovat expresi p35 a EBI3 v synoviální tkáni u pacientů 

s RA, která je typickým příkladem imunitně dysregulovaných onemocnění, dále zkoumat 

asociaci hladin IL-35 v séru a synoviální tekutině s aktivitou nemoci a roli IL-35 v procesu 

zánětu.  

3.2.1. Metodika

Pacienti

Studie se zúčastnilo 46 pacientů s RA, 43 s OA kolenního kloubu, kteří jsou v péči 

Revmatologickém ústavu v Praze, a 34 zdravých kontrol. Pacienti splnili ACR kritéria pro 

diagnózu RA anebo kritéria pro OA kolenního kloubu (Arnett et al. 1988, Altman et al. 1986). 

Aktivita RA byla stanovena pomocí skóre DAS28 a funkční stav byl hodnocen pomocí 

dotazníku HAQ.  Pacienti s OA vyplnili dotazník WOMAC (Western Ontario and McMaster 

Universities Arthritis Index). Každý účastník před zařazením do výzkumného projektu

podepsal informovaný souhlas schválený etickou komisí Revmatologického ústavu v Praze.   

Vzorky séra a synoviální tekutiny

Synoviální tekutina byla získána při punkci kolenního kloubu z terapeutických důvodů a 

sérum bylo odebráno do 5 dnů po provedené punkci. Vzorky byly zamraženy a skladovány při 

teplotě -80°C. Před samotnou analýzou byly vzorky synoviální tekutiny inkubovány s 

hyaluronidázou (Hylase Dessau, Riemser Arzneimittel) při 37°C po dobu 30 minut a 

centrifugovány při 3500 otáčkách/min po dobu 10 minut.  
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Tkáňové kultury a in vitro experimenty

PBMC od zdravých dárců byly izolovány standardní gradientovou centrifugací za použití 

izolačního roztoku Ficoll. Čerstvě vyizolované PBMC byly nasazeny o hustotě 1mil/jamku na 

12-jamkové destičce v 1 ml RPMI 1640 media (Gibco) s obsahem L-glutaminu (Gibco). 

Buňky byly po 60 minutách stimulovány TNFα (10, 50, 100  ng/ml, R&D Systems), IL-35:Fc 

humánním rekombinantním proteinem (25, 50, 100 ng/ml, ALEXIS Biochemicals, Enzo Life 

Sciences), kontrolním:Fc fúzovaným humánním rekombinantním proteinem (100 ng/ml, 

ALEXIS Biochemicals, Enzo Life Sciences) a polymyxin B sulfátem (5 ug/ml, Sigma-

Aldrich) a dále kultivovány 6 a 24 hod při teplotě 37°C a 5% obsahu CO2 v atmosféře 

inkubátoru.

Vzorky synoviální tkáně od pacientů s RA a OA byly získány v průběhu operace pro kloubní 

náhradu. RASF byly poté izolovány jak bylo popsáno dříve (Šenolt et al. 2007) a kultivovány 

v DMEM mediu (Gibco) s obsahem 10% fetálního bovinního séra za kultivačních podmínek 

uvedených výše. RASF v 4-8 pasáži o denzitě 100 000 buněk/jamku na 6-jamkové destičce 

byly stimulovány TNFα (10, 50, 100 ng/ml) anebo IL-35:Fc rekombinantním proteinem (25, 

50, 100 ng/ml) v 1ml DMEM bez obsahu fetálního bovinního séra. Buňky byly lyzovány v 

RLT pufru (Qiagen) po 6 a 24h a kultivační médium bylo zachováno po 24h stimulaci. 

Vzorky byly až do použití skladovány při teplotě -80°C.  

Real Time PCR 

Po izolaci celkové RNA použitím MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit pro MagNA Pure 

Compact Instrument (Roche Diagnostics) následovala reverzní transkripce s použitím High 

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosytems). Pro PCR reakci v reálném 

čase (RT-PCR) byly použity TaqMan genové expresní eseje (Applied Biosytems) za použití 

přístroje 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosytems). Výsledky byly 

analyzovány metodou ddCt pro relativní kvantifikaci a exprese genu 18S byla použita jako 

endogenní kontrola. 

ELISA

Komerčně dostupná ELISA (USCN Life Science) byla použita k měření koncentrace IL-35 

v synoviální tekutině, séru a kultivačním médiu podle doporučení výrobce. Detekční rozsah 

kitu je 0.7-1600 pg/ml. Vzorky s vysokou koncentrací mimo detekční rozsah byly poté 50x 

naředěny a finální koncentrace byla spočítána pomocí dilučního faktoru. Cytokiny  IL-1β,    

IL-6 a MCP-1 byly měřeny v kultivačním médiu podle pokynů výrobce (RayBiotech). 
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Absorbance byla měřena pomocí ELISA čtecího zařízení (Tecan Sunrise) na vlnové délce 

450nm. 

Konstrukce expresních plasmidů

P35/IL-12a byl amplifikován z cDNA získané z RASF po inzerci Kozak sekvence pro 

ulehčení translace s následným klonováním pomocí vektoru pcDNA3.1 (+) (Invitrogen) mezi 

restrikční místa NheI a XhoI. Byly použity následující primery:  forward 5’ – GCT GGC TAG 

CGC CGC CAT GTG GCC CCC TGG GTC AG - 3’; reverse 5’ – TAG ACT CGA GTT 

AGG AAG CAT TCA GAT AGC TCA TC - 3’. EBI3 byl amplifikován z cDNA buněčné 

linie HEK293 s následným klonováním pomocí vektoru  pcDNA3.1 (+) mezi restrikční místa 

HindIII a EcoRI s použitím primerů: forward 5’ – AAA CTT AAG CTT ATG ACC CCG 

CAG CTT CTC - 3’; reverse 5’ – CTG CAG AAT TCC TAC TTG CCC AGG CTC ATT G -

3’. Následně byla provedena PCR mutageneze s cílem začlenění Kozak sekvence: forward 5’ 

– AAG CTT GCC GCC ATG ACC CCG CAG CTT C – 3’; reverse 5’ - GGT CAT GGC 

GGC AAG CTT AAG TTT AAA CGC TAG – 3’. Sekvence každého insertu byla ověřena 

sekvenováním. 

Expresní plasmidy byly transfekovány do RASF s použitím Amaxa Basic Nucleofector Kit 

pro primární savčí fibroblasty (Lonza) podle doporučení výrobce. Buňky byly lyzovány 48h 

po transfekci jak je uvedeno níže. 

Western blot

RASF byly lyzovány po 24h stimulaci  TNFα (10 ng/ml) nebo 48h po transfekci expresními 

plasmidy v lyzačním pufru o tomto složení: 62,5 mM Tris/HCl pH 6.8, 2% SDS, 10% 

glycerol, 0.1% bromphenol blue, 5mM β-merkaptoetanol s obsahem inhibitoru proteáz 

(Roche). Celý buněčný lyzát byl separován pomocí 15% SDS-PAGE a proteiny byly přeneseny 

na PVDF membránu. Membrána byla blokována použitím 5% mléka v TBST po dobu 60 min při 

pokojové teplotě, poté inkubována přes noc při teplotě 4°C s králičí protilátkou proti IL-12a 

(Abcam) nebo EBI3 (Abcam) nebo 60 min při pokojové teplotě s myší protilátkou proti α-

tubulinu (Sigma) v 5% mléku v TBST. Po 60 min inkubaci s příslušnou HRP značenou 

sekundární kozí protilátkou (Jackson) byl signál detekován pomocí ECL roztoku (GE Healthcare).

Immunohistochemie

Vzorky synoviální tkáně byly získány od 5 pacientů s RA a 5 pacientů s OA. Parafinové řezy 

o tloušťce 5μm byly deparafinizovány a rehydratovány. Endogenní peroxidázová aktivita byla 
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inhibována 3% roztokem H2O2 v metanolu po dobu 30 min a následně byly řezy 15min 

promývány vodou. Nespecifická vazba byla blokována inkubací s 1% normálním bovinním 

sérem po dobu 2 hod. Barvení bylo provedeno po 40min inkubaci v citrátovém pufru pH 6.0 a 

koncentraci 0.1 mol/l a řezy byly poté inkubovány s polyklonální králičí protilátkou proti  

EBI3 (Lifespan Biosciences) nebo myší monoklonální protilátkou proti IL-12a (Santa Cruz) v

ChemMate diluentu (Dako, Cytomation, Glostrup). Poté byl nanesen chromogen 3, 3-

diaminobenzidine (Liquid DAB+Substrate, Dako Cytomation, Glostrup) a řezy byly 

podbarveny Mayerovým hematoxylinem. Současně bylo stejným způsobem, ale s vynecháním 

primární protilátky, provedeno kontrolní barvení.

Všechny řezy byly analyzovány semikvantitativně na škále intenzity barvení  0-3 (žádná –

maximální intenzita barvení) jednotlivě v 7 zorných polích pro vrstvu intimy (lining layer) a 

intersticium (sublining) s použitím mikroskopu Nikon Eclipse E600.  

Statistická analýza

Data jsou vyjádřena jako průměr±SD nebo SEM tam, kde je to uvedeno. Mann Whitney U-

test byl použit pro porovnání rozílů mezi 2 proměnnými a Kruskall-Wallisův test s následnou 

post-hoc korekcí pro mnohočetná porovnání (Dunn's post hoc test)  byl použit k určení rozdílu 

mezi více než 2 proměnnými. Párový T-test byl uplatněn při výpočtu statistické významnosti 

u genových expresí. K výpočtu aditivního nebo synergického efektu kombinované stimulace

na uvolňování cytokinů/chemokinů měřených metodou ELISA byl použitý následující postup: 

byl spočítán poměr (O:E ratio) hodnot pozorovaných (observed, O; koncentrace naměřeny po 

kombinované stimulaci TNFα a IL-35) a hodnot očekávaných (expected, E; součet hodnot 

získaných po nezávislé stimulaci TNFα nebo IL-35). Statistická významnost rozdílu O a E 

hodnot byla určena párovým T-testem. Spearmanův korelační koeficient byl použit k výpočtu 

asociace 2 proměnných. P hodnoty menší než 0.05 byly považovány za statisticky významné. 

Statistické analýzy byly provedeny pomocí software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software).
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3.2.2. Výsledky 

IL-35 a aktivita nemoci

Charakteristika pacientů a ZK, kteří se zúčastnili studie je uvedena v Tab. 3.5.

Tab. 3.5. Charakteristika pacientů s RA, OA a zdravých kontrol zařazených do studie analyzující 

koncentrace IL-35 v séru a synoviální tekutině.  

Hladiny IL-35 v synoviální tekutině byly u pacientů s RA signifikantně vyšší v porovnání s 

pacienty s OA (medián 7483 vs. 257.6 pg/ml, p<0.0001, Obr.3.8.). 

Obr. 3.8. Hladiny IL-35 v synoviální tekutině pacientů s RA a OA.
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Hladiny IL-35 v synoviální tekutině u pacientů s RA korelovaly významně s DAS28 skóre 

aktivity nemoci (r=0.474, p=0.003), funkčním stavem pacientů stanoveném pomocí dotazníku 

HAQ (r=0.375, p=0.012) a CRP  (r=0.523, p=0.002) a s počtem leukocytů v synoviální 

tekutině u (r=445, p=0.003, Obr. 3.9.)

Obr. 3.9. Korelace hladin IL-35 v synoviální tekutině s DAS28 (a), HAQ (b) a CRP (c) u pacientů s RA.

U pacientů s OA hladiny IL-35 v synoviální tekutině korelovaly s funkčním stavem podle 

dotazníku WOMAC (r=0.405, p=0.01), ale ne se sérovým CRP nebo počtem leukocytů v 

synoviální tekutině. 
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EBI3 a p35 podjednotky IL-35 v RA synoviální tkáni

Imunohistochemické barvení s následnou semikvantitativní analýzou prokázalo vyšší 

intenzitu barvení obou podjednotek p35 a EBI3 v synoviální tkáni pacientů s RA v porovnání

s OA a to jak ve vrstvě intimy, tak v subintimální a intersticiální tkáni synoviální membrány

(Obr. 3.10.). 

Obr. 3.10. Imunonistochemické barvení p35 (a, c) a EBI3 (b, d) podjednotek IL-35 v OA (a, b) a RA (c, 

d) synoviální tkáni. Semikvantitativní hodnocení prokázalo vyšší expresi  p35 (e) a EBI3 (f) jak 

v synoviální intimě (lining) tak v oblasti intersticia (sublining). Původní zvětšení x20. * p <0.05, ** p

<0.01.

a/ b/

c/ d/

RA

OA

EBI3p35

E
B

I3
 s

c
o

re

O
A
 li

nin
g

R
A
 li

nin
g

O
A
 s

ublin
in

g

R
A
 s

ublin
in

g

0

5

10

15

20

25 *

p
3
5
 s

c
o

re

O
A
 li

nin
g

R
A
 li

nin
g

O
A
 s

ublin
in

g

R
A
 s

ublin
in

g

0

5

10

15

20

25

*

**

sublininglining sublininglining

OA

RA

e/ f/

s
k
ó

re
 p

3
5

s
k
ó

re
 E

B
I3



43

Exprese p35/EBI3 a IL-35 v RASFa PBMC 

Genová exprese obou podjednotek p35 a EBI3 v RASF (n=9) byla významně indukována 6 a 

24h stimulací buněk zánětlivým cytokinem TNFα (Obr. 3.11.). V souladu s tím byl v 

závislosti na dávce TNFα zvýšeně uvolňován IL-35 do kultivačního media. 

Proteiny p35 a EBI3 jsou sekretovány rovněž samostatně. V souladu s výsledky na 

transkripční úrovni jsme zjistili v buněčném lyzátu mírně zvýšenou expresi p35. Specifický 

signál byl ověřen porovnáním s proužkem získaným po transfekci p35 expresním plasmidem 

(zvýšení na transkripční úrovni 7.9x po transfekci samotného p35 a 2.9x po kontransfekci p35 

a EBI3). I přes extrémně zvýšenou expresi EBI3 na transkripční úrovni po transfekci EBI3 

plasmidem (8580x transfekci samotného EBI3 a 4240x po kontransfekci p35 a EBI3) je 

specifický proužek v těchto buňkách poměrně slabý. Proto nelze očekávat signál v RASF, kde 

je exprese EBI3 konstitutivně velmi nízká a ani po stimulaci TNFα nedosahuje expresní 

úroveň získanou po transfekci (Obr. 3.11.). 

Obr. 3.11. Idukce exprese p35 (a) a EBI3 (b) na transkripční úrovni v RASF po stimulaci 

prozánětlivým cytokinem TNFα. Uvolnění IL-35 do kultivačního média po stimulaci TNFα (c) a exprese 

podjednotek p35 a EBI3 v buněčném lyzátu po stimulaci TNFα a transfekci expresními plasmidy (d). * 

p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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Podobně jako u RASF i u PBMC (n=9) vedla stimulace TNFα (10 ng/ml) k indukci exprese 

p35 a EBI3 na transkripční úrovni. Uvolnění IL-35 do kultivačního média potvrdilo výsledky 

na transkripční úrovni (Obr. 3.12.). 

Obr. 3.12. Exprese p35 (a) a EBI3 (b) na transkripční úrovni po stimulaci TNFα a uvolnění IL-35 do 

kultivačního média (c) v závislosti na dávce TNFα u PBMC. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.
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PBMC (n=9) byly stimulovány rekombinantním IL-35 (25, 50, 100 ng/ml), TNFα (10 ng/ml) 
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zvyšoval v závislosti na dávce expresi IL-1β a IL-6 a chemoaktraktantu MCP-1 jak na úrovni 

mRNA po 6 a 24h, tak i na proteinové úrovni po 24h (Obr. 3.13.). Stimulace buněk IL-35

neměla ale vliv na uvolnění TNFα. 
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TNFα měla synergický účinek na uvolnění IL-1β (O:E ratio až 2.3; p=0.04) a IL-6 (O:E ratio 

až 3.0; p=0.006) a aditivní efekt na uvolnění  MCP-1 (O:E ratio=1.02; p=0.99). 

Obr. 3.13. IL-35 indukuje v PBMC tvorbu cytokinů IL-1β (a) a IL-6 (b) a chemoatraktantu MCP-1 (c).

* znamenají porovnání s nestimulovanou kontrolou, * znamenají porovnání s TNFα stimulovanou 

kontrolou v případě kombinované stimulace. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

Stimulace RASF IL-35 (25, 50, 100 ng/ml) po dobu 6 a 24h neměla žádný vliv na expresi 

následujících molekul, které jsou esenciální v patogenezi RA: IL-1β, IL-6, TNFα, MCP-1, 

COX2, MMP-1 a MMP-3. Nelze ale vyloučit, že některé z genů, které nebyly předmětem 

našeho studia, byly touto stimulací ovlivněny.
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Abychom vyloučili nespecifický efekt rekombinantního IL-35 na expresi uvedených 

prozánětlivých molekul v důsledku přítomnosti IgG fragmentu Fc nebo kontaminace LPS, 

byly PBMC (n=3) stimulovány IL-35 (100 ng/ml), IL-35 (100 ng/ml) s polymyxin B sulfátem 

(5 ug/ml)  a kontrolním Fc IgG fragmentem  (100 ng/ml) po dobu 24h. Exprese IL-1β, IL-6 a 

MCP-1 na mRNA úrovni byla stejná po stimulaci IL-35 a IL-35+polymyxin B ve srovnání 

nestimulovanou kontrolou a stejně tak kontrolní Fc protein neměnil expresi těchto molekul 

(Obr. 3.14.). Na základě těchto experimentů vyvozujeme, že pozorovaný efekt IL-35 je 

specifický. 

Obr. 3.14. Vyloučení nespecifického účinku rekombinantního IL-35 na PBMC. NS- nesignifikantní.
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4. DISKUSE

4.1. Význam adipokinů u pacientů s erozivní osteoartrózou a revmatoidní artritidou

Hladiny adipokinů u pacientů s OA byly doposud stanovovány pouze u nemocných s OA 

kolenních kloubů (Presle et al. 2006). Některé práce studovaly biochemické markery u 

pacientů s EOA, kde vyšší hodnoty CRP byly považovány za ukazatel aktivity nemoci 

hodnocené podle klinického a scintigrafického nálezu (Punzi et al. 2010). V naší studii se 

hladiny sérového CRP mezi pacienty s erozivní a neerozivní formou OA významně nelišily, 

přestože kostní scintigrafie prokázala dvakrát těžší zánětlivé postižení drobných kloubů rukou 

u pacientů s EOA. Na základě toho se domníváme, že zánětlivý charakter EOA je podmíněný 

lokálně a nevede k systémové zánětlivé odezvě v podobně zvýšeného CRP. U pacientů s EOA 

jsme současně zjistili významně vyšší hladiny sérového adiponectinu než u pacientů 

s neerozivní formou nemoci. Lze proto předpokládat, že adiponectin se účastní 

patogenetického procesu kostní destrukce u erozivní formy OA. Jeho přesný význam u EOA 

není dosud znám, ale  nová data poukazují na prozánětlivé a destruktivní účinky adiponectinu 

(Neumann et al. 2011 Honsawek, et al. 2010, Hao et al. 2010). Naše výsledky jsou v souladu 

s nejnovějším objevem, že vysoké hladiny adiponectinu představují riziko pro rentgenovou 

progresi RA (Giles et al. 2011).

V posledních letech vzrůstá zájem o studium známých adipokinů a charakteristiku nových 

molekul odvozených z tukové tkáně a jejich potenciální vztah k zánětu. Rostoucí množství 

studií prokazuje jejich důležitou roli v průběhu revmatických onemocnění (Gómez et al. 

2011). Několik prací potvrdilo zvýšené koncentrace adipokinů adiponectinu, resistinu, 

visfatinu nebo leptinu v synoviální tekutině u RA pacientů (Schaffler et al. 2003, Bokarewa et 

al. 2005, Šenolt et al. 2006, Brentano et al. 2007, Bokarewa et al. 2003). Naše výsledky jako 

první ukazují vyšší koncentraci  vaspinu a nižší koncentraci omentinu v synoviální tekutině u 

pacientů s RA než OA a tím i rozdílný způsob regulace těchto adipokinů v místech lokálního 

zánětu. Jakým způsobem se tyto cytokiny podílejí na mechanismu zánětu a kloubní destrukci 

zůstává předmětem dalšího výzkumu. 

Přestože je obezita závažným rizikovým faktorem pro rozvoj aterosklerózy, DM2, OA, 

některých typů rakoviny atd., u RA je paradoxně spojena s méně progresivním průběhem 

nemoci a představuje tak spíše  protektivní faktor kloubního poškození (Escalante et al. 2005, 

van der Helm-van Mil et al. 2007, Westhoff et al. 2007). Poměrne velké množství prací 
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popisuje hladiny cirkulujících adipokinů u pacientů léčených TNFα inhibitory, ale doposud 

žádná se nezabývala expresí adipokinů v tukové tkáni, která je jejich významným zdrojem. 

Na rozdíl od limitovaného vlivu TNFα inhibitorů na systémové hladiny adipokinů

v předchozích studiích, naše data ukazují, že léčba TNFα inhibitorem etanerceptem významně 

ovlivňuje expresi leptinu a adiponectinu v podkožní tukové tkáni u pacientů s RA. 

Předpokládáme, že zvýšení leptinu a snížení adiponectinu v tukové tkáni je důsledkem 

zlepšení systémového zánětu po léčbě, což je v souladu se protektivním účinkem vysokých 

systémových hladin leptinu a nízkých hladin adiponectinu na rentgenové kloubní postižení  u 

pacientů s RA (Rho et al. 2009, Giles et al. 2011). 

Visfatin má kromě funkce diferenciačního faktoru ve vývoji B lymfocytů i vlastnosti 

prozánětlivého cytokinu (Brentano et al. 2007). V souladu s předchozími publikacemi jsme 

potvrdili vyšší sérové koncentrace visfatinu v séru RA pacientů než u zdravých jedinců, které 

ale nekorelovaly s aktivitou nemoci, což by mohlo být podmíněné předchozí léčbou TNFα 

inhibitory u většiny pacientů v naší studii. Hladiny sérového visfatinu významně korelovaly 

s počtem B lymfocytů a poklesly po terapii rituximabem, která vedla ke snížení počtu B 

lymfocytů a ke zlepšení klinické aktivity. 

BAFF, který je rovněž faktorem regulujícím dozrávání a přežívání B lymfocytů, zvyšuje 

expresi visfatinu v B lymfocytech (Lavie et al. 2007). Protože se hladiny BAFF v naší skupině 

RA pacientů po terapii rituximabem významně zvýšily a po 16 týdnech léčby negativně 

korelovaly s hladinami visfatinu, domníváme se, že uvedený pokles visfatinu po léčbě 

rituximabem je specificky podmíněn sníženým počtem B lymfocytů. Navíc změna sérového 

visfatinu mezi začátkem a 16. týdnem léčby korelovala se změnou aktivity RA v následujících 

8 týdnech, kdy bývá obvykle podávána další dávka rituximabu. Lze tedy předpokládat, že 

pokles visfatinu může mít prediktivní význam pro další průběh RA při léčbě rituximabem.  

4.2. Prozánětlivé vlastnosti IL-35 a jeho vztah k aktivitě nemoci u pacientů 

s revmatoidní artritidou

Asociace členů rodiny IL-12 s revmatickými nemocemi je už dlouhou dobu předmětem 

velkého zájmu. IL-12 (p35/p40 heterodimer) je zvýšený v séru a synoviální tekutině u 

pacientů s RA ve srovnání s OA nebo zdravými jedinci (Kim et al. 2000). RA pacienti 

s detekovatelnými hladinami IL-12 měli větší počet oteklých kloubů a vyšší CRP než pacienti 

s neměřitelným IL-12. Přítomnost p40 monomeru korelovala s aktivitou nemoci u pacientů se 

systémovým lupus erythematodes (Lauwerys et al. 2002). Hladiny IL-23 (p19/p40 
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heterodimer) byly v séru a synoviální tekutině téměř neměřitelné a mezi RA a OA pacienty 

nebyly významné rozdíly (Brentano et al. 2009). U RA koreloval sérový IL-23 s aktivitou 

choroby, ale tento vztah se neprokázal u pacientů s psoriatickou artritidou (Melis et al. 2010). 

IL-27 (p28/ Ebi3 heterodimer) je vyšší v plasmě RA pacientů, ale jeho asociace s aktivitou 

nemoci není známá (Wong et al. 2010). Sérové hladiny IL-27 korelovaly se závažností 

nemoci u pacientů s psoriatickou artritidou a s Rodnanovým kožním skóre a s přítomností 

plicní fibrózy u pacientů se systémovou sklerodermií (Shibata et al. 2010, Yoshizaki et al. 

2011).

Zjistili jsme, že IL-35 je vyšší v synoviální tekutině u RA a koreluje významně s aktivitou 

nemoci a funkčním stavem  těchto pacientů. Na základě korelace IL-35 s počtem leukocytů 

v synoviální tekutině u RA se můžeme domnívat, že právě leukocyty mohou být hlavním 

zdrojem IL-35 v místech zánětu. 

Buňky, které tvoří IL-12 jsou lokalizované v především v povrchové vrstvě v synoviální 

membrány v souladu s predominantní expresí IL-12 v makrofázích (Morita et al. 1998). 

Protein p19 je přítomen v povrchové vrstvě RA synovie, v místě invaze do chrupavky a v

cévním endotelu. Exprese p40 nevykazuje stejnou lokalizaci a ani RASF, které exprimují p19, 

současně netvoří p40  (Brentano et al. 2009). Protein p35 je konstitutivně přítomen v malém 

množství ve velkém počtu buněk či tkání (Trinchieri et al. 2003). EBI3 je tvořen 

placentálními trofoblasty, dendritickými a plasmatickými buňkami, makrofágy, endotelovými

buňkami, je přítomen v Hodgkinových a Reed-Sternbergové buňkách a v buňkách B lymfomu 

(Devergne et al. 2001, Pflanz et al. 2002, Niedobitek et al. 2002,  Kempe et al.  2005, 

Larousserie et al. 2004, Larousserie et al. 2006). Koexprese p35 a EBI3 byla popsána

v placentárních trofoblastech a hladkých svalových buňkách v aterosklerotickém plátu 

(Devergne et al. 1997, Kempe et al.  2005). 

V naší práci jsme zjistili, že obě podjednotky IL-35 - p35 a EBI3 jsou více exprimovány v RA 

synoviální membráně. Exprese obou podjednotek je přítomna i v buňkách připomínajících 

fibroblasty. Protože RASF netvoří p40 podjednotku (Brentano et al. 2009), je EBI3 jediným 

možným (a doposud známým) partnerem pro p35.

Obě podjednotky p35 a EBI3 jsou indukovány stimulací TNFα, IFNγ, TLR3- a TLR4-

ligandy (Pflanz et al. 2002, Kempe et al. 2009, Goriely et al. 2006, Wirtz et al. 2005). Naše 

experimenty ukazují, že p35 i EBI3 jsou v RASF a PMBC významně zvýšeny za zánětlivých 

podmínek. Zvýšená exprese p35 a EBI3 v RA synovii může být proto vysvětlena chronickým 
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zánětlivým prostředím, což koresponduje s výsledky předchozích publikací a s naším 

pozorováním.    

Zatímco IL-12 a IL-23 fungují jako zánětlivé molekuly, data o IL-27 u myších modelů jsou 

protichůdná (Niedbala et al. 2008, Cao et al. 2008). IL-35 byl u myších modelů prezentován 

jako protein s protizánětlivými vlastnostmi (Collison et al. 2007, Collison et al.  20210, 

Niedbala et al. 2007). Podle několika publikací není IL-35 přítomen v lidských Treg buňkách 

a není ani nevyhnutný k jejich supresivní funkci (Bardel et al. 2008, Allan et al. 2008). Podle 

nejnovějších studií jsou lidské Treg zdrojem IL-35 a jejich maximální efektivita vyžaduje 

expresi IL-35 (Chaturvedi et al. 2011). IL-35 měl i vlastnosti zánětlivého cytokinu, kdy u 

myšího modelu nezabránil rozvoji lymské artritidy, ale naopak zesílil zánětlivou odpověď 

(Kuo et al. 2011). V našich experimentech je IL-35 indukován prozánětlivým mediátorem 

TNFα v RASF a PBMC a sám vede k tvorbě několika zánětlivých molekul v PBMC.  

Výsledky naší studie tedy poukazují spíše na zánětlivé vlastnosti IL-35, podobně jako je tomu

u ostatních členů IL-12 rodiny. Lze předpokládat, že IL-35 hraje významnou roli  v 

patogenezi RA, přičemž zvýšené hladiny IL-35 v kloubním kompartmentu odrážejí aktivitu 

nemoci. 
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6. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK

ADSF adipocyte-secreted factor, resistin

BAFF B cell activating factor of the TNF family

BMI body mass index

CIA collagen induced arthritis

CMC karpometakarpální kloub

CRP C- reaktivní protein

COX2 cyklooxygenáza 2

DAS28 disease activity score 28

DIP distální interfalangeální kloub

DMARD disease-modifying antirheumatic drug

DM2 diabetes mellitus 2. typu

EBI3 Epstein-Barr virus induced 3

EOA erozivní osteoartróza

ET-1 endotelin 1

EULAR European Ligue Against Rheumatism 

FIZZ3 found in inflammatory zone 3

Foxp3 forkhead box P3

FW sedimentace erytrocytů stanovena metodou podle Fåhraeuse-Westergrena

GM-CSF granulocyte-macrophage colony-stimulating-factor

HAQ Health Assessment Questionnaire

HLA histocompatibility antigen

ICAM intercellular adhesion molecule 1

IFNγ interferon gama

IGF-1 insulin-like growth factor 1

IL interleukin

IP interfalangeální kloub

LPS lipopolysacharid

LTβ lymphotoxin β

MAPK mitogen-activated protein kinase

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1

MMP matrixová metaloproteináza

MTP metatarsofalangeální kloub

NAD nicotinamid adenin dinukleotid

NAMPT nicotinamide phosphoribosyltransferase, visfatin

NF-κB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NMN nikotinamid mononukleotid

NO oxid dusnatý

NSAID non-steroidal anti-inflammatory drugs

OA osteoartróza

OLIG3-AIP3 oligodendrocyte transcription factor 3, atrophin-1-interacting protein 3

OPG osteoprotegerin
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PBEF pre-B colony enhancing factor, visfatin

PBMC peripheral blood mononuclear cells, periferní mononukleární buňky

PGE2 prostaglandin E2

PIP proximální interfalangeální kloub

PTPN22 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22

RA revmatoidní artritida

RASF synoviální fibroblasty pacientů s revmatoidní artritidou

RANKL receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand

RANTES regulated upon activation, normal T-cell expressed, and secreted; CCL5

RT-PCR real time PCR, PCR v reálném čase

SCID severe combined immunodeficiency

STAT signal transducer and activator of transcription

SYSADOA symptomatic slow acting drugs in osteoarthritis

Teff T efektorová buňka

TGF-β transforming growth factor beta

TLR toll-like receptor

TNF tumor necrosis factor, tumor nekrotizující faktor

TRAF TNF receptor-associated factor 

Treg T regulační buňka

iTR35 IL-35 stimulované Foxp3-T lymfocyty

VCAM vascular cell adhesion molecule 1

VEGF vascular endothelial growth factor
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