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Abstrakt

Systémova sklerodermie (SSc) je systémové onemocnéni pojivové tkané postihujici kiizi
a vnitini organy. V patogenezi SSc se uplatiiuje zanét, vaskulopatie a fibréza. Zadny z
dosud zkousenych léku zatim neprokazal presvédcivou ucinnost v 1é¢bé SSc. Vzhledem
k nedostatku vhodnych biomarkert u SSc, které by byly spolehlivym ukazatelem celkové
aktivity nemoci nebo uspésnosti 1écby, bylo naSim cilem zanalyzovat dosud nezkoumané
extracelularni koncentrace S100A4 a Hsp90 (Heat shock protein 90) a IL-35
(interleukin-35). S100A4 a Hsp90 byly plivodné studovany zejména u nadorovych
onemocnéni, u kterych jiZ nasly uplatnéni jako markery progndézy a staly se kandidaty
pro nadorovou terapii. NaSe recentni prace popsaly dilezitou profibrotickou roli
S100A4 a Hsp90 v patogenezi SSc a jejich inaktivace vedla k U¢innému zabranéni
rozvoje experimentalni kozni fibrézy. Tyto vysledky jsme nasledné potvrdili analyzou
jejich koncentraci v periferni krvi pacienti se SSc a prokazaly vyznamné asociace
s aktivitou nemoci a organovym poskozenim. Dalsim vhodnym biomarkerem SSc by se
mohl stat IL-35, jehoZz zvySené hladiny jsme detekovali v postizené kiizi, dermalnich
fibroblastech a séru pacienti se SSc. Hlavni profibroticky mediator transformujici
rastovy faktor beta (TGF-B) vyvolal zvySenou sekreci IL-35, coz vedlo k aktivaci
fibroblastii a zvySenému uvolnéni kolagenu do supernatantu. Zvysené hladiny sérového
IL-35 také asociovaly s ¢asnou, zanétlivou fazi SSc.

Tato prace by mohla prispét k identifikaci novych potencialnich biomarkera SSc, které

by se mohly stat spolehlivymi ukazately celkové aktivity nemoci nebo dcinnosti 1écby.

Klic¢ova slova: systémova sklerodermie, S100A4, Hsp90, interleukin-35



Abstract

Systemic scleroderma (SSc) is a systemic connective tissue disease affecting skin and
internal organs. The pathogenesis of SSc is characterized by inflammation, vasculopathy
and fibrosis. No agent has been proven effective in the treatment of SSc. There is a lack
of suitable biomarkers for monitoring the disease activity or the response to the
treatment of SSc. Therefore our aim was to analyse the extracellular levels of S100A4,
Hsp90 (Heat shock protein 90) and IL-35 (interleukin-35) in SSc. S100A4 and Hsp90
have been initially studied in tumours; in some of them considered as suitable
prognostic markers and candidates for future therapies. We have recently described the
profibrotic role of S100A4 and Hsp90 in the pathogenesis of SSc. Our results showed
that inactivation of S100A4 and Hsp90 effectively prevented the development of
experimental skin fibrosis. This was consequently confirmed by the analysis of S100A4
and Hsp90 in the peripheral blood of patients with SSc, where significant associations
with disease activity and organ involvement were detected. IL-35 may become another
potential biomarker of SSc. We detected increased expression of IL-35 in the affected
skin, dermal fibroblasts and in serum of patients with SSc. Moreover, the main
profibrotic mediator transforming growth factor (TGF-) induces the secretion of IL-35
which results in activation of fibroblasts and increased collagen secretion into the
supernatant. Furthermore, serum IL-35 is associated with the early, inflammatory phase
of SSc.

This project could contribute to the identification of potential new biomarkers suitable

for monitoring the disease activity or the treatment efficacy in SSc.

Keywords: systemic sclerosis, S100A4, Hsp 90, interleukin-35
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Seznam pouzitych zkratek

a-SMA a-smooth muscle actin

17-AAG 17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin, tanespimycin

17-DMAG 17-Dimethylaminoethylamino-17-demethoxygeldanamycin, alvespimycin

AAV Adeno-Associated Virus, adeno-asociovany virus

ACA Anti-Centromere Antibodies, anticentromerové protilatky

ACR American College of Rheumatology, Americka kolej revmatologie

ANA Anti-Nuclear Antibodies, antinuklearni protilatky
Anti-Scl-70 Anti-topoisomerase antibody-type of anti-nuclear autoantibodies,
protilatka proti topoizomeraze typu I
ATP Adenosintrifosfat

bcl-2 B-Cell Lymphoma?2, genova rodina bcl

Breg regulacni B-lymfocyty

CD4 / CD25 Cluster of Differentiation 4 / 25, diferencia¢ni skupina povrchovych

glykoproteini

Cdc37 cell division cycle 37

Cdk4 Cyclin Dependent Kinase 4, cyklin dependentni kinaza 4

cDNA complementary DNA, komplementarni DNA
Cr cycle treshold, pocet cykli potrebnych pro fluorescencni signal na prekonani
prahu pro hodnoty pozadi

CTGF Connetive Tissue Growth Factor, riistovy faktor pojivové tkané

CTLA Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol

DC Dendritic Cell, dendritické buriky

dcSSc difuzni systémova sklerodermie

dHz0 destilovana voda
DLCO Diffusing capacity of the Lung for Carbon monoxide (CO), difizni kapacita plic
pro oxid uhelnaty

DM Dermatomyositis, dermatomyoziditda

Ebi-3 Epstein-Barr virus Induced gene 3

ECM extra celularni matrix
EGFRVIII Epidermal Growth Factor Receptor variant III, receptor pro epidermalni
ristovy faktor typu III

ELISA Enzyme-Llinked Immunosorbent Assay
EUSTAREULAR (European League Against Rheumatism) Scleroderma Trials and
Research group
FEV1 Forced Expiratory Volume in 1 second, usilovné vydechnuty objem za prvni
sekundu

FoxP3 Forkhead box P3, transkrip¢éni faktor

FVC Forced Vital Capacity, usilovna vitalni kapacita plic

GA geldanamycin

GIT gastrointestinalni trakt

GRP-94 Glucose-Regulated Protein 94 kDa

HDM2 Human Double Minute 2 homolog, E3-ubiquitin-protein ligaza

HEK 293 Human Embryonic Kidney 293 cells
HER2 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, receptor 2 pro epidermalni
ristovy faktor

HLA- DQA1*0501 gen pro hlavni histokompatibilni komplex II. tfidy u lid{

HLA- DQB1*0301 gen pro hlavni histokompatibilni komplex II. tridy u lidi

Hsps Heat Shock Proteins, proteiny tepelného soku

IBM Inclusion Body Myositis, myositida s inkluznimi télisky

IFN interferon

[IM Idiopathic Inflammatory Myositis, idiopaticka zanétlivd myopatie

IL interleukin

ILD Interstitial Lung Disease, intersticialni plicni postizeni

IQR- InterQuartile Range, mezikvartilové rozpéti

IRF5 gen pro interferon regulujici faktor 5

kDa kilo Dalton, jednotka molekularni hmotnosti
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1cSSc limitovana systémova sklerodermie

LKB1 Liver Kinase B1, jaterni kinaza B1
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein 1
MDSCs Myeloid-Derived Suppressor Cells, myeloidni supresorové buiiky
MMP Matrix MetalloProteinase, matrix-metaloproteinaza
mRSS modified Rodnan Skin Score, modifikované Rodnanovo kozni skére
NF-xB Nucelar Factor kB, nuklearni faktor kappa B
NK Natural Killer cell, NK-buniky
NS nesignifikantni
0A osteoartroza
p21 protein tlumici ¢innost cyklin-dependentnich kinaz G1 faze
P4H prolyl-4-hydroxylaza
p53 protein kddovany genem TP53, transkrip¢ni faktor
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell, mononuklearn{ buiiky perifernf krve
PCR polymerazova retézova reakce
PDGF Platelet Derived Growth Factor, riistovy faktor krevnich desticek
PM Polymyositis, polymyozitida
p-Smad fosforylované proteiny Smad
RA revmatoidni artritida
Rafl serine/threonine kindza
RAGE Receptor for Advanced Glycation Endproducts, receptor pro pokrocilé produkty
glykace
rRNA ribozomalni RNA
SLE systémovy lupus erythematodes

Smad Smad proteiny, homology jak proteinu Drosophily zvaného MAD (mothers
against decapentaplegic) tak proteinu Caenorhabditis elegans zvaného SMA (small body

size)
Sp02 Saturation of Peripheral Oxygen, saturace perifernf krve kyslikem
SSc systémova sklerodermie

STAT4 Signal Transducer and Activator of Transcription, prenase¢ signalu a
transkrip¢ni faktor 4

Tc cytotoxické lymfocyty
TGF Transforming Growth Factor, transformujici ristovy faktor
Th pomocné lymfocyty
TIMP Tissue Inhibitor of Metalloproteinase, tkanovy inhibitor metaloproteinazy
TNF Tumor Necrosis Factor, faktor nddorové nekrézy
TRAP1 TNF-Receptor Associated Protein 1, protein 1 asociovany s TNF receptorem
Treg regula¢ni T-lymfocyty

VEGF  Vascular Endothelial Growth Factor, vaskularni endotelidlni ristovy faktor
ZK zdravé kontroly


https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_(biochemistry)
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product

1. Uvod

Systémova sklerodermie je vzacné (prevalence 30-350 / 1 mil.) chronické
potencidlné letdlni systémové onemocnéni pojiva nejasné etiologie postihujici kazi,
pohybovy aparat, srdce, tepny, plice, gastrointestinalni trakt, ledviny a sexualni funkce.
Mezi dominantni patologické procesy u SSc patii zanét a aktivace imunitniho systému,
vaskulopatie a fibréza, kterd postihuje jak kiizi, tak vniti'ni organy - zejména plice, srdce
a gastrointestinalni trakt (Gabrielli et al., 2009). Pro SSc je charakteristicka nerovnovaha
v profilu exprese cytokinl s typickou preferen¢ni sekreci cytokint Th2 (T helper)
lymfocytt - IL (interleukin)-4 a IL-13, jenz podnécuji proliferaci a migraci fibroblastd,
stimuluji je k produkci kolagenu a sekreci TGF-f (transformujici riistovy faktor-f) a
CTGF (tkanovy pojivovy riistovy faktor). Na rozdil od Th2 imunitni odpovédi je exprese
Th1 antifibrotickych cytokind INF-y (interferon-y) a IL-10 u SSc redukovana. B-buné¢na
humordlni imunitni odpovéd ma zas zdsadni vyznam pro diagnostiku SSc a
pravdépodobné i prispiva k progresi nemoci. Aktivované a dysfunkéni B-lymfocyty vSak
neprispivaji k patogenezi SSc jen produkci autoprotilatek. Uvolnuji také IL-6, jenz
stimuluje fibroblasty a podporuje rozvoj fibrézy u SSc (Denton, 2004, Varga, 2007). 1
kdyz se kvalita zivota a prezivani pacientli se SSc v poslednich letech stile zlepSuje,
hlavné diky lepsi 1écbé organovych manifestaci a komplikaci, SSc porad ziistava
nevylécitelnou nemoci (Gabrielli et al., 2009).

Vzhledem k neucinnosti vice nez 70 dosud zkouSenych preparati v1écbé SSc a
nedostatku vhodnych biomarkert u SSc, které by byly spolehlivym ukazatelem celkové
aktivity nemoci nebo UuUspéSnosti 1écby, je u této komplikované, potencidlné
letdlninemoci na misté patrat po vhodnych biomarkerech a analyzovat kandidatni
molekuly pro terapii SSc, které by se mohly rovnéz stat cilem terapie jinych fibrotickych

onemocneéni.

10



2. Cile diplomové prace

Zjistit koncentrace Hsp90 v plazmé a expresi Hsp90 mRNA v mononukledrnich
buiikach periferni krve (PBMC) u pacientti se SSc oproti zdravym jedinctim
Nameérit sérové koncentrace IL-35, S100A4 a jejich expresi na mRNA urovni
v PBMC u pacientti se SSc oproti zdravym jedinclim

Zhodnotit mozné asociace namérenych parametrd s aktivitou onemocnéni a

organovym postizenim u SSc
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3. Teoreticky uvod

3.1.Systémova sklerodermie

3.1.1. Definice

Systémova sklerodermie (SSc) je vzacné chronické onemocnéni pojivové tkané
s doposud neznamou etiologii. SSc patii mezi systémové heterogenni onemocnéni
s variabilnim, nepredvidatelnym pribéhem. Toto multiorgdnové onemocnéni postihuje
zejména kiazi, srdce, plice, ledviny a gastrointestindlni trakt. SSc je charakterizovana
zejména fibrotizaci kiize a/nebo vnitinich organti, produkci specifickych autoprotilatek,
zanétem a vaskulopatii (Abraham and Varga, 2005). Vzajemné propojeni téchto tii
klicovych patologickych procesti odlisSuje SSc od jinych systémovych onemocnéni pojiva
a od riiznych nerevmatickych fibrotizujicich postiZeni jednotlivych organt.

SSc lze podle klinickych manifestaci rozdélit na dva zakladni podtypy lisici se
rozsahem koZniho postiZeni - limitovana (IcSSc, limited cutaneous SSc) a difizni (dcSSc,
diffuse cutaneous SSc)(Christopher P Denton, 2001; Silman, 1995). Limitovana forma
SSc je charakterizovana zejména cévnim poskozenim, fibrézou kiize distalné od loktd a
kolen, oblasti krku a obliceje a organti s pomalejSim a pozvolnéjSim pribéhem. Zatimco
difazni forma SSc, u které dochazi k rychlé progresi fibrézy kize (na rozdil od 1cSSc
vcetné oblasti proximalné od kolen a loktd, bricha a zad), plic a dal$ich vnitinich organt,
nese nejvyssi riziko amrti ze vSech systémovych onemocnéni pojiva s délkou preZiti 10
let v 55% (Silman, 1995). Jelikoz dosud nebyla objevena uc¢inna kauzalni terapie, zlistava
SSc nevylécitelnou nemoci i presto, Ze se kvalita a délka Zivota pacientli v posledni dobé
neustale zlepSuje diky ucinnéjSi symptomatické lécbé orgadnovych manifestaci a

komplikaci (Christopher P Denton, 2001).

3.1.2. Epidemiologie

Svétové studie zabyvajici se SSc zaznamenaly vyskyt tohoto onemocnéni po
celém svété (Chifflot et al., 2008). Incidence SSc se pohybuje od 1,2 azZ do 23 pripadi na
milion za rok (Ranque and Mouthon, 2010). Prevalence SSc je odhadovana na 31 az 350
na milion obyvatel (Ranque and Mouthon, 2010). SSc se objevuje primérné tri krat
Castéji u zen nez u muzl (rozsah udavany v riznych studiich je 2-10x castéji u Zen), coz
potvrzuji vSechny studie zabyvajici se timto onemocnénim (Chifflot et al, 2008).

Nejcastéji dochazi ke stanoveni diagnézy SSc u Zen v postmenopauzalnim (primeérny
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vék ve studiich 45 let, béZny rozsah véku 25 - 65 let) (Dieppe, 2002). V radé dalSich
autoimunitnich onemocnéni je také popsano vyssi zastoupeni Zen nez muzi, které je
Casto spojovano s poruchou vzakladnim procesu nahodné inaktivace jednoho
z chromosomu X, coZ miiZe byt vysvétlenim i pro prevahu Zen u SSc (Knudsen et al.,
2009). Pavodni prace vysvétlovaly prevahu Zenského pohlavi na zakladé
mikrochimerickych partikuli u Zen po porodu (Cockrill et al, 2010). AvSak recentni
prace na velké kohorté australskych Zen se SSc nepotvrdila zadné vyznamné asociace
mezi vyskytem SSc a poctem, poradim ¢i pohlavim narozenych déti oproti kontrolni
skupiné (Russo et al., 2014). Prevalence SSc v rodinach (1,6%) je nékolikrat vyssi oproti
bézné populaci (0,02-0,03%) a konkordance u monozygotnich dvojcat se pohybuje
okolo 5% (Feghali-Bostwick et al., 2003). Nedavna studie zabyvajici se genetickou
podstatou SSc popsala urcitou roli nékolika gent (alely HLA- DQA1*0501 a DQB1*0301,
IRF5, STAT4 a gen pro fibrillin-1 atd.) Gcastnicich se regulace imunitniho systému, které
zvySuji predispozici jedince pro rozvoj SSc (Agarwal et al., 2008; Assassi et al., 2013;
Siracusa et al., 1996).

Mezi dalSi potencialni spoustéci Cinitele SSc patfi environmentalni faktory: napft.
prace s organickymi rozpoustédly, oxidem kremicitym, vinyl chloridem, bakterialni ¢i
virové infekce, 1éky (bleomycin, pentazocin atd.) a pesticidy; avSak podil skutec¢né
prokazanych etiologickych faktori na vSech novych pripadech SSc se pohybuje
v jednotkach procent (Mora, 2009).

Etiologie SSc zavisi pravdépodobné na interakci geneticky predisponovanych
jedinct a urcitych environmentalnich faktorti, coZ mtze vést ke ztraté imunologické

tolerance a k aktivaci profibrotickych mechanismii (Allanore et al., 2010).

3.1.3. Klinicky obraz

SSc patii mezi onemocnéni svelmi heterogennim pribéhem i rozsahem
postiZeni. Nedavna studie zkoumajici skupinu témér 500 pacientti se SSc uvedla, Ze mezi
péti nejcastéjSimi subjektivnimi ptiznaky uvadénymi pacienty patii dnava (89%),
Raynaudtv fenomén (86%), ztuhlost rukou (81%), artralgie (81%) a poruchy spanku
(76%). KdalSim nespecifickym projeviim tohoto onemocnéni patii nechutenstvi
s naslednou ztratou na vaze, febrilie a v pozdéjSim stadiu SSc i reaktivni deprese (Bassel

vivzs

SSc patri kozni postiZeni (obr. 1A). U pacientli dochazi na poc¢atku onemocnéni nejprve
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k difiznim edemat6éznim zménam na prstech, zejména hornich koncetin, na predloktich,
krku a obliceji. V pozdéjsich fazich nasleduje ztuhnuti a ztluSténi kize, ktera je tuhj,
silné napnuta a leskla. Pacienti se SSc mivaji charakteristicky maskovity vzhled obliceje,
uzky nos a radidlni ryhy kolem ust. Dale se Casto u pacientii objevuji podkozni
kalcifikace a teleangiektazie (rozSireni drobnych cév) (Heldin and Westermark, 1999;
Krieg and Takehara, 2009; Varga and Abraham, 2007).

U SSc casto dochazi k postiZzeni malych cév, coz vede k rozvoji nejcasnéjsiho a
nejhojnéjsitho symptomu tohoto onemocnéni - Raynaudiuv fenomén (97%) (obr. 1B).
Raynaudiv fenomén je zplisoben ataky reverzibilni vazokonstrikce a je charakterizovan
recidivujicimi barevnymi zménami a bolestmi perifernich casti téla - prsty dolnich a
hornich koncetin, vzacnéji nos, usi a jazyk. Mezi faktory vyvolavajici tento syndrom patii
nadmérny stres nebo chlad. Poruchy malych cév vedou k nedostatecnému krevnimu
zasobeni postiZenych oblasti a rozvoji digitalnich ulceraci (obr. 1C), nekrézy a gangrény
prsti. Poskozeni vétSich cév se miize u SSc projevit jako plicni arteridlni hypertenze,
sklerodermicka rendlni krize a antralni vaskularni ektazie Zaludku (Gabrielli et al., 2009;
Kahaleh et al., 1979; Varga and Abraham, 2007).

Mezi dal$i symptomy SSc patfi myalgie (bolest sval), myopatie (postiZeni
vétSinou proximalnich svalovych skupin projevujici se svalovou slabosti), artralgie
(bolest kloubii) a ranni ztuhlost kloubii (Boin and Rosen, 2007; Gabrielli et al., 2009).
DalS$im projevem SSc je postiZeni traviciho traktu, pfi kterém dochazi k poruse motility,
atrofii hladkého svalstva a fibrotizaci tkani. Gastrointestinalni postizeni mize nasledné
vést krozvoji dysfagie (poruchy polykani), pyrézy (paleni Zahy), priijmu, nadymani a
zacpé (Gabrielli et al., 2009; Gyger and Baron, 2012; Varga and Abraham, 2007). VétSina
pacientii se SSc trpi plicnim postiZzenim, které je charakterizovano dusnosti a suchym
kasSlem. Dochazi k postiZeni plicnich cév (konkrétné k plicni arterialni hypertenzi), coz
miiZe vést az k srde¢nimu selhavani (Gabrielli et al., 2009; M. Hassoun, 2011; Varga and
Abraham, 2007). NejcastéjSimi manifestacemi srdec¢niho postiZeni jsou palpitace (buSeni
srdce), dusnost a pacient pocituje neobvyklé bolesti na hrudi (Parks et al., 2014). U SSc
muze dochazet k rozvoji sklerodermické renalni krize projevujici se rychle progredujici
oligurii aZ anurii, arteridlni hypertenzi a selhdnim ledvin s nutnosti hemodialyzy ve
vétsiné pripadt a/nebo koncici transplantaci ledvin (obr. 1D) (Sabir et al., 2013).

Mezi méné obvyklé projevy SSc patii postiZzeni nervového systému, pii kterém

dochazi k neuropatii hlavovych a perifernich nervili a k rozvoji syndromu karpdalniho
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tunelu. Nékteri pacienti se SSc v dlisledku fibrotickych zmén na slinnych zlazach vyvinou
sekundarni Sjogreniiv syndrom, ktery se jinak miiZe vyskytovat i jako samostatné
primarni/idiopatické revmatické onemocnéni projevujici se nejcastéji suchosti v ocich
(xeroftalmie) a ustech (xerostomie). Castym projevem SSc jsou i inkontinence, sexudlni
dysfunkce (impotence, pokles/ztrata libida, vulvodynie - bolesti v pochvé pri pohlavnim
styku), spontanni aborty a predcasné porody (Gabrielli et al.,, 2009; Varga and Abraham,
2007).

Obrazek 1: Klinické projevy systémové sklerodermie

A B

[A: koZni postiZeni, ztuhnuti a ztlusténi kiZe pripominajici voskovitou struktura, sniZzend pohyblivost
kloubti, dyspigmentace (porucha, tj. nadbytek ¢i nedostatek pigmentu), retrakéni defekty nad
metakarpofalangealnimi klouby, drapovité postaveni ruky vzhledem ke kontrakturam

B: Raynaudiiv fenomén, funkéni tepenné poruchy vedouci k charakteristickym dvou- nebo tfifazovym
barevnym zménym- zbéleni / zfialovéni / zCervenani koneck prstl

C: Vznik digitalnich ulceraci na podladé nedostate¢ného prokrveni postizenych perifernich oblasti
(vaskulopatie)

D: Zobrazeni tepenniho priitoku zdravé ledviny (vlevo) a ledviny u pacienta se sklerodermickou renalni
krizi (vpravo)]

Ptevzato z volné dostupné databaze EUSTAR- Eular Scleroderma Trials and Research (eustar.org)
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3.1.4. Patogeneze

Soucasné poznatky o patogenezi SSc poukazuji na tfi vzdjemné propojené
patologické procesy (obr. 2): (i) vaskulopatie postihujici cévni lizka, (ii) autoimunitni a
zanétlivé procesy a (iii) progresivni intersticidlni a perivaskularni fibréza. Patogenezi
SSc lze rozdélit na Casnou, prevazné zanétlivou, a pozdni, vice fibrotickou fazi, ve které

jiZ postupné dochazi k vstrebavani zanétlivého infiltratu (Varga and Abraham, 2007).

Obrazek 2: Patologické procesy

V.

Tkanova hypoxi
Poskozeni endotelu
Zména permeability endotelu
Adheze a migrace zanétlivych bunék

v

Zanet @ Fibroza
Autoimunita Sekrece cytokinti

CTGF,

Aktivace T a B lymfocyt, Syntéza kolagenu

monociil Produkce a akumulace ECM
yt ! , . Remodelace a ztuhnuti tkané
Th2 cytokinova polarizace .

Ztrata funkce
(1L ) Selhani organu
Produkce autoprotilatek Smrt g

Fibroblast amjgggg ?
Transdifereficiace

Progenitorové buriky: /
Pericyty D

Progenitorové buiiky kostnf
diené

Mezenchymadlni progenitorové
burky odvozené od monocytt
Buiiky epitelu (EMT)

Myofibroblast

(TGF-B: transformujici ristovy faktor beta, CTGF: rlstovy faktor pojivové tkané, PDGF: rlstovy faktor
krevnich desticek, ECM: extracelularni matrix, EMT: epitealné-mezenchymalni tranzice)
Prevzato a upraveno podle (Varga and Abraham, 2007).
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3.1.4.1. Vaskulopatie

Vaskulopatie (poSkozeni cév) a poSkozeni endotelu se povazuje za primarni
procesy v patogenezi SSc (Gabrielli et al., 2009), nebot Raynaudiv fenomén se u
pacientli s1cSSc vyskytuje i nékolik let pred rozvojem dalSich klinickych manifestaci,
jako je kozni fibréza, a patii téZ mezi prvni nejcastéjsi specifické symptomy u pacientli
s dcSSc. V casnych stadiich SSc tak dochazi ke vzniku mikrovaskuldrnich zmén: k
rozSifeni prlsvitu a sniZeni poctu kapilar a ke vzniku mikrohemoragii (drobnych
krvacivych projevil) v dlisledku poskozeni endotelu kapilar a extravazace. Na periferii
dochazi k apoptéze endotelidlnich bunék koznich kapilar, coZ se zda byt také dalSim
Ccasnym patofyziologickym procesem, ktery predchazi celkovému ubytku funkcnich
malych tepen a kozni fibréze, typickych priznakd v pozdéjsi fazi SSc (Kahaleh, 2008;
Manetti et al., 2010; Wigley, 2009). Dodnes neni stale presné znamo, co zpiisobuje toto
progresivni vaskuldrni postiZzeni. Mnoho studii se priklani k chronickému zanétu, ktery
z velké Casti prispiva k rozvoji vaskulopatie, ale nékteré prace poukazuji i na mozny vliv
environmentalnich faktort, zminénych v epidemiologii, na poskozeni endotelu (napf-.
vibrace, prace v chladném prostiedi).

Pritomnost perivaskularnich zanétlivych infiltrati, zejména T-lymfocyti a
makrofagii, v asné fazi onemocnéni indukuje aktivaci imunitniho systému (Manetti et
al., 2010). Zanétlivé bunky, endotelidlni buiiky a krevni desticky infiltrujici postizené
tkané jsou aktivovany a podnécuji uvoliiovani prozanétlivych cytokint (interleukinu 6,
IL-6), rlstovych faktorii (VEGF - vaskularni endotelialni ristovy faktor, PDGF - rlistovy
faktor z krevnich desticek) a chemokini, coZ vede k dal$i akumulaci zanétlivych bunék a
k rozvoji vaskulopatie.

Béhem vaskularnich zmén dochazi k progresivni ztraté endotelidlnich bunék
vdisledku indukce apoptotické bunécné smrti. Apoptéza endotelidlnich bunék
s naslednou ztratou funkénich kapilar vede k nedostatecnému zasobovani tkani
kyslikem a Zivinami (Manetti et al, 2010). Chronickd hypoxie nasledné aktivuje
reparacni mechanismy imunitniho systému, které se snazi o jeji korekci a vyvolavaji
nadprodukci VEGF a angiogenezi (novotvorbu kapilarni sité ze stavajicich poskozenych
kapilar), jenZ je u SSc neefektivni, chaotickd a desorganizovana, diky cemuZ vznikaji
cévni malformace, obrovské, vakovité a kerikovité kapilary (Distler et al.,, 2004). Dalsi
snahou o ndpravu je tvorba novych cév de novo (vaskulogeneze) z progenitort

endotelidlnich bunék, jejichZ pocet je vSak u SSc sniZen a vede tak k nedostate¢né
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vaskulogenezi (Distler et al., 2009). U SSc je porusena spravna funkce pericytt, které tak
zabranuji efektivni angiogenezi, migraci a proliferaci bunék endotelu a jsou zodpovédné
za perivaskularni depozici extracelularni matrix (ECM) a fibrézu (Varga and Abraham,

2007).

3.1.4.2. Imunitni systém a autoimunita

Autoimunita je povaZovana za jeden z hlavnich déji, ktery ma vyznamnou roli
v patogenezi SSc (Chizzolini et al, 2011; Varga and Abraham, 2007). Aktivace
imunitniho systému je typicka pro ¢asnou fazi SSc, ale stale neni zndmo, zda se jedna o
pricinu nebo o disledek endotelidlniho poskozeni. Perivaskularni zanétlivé infiltraty
jsou znatelné jiZ v pocatcich onemocnéni, coZ naznacuje, Ze rozvoj chronického a
perzistentniho zanétu prispiva k patogenezi SSc. Pritomnost zanétu v SSc kazi je ¢asto
detekovatelna jiz pred pocatkem vyskytu projevi fibrozy. Predpoklada se tedy, Ze teprve
cytokiny produkované zanétlivymi bunikami ptisobi na SSc fibroblasty, které nasledné
zvySuji produkci ECM. Mezi hlavni profibrotické mediatory patii TGF-f (transformujici
rastovy faktor beta), MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1) nebo CTGF (rlstovy
faktor pojivové tkané), které jsou produkované nejen zanétlivymi bunkami, ale i
keratinocyty, endotelidlnimi burilkami a fibroblasty (Christopher P Denton, 2001).
Zvysena exprese profibrotickych mediatorti v§ak pretrvava i po vstrebani zanétlivych
infiltrati. Ackoliv tento mechanismus neni doposud zcela objasnén, kontinualni sekrece
profibrotickych faktori vede kvyvoji aktivovaného fenotypu SSc fibroblasti
s pretrvavajici autonomni aktivaci i bez exogennich (prozanétlivych a/nebo
profibrotickych) stimuld.

Perivaskularni infiltraty v SSc kiZi jsou sloZeny zejména z T lymfocytd,
makrofagii a zirnych bunék a v mensi mire i z B lymfocytl. Pro SSc je charakteristicka
prevaha imunitni reakce zprostiedkovand Th2 lymfocyty nad reakci cytotoxickych Tc
lymfocytd. Th2 imunitni odpovéd’ ma vyznamnou roli v patogenesi SSc. Sérové hladiny
IL-4, ktery je typickym cytokinem produkovanym Th2 lymfocyty, jsou zvySené u
pacientii se SSc (Distler and Distler, 2008; Pannu and Trojanowska, 2004). IL-4 je
dilezitym regulatorem humoralni imunitni odpovédi, nebot podnécuje aktivaci B
lymfocytd a produkci protilatek, dale pak stimuluje proliferaci fibroblastl, zvysuje
produkci kolagenu a diferenciaci fibroblasti v o-smooth muscle actin (o-SMA)-

exprimujici myofibroblasty (tzv. aktivované fibroblasty odpovédné za zvySenou sekreci
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slozek ECM). Mimo jiné indukuje produkci profibrotickych cytokint TGF-3 a CTGF. Th1
imunitni reakce jsou na rozdil od Th2 zna¢né potlaCeny, coZ vede k sniZené sekreci
antifibrotickych cytokint IFN-y (interferon gama) a IL-10 (Distler and Distler, 2008;
Pannu and Trojanowska, 2004). B-lymfocyty utvari sice jen malou c¢ast bunék
zanétlivého infiltratu u SSc, i presto hraji vyznamnou roli v diagnostice SSc a
pravdépodobné i vjeji progresi. Abnormalni chronicka aktivace B lymfocytli vede k
nerovnovaze cytokint, kterd nasledné miize indukovat Th2 predominanci i vznik
fibrozy, nebot aktivované B-lymfocyty jsou zdrojem IL-6 a IL-10, které stimuluji
proliferaci fibroblastli a syntézu kolagenu (Gabrielli et al., 2009; Varga and Abraham,
2007). Zasadni patofyziologicky vyznam B lymfocytl je potvrzen pritomnosti
nespecifickych antinuklearnich protilatek (ANA) a dalSich pro SSc specifickych
autoprotilatek vséru u vétSiny pacienti se SSc (Gabrielli et al, 2009): napr. (i)
anticentromerové protilatky (ACA) - jsou silné asociovany s podtypem 1cSSc a s plicni
arterialni hypertenzi (ii) protilatky proti topoizomeraze I (anti-Scl-70) jsou typické pro
dcSSc a asociovany s hors$i prognézou a intersticidlnim plicnim postiZenim a (iii)
protilatky proti RNA III polymeraze jsou zas asociovany s vysSim rizikem rozvoje
sklerodermické renalni krize a s vyskytem nadora tzv. synchronnich s rozvojem SSc (.
vyskyt nadoru v pribéhu +- 2 let od prvnich symptomi SSc). Dosud vsak nebylo
k vyjadireni daného fenotypu SSc, se kterym jsou asociovany; zdali je jejich role
patognomickd anebo se jedna o epifenomén. Autoprotilatky proti bunkam endotelu
podnécuji jejich apoptézu. AvsSak pritomnost téchto autoprotilatek mize byt také
epifenoménem ndasledujicim po buné¢né smrti (Carvalho et al., 1996; Gabrielli et al,,
2009). Mezi dalsi autoprotilatky patii protilatky proti receptoriim pro PDGF (rlstovy
faktor z desticek), které paradoxné stimuluji syntézu kolagenu a produkci reaktivnich
forem kysliku. Nedavno byly detekovany vséru pacienti se SSc protilatky proti
receptoru pro angiotensin Il a receptoru pro endothelin-1, které indukuji profibrotickou
odpovéd’ fibroblasti. Kromé jejich stimulacnich efektli na fibroblasty, tyto protilatky
také koreluji s vaskuldrnim poskozenim a horSim priibéhem onemocnéni (Riemekasten

etal, 2011).
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3.1.4.3. Fibroza

Fibréza, dominantni rys SSc, je vysledkem abnormalni aktivity fibroblastt a jejich
nadbytec¢né produkce kolagennich vlaken a sloZzek ECM. ECM je sloZena z proteint, jako
jsou zejména kolageny a proteoglykany, dale pak fibriliny, fibronektiny a adhezni
molekuly. Za fyziologickych podminek je novotvorba a degradace ECM udrZovanaa
v rovnovaze prisnou regulaci dvou parametrl: (i) syntéza kolagenu fibroblasty a (ii)
degradace komponent ECM metaloproteindzami a dalS§imi enzymy. Tato rovnovaha je
u SSc porusena ve prospéch nadmérné syntézy kolagennich vlaken SSc fibroblasty, ktera
neni dostatecné kompenzovana zvySenou aktivitou kolagendz (Geyer and Miiller-
Ladner, 2011; Hunzelmann and Brinckmann, 2010; Varga and Abraham, 2007).

Hlavnimi bunécénymi efektory fibrogeneze jsou fibroblasty, které za normalnich
podminek udrzuji sloZeni ECM uvolnovanim jejich strukturnich slozZek, kolagenu a
fibronektinu a regulaci degradace ECM sekreci proteaz, kolagenaz. BEhem hojeni ran
jsou fibroblasty prechodné aktivovany a poté, co se rana zahoji a dojde k Gstupu zanétu
a profibrotickych podnéti, se opét navraci do klidového stavu na rozdil od fibroblastii u
pacientli se SSc, které ziistavaji trvale aktivovanymi (Geyer and Miiller-Ladner, 2011;
Chang et al., 2002). Pro aktivovany fenotyp fibroblasti je charakteristickd nadprodukce
kolagenu a dalSich sloZzek ECM, sekrece cytokinli a chemokinli a zvySend exprese
membranovych receptorii vazicich profibrotické mediatory (Pannu and Trojanowska,
2004). SSc fibroblasty také castéji podléhaji transdiferenciaci v myofibroblasty, vysoce
aktivovany, kontraktilni fenotyp, pro néjZz je charakteristickd exprese a-SMA. Za
fyziologickych podminek je pritomnost myofibroblastd limitovana jen po dobu hojeni a
utvarenti jizev. AvSak myofibroblasty u SSc pretrvavaji ve stavu podobného chronickému
hojeni ran (Desmouliére et al.) Pocet myofibroblasti je zvysSen v kiizi pacientii se SSc a
koreluje sintenzitou kozniho postizeni. Kromé fibroblasti podléhajicim
transdiferenciaci jsou dalsim zdrojem pro myofibroblasty epitelové buriky a progenitory
z kostni drené, které podléhaji za patologickych okolnosti (napf. tumorigeneze, rendlni a
plicni fibréza) epitelidlné-mezenchymalni tranzici (Varga and Abraham, 2007).

Autokrinni aktivace TGF-f byla popsana jako jeden z mechanismii Gc¢astnicich se
endogenni aktivace SSc fibroblastii. SSc fibroblasty na svém povrchu exprimuji zvySeny
pocet TGF-B receptord, coz vede krobustni odpovédi na TGF-f podnét (Pannu and
Trojanowska, 2004). Dale SSc fibroblasty reaguji na TGF-f stimulaci upregulaci PDGF a

CTGF receptorii. K dosaZeni plného fenotypu aktivovanych SSc fibroblast vSak nestaci
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pouze stimulace TGF-B, predpokladd se ucast dalSich mechanismil- epigenetické
modifikace, zmény signalnich drah integrini a mezibunécéné kontakty s dalSimi
bunécnymi typy vcetné bunék zanétlivého infiltratu, endotelu, epitelu a desticek (Varga
and Abraham, 2007).

TGF-B je pluripotentni rlistovy faktor s inhibi¢nimi i stimula¢nimi vlastnostmi,
kterymi plisobi na proliferaci, apoptézu a syntézu proteinti epitelidlnich bunék,
mezenchymalnich bunék a bunék imunitniho systému (monocyty, T lymfocyty) (Wahl,
2007) Ma vyznamnou roli jak v mnoha fyziologickych procesech, jako je embryogeneze
nebo hojeni (Massagué, 1998; McCartney-Francis et al., 1998), tak i v patologickych
procesech - napf. u nadori. Tento rastovy faktor je produkovan celou fadou bunék,
které jsou zapojeny do patogeneze SSc, vCetné fibroblastli, endotelidlnich bunék,
desticek a lymfocytd. TGF-f je pro svou schopnost stimulovat fibroblasty k aktivaci a
zvySené produkci sloZzek ECM fazen mezi hlavni regulatory fibrogeneze (Varga and
Abraham, 2007). U fibroblasti ziskanych od pacienti se SSc byla zjiSténa zména v
signalni draze TGF-f, kterd zplisobuje autokrinni stimulaci TGF-B, jenz vede k syntéze
kolagenu a dalSich komponenti ECM. Bylo prokazano, Ze transkripce kolagenu typu I a
dal$ich vice nez 60 riznych gent ECM je regulovana Smad dependentni signalni drahou
TGF-B (obr. 3). Je popsana i celd fada Smad nondependentnich signalnich drah TGF-f, ve
kterych je TGF-B signal prendsen z membrany do jadra pomoci rtznych kinaz (napf-
JNK, Rho, ERK, atd.) (obr. 4). Transdiferenciace fibroblastli v myofibroblasty je také
fizena TGF-B. TGF-B indukuje produkci i dalSich profibrotickych mediatori jako CTGF,
ktery je razen také mezi dilezité mediatory fibrogeneze u SSc (Blobe et al., 2000; Leask,
2009).

CTGF vyvolava proliferaci fibroblastli a endotelidlnich bunék a produkci slozek
ECM. CTGF slouzi mimo jiné i jako chemoatraktant pro mezenchymalni buriky. Nékolik
studii popsalo schopnost CTGF indukovat profibrotické geny, vcetné kolagenu typu I, v
synergii s TGF-f (Abraham, 2008). ZvySena exprese CTGF byla detekovana v kiizi
pacientti se SSc i u experimentalnich zvitecich modeli SSc. Byla prokazana signifikantné
vyssi exprese CTGF v koznich biopsiich pacientii se SSc oproti koZznim biopsiim od
zdravych kontrol a zvySené koncentrace CTGF uvolnéného zSSc fibroblasti do
supernatantu (Abraham, 2008).

PDGF je dtlezitym cytokinem v mnoha fyziologickych procesech, ale je také

soucasti patologickych reakci a je povazovan za klicového mediatorema u plicni
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arteridlni hypertenze a u plicni fibrozy (Heldin and Westermark, 1999). Makrofagy a
krevni desticky jsou hlavnim zdrojem tohoto cytokinu, ale je téZ uvolnovan dalSimi typy
bunék, jako jsou fibroblasty. Exprese PDGF a jeho receptoru byla pomoci
immunohistochemického barveni prokazana v kiizi pacienti se SSc, nikoliv vSak v kiizi
zdravych kontrol. Podminéna aktivace PDGF receptoru u mysich modeli taktéz vede

k rozvoji kozni i organové fibrézy (Trojanowska, 2008)(Stifano etal., 2011).

Obrazek 3: Smad-dependentni signalni kaskada TGF-f3

TGF-p
GFERI

TGFERII
Bunécna
membrana

smad2s @D \"/j(
Smad? . //\
Cytoplazma
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Jadro
P -
Syntéza kolagenu
. Proliferace
T keip&ni . Akumulatce ECM
ranskripeni Transdiferenciace
koaktivatory (napf. P300)

(Po navazani aktivniho TGF-f na TGF-$ receptor II. typu dochazi k heterodimerizaci a aktivaci
transmembranové serin-treoninové kinazy TGF-$ receptoru I. typu, ktera fosforyluje v cytoplazmé
pritomné proteiny Smad2 a Smad3. Ty tvoii komplex se Smad4, ktery je translokovan do jadra fibroblastu,
vate se na Smad Binding Element-sekvenci DNA a spole¢né s transkripnimi faktory a kofaktory (napt.
P300) reguluje expresi cilovych geni (hlavné komponent ECM).

TGF-f, transforming growth factor beta; TGFBRII, transforming growth factor beta type II receptor;
TGFBRI, transforming growth factor beta type I receptor; SBE, Smad Binding Element; p300, E1A binding
protein p300; ECM, extracelularni matrix)

Prevzato (Varga and Abraham, 2007)
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Obrazek 4: Smad-nedependentni signalni kaskada TGF-3
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(Po navazani aktivniho TGF-f na TGF-B receptor II. typu dochazi k heterodimerizaci a aktivaci
transmembranové serin-treoninové kinazy TGF-B receptoru I. typu, ktera fosforyluje v cytoplazmé
pritomné cetné kaskady kinaz, které spolecné s transkriptnimi faktory a kofaktory reguluji expresi
cilovych geni (hlavné slotek ECM) v jadie fibroblastu. Tyto signalni cesty mohou interagovat se Smad-
dependentni signalni kaskadou i plisobit zcela nezavisle.

TGF-B, transforming growth factor beta; TGFBRII, transforming growth factor beta type Il receptor;
TGFpRI, transforming growth factor beta type I receptor; TAK1, TGF- activated kinase 1; TAB1/2, TAK1-
binding protein 1/2; p38, p38 a JNK (c-Jun N-terminal kinase) jsou MAPKs (mitogen-activated protein
kinases); MEK, mitogen-activated protein kinase kinase; ERK1/2, extracellular-signal-regulated kinases;
Elk-1, E twenty-six (ETS)-like transcription factor 1; PI3K, phosphatidylinositol-3-kinases; PAK2, p21-
activated kinase 2; c-Abl, cytoplasm-Abelson tyrosine kinase; Akt/PKB, protein kinase B; ROCK, Rho-
associated, coiled-coil containing protein kinase 1; AP-1, acivator protein 1; EGR-1, early growth response
1; SP1, specificity protein 1; p300, E1A binding protein p300; CBP, CREB-binding protein; CBF, Core
binding factor)

Prevzato (Varga and Abraham, 2007)
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3.2.S100A4 protein

S100A4 protein (mts1 pEL, p9Ka, Fspl, CAPL, calvasculin) patti do velké skupiny
S100 proteint, ktera je tvorena vice nez 25 kyselymi proteiny o molekulové hmotnosti
10- 12 kDa. Poprvé byly detekovany v hovézim mozku a diky své schopnosti rozpoustét
se vel00% roztoku siranu amonného nasledné ziskaly pojmenovani S100 (Moore,
1965). DalSim charakteristickym znakem téchto proteinti jsou dva strukturalni
proteinové motivy, tzv. ,EF- vazebné domény*“, prostrednictvim nichz jsou tyto proteiny
schopné vazat vapenaté ionty s riiznou afinitou (Isobe and Okuyama, 1978). Po navazani
kalcia dochazi u S100 proteini ke strukturnim zménam, které umoziuji navazani cilové
molekuly (Santamaria-Kisiel et al., 2006). Kromé vapenatych ionti ovliviiuji strukturu a
plisobeni S100 proteinii také zinecnaté a médnaté ionty (Heizmann and Cox, 1998).
S100 proteiny se podileji na radé bunécnych procest jak v intracelularnim, tak
v extracelularnim prostiredi. Prevazna Cast proteinli z této skupiny se vsSak vyskytuje
intracelularné, kde se podileji na regulaci biologickych pochodii, mezi které patii napf.
proliferace, apoptéza, bunécnd motilita a remodelace ECM (Donato, 2003).
V extracelularnim prostiedi se S100 proteiny svymi funkcemi a chovanim podobaji
cytokiniim (Hofmann et al, 1999; Huttunen et al, 2000). S100 proteiny a jejich
modifikované exprese byly zkoumany a detekovany urfady onemocnéni, jako jsou
zanétliva, kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni, diabetes mellitus ci
alergie (Donato, 2003). Pomérné znacna ¢ast dosud identifikovanych ¢lenti S100 rodiny
se vSak ucastni a jejich zvySend exprese je spojovana s mnoha nadorovymi
onemocnénimi (Marx, 2004).

S100A4 je kysely termolabilni protein o molekulové hmotnosti 11 kD a byl
poprvé izolovin u mySi jako gen, ktery je tvofen metastatickymi bunkami
adenokarcinomu mlécné zlazy (Ebralidze et al.,, 1989). Pritomnost tohoto proteinu byla
detekovana jen ve velmi malém mnoZstvi i ve zdravé tkani, avSak doposud nejsou zcela
objasnény jeho funkce ve fyziologickém prostredi (Gibbs et al., 1995; Takenaga et al,,
1994).

Studie zabyvajici se S100A4 u mySi popsaly jeho moZnou tvorbu neurony,
bunkami hladkého svalstva, endotelidlnimi bunikami krevnich cév, epitelidlnimi
bunkami, jaternimi bunikami, parietalnimi burikami Zaludku, hnédou tukovou tkani a
nékterymi bunikkami imunitniho systému (Gibbs et al., 1995; Grigorian et al.). Pfitomnost

S100A4 proteinu, produkovaného imunitnimi buiikami (makrofagy, dendritickymi a
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Zirnymi buiikami, neutrofilnimi leukocyty a nékterym typem T lymfocytii), pericyty a
také synovidlnimi fibroblasty, byla prokazana ve stadiu chronického zanétu
(Klingelhofer et al., 2007).

Funkéni S100A4 protein je schopny utvaret homodimery, heterodimery
(S100A4/S100A1), oligomery ¢i multimery (Tarabykina et al., 2000; Wang et al., 2000).
Jako ¢len S100 proteinové rodiny, ma S100A4 jak intracelularni tak i extracelularni
funkce. Vintracelularnim prostfedi ovliviiuje a reguluje bunécné pochody
prostiednictvim vazby na cilové molekuly, mezi které patii napft. liprin 1 (Kriajevska et
al., 2002) a nesvalovy myosin II (Kriajevska et al., 1994), vyznamné molekuly pro adhezi
a motilitu bunék. Dilezitou roli hraje vazba S100A4 na tumor supresorovy protein p53,
vedouci k nasledné regulaci programované bunécné smrti - apoptéze (Davies et al.,
1993; Grigorian et al, 2001). Extracelularni S100A4 plisobi na angiogenezi
(Ambartsumian et al.,, 2001) a podili se na remodelaci ECM svym vlivem na produkci
proteolytickych enzymii (Senolt et al.,, 2006; Schmidt-Hansen et al., 2004). Dale bylo
zjiSténo, Ze S100A4 je v extracelularnim prostiedi schopen stimulovat migraci
astrocytickych tumorovych bunék (Belot et al, 2002) a rlst neuriti primarnich

hipokampalnich neuront (Novitskaya et al., 2000).

3.2.1. Vyznam S100A4 u nadorovych onemocnéni

Pri tvorbé nadorového bujeni dochazi k aktivaci velkého mnoZstvi regulacnich
molekul, které hraji klicovou roli vtomto komplexnim biologickém procesu
(Ambartsumian et al, 1996). Mezi zkoumané a studované regulacni molekuly
nadorovych onemocnéni patii i S1I00A4 protein, u kterého byl popsan vztah k tumortim
a metastazam jak u transgennich mysich modelq, tak u clovéka (Ambartsumian et al,,
1996; Gupta et al.,, 2003; Lee et al., 2004). Schopnost intracelularniho S100A4 vazat se
na cytoskeletdlni struktury vede kregulaci motility nadorovych bunék. Bylo také
zjiSténo, Ze u metastatickych bunék dochazi kinterakcim mezi S100A4 a téZkym
retézcem nesvalového myosinu, coZ ma za nasledek zmény dynamiky myosinu
(Kriajevska et al., 1994). Obdobné, vztah S100A4 proteinu s nesvalovym tropomyosinem
vede k rozkladu filament aktinu (Takenaga et al., 1994).

Podstatou vzniku metastaz je separace bunék z tumoru, jejich nasledny priinik do
krevniho recisté a adheze kokolnim bunkam. Tento proces je zprostredkovan
adhezivnimi molekulami, mezi které patii napriklad E-cadherin a laminin. Ve studiich,
zabyvajicich se mysimi i lidskymi nadory, byla prokazana korelace mezi expresi S100A4
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proteinu a transmembranovym glykoproteinem E-cadherinem. Bylo popsano, Ze
utlumenim exprese E-cadherinu by mohlo dojit k navozeni invazivniho chovani bunék
tumort exprimujicich S100A4 (Keirsebilck et al., 1998; Kimura et al., 2000). Dale bylo
pomoci in vivo pokusu zjisténo, Ze S100A4 protein je schopny se specificky vazat na
transmembranovy protein liprin 1, ktery hraje dtleZitou roli v signalni kaskadé
regulujici adhezi bunék (Kriajevska et al., 2002).

Dale byla diikladné zkoumana souvislost S100A4 proteinu s tumor supresorovym
proteinem p53, ktery patii mezi nejvyznamnéjsi faktory regulujici cyklus burky. Bylo
zjisténo, Ze v transformovanych a nadorovych bunkach dochazi k signifikantnimu
zvySeni tohoto proteinu oproti jeho mnozstvi v nemutovanych bunkach (Parker et al,,
1994). Studie zabyvajici se proteinem p53 prokazala pomoci experimenti na buné¢nych
liniich, Ze indukce S100A4 ovliviiuje expresi genli p21/WAF a bax, které jsou regulovany
pravé proteinem p53 (Grigorian et al., 2001). V pocatku nadorové progrese miliZze vést
zvySeni apoptdzy, jenz je zptisobena vazbou S100A4 na p53, ke ztraté normalni funkce
p53 a k zvySeni pritomnosti mutovaného p53 s naslednym vyvojem agresivnéjsiho
bunécného fenotypu (Grigorian et al., 2001). Redukce apoptézy byla pozorovana u mysi
s inaktivovanym genem pro S100A4, které byly vystaveny gama zateni (EL Naaman et
al., 2004).

Angiogeneze je nedilnou soucasti riistu tumorli a tvorby metastaz. S100A4
protein reguluje expresi trombospondinu 1 (Roberts, 1996) a enzymi podilejicich se na
degradaci matrix (Grigorian et al, 2001; Schmidt-Hansen et al., 2004), ¢imzZ je schopen
ovliviiovat proces novotvorby kapilar. Stimula¢ni experimenty u endotelovych bunék s
oligomerni formou S100A4 prokazaly sniZeni exprese genu pro trombospondin 1
(Grigorian et al., 2001; Schmidt-Hansen et al., 2004). In vitro pokusy odhalily indukéni
ucinky S100A4 oligomeru na chemotaktickou motilitu bunék endotelu, coZ muze
prispivat k zvySeni angiogeneze (Schmidt-Hansen et al., 2004). U endotelialnich bunék
byl také potvrzen vztah S100A4 proteinu k matrixmetaloproteinazam (MMPs), u nichz
doSlo po stimulaci extracelularnim S100A4 k zvySeni produkce MMP-13. Naopak sniZeni
exprese S100A4 u bunécné linie metastazujicich bunék vedlo ke sniZeni exprese mRNA
pro MMP-2, MMP-14 a TIMP-1 (Bjgrnland et al., 1999). U MMP-9 byly prokazany
podobné vysledky (Saleem et al., 2006). Dosavadni informace o progresivni funkci
S100A4 u nadorovych onemocnéni, které byly ziskany béhem posledniho desetileti,

potvrzuji, Ze S100A4 protein ma vyznamny vliv na agresivitu a invazivitu nadorovych
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bunék a vznik metastaz (Helfman et al., 2005).

3.2.2. Vyznam S100A4 u autoimunitnich onemocnéni

Experimenty s proliferujicimi synovidlnimi fibroblasty od pacientii s revmatoidni
artritidou (RA) prokazaly zvySené exprese nékterych gend, véetné S100A4 (Masuda et
al,, 2002). Pritomnost S100A4 mRNA byla detekovana v synovialni tkani pacientd s RA,
v intersticiu i povrchové vrstvé synovialni vystelky - synovialni intimné, oproti zdravé
kontrolni tkani. V na$i laboratofi byla detekovana zvysSena exprese S100A4 proteinu
nejen vsynovialni tkani, ale byly také nalezené zvySené koncentrace v synovialni
tekutiné a v plazmé pacienti s RA oproti kontrolni skupiné s osteoartrézou (0OA)
(Klingelhofer et al., 2007; Senolt et al., 2006). Dale byl zaznamenan rozdil ve strukture
S100A4 proteinu, ve které se vyskytuje v plazmé a v synovialni tekutiné u pacient s RA
a OA. U pacientl s RA se nachazi S100A4 v podobé bioaktivnich oligomeri, zatimco u
pacienti s OA byl piitomen ve vétSiné piipadd ve formé dimert. S100A4 protein je
exprimovan vétSinou bunék synovialni tkané (fibroblasty, buiikami imunitniho systému
a cévniho endotelu) oproti dalSim c¢lenim S100 rodiny, které se ucastni zejména
zanétlivych déji (S100A7, S100A8, S100A9 a S100A12). Extracelularni S100A4 protein
je schopny stimulovat tvorbu enzymil degradujicich matrix - MMPs u synovialnich
fibroblastii, stejné jako u vyse zminénych nadorovych bunék. Indukce exprese byla
prokazana pro MMP-1, MMP-3, MMP-9 a MMP-13 (Senolt et al., 2006). Klingelhofer a
jeho kolegové detekovali zvySenou expresi proteinu p53 v mistech synovialni tkdné u
pacientl s RA na rozdil od synovialni tkdné u pacienti s OA. Tumor supresorovy protein
p53 lze stabilizovat pomoci extraceluldrniho oligomeru S100A4, coZ vede k fosforylaci
v misté aminokyseliny Ser37 a tim k transkripci cilovych geni pro p53 (p21, bcl-2,
HDM2)(Klingelhofer et al., 2007). Dodnes vSak neni zcela objasnéna presna funkce a vliv
S100A4 na bunéc¢nou proliferaci ¢i apoptézu bunék synovialni tkané.

Doposud ziskané informace o S100A4 a jeho souvislosti s RA potvrzuji jeho
zvySenou pritomnost nejen lokalné v misté zanétu, ale také systémové v krevnim recisti
u téchto pacientd. Vmisté poruseni kloubni chrupavky je S100A4 produkovan
synovidlnimi fibroblasty a zanétlivymi bunkami, kde miiZe byt soucasti regulacnich
pochodi ovliviiujicich bunécnou proliferaci, apoptézu a tvorbu MMPs. Jedna ze studii
zkoumajici S100A4 protein detekovala pomoci western blotu a imunohistochemického
barveni jeho vyskyt i v artrotické chrupavce a chondrocytech na rozdil od normalni
tkané a bunék, kde nebyla zaznamendna jeho pritomnost. U chondrocyti byl navic
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prokazan stimulacni efekt extracelularniho S100A4 proteinu na produkci MMP-13
prostiednictvim receptoru pro pokrocilé glykacni produkty (RAGE). Aktivovany RAGE
receptor pomoci S100A4 nasledné vedl kaktivaci signdlni drahy NF-«B a k tvorbé
reaktivnich kyslikatych radikali (Yammani et al., 2006).

Nedavna studie potvrdila pritomnost S100A4 proteinu u zanétlivého
autoimunitniho onemocnéni kize, psoriazy. Zvysend exprese S100A4 byla detekovana
v postizené kiiZi u pacientli s psoridzou a také byla prokdzana zvysena sekrece aktivnich
multimernich forem (Zibert et al, 2010). Obdobné jako u tumorti a RA i zde hraje
S100A4 urcitou roli pii regulaci apoptézy skrze tumor supresorovy protein p53. Inhibici
S100A4 proteinu u imunodeficientnich mysi doslo k zuZeni epidermis a itlumu bunécné
proliferace (Zibert et al., 2010).

Dosavadni vysledky poukazuji na vyznamnou roli S100A4 proteinu v patogenezi
zanétlivych autoimunitnich onemocnéni. Dochazi klokalni indukci exprese S100A4
proteinu v mistech tkanového postiZeni, kde se podili na regulaci metabolickych déjt.
Avsak vsoucasné dobé stile neni zcela prostudovan presny mechanismus jeho

plisobeni.

3.2.3. Vyznam S100A4 u systémové sklerodermie

Ve studii nasi laboratofe ve spolupraci slaboratori v Erlangenu zabyvajici se
proteinem S100A4 u SSc byl popsan stimulujici efekt TGF-3 na expresi tohoto proteinu.
Indukce S100A4 zaroven zpétné podnécuje aktivaci a profibrotické ucinky TGF-f3
(Tomcik et al., 2015). Vztah S100A4 k SSc byl zkouman na dermalnich fibroblastech,
izolovanych z kozZni biopsie pacientli se SSc. ZvySena pritomnost S100A4 proteinu byla
detekovana v postizené ktzi pacientli se SSc oproti zdravym jedinclim, u nichz byla
exprese proteinu velmi nizka. Dale se studie zamérila na hlavni efektory v patogenezi
tohoto onemocnéni - fibroblasty a myofibroblasty, izolované z kozni biopsie pacientd se
SSc, u kterych pomoci imunofluorescence byla prokazana vyrazna exprese S100A4
proteinu. ZvySena koncentrace S100A4 pretrvavala v kultivovanych SSc fibroblastech i
nadale po nékolika pasazich oproti fibroblastim zdravych jedincti (Tomcik et al., 2015).
Tento fakt byl potvrzen analyzou S100A4 zbioptované kize mySich modeld s
experimentalné navozenou koZni fibr6zou. Vztah mezi TGF-# a S100A4 proteinem byl
zkouman na S100A4 pozitivnich SSc fibroblastech, u nichz byla rovnéz prokazana i

pritomnost fosforylovaného Smad2/3, coZ poukazuje na aktivaci kanonické signalni
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kaskady TGF-f3, ktera hraje klicovou roli u fibrotickych onemocnéni. Inaktivaci Smad3
doslo k utlumu stimulac¢nich efekti TGF- na expresi S100A4 (Tomcik et al., 2015). Tato
hypotéza byla také ovérena na dermalnich fibroblastech izolovanych ze zdravych
jedinct, které byly stimulovany profibrotickym mediatorem TGF-f, coz vedlo ke zvySeni
exprese S100A4 proteinu. Interakce téchto molekul neni jednostranna, nebot S100A4 se
podili na zesileni signalni kaskady TGF- u SSc a podnécuje jeji aktivaci ve fibroblastech.
Stimulace zdravych dermalnich fibroblasti pomoci S100A4 zpisobila nahromadéni p-
Smad2/3 v jadre a aktivaci Smad- dependentni transkripce cilenych geni jako je Smad7
¢i gent pro kolagen typu I, coZ vyvolalo nadprodukci kolagenu do supernatantu bunék.
Nasledna inhibice S100A4 proteinu nebo jeho deficit v mysich dermalnich fibroblastech
vedly ke sniZeni stimulac¢nich efekti TGF-f, snizeni akumulace pSmad2/3, dtlumu
Smad-dependentni signalizace i ubytku kolagenu (Tomcik et al., 2015). Mechanismy,
kterymi S100A4 je schopen regulovat Smad-dependentni drahu, jsou prozatim stale
neobjasnéné, avSak nedavna studie popsala u HEK-293 bunék (human embryonic
kidney) vzdjemnou interakci mezi S100A4 a Smad proteiny prostrednictvim vapenatych
iont,, ¢imz muaze S100A4 zprostredkovavat vazbu Smad proteinii na DNA nebo
propojeni mezi Smad proteiny a kofaktory, které se podileji na regulaci exprese TGF-f3 /
Smad-dependentnich gent (Matsuura et al,, 2010). Vysledky této prace vedly k zavéru,
Ze S100A4 je schopen ovliviiovat signalni drahu TGF-f3 a prispivat tak k jeji abnormalni

aktivaci v patogenezi SSc.
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3.3.Interleukin-35

Interleukin 35 (IL-35) je nejnovéjSim ¢lenem cytokinové rodiny IL-12, do které
jsou dale razeny kromeé IL-12 také IL-23 a IL-27. Cytokiny skupiny IL-12 jsou
heterodimerni proteiny sloZené ze dvou spole¢nych podjednotek a- (p19, p28 nebo p35)
a B-retézce (Ebi3 nebo p40) (Collison and Vignali, 2008). a-fetézec je tvoren Ctyfmi
vzajemné propojenymi a-helixy, coZ je také typickou strukturou pro cytokin IL-6,
granulocyty a makrofagy stimulujici faktor (GM-CSF), zatimco [3-fetézec sdili spole¢nou
stavbu s retézci rozpustnych cytokinovych receptorti (IL-6Ra). Propojeni specifickych
jednotek a a P fetézcli formuje jednotlivé cytokiny. Retézec p40 se paruje bud s p35
nebo pl19 a utvari IL-12 nebo IL-23 a druhy [-retézec Ebi3, ktery byl poprvé
identifikovan v infikovanych B-lymfocytech virem Epstein-Barrové, je propojen s p28
v IL-27 nebo p35 vIL-35 (Vignali and Kuchroo, 2012). Pro spravnou funkci a aktivitu
cytokinli je nutnd pritomnost obou podjednotek. PrestoZe maji spolecné jednotlivé
podjednotky a strukturni vlastnosti, lisi se expresi a efektorovymi vlastnostmi na buriky
imunitniho systému. IL-12 jevi pro-zanétlivé vlastnosti, které indukuji aktivaci CD4+* T-
lymfocyti prvniho typu (Th1l) a jejich imunitni odpovéd. Je produkovan antigen
prezentujicimi burikami, zejména dendritickymi bunikkami (DC) a monocyty a jeho
exprese muze byt spusSténa aktivovanymi T-lymfocyty (Del Vecchio et al, 2007).
Podobné vlastnosti najdeme u IL-23, ktery je také razen mezi pro-zanétlivé mediatory
spoustéjici Th1l odpovéd. IL-23 se dale podili na aktivaci NK-bunék a populace Th17
lymfocytt (Croxford et al,, 2012). Na rozdil od IL-12 a IL-23, ma IL-27 Siroké spektrum
imunomodula¢nich schopnosti. IL-27 podporuje vyvoj Thl a zaroven je schopen
inhibovat Th2 odpovéd a potlacovat efektorové T-lymfocyty v zavislosti na okolnim
mikroprostredi (Hunter and Kastelein, 2012).

Prvni informace o IL-35 byly popsany Dariem Vignali et al. v roce 2007. Zatimco
IL-12, IL-23 a IL-27 hraji vyznamnou roli v zanétlivych imunitnich reakcich, dle vétSiny
dosavadnich publikaci patfi IL-35 mezi imunosupresivni cytokiny. IL-35 je
heterodimerni protein sloZeny ze dvou podjednotek p35 a Ebi-3, ktery je produkovan
regulatnimi T-lymfocyty CD4+*CD25*FoxP3+* (Treg), nikoliv efektorovymi T-lymfocyty
jako u ostatnich ¢lenti IL-12 skupiny (Collison et al., 2007). Nedavné studie popsaly
schopnost IL-35 vytvaret novy typ indukovanych regulacnich T-lymfocytd (iTr35)
znaivnich CD4+ bunék, které nevyZaduji aktivaci transkripéniho faktoru FoxP3 a

nedochazi k produkci inhibi¢nich cytokinti TGF-B ¢i IL-10 (Xiang and Xie, 2015).
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Indukované Tr35 nasledné jevi silné tlumivé ucinky. Wang et al. popsal dalSi regulacni
ucinek IL-35 na regulacni B-lymfocyty, které po setkani sIL-35 formuji novou
subpopulaci Breg, a to Breg sekretujici IL-35 a IL-10 (Wang et al,, 2014). Nejnovéjsi
studie identifikovaly u autoimunitnich a infek¢nich onemocnéni pritomnost IL-35, jenz
byl vSak produkovan pravé vySe zminénymi Breg, které se vyznamné podilely na
negativni regulaci imunitnich odpovédi (Shen et al., 2014).

Hlavnim mechanismem IL-35, prostrednictvim kterého dochazi kregulaci
imunitni odpovédi, je potlaceni proliferace a efektorové funkce T-lymfocytli (Collison
and Vignali, 2008). Bylo zjiSténo, Ze za podminek chronické infekce nebo chronického
zanétlivého stavu potlacuje IL-35 ulohu T efektorovych bunék, vcetné Th17 bunék, coz
prispiva k utlumeni aktivity zanétlivych autoimunitnich onemocnéni (Niedbala et al.,
2007).

Poté, co je IL-35 exprimovan, plsobi na okolni bunky navazanim na IL-35
receptor. Receptor pro IL-35 je také sloZen ze dvou podjednotek IL-12RfB2 a gp130,
které se jednotlivé nachazeji i u receptor ostatnich clent IL-12 cytokinové rodiny
(Collison and Vignali, 2008; Collison et al., 2012). Nasledné po navazani a propojeni IL-
35 sjeho receptorem dochazi ksignalizaci prostrednictvim proteinti STAT rodiny
(Signal Transducer and Activator of Transcription), konkrétné pres STAT1 a STAT4,
které se po aktivaci translokuji do jadra, kde ptisobi jako transkripcni faktor ovliviiujici
geny pro p35 a Ebi3, coZ vede k zvySené expresi samotného IL-35 (Collison et al,, 2012).
Na rozdil od ostatnich Cleni je IL-35 schopen vést signalizaci i pres homodimer tvoireny
jednim typem podjednotek IL-35 receptoru. Avsak tato signalizace vede k ¢astecné
ztraté supresivni aktivity IL-35 oproti signalizacim indukovanych pres plné funkcni

heterodimerni receptor IL-12RB2/gp130 (Collison et al.,, 2012).

3.3.1. Vyznam IL-35 u nadorovych onemocnéni

Regulacni T-lymfocyty jsou specializované burlky imunitniho systému, které
udrZuji toleranci a zabranuji rozvoji autoimunitnich onemocnéni (Vignali et al., 2008),
avSak zaroven brani v aktivaci nadorové specifickych T-bunék. Vzajemné asociace mezi
regulac¢ni imunitni odpovédi a rozvojem ¢i progresi nadorli je popsdna v radé studif
zabyvajicich se malignitami (Betts et al., 2006; Knutson et al., 2007). Deplece Treg ci
potlaceni jejich supresorovych vlastnosti vede ke zvySeni anti-tumorové odpovédi.
Molekularni a bunécné pochody zodpovédné za zvysené mnoZstvi a udrzovani vyssich
koncentraci Treg béhem onemocnéni jsou prozatim stale nejasné. Pacienti s nadorovym
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onemocnénim vykazuji zvySeny vyskyt Treg, hlavné v mistech vyskytu tumoru, kde
dochdazi zejména k inhibici infiltrovanych cytotoxickych CD8+ T-lymfocyti (Cao, 2010).
Jejich pritomnost v nddorovém prostredi nasledné indukuje expresi IL-35, jenZ miiZe byt
vyznamnym faktorem, ktery ovliviiuje reakci efektorovych T-bunék a zaroven progresi
nddoru (Turnis et al, 2016). Exprese IL-35 byla zaznamenana u mnoha typl
nadorovych onemocnéni napt. melanom, B-buné¢ny lymfom, rakovina plic, kolorektalni
karcinom (Long et al,, 2013; Wang et al,, 2013; Zeng et al., 2013). V nedavné studii Wang
et al. popsal, Ze exprese a pritomnost IL-35 v mikroprostiedi nddoru vede k akumulaci
myeloidnich supresorovych bunék (MDSCs), které interaguji s dal$imi imunitnimi
buiitkami a reguluji jejich funkci. Dale vyznamné podporuje angiogenezi, coZ
podnécuje rist nadorovych bunék (Wang et al.,, 2013). Nedavna studie zkoumajici
vztah IL-35 k nddorovym onemocnénim (melanom metastazujici do plic, karcinom plic,
adenokarcinom tlustého stfeva) u mysSich modelli popsala inhibujici vliv IL-35 na
infiltrujici lymfocyty v misté postizeni a na proliferaci efektorovych bunék. Pritomnost
IL-35 dale podporovala progresi nadoru a korelovala i se zvySenou umrtnosti
experimentalnich modelli. Nasledna inhibice IL-35 vedla nejen k zvySeni proliferace a
aktivace efektorovych T-lymfocyt, ale i k zvySené sekreci zanétlivych cytokinti, coz
prispiva k aktivaci u¢inné protinddorové imunitni odpovédi (Turnis et al., 2016). Vliv
IL-35 byl dale zkouman u rakoviny prostaty, kde byly identifikovany specifické regula¢ni
CD8+ CTLA-4+ T-lymfocyty, jenZ vykazovaly supresorové vlastnosti jak in vivo, tak in
vitro. Avsak presny mechanismus tlumivych ucinkl téchto lymfocyti zlstava stale
nejasny. V dané studii se domnivaji, Ze kontinualni exprese CTLA-4+ by mohla mit sama
o sobé supresivni efekt, nebot zabranuje vazbé kostimulacnich molekul mezi T-
lymfocyty a antigen prezentujicimi burikami. Nicméné IL-35 exprimovan CD8+ CTLA-4+
T-lymfocyty se zda byt dllezitym mediatorem vedouci k toleranci, aniz by doslo
k primému buné¢nému kontaktu. Ackoliv je znamo, Ze IL-35 indukuje predevsim vznik
CD4+ Treg, v pripadé rakoviny prostaty byla popsana vyznamna role IL-35 v indukci
CD8+ Treg (Olson et al, 2012). ZvySena koncentrace IL-35 byla dale detekovana
v cytoplazmé nadorovych bunék u pacienti s hepatocelularnim karcinomem (Long et al.,

2016).
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3.3.2. Vyznam IL-35 u autoimunitnich onemocnéni

Prozatim nebyla stanovena presna role IL-35 u autoimunitnich onemocnéni.
VétSina studii, které se vénovaly uc¢inkiim tohoto cytokinu, byly provedeny zejména za
pouziti experimentalnich mysich modelli (Pope and Shahrara, 2013). Bylo prokazano, Ze
Treg ziskané z mysi s deleci genu pro jednotlivé podjednotky Ebi-3 ¢i p35 mély sniZenou
regula¢ni aktivitu, coZ naznacuje dtleZitou roli IL-35 v jejich spravné funkci (Collison et
al,, 2007).

IL-35 hraje vyznamnou roli pfi potlaceni rozvoje kolagenem indukované artritidy
u mysSich modeld. Mechanismus, kterym IL-35 zmirnil rozvoj zanétu, je prostiednictvim
supresivniho uc¢inku na rastovy faktor VEGF a jeho receptor, coZz vede ke snizeni
angiogeneze. Angiogeneze patii mezi klicové procesy vrozvoji artritidy (Wu et al,
2016). Dalsi studie prokazala tlumivé uc¢inky IL-35 na funkci Th17 lymfocytl a produkci
IL-17, coZz mélo také za ndasledek utlum rozvoje kolagenem indukované artritidy.
Supresivni Ucinky IL-35 na Th17 by mohly vést k potlaceni zanétlivych autoimunitnich
ucinek tohoto cytokinu v patogenezi kolagenem indukované artritidy u mysich modeld.
Zatimco nékteré studie potvrzuji protizanétlivé ucinky IL-35, které ovliviiuji Treg, Breg a
souvisejici cytokiny u zanétlivych onemocnénti strev, kolagen indukované artritidy nebo
jinych autoimunitnich onemocnéni (Collison et al., 2007, 2010; Kochetkova et al., 2010;
Niedbala et al., 2007; Wang et al,, 2014), dalsi studie popisuji naopak prozanétlivé
vlastnosti IL-35 u Lymeské artritidy ¢i kolagen indukované artritidy ovSem za odlisnych
experimentalnich podminek (Kuo et al., 2011; Thiolat et al., 2014).

Experimentalni myokarditida je dalSim typem autoimunitniho onemocnéni, ve
kterém hraji vyznamnou roli Th17 lymfocyty a jejich exprese IL-17. V této studii autofi
poukazali na moZné protektivni ucinky IL-35 v rozvoji myokarditidy, prostrednictvim
tlumivych a inhibi¢nich u¢inki na Th17 lymfocyty a IL-17 (Collison and Vignali, 2008).

Nase laborator nedavno detekovala zvysené sérové hladiny IL-35 u pacientl
s RA oproti kontrolni skupiné s OA. ZvySené koncentrace byly zaznamendny zejména
v Casné fazi onemocnéni u pacientd, ktefi doposud nebyly 1é¢eny na RA. Po zahajeni
1é6¢by u téchto pacientdl doslo ke sniZeni sérovych hladin IL-35 (Senolt et al.,, 2015a).
Vdalsi praci naSi laboratore byla detekovana i zvySena lokalni exprese IL-35
v synovialni tkani pacientd s RA oproti kontrolni tkani z OA ¢i psoriatické artritidy. Obé

podjednotky cytokinu byly exprimovany synovialnimi fibroblasty i mononuklearnimi
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bunikami periferni krve (PBMC), které byly stimulovany TNF-a, jenZ je hlavnim
prozanétlivym cytokinem v patogenezi RA. Samotny IL-35 indukoval expresi dalSich
prozanétlivych molekul v PBMC, které na rozdil od synovialnich fibroblastli exprimovaly
na svém povrchu obé podjednotky receptoru pro IL-35. Zatimco pritomnost [L-12R(32
podjednotky v RA i kontrolnich tkanich byla srovnatelna, podjednotka gp130 byla
vyrazné exprimovana vtkani RA (Filkova et al, 2015). Na zakladé téchto dat byl
nasledné zkouman IL-35 v synovialni tekutiné, kde byla detekovana vyrazné zvySena
koncentrace cytokinu u RA pacientli oproti OA pacientim. ZvySené hladiny IL-35
v synovialni tekutiné korelovaly s vyssi aktivitou onemocnéni, coZ mize byt zpisobeno
schopnosti IL-35 indukovat prozanétlivé molekuly v PBMC (Senolt et al, 2015a).
Zatimco setyto studie priklanéji k faktu, ze IL-35 ma vyznamnou prozanétlivou roli
v patogenezi RA, a to zejména v lokalnim misté zanétu, dal$i dvé studie zabyvajici se
sérovym IL-35 u RA popisuji zcela opacné vysledky. U obou projektii byly naméreny
vyrazné vys$i hladiny sérového IL-35 u zdravych jedinci v porovnani s RA pacienty
(Nakano et al., 2015; Ning et al,, 2015). Vyrazné niZsi hladiny sérového IL-35 u zdravych
kontrol byly také detekovany oproti pacientim se systémovym lupusem
erythematosus.NiZ$i hodnoty interleukinu asociovaly s vys$Si aktivitou onemocnéni.
Zaroven bylo u danych pacientii zaznamenano i vyznamné snizeni Treg oproti kontrolni
skupiné (Ouyang et al., 2014). Nedavna studie shrnula dosavadni poznatky vSech ¢lenti
rodiny IL-12 véetné IL-35 u sarkoiddzy, kde popisuji mozné imunosupresivni Gc¢inky IL-
35 a IL-27 pri navozeni remise u tohoto onemocnéni, avsak pro potvrzeni je zapotiebi

dal$ich studii (Ringkowski et al., 2014).

3.3.3. Vyznam IL-35 u systémové sklerodermie

Prozatim neni dostatek studii, které by se zabyvaly roli IL-35 v patogenezi SSc.
Nedavna studie prokazala zvysené hladiny IL-35 v séru pacientd s SSc oproti zdravym
kontrolam. Nezaznamenali vSak Zadné znacné rozdily hladin mezi jednotlivymi typy SSc,
difazni a limitovanou. Pacienti, ktefi vyvinuli plicni fibrozu, méli vyssi koncentrace IL-35
vséru oproti pacientim, u kterych se doposud neprojevilo zadné plicni postiZeni.

Asociace s jinymi organovymi postiZenimi zde nebyly prokazany (Dantas et al., 2015).
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3.4.Protein tepelného Soku 90 (Hsp90)

Prvni zminky o existenci proteint tepelného Soku (Hsps) byly popsany v roce
1974 v buiikach slinnych Zlaz Drosophily, u nichZ doslo ihned po expozici bunék vyssim
teplotdm k syntéze malého poctu proteini (Schlesinger, 1990). Tato skutecnost vedla
k objevu univerzalniho ochranného mechanismu, ktery prokaryotické a eukaryotické
buriky vyuzivaji k zachovani bunétné homeostazy a biologickych procesti (Lindquist and
Craig, 1988). V eukaryotickych burnikdch miiZe byt syntéza Hsps indukovana nejen
hypertermii, ale i fadou riznych stresovych situaci, které vedou k akumulaci non-
nativnich proteint, v€etné zmén v intracelularnim prostiedi, pritomnosti virové infekce
(Santoro, 2000) procest béhem hojeni a remodelace tkani (Laplante et al., 1998) nebo
vystaveni buiiky UV- zareni (Cao et al., 1999). Transkripce genii pro Hsps je aktivovana i
za fyziologickych podminek v pribéhu bunécného cyklu, vyvoje ¢i diferenciace a
proliferace bunky. Hlavni funkci téchto proteinli je rozpoznat a navazat nespravné
sbalené proteiny, které nasledné stabilizuji utvorenim spravné prostorové konformace.
Timto zplsobem jsou proteiny chranény pred degradaci v proteozomech. Dale hraji
dllezitou roli béhem transportu proteinli pres membrany. Hsps jsou razeny mezi
molekuldrni chaperony, které jsou rozdéleny do skupin podle své molekuldrni
hmotnosti (Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 a malé Hsp) (Lindquist and Craig,
1988).

Hsp90 s molekularni hmotnosti 90- kDa je vysoce konzervovany molekularni
chaperon, ktery je ptfitomen u bakterii a eukaryotnich organismd. Hraje vyznamnou roli
v mnoha bunéc¢nych procesech, v€etné rizeni bunécného cyklu a preZiti bunky (Burrows
et al, 2004; Echeverria and Picard, 2010; Pearl and Prodromou, 2000). Hsp90 je
vyzadovan pro spravné slozeni a aktivaci fady bunécnych proteinii a proteinovych
komplexi. Proteiny, které s Hsp90 interaguji, se komplexné nazyvaji ,klienti“ a spousta
z nich patfi mezi protein kinazy, transkripcni faktory, steroidni receptory, které hraji
dtlezitou roli v transdukci signalnich drah (McClellan et al., 2007). Hsp90 je dtleZitou
soucasti bunécné odpovédi na stresové situace a ma klicovou funkci pfi navozeni
bunécné homeastazy (Taipale et al.,, 2010).

U eukaryotnich organism nalezneme vice Hsp90 proteinovych homologl
pritomnych v cytosolu (Hsp90-a, Hsp90-B) ¢i v raznych bunécnych strukturach, jako
jsou endoplazmatické retikulum (endoplasmin/GRP-94) a mitochondrie (TRAP- protein

1 asociovany s TNF receptorem). Cytosolické isoformy Hsp90 jsou vysledkem genové
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duplikace, které nastaly Casné béhem evoluce eukaryot (Chen et al., 2006). Hsp90-a je
kédovan genem HSP90AA1 na lidském chromozomu 14q a patfi mezi inducibilni
proteiny, které jsou exprimovany pouze za jinych nez fyziologickych podminek (Zuehlke
et al, 2015). Hsp90-§ je kédovan genem HSP90AB1 na lidském chrmozomu 6p a je
konstitutivné exprimovan. I pres to, Ze sdili 85% identickych sekvenci, maji tyto
izoformy zcela odliSné vlastnosti (Millson et al., 2007; Taherian et al., 2008). Bakterialni
forma Hsp90 se nazyva HtpG a je obvykle neesencialni. Na rozdil od bakterii, eukaryota
vyZaduji funk¢ni cytoplazmaticky Hsp90 pro Zivotaschopnost za vSech fyziologickych i
nefyziologickych podminek (Lund, 2001). Nezbytna pritomnost Hsp90 tak umoZnila za
pouziti kvasinek podrobnéjsi analyzu jeho strukturnich a funkcnich vlastnosti (Meyer et
al,, 2003; Obermann et al., 1998). Molekularni podstata Hsp90 ve vazbé a vybéru svych
klienti je vSak stadle neznama. Doposud byl nejpodrobnéji prostudovan vztah Hsp90
s intracelularnim receptorem steroidnich hormont. Interakci Hsp90 s receptorem
predchazi asociace s komplexem dvou chaperont Hsp70/Hsp40, které jsou s Hsp90
propojeni pomoci ko-chaperonu Hop (Hsp70/Hsp90 organizujici protein) (Kimmins and
MacRae, 2000). Neni vSak jasné, ktera molekula z daného komplexu spolupracujicich
chaperonti zprostiedkovava specificitu ve vybéru proteinu. Specificita pro protein
kinazy, které predstavuji necastéjSi klienty, neni také dana samotnym Hsp90, ale
pravdépodobné adaptorovym proteinem Cdc37 (cell division cycle 37), ktery
zprostiedkovava vzajemnou vazbu obou molekul (Pearl, 2005).

Hsp90 je homodimer zavisly na ATP (adenosintrifosfat), ktery je sloZeny ze tii
flexibilnich ¢asti: N-termindlni doména vazajici molekulu ATP; prostiedni doména -
vazebné misto pro Kklienty skatalytickou smyckou; a C-termindlni doména
zprostiedkovavajici dimerizaci Hsp90 (Li and Buchner). Smyslem funkcnosti Hsp90 je
vazba a nasledna hydrolyza ATP. Po vazbé ATP dochazi ke konformac¢ni zméné Hsp90
z hydrofobni oteviené pozice do uzaviené, kdy dojde k doCasnému spojeni N-konctli
(Csermely et al, 1993). Prostrednictvim dimerizace N-terminadlnich domén dojde
k hydrolyze ATP a aktivaci Hsp90, coZ umozZni Gc¢inné navazani, stabilizaci a nasledné
uvolnéni klientskych proteint.

Mechanismus, kterym Hsp90 pisobi na své proteinové Klienty, je
ko-chaperon Hop nebo Cdc37, které slouZi jako adaptor a zprostredkovatel vazby mezi

Hsp70 a Hsp90; (iv) p23 protein (prostaglandin E syntaza 3), ktery zprostredkovava
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vazbu klienta; a (v) komplex chaperonti Hsp70-Hsp40, ktery umoZziiuje interakci Hsp90-
klient (Pratt et al., 2004).

V poslednich letech se stal Hsp90 hlavnim cilem pro lé¢bu nadorovych
onemocnéni (Neckers and Workman, 2012). Dale byl zkouman jako terapeuticky cil u
neurogenerativnich onemocnéni a pri rozvoji antivirotik (Geller et al.,, 2012; Kalia et al.,

2010).

3.4.1. Vyznam Hsp90 u nddorovych onemocnéni

Proteiny tepelného Soku patfi mezi ¢asto studované biologické markery malignit,
vzhledem ke svym protektivnim a stabilizatnim vlastnostem, které usnadiuji rist a
preziti nadorovych bunék. ZvySené hladiny Hsp molekularnich chaperonti byly
zaznamenany u fady nadorovych onemocnéni. Nadmérna exprese Hsp signalizuje u
pacientdl s konkrétnimi typy nadorl Spatnou prognézu - horsi odpovéd na terapii a
sniZenou pravdépodobnost preziti (Blagosklonny, 2001; Ciocca and Calderwood, 2005).
VétSina bunécnych pochodi je regulovana molekuldrnimi chaperony, zejména Hsp90 a
Hsp70, které jsou schopny se vazat na nékolik regula¢nich faktorti. Hsp90 ma hlavni roli
vregulaci mitogeneze a progresi buné¢ného cyklu, zatimco Hsp70 se ucastni ochrany
bunék proti spontanni i léky indukované apoptotické smrti. Chaperon Hsp90 je
nezbytny pro stabilizaci mnoha receptort, protein-kinadz a transkrip¢nich faktort, které
jsou soucasti signalnich drah bunécného ristu (Neckers and Ivy, 2003). Hsp90 je
vniman jako zprostiedkovatel rychlé reakce na extracelularni signaly, které jsou dtlezité
zejména v rozvoji a obnové bunék (Neckers and Ivy, 2003; Pratt et al., 2004). Cilené
farmakologické inhibitory Hsp90 zptsobuji degradaci klientského substratu a zamezeni
ristu nadoru prostrednictvim zastaveni bunék v G1 fazi bunécéného cyklu, zastaveni
morfologické a funkéni diferenciace a nasledné aktivace apoptotickych signalti (Neckers
and Ivy, 2003). Protein Hsp90 je vyZadovan pro stabilitu, aktivaci onkogenu HER2
(receptor 2 pro epidermalni riistovy faktor) a proteinti ucastnicich se HER2 signalni
drahy, které maji klicovou ulohu v preziti a riistu naddorovych bunék napf. u rakoviny
prsu (Mitri et al,, 2012; Neckers and Ivy, 2003). DalSi souvislost Hsp90 s nadorovym
bujenim byla zkoumana ve studii zabyvajici se karcinomem prostaty. Zde byla popsana
nadmérna aktivita ko-chaperonu Cdc37, ktery je vyzZadovan v Hsp90 komplexu,
jenzreguluje bunécny rist (Pearl, 2005). Cdc37 patii mezi proteiny, jejichz nadmérna
exprese je sama o sobé onkogenni. Nedavné studie popsaly asociaci Cdc37
s onkogennimi protein kindzami, vCetné Rafl (serinova/treoninova kinaza), Cdk4
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(cyklin-dependentni kinaza 4) a dalSimi proteiny: EGFRVIII (receptor pro epidermalni
rastovy faktor typu III) (Lavictoire et al.,, 2003), tumor supresor LKB1 (jaterni kinaza
B1)(Boudeau et al,, 2003). Jednim z kontrolnich faktord, které zamezuji vzniku nadoru,
je transkripCni faktor p53, ktery také patii mezi Hsp90 substraty. Tumor supresorovy
protein p53 je diilezitym faktorem, ktery rozpoznava poskozeni DNA béhem bunécného
cyklu. Je popsana zvysena exprese Hsp90 a Hsp70 u tumori s nespravnou funkci p53.
Obéma chaperontim je tak prikladan znacny efekt na stabilizaci a zméné konformace
mutovaného p53 proteinu (Pinhasi-Kimhi et al.).

Hsp90 patii mezi cile protinddorové terapie, diky svym interakcim s velkym
poctem proteind, které jsou nedilnou soucasti v radé biologickych regula¢nich procest.
Je identifikovana fada molekul asociovanych s ristem a preZitim nadorovych bunék,
které vyzaduji pro spravnou funkci a aktivaci pritomnost chaperonu Hsp90. Tyto
informace vedly k vyvoji farmaceutik inhibujicich funkce Hsp90 u riiznych typt malignit
(Kim et al.,, 2009; Uehara et al., 1986; Wong and Chen, 2009). Oproti normalnim buiikdm
jsou nadorové bunky vyrazné citlivéjsi k inhibici Hsp90. Mezi prvni dostupné inhibitory
Hsp90 patii napr. geldanamycin (GA), ktery byl objeven v Streptomyces hydroscopicus
(He et al., 2006). GA inhibuje funkci Hsp90 tim, Ze se navaZze na N-terminalni doménu do
mist, kam se vaZe molekula ATP potiebna k aktivaci Hsp90 (Neckers, 2006). Nékolik
studii vSak jiZ prokazalo nedostatky GA, jako je jeho Spatna rozpustnost a hepatotoxicita.
Nékteré nedostatky byly odstranény vyvinutim derivati GA - 17-AAG (tanespimycin) a
17-DMAG (alvespimycin), které jsou vice rozpustné a méné toxické, stale vSak maji
zachované protinadorové vlastnosti (Porter et al, 2010). Vsoucasné dobé jsou
v Klinickém vyvoji dalsi typy Hsp90 inhibitor(, synteticky vytvoirené malé molekulové
patfi napriklad slouceniny resorcinolu (Luminespib, Onalespib, Ganetespib)(Butler et
al, 2015). Nynéjsi vyzkumy se dale snazi zvysit protinadorovu terapii zavedenim

kombinace Hsp90 inhibitort s dalsi cilenou terapii, chemoterapii ¢i radioterapii.

3.4.2. Vyznam Hsp90 u autoimunitnich onemocnéni

Hsp proteiny neslouZi pouze jako molekularni chaperony, ale jsou zapojeny
v autoimunni a nadorové imunitni reakci a podileji se na prezentaci antigenu. Hsp
proteiny, konkrétné Hsp60, Hsp70 a Hsp90 jsou zvaZovany jako ucinné aktivatory
vrozené imunitni odpovédi (Tsan and Gao, 2004). Autoprotilatky a bunky reagujici na
pritomnost Hsp proteinii byly detekovany u pacientli srevmatoidni artritidou,
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systémovym lupus erythematodes (SLE)(Panchapakesan et al.,, 1992) a rouztrousenou
skler6zou (Georgopoulos and McFarland, 1993). Prozatim vSak nebyly objasnény
principy autoimunitnich reakci a produkce protilatek proti Hsp proteinim. Dosavadni
studie prokazaly mozZnou asociaci protilatek proti Hsp90 s IL-6 u pacientti se SLE, nebot’
hladiny autoprotilatek signifikantné korelovaly s rostouci koncentraci prozanétlivych
cytokinu (Ripley et al., 2001).

Studie zabyvajici se funkci Hsp90 u SLE vybrala tuto molekulu na zakladé jeho
interakci sreceptory pro steroidni molekuly, protoZe vétSina pacienti se SLE
podstupuje 1écbu kortikosteroidy. Domnivali se, Ze hladina Hsp90 by méla korelovat
s hladinou Kkortikosteroidi v intraceluldarnim prostredi (Stephanou et al, 1998).
Domnénka vSak nebyla nasledné u 60 pacientli potvrzena. Nicméné, v této studii
detekovali zvySené hladiny Hsp90 v PBMC u pacientl s aktivnéjsi formou onemocnéni
oproti pacientim s onemocnénim v Kklidové fazi a zdravym jedinctim, ¢i pacientim
s revmatoidni artritidou (Norton et al., 1989). Dalsi studie zjistila vyssi expresi Hsp90
vPBMC u pacienti strombocytopenii, coz je castym projevem antifosfolipidového
syndromu u SLE (Deguchi et al., 1987). ZvySena povrchova exprese Hsp90 lymfocyty a
monocyty byla prokazana pomoci priitokové cytometrie u pacienti se SLE, priCemz
zvySené hodnoty byly signifikantné odliSné od zdravych kontrol pouze v pripadé
lymfocytt (Erkeller-Yiiksel et al, 1992). U revmatoidni artritidy asociované
s intersticidlnim plicnim postiZenim (RA-ILD) byly prokazany autoprotilatky proti
citrulinovanym molekulam Hsp90. Vznik téchto autoprotilatek predchazi vzniku RA-ILD,
coZ poukazuje na vyznamnou dlohu autoprotilatek proti citrulinovanym Hsp90 v iniciaci
onemocnéni plic (Deane and Nicolls, 2013). ZvySené koncentrace protilatek proti Hsp90
byly naméfeny v séru pacienti s RA v porovnani s kontrolnimi séry. Pacienti s delSim
trvanim onemocnéni vykazovali vyssi hladiny anti-Hsp90 oproti pacientiim s ¢asnou fazi
RA (Hayem et al., 1999). Lokalni exprese Hsp90 byla zkoumana u svalovych onemocnéni
konkrétné u polymyozitidy (PM) a dermatomyozitidy (DM) v regenerujicich svalovych
vlaknech a nasledné porovnavana s normalnimi a non-regenerujicimi svalovymi vlakny.
V pripadé regenerujicich a vyvijejicich se svalovych vldken DM a PM byla nalezena
zvySena exprese Hsp90 a ubiquitinu oproti kontrolnim vzorkim. Zde se vSak autori
domnivaji, Ze zvySené exprese Hsp90 a ubiquitinu souvisi spiSe s myogenezi, kdy je
jejich sekrece do znacné miry regulovana aktivaci vyvojovych mechanismi, nez

samotnym onemocnénim (Bornman et al.,, 1996). Role Hsp90 je zvazovana v aktivaci
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mechanismi zabranujicich vzniku tkanového poskozeni, nebot byla detekovana jeho
zvySena hladina spolu s Hsp70 v poSkozenych svalovych vlaknech u svalové dystrofie a
idiopatickych zanétlivych myopatii (IIM). Hsp90 byl signifikantné zvySen
v cytotoxickych makrofazich invadujicich non-nekroticka vlakna u PM a myozitidy
s inkluznimi télisky (IBM). Hodnoty Hsp90 korelovaly s mirou svalového poskozeni (De
Paepe et al,, 2009). DM je spjata s vyssi expresi Hsp90 endotelialnimi butikami v cévach,
coz pravdépodobné slouZi jako ,danger” signal v pripadé cévniho poSkozeni. Imunitni
buriky, makrofagy a T-lymfocyty, které invaduji non-nekrotickd vldkna u PM a IBM,
exprimovaly zna¢né mnozstvi Hsp90 (De Paepe et al.,, 2012). Zatim tedy nebyla role

Hsp90 u IIM zcela objasnéna.

3.4.3. Vyznam Hsp90 u systémové sklerodermie

Role Hsp90 v patogenezi systémové sklerodermie neni zcela objasnéna, nebot
prozatim je velmi malo studii, které by se vénovaly tomuto tématu. Nase laboratot ve
spolupréci s laboratofi v Erlangenu se zajimala o mozZnou roliHsp90 u SSc (Tomcik et al.,
prostorovém uspoiadani TGF-p receptoru (Wrighton et al., 2008) a Src kinaz, které jsou
nezbytnou soucasti signalni kaskady TGF- (Beyer and Distler, 2013; Koga et al., 2006;
Skhirtladze et al, 2008). Jak bylo zminéno v kapitole o patogenezi SSc, TGF-B je
povazovan za hlavni profibroticky mediator. Inhibici Hsp90 doSslo k zvysené degradaci
TGF-B receptoru a Src kinaz v proteozomech (Wrighton et al.,, 2008), coZ vedlo ke
sniZeni aktivace signalni drahy TGF-f. NaSe laborator detekovala zvySené koncentrace
Hsp90 v kliZi pacientl se SSc oproti zdravym jedinciim, konkrétné ve fibroblastech a
endotelidlnich buiikdch ve svrchni vrstvé dermis a v keratinocytech epidermis. ZvySena
exprese Hsp90 byla taktéz detekovana u experimentalnich mysich modelii s navozenou
kozni fibrézou. Pomoci in vitro experimentli byly zaznamenany zvySené Koncentrace
Hsp90 na mRNA a proteinové urovni u kultivovanych SSc fibroblastli oproti zdravym
fibroblastiim, aniz by byly nécim stimulovany. Stimula¢ni efekt TGF-B na produkci
Hsp90 byl znatelnéjsi u kultivovanych zdravych fibroblasti oproti SSc fibroblastim,
nebot u SSc fibroblasti je kaskada TGF- nepretrzité aktivovana (Tomcik et al., 2014).

U mysich modelt, u kterych byla navozena kozni fibréza injikaci replikacné
deficientniho adeno-asociovaného viru (AAV) koédujiciho konstitutivné aktivni receptor

pro TGF-B 1. typu (TBRI), byla detekovana zvySena exprese Hsp90. Signalni kaskada
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TGF-B tedy miZe vyznamné ovlivnit u¢inky Hsp90 v koZni fibréze.

Tomcik et al. popsali sniZené profibrotické ucinky TGF-B prostrednictvim
inaktivace molekuly Hsp90. Tento jev byl prokdzan na zakladé experimentalnich pokust
s kultivovanymi fibroblasty z postiZené kiize SSc pacientl. Fibroblasty byly inkubovany
s Hsp90 inhibitorem 17-DMAG, coZ vedlo ke snizeni nahromadéni fosforylovaného
Smad2/3 proteinu, zabranéni diferenciaci fibroblastii v myofibroblasty a kompletné k
redukci stimulacnich efekti TGF-B na produkci slozek ECM do supernatantu. Autofi
dale prokazali, Ze inhibice Hsp90 silné potlacuje profibrotické efekty signalni drahy TGF-
B jak in vitro, tak in vivo. Lé¢ebnd terapie pomoci 17-DMAG vyrazné sniZila histologické
fibrotické nalezy, pritomnost kolagenu a zabranila aktivaci fibroblastGi u tii
preklinickych experimentalnich mySich modeldi, které predstavovaly rizna stadia SSc

(Tomcik et al., 2014).
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4. Metodika

4.1.Biologicky material

Vzorky krevnich plazem, sér a mononuklearnich bunek periferni krve (PBMC) od
pacientl se SSc a zdravych kontrol se srovnatelnym vékem a pohlavim byly ziskdny
z ambulantniho a liZkového oddéleni Revmatologického ustavu (RU) po podepsani
informovaného souhlasu schvaleného mistni etickou komisi. Pacientim a kontrolni
skupiné byly odebrany vzorky krve, z nichZ byly vyizolovany séra, plazmy a PBMC, které
byly pred dal$im zpracovanim uchovavany pri -80°C . Klinické tidaje pacienti se SSc byly
ziskany z registru pacienti se SSc v RU pro nasledné statistické analyzy.

Do studie sérové koncentrace S100A4 proteinu bylo zahrnuto celkem 33
pacientli (29 Zen a 4 muzi) se SSc, s medidnem véku 57 let a 20 zdravych kontrol se
srovnatelnym vékem a pohlavim. Podskupina pacienti s 1cSSc se skladala z 25 pacientti
a podskupina dcSSc z 8 pacientli. Pacienti splnovali klasifika¢ni kritéria pro SSc z roku
2013 podle EULAR (The European League Against Rheumatism) a ACR (American
College of Rheumatology)(van den Hoogen et al., 2013; 1981). Klinicka charakteristika
pacienti a kontrolni skupiny je uvedena v tabulce 1.

Pro analyzu sérového IL-35 bylo pouzito 40 pacientl (35 Zen a 5 muzili) se SSc
s medidanem véku 57 let a 40 zdravych jedincli se srovnatelnym vékem a pohlavim.
Podskupina 1cSSc obsahovala 31 a skupina dcSSc 9 pacientli. Pacienti opét splitovali
klasifika¢ni kritéria pro SSc podle ACR/EULAR 2013. Klinickd data tyto skupiny jsou
zobrazena v tabulce 2.

Pro naméreni extraceluldrnich koncentraci Hsp90 v krevni plazmé, bylo pouzito
40 pacientti se SSc (35 Zen a 5 muzli) s medidnem véku 53,9 let a 40 zdravych kontrol se
srovnatelnym vékem a pohlavim. Pacienti se 1cSSc tvorili skupinu 30 jedinct, zatimco
dcSSc pacientli bylo 10. Pacienti spliovali klasifika¢ni kritéria pro SSc dle ACR/EULAR
2013. Klinicka data jsou zobrazena v tabulce 3.

Exprese vysSe zminovanych molekul S100A4, IL-35 a Hsp90 na mRNA tdrovni
z PBMC byla méfrena u 40 pacientti se SSc (34 Zen a 6 muzii), s medianem véku 51 leta u
40 zdravych jedinci se srovnatelnym vékem a pohlavim. Podskupina pacientii s 1cSSc
byla tvofena 21 jedinci a podskupina dcSSc 19 pacienty. Pacienti opét spliovali kritéria
pro SSc podle ACR/EULAR 2013. Klinické udaje jsou znazornény v tabulce 4.

Dermalni fibroblasty byly izolovany z bioptovanych koZnich 1ézi 19 pacientli se
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SSc (16 Zen a 3 muzi) s medianem véku 52 let a 12 zdravych jedincili se srovnatelnym
vékem a pohlavim. Sedm pacientli mélo diaknostikovano 1cSSc a 12 dcSSc. Pacienti
splnovali klasifikac¢ni kritéria pro SSc dle ACR/EULAR 2013. Klinicka charakteristika je
znazornéna v tabulce 5.

Kontrolni skupiny pro porovnani jednotlivych namérenych hodnot byly tvoreny
zdravymi jedinci, kterym doposud nebyla diagnostikovana Zadna nadorova i
autoimunitni onemocnéni. Kontrolni soubor jedinci byl dale vybran na zakladé
srovnatelného véku a pohlavi se souborem SSc pacienti (tab. 1,2,3,4). VSichni pacienti a

zdravi jedinci poskytli informovany souhlas se zarazenim do studie.

Tabulka 1: Klinicka charakteristika pacientli a zdravych kontrol pro analyzu sérového

S100A4

Parametry Pacienti se SSc Zdravé kontroly
Pocet 33 20
Pohlavi (zena / muz) 29 / 4 17 /3

Vék median (rozsah)

57 let (32 - 69)

56 let (30 - 67)

Trvani nemoci median (rozsah)

4,2 let (0,5 - 11)

dcSSc / 1eSSc

8/25

Pozitivita ANA

31 /33 (94 %)

Pozitivita anti-Scl70

12 /33 (36 %)

Pozitivita ACA

6 /33 (18 %)

Raynaudiv fenomén

33 /33 (100 %)

PostiZzeni GIT

27 / 33 (82 %)

Artralgie a/nebo artritida

17 /33 (52 %)

Plicni fibréza

22 /33 (67 %)

Plicni arterialni hypertenze

5 /33 (15 %)

PostiZeni srdce

4 /33 (12 %)

PostizZeni ledvin

1/33(3%)

Digitalni ulcerace

10 / 33 (30 %)

(dcSSc: diftizni systémova sklerodermie, 1cSSc: limitovana systémova sklerodermie, ANA: anti-nuklearni
autoprotialatky, anti-Scl70: autoprotilatky proti topoisomeraze I, ACA: anti-centromerové autoprotilatky,

GIT: gastrointestinalni trakt)
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Tabulka 2: Klinickad charakteristika pacientii a zdravych kontrol pro analyzu sérového

IL-35
Parametry Pacienti se SSc Zdravé kontroly
Pocet 40 40
Pohlavi (Zena / muz) 35/5 35/5

Vék median (rozsah)

57 let (30 - 71)

55,5 let (30 - 70)

Trvani nemoci median (rozsah)

3 roky (0,5 -18)

dcSSc / 1cSSc

9/31

Pozitivita ANA

38 /40 (95 %)

Pozitivita anti-Scl70

12 /40 (30 %)

Pozitivita ACA

9 /40 (23 %)

Raynaudiv fenomén

40 / 40 (100 %)

Postizeni GIT

34 / 40 (85 %)

Artralgie a/nebo artritida

22 /40 (55 %)

Plicni fibréza

24 / 40 (60 %)

Plicni arteridlni hypertenze

10 / 40 (25 %)

Postizeni srdce

12 / 40 (30 %)

PostiZeni ledvin

6 /40 (15 %)

Digitaln{ ulcerace

10 / 40 (25 %)

(dcSSc: diftizni systémova sklerodermie, 1cSSc: limitovana systémova sklerodermie, ANA: anti-nuklearni
autoprotialatky, anti-Scl70: autoprotilatky proti topoisomeraze I, ACA: anti-centromerové autoprotilatky,

GIT: gastrointestinalni trakt)
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Tabulka 3: Klinickd charakteristika pacienti a zdravych kontrol pro analyzu

plazmatického Hsp90

Parametry Pacienti se SSc Zdravé kontroly
Pocet 40 40
Pohlavi (Zena / muZ) 35/5 35/5
Vék median (rozsah) 5391et (30-71) 5391et (43-70
Trvani nemoci median (rozsah) 3 roky (0,5 -18) -
dcSSc / 1cSSc 9/31 -
Pozitivita ANA 38 /40 (95 %) -
Pozitivita anti-Scl70 12 /40 (30 %) -
Pozitivita ACA 9 /40 (23 %) -
Raynaudiv fenomén 40 /40 (100 %) -
Postizeni GIT 34 /40 (85 %) -
Artralgie a/nebo artritida 22 /40 (55 %) -
Plicni fibréza 24 /40 (60 %) -
Plicni arterialni hypertenze 10 /40 (25 %) -
Postizeni srdce 12 /40 (30 %) -
Postizeni ledvin 6 /40 (15 %) -
Digitalni ulcerace 10 /40 (25 %) -

(dcSSc: diftzni systémova sklerodermie, 1cSSc: limitovana systémova sklerodermie, ANA: anti-nuklearni
autoprotialatky, anti-Scl70: autoprotilatky proti topoisomeraze I, ACA: anti-centromerové autoprotilatky,
GIT: gastrointestinalni trakt)
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Tabulka 4: Klinicka charakteristika pacienti a zdravych kontrol pro analyzu PBMC

Parametry Pacienti se SSc Zdravé kontroly
Pocet 40 40
Pohlavi (Zena / muZ) 34/6 34 /6
Vék median (rozsah) 50,5let (27 -70) 50,5 let (27 - 71)
Trvani nemoci median (rozsah) 2 roky (0,5 -18) -
dcSSc / 1eSSc 9/31 -
Pozitivita ANA 39 /40 (97,5 %) -
Pozitivita anti-Scl70 16 / 40 (40 %) -
Pozitivita ACA 5/40 (12,5 %) -
Raynaudiv fenomén 39 /40 (97,5 %) -
Postizeni GIT 15 /40 (37,5 %) -
Artralgie a/nebo artritida 18 / 40 (45 %) -
Plicni fibréza 22 /40 (55 %) -
Plicni arteridlni hypertenze 6 /40 (15 %) -
PostizZeni srdce 20 /40 (50 %) -
PostizZeni ledvin 26 /40 (65 %) -
Digitalni ulcerace 8 /40 (20 %) -

(dcSSc: diftizni systémova sklerodermie, 1cSSc: limitovana systémova sklerodermie, ANA: anti-nuklearni
autoprotialatky, anti-Scl70: autoprotilatky proti topoisomeraze I, ACA: anti-centromerové autoprotilatky,
GIT: gastrointestinalni trakt)
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Tabulka 5: Klinicka charakteristika bioptovanych pacienti

Parametry SSc pacienti Zdravé kontroly
Pocet 19 12
Pohlavi (Zena / muZz) 16 /3 10/2

Vék median (rozsah)

52 let (19 - 69)

50 let (20 - 67)

Trvani nemoci median (rozsah)

4 roky (0,5-11)

dcSSc / 1cSSc 12 /7 -
19 /19 (100 %) -
8/19 (45 %) -
4 /19 (25 %) -
19 /19 (100 %) -
16 /19 (85 %) -
3/19 (20 %) -
8 /19 (45 %) -
2/19 (15 %) -
2/19 (15 %) -

Pozitivita ANA

Pozitivita anti-Scl70

Pozitivita ACA

Raynaudtv fenomén

Postizeni GIT

Plicni fibréza

Plicni arteridlni hypertenze

Postizeni srdce

Postizeni ledvin

(dcSSc: diftizni systémova sklerodermie, 1cSSc: limitovana systémova sklerodermie, ANA: anti-nuklearni
autoprotialatky, anti-Scl70: autoprotilatky proti topoisomeraze I, ACA: anti-centromerové autoprotilatky,
GIT: gastrointestinalni trakt)

4.2.Pouzité metody

4.2.1. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Koncentrace sledovanych biomarkert byla stanovena v krevni plazmé a séru
pomoci metody ELISA s pouzitim komercné dostupnych kit (tabulka 6). Absorbance
byla namétena pomoci ELISA readeru Sunrise (Tecan, Mannedort, Svycarsko) pii vinové
délce 450 nm. Vysledna data byla vyhodnocena pomoci programu Kim 32 (Schoeller

Instruments, Praha, Ceska republika).
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Tabulka 6. Pouzité ELISA kity

Biomarker Vyrobce
S100A4 CycLex/CircuLex, Nagano, Japonsko
IL-35 Cloud-Clone Corp., Houston, USA
Hsp90 eBioscience, Viden, Rakousko

Vybrané vzorky byly vZdy pred pouZitim rozmraZeny a spolu s roztoky z ELISA
kitu vytemperovany na laboratorni teplotu. ELISA kity obsahovaly i chemikalie, které
nebyly pripraveny k pfimému pouZiti. Dané sloZky i jednotlivé vzorky byly natedény ci
rozpustény v uvedeném mnozstvi destilované vody (dH20) nebo pritomnych redicich
roztocich dle navodu. Standardni, tedy kontrolni, fada sedmi vzorki v doubletu byla
vytvorena postupnym redénim standardu o pfedem znamé koncentraci. Dvé posledni
jamky obsahovaly pouze fedici roztok, ktery fungoval jako ,blank“, jehoZ priimérna
absorbance byla nasledné odectena od vyslednych absorbanci ostatnich vzorkd. Vzorky i
jednotlivé roztoky byly pred pouZzitim vzdy promichany pomoci vortexu. Jednotlivé
postupy pro naméieni biomarkera v séru ¢i plazmé SSc pacientli a zdravych kontrol byly

provedeny podle ptiloZeného navodu od vyrobce.

4.2.2. lzolace RNA

Celkova RNA byla izolovana z mononuklearnich bunék periferni krve pomoci
izola¢niho kitu miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) podle protokolu vyrobce.
Prace probihala v laminarnim boxu s vyuzitim vhodnych pristrojii a materialu pro praci
s RNA v mistnosti uréené pouze pro izolaci RNA. Zbytkova kontaminace DNA byla
odstranéna pomoci DN4za setu bez RNaz (Qiagen, Hilden, Germany) podle doporuceni
vyrobce. Vyizolovana mRNA byla nasledné uchovavana pri -80°C.

Celkova RNA z dermalnich fibroblastli byla izolovana pomoci komerc¢niho kitu
NucleoSpin® RNA II Total RNA Isolation Kit (Macherey-Nagel, Diiren, Némecko) podle
navodu vyrobce.

Ovéreni koncentrace a Cistoty izolované RNA bylo zméreno na spektrofotometru
a nasledné vyhodnoceno pocitacovym programem NanoDrop 2000 (ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA). Pro ovéreni bylo pouzito 1,5 pl vzorku, jako blank byla
pouzita voda bez RNaz. Koncentrace byla stanovena prostrednictvim absorbance pri

vlnové délce 260 nm, Cistota pri vinovych délkach 260 a 280 nm.
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4.2.3. Reverzni transkripce a kvantitativni polymerazova fetézova reakce (PCR)

Po dobu pripravy RNA na reverzni transkripci a komplementarni DNA (cDNA)
pro PCR byly vzorky a reakéni smési neustale na ledu. V ptipadé, Ze ihned po skonceni
revezrni transkripce neprobéhla kvantitativni PCR metoda, byly vzorky uchovany v -
20°C. Genomicka kontaminace a formace dimerd z primerd byly vylou¢eny pomoci
vzorkli cDNA, které byly reverzné transkribovany bez pouZiti reverzni transkriptazy a

vzorka bez cDNA.

4.2.3.1. Reverzni transkripce a kvantitativni PCR RNA vzorkt z PBMC

Ze vsech vzorki izolované RNA bylo odebrano mnoZstvi o koncentraci 100 ng/ul,
které bylo pouzito pro piepis do cDNA. Pro reverzni transkripci provedenou v piistroji
MyCycler (BioRad, Hercules, USA) steplotnim profilem, uvedenym v tabulce 7, bylo
zapotiebi celkem 20 pl objemu, z néhoz 10 pl tvorila samotnd RNA a 10 pl reakéni smés
uvedena v tabulce 8. Vyslednd cDNA byla natfedéna 50 pL vody pro PCR, abychom

ziskali koncentraci 2 ng/pl ve vSech vzorcich.

Tabulka 7. Protokol pro priibéh transkrip¢ni reakce

CyKlus (pocet opakovani) Teplota Cas
1. (1x) 25°C 10 min
2 (2x) 37°C 60 min
3. (1x) 85°C 5 min
4 (1x) 4°C oS

Tabulka 8. Reak¢ni smés (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

Reakéni pufr (10x RT Buffer, 100 mM) 2l
Smés dNTP (dNTP Mix, 100 mM) 0,8 ul
10x Random Primers 2ul
Reverzni transkriptdza (Mustiscribe™ Reverse Transcriptase, 50 U/uL) 1l
Voda pro PCR (Nuclease free H20) 4,2 pl
Reakéni smés (celkové mnozstvi na jednu reakci) 10 pul
RNA (celkové mnozstvi na jednu reakci) 10 pl
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Vzniklé ¢cDNA vzorky byly pouZzity pro analyzu gend, uvedenych v tabulce 9,
prostrednictvim kvantitativni PCR metody. Jako endogenni kontrola byla pouZita
eukaryotni ribozomalni RNA (rRNA) 18S. Pro kvantitativni PCR reakci bylo zapotrebi
celkem 25 pl objemu, z néhoZ tvorila 3 pl cDNA o koncentraci 2 ng/ pL a 22 pl reakéni
smeés viz tabulka 10. Reakce probihla v pristroji 7900HT Fast Real-Time PCR System s
vyuzitim programu SDS 2.4 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) za pouziti

teplotniho modulu popsaného v tabulce 11.

Tabulka 9. Pouzité sondy (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

Nazev sondy Katalogové cislo
HSP90AA1, ID:Hs00743767_sH 4331182
HSP90AB1, ID:Hs03043878_g1 4331182
Ebi-3, ID: Hs01057148_m1 4331182
IL-12A,1D: Hs01073447_m1 4331182
S100A4, ID: Hs00243202_m1 4331182
18S, ID: Hs03003631_g1 4331182

Tabulka 10. Reakéni smés pro PCR (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA)

TagMan® Universal PCR Master Mix 12,5 ul
Sonda (viz tab. 9) 1,25 ul
Voda pro PCR (Nuclease free H20) 8,25 ul

Reaké¢ni smés (celkové mnozstvi na jednu reakci) | 22 pl

cDNA (celkové mnozZstvi na jednu reakci) 3l

Tabulka 11: Prabéh kvantitativni PCR reakce

Cyklus (pocet opakovani) Teplota Cas
1. (1x) 50 °C 2 min
2. (1x) 95°C 10 min
95°C 15s
3. (45x%)
60°C 1 min
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4.2.3.2. Reverzni transkripce a kvantitativni PCR RNA vzorkli z dermalnich
fibroblastt
RNA byla prevedena do cDNA v celkovém objemu 10 pl, z ¢ehoz 3,85 ul tvorila
vyizolovana RNA a 6,15 pl reakéni smés viz tab. 12. Reverzni transkripce byla provedena
vtermocykleru Biometra Tpersonal thermocycler (Biometra GmbH, Goéttingen,

Némecko) s priibéhem uvedenym v tabulce 13.

Tabulka 12: Reak¢ni smés reverzni transkripce (Applied Biosystems, Darmstadt,

Némecko)

10x tagMan RT Buffer 1ul

Smés dNTP 2ul

Random hexamers 0,50 ul
Reverzni transkriptaza 0,25 ul
Inhibitor RNaz 0,20 ul
MgCl, 25nM 2,20 ul
Reakéni smés (celkové mnozstvi na jednu reakci) 6,15 pl
RNA (celkové mnoZstvi na jednu reakci) 3,85l

Tabulka 13: Priibéh reverzni transkripce

Cyklus (pocet opakovani) | Teplota Cas
1. (1x) 20 °C 10 min
2 (1x) 48°C 30 min
3. (1x) 95°C 5 min
4 4°C 00

Exprese vybranych genti byla kvantifikovana pomoci SYBR Green real time-PCR
(tab. 14, 15) spouzitim detekéniho systému ABI Prism 7300 Sequence (Life
Technologies, Darmstadt, Némecko). Specifické pary primerti pro dany gen byly
navrzeny v softwaru Primer3 odbornymi pracovniky. Seznam sekvenci pouZitych
primerd je uveden vtabulce 16. Analyzované geny byly normalizované vuci

»housekeeping” genu (-actinu, ktery slouZil jako endogenni kontrola.
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Tabulka 14: Reak¢ni smés pro PCR (Applied Biosystems, Darmstadt, Némecko)

Master Mix SYBR 5ul
Primer fwd a rev (viz tab. 15) 2x 0,8 ul
Voda pro PCR (Nuclease free H20) 2,9 ul
Reak¢ni smés (celkové mnozZstvi na jednu reakci) 9,5ul
cDNA (celkové mnozstvi na jednu reakci) 0,5ul

Tabulka 15: Prabéh kvantitativni PCR reakce

CyKlus (pocet opakovani) Teplota Cas

1. (1x) 95 °C 3 min
95°C 20s

2. (40x)
60°C 20s
95°C 1 min

3. (1x) 55°C 30s
95°C 30s

Tabulka 16: Seznam sekvenci pouzitych primeri pro analyzu genové exprese

Primer Sekvence (5’ 3’)
human f-actin fwd AGAAAATCTGGCACCACACC
human B-actin rev TAGCACAGCCTGGATAGC
human EBI3 fwd CACGTACAGGCTCGGCAT
human EBI3 rev AGCTCCCTGACGCTTGTAAC
human p35 fwd TTCCCATGCCTTCACCACTC
human p35 rev ACTCCCATTAGTTATGAAAGAGGTC
human COL1A1 fwd TCAAGAGAAGGCTCACGATGG
human COL1A1 rev TCACGGTCACGAACCACATT
human COL1A2 fwd GGTCAGCACCACCGATGTC
human COL1A2 rev CACGCCTGCCCTTCCTT
human PAI-1 fwd TCATTGCTGCCCCTTATGA
human PAI-1 rev GTTGGTGAGGGCAGAGAGAG
human CTGF fwd AACTCACACAACAACTCTTCCCCGC
human CTGF rev GAGTCGCACTGGCTGTCTCCTCT
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4.2.4. Kvantifikace genové exprese

Data z kvantitativni PCR reakce byla vyhodnocena pomoci programu RQ Manager
1.2.1 (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), pomoci néhoZ byly ziskany hodnoty Cr
(treshold cycle), které zobrazuji cyklus PCR reakce, ve kterém doslo k prekroceni
fluorescen¢niho prahu. Relativni genova exprese byla analyzovana komparativni Cr
metodou (Schmittgen and Livak, 2008). Pro stanoveni hodnot ACrt byly analyzované

geny normalizované vii¢i endogenni kontrole.

4.2.5. Tkanové kultury fibroblastt

Ve spolupraci s Univerzitou v Erlangenu jsme ziskané fibroblasty z bioptované
kize kultivovali v Dulbecco’s modified Eagle’s mediu (DMEM/F12), ktery obsahoval 10
% teplem inaktivované fetdlni hovézi sérum (FBS, fetal bovine serum), 100 U/ml
penicillinu, 100 pg/ml streptomycinu, 2 mM L-glutaminu a 2,5 pg/ml amphotericinu B
(vSechny od Invitrogen, Karlsruhe, Némecko) pti teploté 37 °C a v atmosfére 5 % CO2 a
vlhkosti vzduchu 90 %. Konfluentni buniky byly pasaZovany trypsinizaci po dobu 3 - 5
min pri teploté 37 °C. Fibroblasty pouZité pro stimula¢ni experimenty byly ze 4. - 8.

pasaze.

4.2.6. Stimulace pomoci rekombinantniho IL-35 a TGF-B

Fibroblasty byly pro in vitro experimenty kultivovany v DMEM/F12 obsahujicim
0,1 % FBS a Kkyselinu askorbovou (50 pg/ml) po dobu 3 dnii pied stimulaci urc¢itym
cytokinem. Pro dany experiment byly fibroblasty stimulovany rekombinantnim TGF-f3
(10 ng/ml; PeproTech, Hamburg, Némecko) nebo rekombinantnim IL-35 proteinem v
riznych koncentracich (50 pg/ ml a 1 ng/ ml; ALEXIS Biochemicals, Enzo Life Sciences,
Lausen, Switzerland) po dobu deviti a Sesti hodin. Koncentrace TGF-f3 byla vybrana dle
standardni koncentrace pouzivané pro stimulaci dermalnich fibroblastt. Je zaloZena na
koncentracich sérového TGF-f3 u pacientli se SSc (Distler J. et al., 2007; Jungel A. et al,,
2007). Koncentrace rekombinantniho IL-35 proteinu byly zvoleny na zakladé
naméienych koncentraci IL-35 v supernatantu kultivovanych dermalnich fibroblastt a v
séru SSc pacientii a kontrolnich jedinci. Po 24 h stimulaci byly bunky lyzovany v
lyzacnim pufru [obsahujicim 1 % [B-merkaptoetanol v RA1 pufru (Macherey-Nagel,
Dueren, Némecko)] a kultivatni médium bylo uchovano. Vzorky byly pred dalSim

pouzitim skladovany pfti teploté -80 °C.
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4.2.7. Stanoveni koncentrace kolagenu v supernatantu

Rozpustny kolagen byl detekovan v supernatantech bunécnych kultur pomoci
SirCol kolagenové eseje (Biocolor, Belfast, UK). Podle navodu vyrobce bylo inkubovano
400 pl cerveného barviva Sirius Red, které se specificky vaze na bazické ¢asti kolagenu,
se 150 ul supernatantu pfi mirném promichavani po dobu 30 min pfti pokojové teploté.
Po skonceni inkubace byl komplex kolagenu a barviva stocen na 10 min pri otackach
12000 x g a nasledné rozpustén ve 400 pl roztoku 0,5 M NaOH. Absorbance, ktera je
pfimo imérna mnoZstvi navazaného kolagenu, byla stanovena pti vinové délce 540 nm
pomoci mikrodestickového spektrofotometru Spectra MAX 190 microplate

spectrophotometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

4.2.8. Imunohistochemie a imunofluorescence

Vzorky bioptované KkliZe pacientii se SSc a zdravych kontrol, které byly
zpracované odbornym laboratornim pracovnikem, byly po fixaci ve 4 % PFA
(paraformaldehyd) po dobu 6 h pri pokojové teploté zality do parafinu a natezany
pomoci rota¢niho mikrotomu na jednotnou tloustku 5 um podle standardnich protokolt
piipravy  imunohistochemickych preparatii. Parafinové ftezy byly nejprve
odparafinovany xylenem (3x 10 min), zavodnény sestupnou alkoholovou fadou (100%
etanol 2x 5 min, 95% etanol 5min a 80% etanol 5min). Endogenni peroxidazova aktivita
byla potalena pridanim 3 % roztoku H202 po dobu 30 min. Kultivované dermalni
fibroblasty po in vitro experimentech byly fixovany 20 min 4 % PFA a nasledné
permeabilizovany pomoci 0,25 % Triton X-100 po dobu 10 min pii pokojové teploté. Po
blokovani nespecifické vazby pomoci 2 % BSA v PBS po dobu 60 min pri pokojové
teploté pak byly rezy nebo fibroblasty inkubovany (a) s monoklonalnimi krali¢imi anti-
Ebi-3 protilatkami (Lifespan Biosciences, Seattle, WA, USA) (b) s monoklonalnimi
mySimi anti-IL12a (anti-p35) protilatkami (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) (c) s
monoklonalnimi mySimi anti-a-smooth muscle actin (anti-aSMA) protilatkami (klon
1A4; Sigma-Aldrich), (d) s monoklonalnimi my$imi anti-prolyl-4-hydroxylaza-beta
(anti-P4H) protilatkami (Acris Antibodies, Herford, Némecko). Jako sekundarni
protilatky byly pouZity protilatky konjugované s kienovou peroxidazou (HRP) (1:200,
Dako) anebo fluorescencni protilatky Alexa Fluor (1:200, 488 - zelena fluorescence, 594
- Cervena fluorescence) (Life Technologies, Darmstadt, Némecko). Kontrolni barveni

bylo provedeno stejnym zptisobem pouze s vynechdnim primarni protilatky.
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Imunohistochemicky obarvené rezy primarnimi protilatkami proti Ebi-3, p35,
P4H a aSMA byly vizualizovany pomoci substratu DAB [diaminobenzidine peroxidase
substrate solution (Sigma-Aldrich)]. Stresova vlakna byla vizualizovana pomoci
rhodamin-faloidin konjugatu (Sigma-Aldrich). Ve vSech imunofluorescenc¢nich barvenich
byla jadra znacena DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol; Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Némecko). Vzniklé preparaty byly po obarveni prohliZzeny a snimany na
mikroskopu Nikon Eclipse 80i microscope (Nikon, Badhoevedorp, Holandsko). Ke

kvantifikaci intenzity fluorescence byl vyuZit software Image], verze 1.44.

4.2.9. Statisticka analyza dat

Statistické analyzy a grafické znazornéni byly zpracovany v programu GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, San Diego, USA). Vyhodnoceni normalni distribuce hodnot
bylo vyhodnoceno D'Agostino-Pearsonovym testem. Pokud byly hodnoty rozloZeny
normalné, byl pouzit pro vypocet statistické vyznamnosti rozdili dané proménné v
porovnani dvou skupin parametricky dvouvybérovy t-test. Jestlize byly hodnoty
nerovnomeérné distibuovany, byl pro vypocet pouzit neparametricky Mann-Whitneyho
test. Vzajemny vztah dvou veli¢in byl definovan prostrednictvim parametrického
Pearsonova ¢i neparametrického Spearmanova korelacniho koeficientu. Signifikantni
hodnoty (p-hodnoty) jsou v grafech prezentovany nasledovné: *, 0,05 >p > 0,01; **, 0,01
>p > 0,001; *** p <0,001; NS, nesignifikantni. Za statisticky signifikantni hodnotu byla

povaZovana hladina vyznamnosti p < 0,05.
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5. Vysledky

5.1.5100A4

5.1.1. Analyza sérového proteinu S100A4

Na zakladé predchozich studii o zvysené lokalni expresi S100A4 v dermis a
dermalnich fibroblastech pacienttli se SSc, nas zajimala také jeho extracelularni exprese,
konkrétné pritomnost S100A4 v séru SSc pacientli ve srovnani se zdravymi kontrolami.
Detekovali jsme vyssi koncentrace S100A4 u pacienti se SSc oproti ZK {SSc: median
78,60 ng/ml [mezikvartilové rozpéti (IQR) 35,25 - 146,5]

vs. ZK: 43,43 ng/ ml (IQR 32,32 - 53,41), p= 0,0116}. Koncentrace byly rozdilné i
u jednotlivych podskupin SSc, kdy vyssi hodnoty byly zaznamenany u pacienti se dcSSc
oproti pacientlim se 1cSSc [dc: 168,5 ng/ ml (81,49 - 347,5) vs. Ic: 68,38 (30,94 - 130,6)
organové postizeni. Dale nas zajimali moZné asociace zvySeného extracelularniho
proteinu S100A4 sjednotlivymi klinickymi parametry SSc. Zjistili jsme, Ze hladiny
S100A4 pozitivné koreluji s aktivitou nemoci (obr. 6), ktera je definovana pomoci
EUSTAR skére aktivity SSc (obr. 8A)(Valentini et al., 2003). Vyssi sérové hladiny
S100A4 jsme detekovali u pacientli s vétSim rozsahem a intenzitou kozniho postiZeni
(obr. 7), které je stanoveno pomoci modifikovaného Rodnanova kozZniho skore
(mRSS)(Clements et al., 1993). Princip hodnoceni mRSS je uveden na obrazku 8B. Vyssi
hladiny S100A4 v séru jsme zaznamenali u pacientt, kteri vykazuji zhorSenou aktivitu a
funk¢nost plic, ktera byla hodnocena pomoci zakladnich parametra funkéniho vysetireni
plic (spirometrie: FVC, FEV1; difdzni kapacita pro CO: DLCO; saturace Oz v periferni krvi:
Sp0O2)(obr. 9). Sérové koncentrace S100A4 nebyly signifikantné ovlivnény dalSimy

sledovanymi klinickymi parametry.
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Obrazek 5: Sérové koncentrace S100A4 jsou vyssi u pacientlise SSc oproti ZK a zaroven

vys$s$i u pacientli s dcSSc nez u IcSSc
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(ZK: zdravé kontroly, SSc: systémova sklerodermie, IcSSc: limitovana SSc, dcSSc: difizni SSc, horizontalni
linie znazornuje median, *, p< 0,05; ***, p< 0,001; NS, nesignifikantni)

Obrazek 6: Vyssi koncentrace S100A4 u pacientti se SSc koreluji s aktivitou onemocnéni

. 4004
2009

$100A4 (ng/ml

600+
5004

1504

1004

p< 0,0001
r=0,7503

10
EUSTAR SSc aktivity skore

(hodnoceni aktivity onemocnéni podle EUSTAR skre aktivity SSc je bliZe popsana v obr. 8A)
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Obrazek 7: Sérové koncentrace S100A4 pozitivné koreluji s rozsahem a intenzitou
kozniho postiZeni hodnocenymi pomoci modifikovaného Rodnanova koZniho skore

(mRSS)
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(hodnoceni modifikovaného Rodnanova kozniho skdére (mRSS) je vysvétlené na obr. 8B)

Obrazek 8: EUSTAR skdre aktivity SSc a modifikované Rodnanovo koZni skdre
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[A: Vyslednd hodnota charakterizujici aktivitu onemocnéni, je sou¢tem hodnot deseti vybranych
klinickych parametrt, které patii mezi dulezité ukazatele klinického stavu u SSc, a kterym je pridélena
rozlicna vaha (skoére napravo od kazdého parametru; maximalni skére = 10, skore = 3,0 znamena aktivni
onemocnéni).

(DLCO: difazni kapacita plic pro oxid uhelnaty, ESR: sedimentace erytrocytii)

Pfevzato a upraveno podle (van den Hoogen et al., 2013)

B: KoZni skére mRSS zahrnuje 17 oblasti téla, na kterych je subjektivné lékarem hodnocena koZni tloustka
(bodové hodnoceni: 0- kiZe je normalni, 1- je tuzsi, ale uchopitelna sevienim prsti v rasu, 2- je
jednoznacné tuzsi, vytvari rasu, ktera vsak nelze uchopit, 3- je vyrazneé tuha, nelze vytvorit kozni fasu)]
Pfevzato a upraveno podle (Clements et al., 1993)
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Obrazek 9: Vyssi exprese S100A4 je asociovana s niz$i hladinou funkénihch plicnich

testi
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(FVC: usilovna vitalni kapacita, SpO»: saturace krve kyslikem)

5.1.2. Analyza intracelularni exprese S100A4

Genova exprese S100A4 v PBMC se signifikantné nelisSila u pacienti se SSc a
zdravach kontrol [SSc: 1,165 (IQR 0,3037 - 2,195) vs. ZK: 0,4775 (IQR 0,6839 - 1,301),
p= 0,3009], ani mezi jednotlivymi podskupinami SSc 1cSSc vs. dcSSc [1cSSc: 0,8998 (IQR
0,4209 - 1,742), p= 0,6208 / dcSSc: 1,547 (IQR 0,2342 - 2,711), p=0,2456] (obr. 10).
Exprese S100A4 nebyla dale vyznamné ovlivnéna dal$imi sledovanymi Kklinickymi

parametry.

Obrazek 10: Genova exprese S100A4 v PBMC
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(Exprese genu pro S100A4 nebyly signifikantné rozdilne u SSc pacientd a zdravych kontrol, ani mezi
jednotlivymi typy SSc 1cSSc a dcSSc, ZK: zdravé kontroly, SSc: systémova sklerodermie, 1cSSc: limitovana
SSc, dcSSc: diftizni SSc, zndzornén je primér a smérodatna odchylka (SD); NS, nesignifikantni)
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5.2.1L-35

Diky jizZ popsanym imunomodula¢nim vlastnostem IL-35 ve studiich zabyvajicich
se rliznymi typy autoimunitnich onemocnéni, jsme se zajimali, zda bude mit IL-35

urcitou roli také v patogenezi SSc.

5.2.1. Analyza lokalni exprese IL-35 v kiZi pacientl se SSc

Nejprve jsme se zamérili na stanoveni lokalni exprese IL-35 v bioptovanych
koZnich 1ézich pacientd se SSc a v kiiZi zdravych jedinct. Zjistili jsme zvysSenou expresi
obou podjednotek IL-35, Ebi-3 a p35, v koznich 1ézich SSc pacient oproti zdravym
jedincim jak na mRNA (Ebi-3 p = 0,0286, p35 p= 0,0220), tak na proteinové urovni
(Ebi-3 p= 0,0002, p35 p= 0,0009)(obr. 11). Ve fibrotické kazi pacienti se SSc byla
detekovana zvySena exprese Ebi-3 u velkého mnozstvi fibroblastii, v perivaskularnich
zanétlivych infiltratech a v bazalni vrstvé epidermis oproti kontroldm, u nichZ jsme
zaznamenali celkové niZs$i expresi této podjednotky, kterd byla limitovand pouze na
maly pocet fibroblastii a perivaskuldrni bunky. Mnozstvi Ebi-3 v endotelu cév dermis
bylo srovnatelné mezi SSc pacienty a zdravymi jedinci (obr. 11B). Exprese podjednotky
p35 byla u kontrolni skupiny velmi slabd a omezena pouze na cévy, Keratinocyty,
perivaskularni buriky a na maly pocet fibroblastii, zatimco u SSc pacientti byla namérena
intenzivni exprese p35 u vétSiny fibroblasti a v perivaskuldrnich infiltratech.
Koncentrace p35 byla srovnatelna v keratinocytech a cévach u fibrotické i zdravé kiize
(obr. 11B). Obé podjednotky Ebi-3 i p35 byly dale detekovany v P4H-pozitivnich
fibroblastech (p4H je marker mesenchymalnich bunék) i v oSMA-pozitivnich
myofibroblastech (aSMA je exprimovan, mimo jiné, aktivovanymi fibroblastzy, tzv.

myofibroblasty)(obr. 11C).
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P4H Ebi-3

P4H Ebi-3

(A: mRNA epxrese Ebi-3 a p35 je zvySena v SSc koZnich 1ézich oproti kizi ZK

B: Zvysené exprese protein Ebi-3 a p35 byly detekovany v kiizi pacientid se SSc oproti ZK a kvantitativné
stanoveny pomoci softvéru image]. Sipky s plnou ¢arou ukazuji na fibroblasty, $ipky s pieru$ovanou ¢arou
poukazuji na perivaskularni zanétlivé buiiky a Sipky s teCkovanou ¢arou vyznacuji endotelidlni bunky cév
(velikost, 50 pm)

C: Exprese Ebi-3 a p35 kolokalizuje s markery fibroblastti a myofibroblastd (P4H, aSMA)

* p< 0,05;*** p< 0,001)

5.2.2. TGF-B indukuje expresi a sekreci IL-35 u dermalnich fibroblastt

Zvysena exprese obou fetézcl IL-35 pretrvavala v kultivovanych SSc dermalnich
fibroblastech i v pribéhu nékolika pasazi, coz bylo potvrzeno jak dle zvySenych hladin
mRNA (Ebi-3 p=0,0160, p35 p= 0,0286), tak na proteinové tirovni. Dale jsme detekovali
vyssi uvolnéné koncentrace 1L-35 do supernatantu u SSc dermalnich fibroblasti oproti
kontrolnim fibroblastiim (p= 0,0190)(obr. 12). U fibrotickych onemocnéni je prokdzana
nadmérnd aktivace signalni drahy TGF-f3, ktera ma vyznamnou roli a podili se na vzniku
aktivovaného fenotypu kultivovanych SSc fibroblastd. Proto jsme se vzhledem k vyse
uvedenému pozorovani domnivali, Ze TGF-f ma i stimulacni efekt na expresi IL-35.
Ponévadz pro SSc fibroblasty je jiZ charakteristickd nadmérna aktivita TGF-f3, inkubovali
jsme s timto cytokinem pouze zdravé dermalni fibroblasty, u kterych jsme zaznamenali
zvySené exprese na mRNA (Ebi-3 p= 0,0220, p35 p= 0,0286) i na proteinové urovni.
Stimulované zdravé dermalni fibroblasty uvolnovaly do supernatnatu signifikantné vétsi

mnozstvi [L-35 v porovnani s nestimulovanymi zdravymi fibroblasty (p = 0,0376)(obr.

13).
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Obrazek 12: U kultivovanych SSc fibroblastii pretrvavaji zvySené exprese retézcl Ebi-3
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(A: ZvysSené exprese mRNA podjednotek Ebi-3 a p35 u SSc kultivovanych koznich fibroblasti oproti
zdravym

B: Koncentrace IL-35v supernatantu jsou zvySené u kultur se SSc fibroblasty oproti kulturam se zdravymi
fibroblasty

C: Kultivované SSc fibroblasty exprimuji zvySené proteinové hladiny Ebi-3 i p35 Fetézcil oproti kontrolnim

fibroblastiim. Jadro bylo oznaceno fluorescen¢nim barvivem 4’,6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) (velikost,
25 um)(*, p< 0,05)
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Obrazek 13: TGF-f indukuje expresi Ebi-3 a p35 podjednotek

A B
2 3
%)
E 3, = t 25 % % 2.0
@ 0 = *
i 2 2.0 3
o @ o 1.51
J w0 o
@ 2 o =
£ 5 1.5 =
: M 2 o] =
21 T E‘ 1.0 E
c ) ]
E £ < 0.5
g N 0.5 I}
= !
3 : g
a0 < 0.0 «w 0.0
g ZK TGF-B W ZK TGF-p c ZK TGF-p
WG 'g
c

DAPI

[A, C: Stimulace zdravych dermalnich fibroblasti pomoci TGF-f3 vedla ke zvySené mRNA (A) i proteinové
(C) expresi obou podjednotek Ebi-3 a p35 oproti nestimulovanym zdravym fibroblastim (ZK). Jadro bylo
znacené fluorescenénim barvivem DAPI (velikost, 25 pm)

B: Koncentrace IL-35 v supernatantu byly zvySené u TGF-B stimulovanych zdravych dermalnich
fibroblastli v porovnani s nestimulovanymi zdravymi fibroblasty (ZK)

(*, p= 0,05)]



5.2.3. IL-35 indukuje aktivaci fibroblastlu a syntézu kolagenu

Jelikoz aktivace signalni drahy TGF-f, typicka pro SSc, vedla dle vySe zminénych
pozorovani k indukci exprese IL-35, zajimal nas disledek zvysené exprese IL-35 u
pacientli s touto nemoci. Pro tyto ucely jsme stimulovali fibroblasty ze zdravé kiize
lidskym rekombinantnim IL-35 o koncentraci 50 pg/ ml nebo 1 ng/ ml. Tyto
koncentrace byly vybrany na zakladé primérnych koncentraci IL-35 v supernatantu
kultivovanych dermadlnich fibroblasti a v séru pacienti se SSc a zdravych jedinct.
Stimulované fibroblasty lidskym rekombinantnim TGF-f zde slouZzily jako pozitivni
kontrola. Tvorba stresovych vldken a exprese a- smooth muscle aktinu (aSMA), které
reflektuji aktivaci fibroblastii a jejich transdiferenciaci v myofibroblasty, vzristaly u
stimulovanych fibroblasti v zavistlosi na podané davce rekombinantniho IL-35. Timto
experimentem jsme zjistili, Ze IL-35 je schopen aktivovat diferenciaci fibroblastli v
myofibroblasty I bez pritomnosti hlavniho profibrotického cytokinu TGF-f (obr. 14A).
Inkubace fibroblastli s rekombinantnim IL-35 indukovala zvySenou mRNA expresi
tkanového pojivového ristového faktoru (CTGF) a inhibitoru plazminogenového
aktivatoru (PAI-1), které patfi mezi geny indukované signalni drahou TGF-f3.

Stimulace IL-35 dale vedla k naristu mRNA exprese gentli pro kolagen typu 1,
COL1A1 a COL1A2, a vedla ke zvySené sekreci kolagenu do supernatantu opét v
zavoslosti na koncentraci podaného IL-35 oproti nestimulovanym fibroblastim (obr. 14

B-D).

Obrazek 14: IL-35 aktivuje dermalni fibroblasty a stimuluje produkci kolagenu

a zZK

[ IL-35 50 pg/ml
B IL-351 ng/ml
Bl TGF-p 10 ng/ml

A fropen

** 4 >

nasobek zmény exprese PAl-1 mRNA
[>]
nasobek zmény exprese CTGF mRNA
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[A: ZvySeni mRNA exprese PAI-1 a CTGF po stimulaci IL-35

B: Rostouci mRNA exprese COL1A1 a COL1A2 v zavislosti na koncentraci IL-35

C: ZvySena sekrece kolagenu do supernatantu

D: Stimulace zdravych dermalnich fibroblastii rekombinantnim IL-35 vedla k zvySené expresi a-smooth
muscle aktinu (aSMA) a stresovych vlaken. Jadro bylo znacené fluorescen¢nim barvivem DAPI (velikost,
25 pm)

(*, p= 0,05; **, p< 0,01)]
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5.2.4. Analyza IL-35 v séru

Sérové koncentrace IL-35 byly zvySené u pacienti se SSc oproti zdravym
jedincim [SSc: median 83,9 pg/ ml (IQR 45,1 - 146,1) vs. ZK: 36,2 pg/ ml (IQR 17,2 -
49,4), p<0,0001]. Hladiny IL-35 v séru byly vyssi u dcSSc oproti 1cSSc, avsak rozdil nebyl
signifikantni (obr. 15). Sérové koncentrace IL-35 jsou u SSc pacientli zvySené v ¢asné
(zanétlivé) fazi (r= -0,4339, p= 0,0052; obr. 16), coZ je vsouladu se zaznamenanymi
vysSimi hodnotami sérového IL-35 u pacientd s casnym kapilaroskopickym nalezem
v porovnani s aktivnim a pozdnim SSc nalezem [¢asny: 148,6 (IQR 80,8 - 660,3) vs
aktivni: 52,5 (IQR 37,3 - 85,4) a pozdni: 79,5 (IQR 19,8 - 116,8); casny vs aktivni p=
0,0441 a casny vs pozdni p= 0,0485; obr. 17]. U vSech pacientli se SSc nebyly hladiny

sérového IL-35 ovlivnény dalSimi sledovanymi klinickymi parametry.

Obrazek 15: Sérové koncentrace IL-35 jsou vyssi u pacientli se SSc a obou podskupin

1cSSc / dcSSc v porovnani se zdravymi jedinci
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(horizontaln{ linie zndzorfiuje median, ***, p< 0,001; NS, nesignifikantni)
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Obdrazek 16: IL-35 v séru je zvySen v ¢asné (zanétlivé) fazi SSc

2000+
5001 -* p= 00052
300 r=-0,4339

200+

IL-35 (pg/ml)

100+

trvani nemoci (roky)

(Sérové koncentrace IL-35 negativné koreluji s trvanim nemoci)

Obrazek 17: Sérovy IL-35 je zvySen u casného SSc kapilaroskopického nalezu
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(Zvysené hodnoty IL-35 jsme detekovali u pacienti s ¢asnym SSc kapilaroskopickym nalezem v porovnani
s pacienty s aktivnim/ pozdnim SSc kapilaroskopickym nalezem, horizontalni linie zndzornuje median, *,
ps< 0,05, NS, nesignifikantni)
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5.2.5. Analyza IL-35 mRNA v PBMC

Na mRNA turovni jsme analyzovali obé podjednotky IL-35, Ebi-3 a p35, v PBMC
pacientil se SSc a zdravych kontrol. Exprese genu Ebi-3 byla signifikantné zvySena u
pacientli se SSc v porovnani se zdravymi kontrolami [SSc: median 1,720 (IQR 0,7512 -
3,310) vs. ZK: 0,7846 (IQR 0,6023 - 1,220), p= 0,0030]. Exprese Ebi-3 u zdravych
kontrol byla vyznamné sniZzena také oproti jednotlivym podskupinam lcSSc / dcSSc
[1cSSc: 1,788 (IQR 0,5284 - 3,423), p= 0,0450 / dcSSc: 1,679 (IQR 0,9414 - 3,436), p=
0,0050] (obr. 18). Na mRNA urovni podjednotky p35 jsme nezaznamenali Zadné
vyznamné rozdily mezi pacienty se SSc a zdravymi kontrolami [SSc: 0,8093 (IQR 0,4827
- 1,142) vs. ZK: 0,8732 (IQR 0,5819 - 1,386), p= 0,2505], ani mezi 1cSSc / dcSSc [1cSSc:
0,6339 (IQR 0,4534 - 1,164), p= 0,1891 / dcSSc: 0,9106 (IQR 0,4170 - 1,146), p=
0,5559] (obr. 19). Exprese podjednotky Ebi-3 ani p35 nebyly dale vyznamné ovlivnény

jedntolivymi sledovanymi klinickymi parametry.

Obrazek 18: Genova exprese IL-35 podjednotky Ebi-3

A
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ZK SSc¢  IcSSc  deSSc

nasobek zmény exprese Ebi-3 mRNA
£

(Genova exprese Ebi-3 byla signifikantné vyssi u pacientl se SSc a u jednotlivych podtypi 1cSSc / dcSSc v
porovnani se zdravymi kontrolami, znazornén je primér a smérodatna odchylka (SD), *, p< 0,05; **, p<
0,01; NS, nesignifikantni)
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Obrazek 19: Genova exprese IL-35 podjednotky p35
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(Genova exprese se nijak neliSila u pacienti se SSc a danymi podtypy 1cSSc / dcSSc oproti zdravym
kontrolam, znazornén je priimér a smérodatna odchylka (SD), NS, nesignifikantni)

5.3.Hsp90

5.3.1. Analyza Hsp90a v plazmé

Na zakladé predchozi studie, ktera zkoumala roli Hsp90 v patogenezi SSc a
vzajemné asociace Hsp90 a TGF-f3, jakozto hlavniho profibrotického mediatora (Tomcik
et al, 2014), nas zajimala moZna role inducubilniho Hsp90a jako potencialniho
biomarkeru SSc a asociace jeho hladin s klinickymi parametry, které jsou specifické pro
toto onemocnéni. Nejprve jsme se zamérili na systémové exprese Hsp90, které jsme
mérili pomoci ELISA metody v plazmé pacientii se SSc a zdravach kontrol (ZK). Hodnoty
Hsp90 v plazmé byly témét srovnatelné mezi pacienty se SSc a ZK [10,10 ng/ ml, (IQR
5,48- 26,31) vs. 10,84 ng/ ml (5,17- 65,68), p= 0,2502], ani mezi ZK a jednotlivymi
podskupinami 1cSSc/dcSSc nebyl detekovan signifikantni rozdil [10,43 ng/ ml (5,17-
65,67) vs. 11,60 ng/ ml (5,84- 18,02), p= 0,7095], leC pacienti se dcSSc méli hladiny
Hsp90 nepatrné vyssi oproti IcSSc pacientiim (obr. 20).

[ pfes minimaln{ rozdily mezi zkoumanymi skupinami nas dale zajimaly moZné
asociace plazmatickych koncentraci Hsp90a s jednotlivymi klinickymi parametry.
Detekovali jsme zvySené hladiny Hsp90a u pacientl s vyssi aktivitou onemocnéni (obr.
21). Jak jsem jiz uvedla vySe, u dcSSc pacientli jsme v plazmé zaznamenali oproti

pacientlim se IcSSc nepatrné zvySené hladiny chaperonu Hsp90a. Zjistili jsme, Ze hladiny
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plazmatického Hsp90a u téchto pacientd s definovanou difizni formou SSc pozitivné
koreluji s rozsahem a intenzitou kozniho postiZeni hodnoceného pomoci mRSS (obr. 22).
Pacienti, u nichz je SSc asociovana s plicnim postiZenim, vykazovali vyS$Si exprese
plazmatického Hsp90a, které asociovaly s niz§imi hodnotami funkénich plicnich testt

(obr. 23).

Plazmatické koncentrace Hsp90a nebyly nijak signifikantné ovlivnény dalSimi

sledovanymi klinickymi parametry.

Obrazek 20: Plazmatické koncentrace Hsp90a se nijak signifikantné nelisi u pacientti se

SSc a ZK, ani u jednotlivych podskupin SSc
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(horizontaln{ linie zndzorfiuje median, NS, nesignifikantni)
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Obrazek 21: Pacienti s aktivnéjSim onemocnénim maji vyssi hladiny Hsp90a v plazmé
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(aktivita onemocnéni je urcena pomoci hodnot EUSTAR skére activity SSc uvedeného na obrazku 8A)

Obrazek 22: Hsp90a v plazmé pozitivné koreluje s rozsahem a intenzitou kozniho

postiZeni u dcSSc
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(hodnoty jsou stanovené dle mRSS viz obrazek 8B)
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Obrazek 23: Hladiny Hsp90a v plazmé negativné koreluji s jednotlivymi funkénimi

parametry plicniho postiZeni
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(FVC: usilovna kapacita plic, FEV1: usilovné vydechnuty objem za prvni sekundu, DLCO: difuzni kapacita
plic pro oxid uhelnaty)

5.3.2. Analyza mRNA exprese geni Hsp90AA a Hsp90AB v PBMC

Exprese genu Hsp90AA v PBMC pacientli se SSc a zdravych kontrol, byla
signifikantné vys$si u zdravych kontrol oproti SSc pacientim [median 0,9107 (IQR
0,6304 - 1,329) vs 0,3629 (IQR 0,00845 - 0,5557), p< 0,0001]. Vyznamny rozdil byl také
u ZK oproti jednotlivym podskupinam IcSSc/dcSSc [IcSSc: 0,2859 (IQR 0,2053 - 0,4872),
p<0,0001 / dcSSc: 0,4163 (IQR 0,1679 - 0,5937), p<0,0001] (obr. 24A). Podobné jako
exprese genu Hsp90AA, byla exprese Hsp90AB signifikantné vyssi u zdravych kontrol
oproti pacientim se SSc [ZK: 0,7729 (IQR 0,6343 - 1,225) vs SSc: 0,4645 (IQR 0,1855 -
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0,8172), p< 0,0001]. Signifikantné vyznamny rozdil byl také u jednotlivych podtypti SSc
oproti zdravym kontrolam [lcSSc: 0,4465 (IQR 0,2920 - 0,5585), p< 0,0001 / dcSSc:
5190 (IQR 0,1672 - 0,8802), p= 0,0064](obr. 24B). Exprese obou genii nebyly u pacientti

se SSc nijak ovlivnény jednotlivymi sledovanymi klinickymi parametry.

Obrazek 24: Genova exprese Hsp90AA a Hsp90AB
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(A, B: Exprese geni Hsp90AA a Hsp90AB u pacienti se SSc a jednotlivych podskupin 1cSSc / dcSSc byla
signifikantné nizsi v porovnani se zdravymi kontrolami, znazornén je primér a smérodatnd odchylka
(SD), **, p< 0,01; ***, p< 0,001; NS, nesignifikantni)
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6. Diskuze

V soucasné dobé je studovan vyznam biologickych markerd v fadé onemocnéni,
které by dopomohly k objasnéni patogeneze ¢i se staly spolehlivymi ukazately celkové
aktivity nemoci, organového poskozeni, prediktorem prognézy ¢i odpovédi na lécbu.
Cilem této prace bylo zanalyzovat vybrané nové molekuly S100A4, IL-35 a Hsp90 s jiz
prokazanou nebo jeSté neznamou roli u SSc a zdravych kontrol a zhodnotit jejich mozné
asociace s aktivitou nemoci a organovym postiZenim.

V nasi praci, ktera plynule navazuje na predchozi vyzkum nasi laboratore, jsme se
zamérili na hodnoceni systémovych hladin S100A4 u pacientli se SSc a zdravych
kontrol. Doposud byl zkouman S100A4 u SSc pouze lokalné v postizené kizi pacientii a
kultivovanych SSc fibroblastech, kde byla detekovana jeho zvySena exprese, zejména na
vrub aktivace signalni drahy TGF-f a ve dvou riaznych mySich modelech SSc s
experimentalné navozenou Kkozni fibr6zou, pomoci kterych byla prokazana jeho
profibroticka role (Tomcik et al., 2015). Zaznamenali jsme signifikantné vyssi sérové
hladiny S100A4 u pacientli se SSc oproti zdravym jedinclim, predevSim u pacienti
s difazni formou SSc, ktef{ maji kvantitativné i kvalitativné vyraznéjsi kozni a organové
postiZzeni. Oba zminénd pozorovani jsou v souladu s detekovanou zvySenou lokalni
expresi v SSc kiizi, fibroblastech a experimentalnich modelech kozni fibrézy. Dale jsme
odhalili vyzanamnou asociaci s aktivitou SSc, pododbné jako ve studii zabyvajici se
S100A4 u revmatoidni artritidy (RA), ve které také prokazali vyznamnou asociaci
s aktivitou nemoci u pacientl pred 1écbou a detekovali vyznamné vyssi sérové hladiny
S100A4 oproti zdravym kontrolam (Senolt et al., 2015b). Aktivita SSc hodnocena podle
kompozitntho EUSTAR skoére komplexné odrazi klinické manifestace organového
postiZeni na vrub tfi zakladnich procesti patogeneze SSc: zanétu, vaskulopatie a fibrézy.
U pacientli se SSc jsme zaznamenali pozitivni korelaci sérovych hladin S100A4 s
rozsahem a intenzitou koZniho postiZeni, coZ podporuje vysledky nasi nedavné studie
popisujici zvySenou lokalni expresi tohoto proteinu v SSc koznich 1ézich a v kiizi mysich
experimentalnich modelG kozni fibrézy (Tomcik et al., 2015). Nadmérna produkce
sloZek ECM aktivovanymi fibroblasty vedouci k rozvoji fibrézy je predevsim podminéna
signalni kaskadou TGF-f a dalSimi cytokiny. Kooperace TGF-f3 s S100A4 proteinem byla
demonstrovana na nékolika drovnich in vitro a in vivo experimentti, které prokazuji
zvySené exprese S100A4 v zavislosti na aktivované signalni draze TGF-f3 (Tomcik et al,,

2015). V porovnani s kiizi zdravych jedincli byla exprese S100A4 signifikantné zvySena
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v postizené kliZi pacientii se SSc, zejména ve fibroblastech a aktivovanych fibroblastech
a perivaskularnich zanétlivych infiltratech (Tomcik et al., 2015). ZvySeni lokalni ¢i
systémové exprese S100A4 se nezda byt specifické jen pro SSc, ale lze jej nalézt také v
dalSich studiich S100A4 proteinu u jinych autoimunitnich onemocnéni jako je
revmatoidni artritida (Klingelhofer et al., 2007), psoriaza (Zibert et al, 2010) nebo
zanétliva myopatie (Cerezo et al, 2011), kde byla lokalné zvySena exprese S100A4
detekovana u makrofagti, granulocyt, fibroblastt, endotelidlnich a dendritickych bunék
a T-lymfocytli v misté postiZeni. U pacientli se SSc byly dale zvySené hladiny sérového
S100A4 naméreny u rozsahlejsiho plicniho postiZeni se ztratou funkcni kapacity plic
jako nasledkem fibrotizace plicni tkané. Patomechanizmy plicni fibrézy jsou obdobné
tém v priibéhu fibrézy kiiZe ¢i jinych organii a spojuje je aktivace signalni drahy TGF-3
(Geyer and Miiller-Ladner, 2011).

Vzhledem k vyraznému podilu zanétu v ¢asné fazi SSc (klinicky se projevujicim
jako napf. difdzni otok kiizZe, artritida, pleuritida, zvySena produkce autoprotilatek, ¢i
histologicky detekovatelné zanétlivé perivaskularni infiltraty v kizi v ¢asné fazi SSc) nas
nasledné zajimala pritomnost S100A4 v mononuklearnich burikach periferni krve
(PBMC) pacienti se SSc a zdravych kontrol. Hladiny exprese S100A4 na trovni mRNA
byly vyssi u pacientli se SSc oproti zdravym kontrolam, avSak rozdil nebyl statisticky
vyznamny a detekované exprese nebyly statisticky vyznamné ovlivnéné sledovanymi
parametry V fadé onemocnéni jsou prozatim popsany pouze lokalni exprese S100A4,
z toho diivodu je zapotiebi dal$ich experimentt (Senolt Cerezo, Tomcik, Cerezo, Zibert,),
které by identifikovaly subpopulace bunék PBMC exprimujici dany protein a stanovily
kvantitativni rozdily v expresi jednotlivych subpopulaci a zhodnotili potencialni klinické
asociace.

V dal$i studii naSe laborator poprvé prokazala zvySenou expresi obou
podjednotek Ebi-3 i p35 vdermis SSc koZnich 1ézi - zejména ve fibroblastech,
myofibroblastech a perivaskularnich zanétlivych infiltratech. Zatimco vjiné studii
prokazali konstitutivni nizkou expresi p35 v Sirokém spektru bunék (Trinchieri et al.,
2003), Ebi-3 podjednotka je selektivné produkovana i vysoce inducibilni a jeji exprese
byla nalezena v trofoblastu, DC, plazmatickych buiikach, makrofazich, endotelidlnich
burikach, v bunitkdch Hodgkinova a Reed-Sternbergova lymfomu a B-buné¢ném lymfomu
(Larousserie et al., 2004, 2006; Niedobitek et al., 2002; Pflanz et al.,, 2002). Nedavna

studie nasi laboratore tykajici se role IL-35 u pacientl s RA prokazala zvySenou expresi
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Ebi-3 a p35 retézci u makrofagi, DC, B-lymfocyti, T-lymfocyti a synovidlnich
fibroblastii v RA synovialni tkani (Filkova et al., 2015). Dale jsme prokazali, Ze zvySené
exprese IL-35 pretrvavaji v kulturach fibroblastl izolovonaych z bioptované SSc kiize a
Ze jeho exprese naristd po stimulaci profibrotickym mediatorem TGF-f. Je znadmo, Ze
dermalni fibroblasty izolované z koZnich SSc 1ézi si po nékolik (standardné aZ 8 pasazi)
udrzuji aktivovany fenotyp s typickou aktivaci signalni kaskady TGF-f3, s indukci exprese
gend pro kolagen a se zvySenou sekreci slozek ECM do supernatantu (Varga and
Abraham, 2007). Stimulacedermadlnich fibroblasti rekombinantnim IL-35 vedla
k aktivaci fibroblastli a zvySené sekreci kolagenu v zavislosti na davce IL-35. Vzhledem
k tomu, Ze perivaskularni zanétlivé infiltraty obsahujici T a B-lymfocyty, mononuklearni
buiiky a makrofagy jsou charakteristické pro Casné zanétlivé koZni postiZzeni u SSc a
kolagen typu I je vyrazné exprimovan fibroblasty pritomnymi v koZnich 1ézich
infiltrovanych zanétlivymi infiltraty, jsme usoudili, Ze perivaskularni zanétlivé burnky
v Casné fazi SSc mohou byt zdrojem zvysSené exprese IL-35. Jeho parakrinni efekt na
fibroblasty vede kaktivaci signalni drahy TGF-B, kaktivaci fibroblasti, jejich
transdiferenciaci v myofibroblasty, ke zvySené produkci kolagenu a zaroven k dalsimu
zvySeni exprese a sekrece IL-35, coZ utvari jakousi autokrinni smyCku a prispiva
k nadmérné chronické aktivaci signalni kaskady TGF- u SSc (Gabrielli et al., 2009;
Scharffetter et al., 1988; Varga and Abraham, 2007). AvSak pro dalsi studie je zapotrebi
objasnit mechanismy, zdroje a cile IL-35, které mohou hrat urcitou roli v patogenezi SSc.
Je znamo, Ze receptor IL-35 aktivuje signalni drahu STAT1 a STAT4 (Collison and
Vignali, 2008). Razné varianty STAT4 byly zatazeny mezi geneticky rizikové faktory u
SSc (Dieudé et al., 2009; Radstake et al., 2010). Mimoto Avouac et al. (Avouac et al,,
2011) nedavno prokazali, Ze transkrip¢ni faktor STAT4 projevuje silné profibrotické
ucinky, kontrolou aktivace T-lymfocyti, proliferace a uvolnovani cytokinii. Role dalSich
¢lenti rodiny IL-12 byla také nedavno prokazana v patogenezi SSc. Zatimco nedavna
studie odhalila asociace genu IL12RB2 (ko6dujici IL-12RB2 retézec receptoru pro
cytokiny IL-12 a IL-35) se SSc, gen pro IL-23 receptor nebyl prozatim prokazan jako
rizikovy faktor SSc a ani jeho asociace se SSc fenotypem (Bossini-Castillo et al., 2012;
Rueda et al., 2009). Navic stimulaci IL-27 doSlo k zvySeni IgG produkce B-lymfocyty, IL-
17 produkci CD4 T-lymfocyty a proliferaci a k syntéze kolagenu fibroblasty u pacientti se
SSc oproti zdravym kontroldam (Yoshizaki et al, 2011). Vneposledni tfadé jsme
detekovali zvySené hladiny sérového IL-35 u SSc pacientii i u jednotlivych podtypt 1cSSc
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/ dcSSc v porovnani se sérovymi hladinami zdravych kontrol. ZvySené hodnoty IL-35
v séru korelovaly s ¢asnym stadiem onemocnéni, s kratkym obdobim trvani nemoci a
¢asnymi kapilaroskopickymi nalezy. Avsak zvySené koncentrace u pacientli s ¢asnou SSc
také zkoumany u SSc. Vyssi hladiny IL-12 byly naméfeny u v séru pacientli se SSc a
mohou mit urcitou roli pti aktivaci Th1 lymfocytii u SSc a jsou asociovany s vaskuldrnim
poskozenim ledvin (Sato et al,, 2000). Sérové hladiny IL-23 byly signifikantné zvySené u
pacienti se SSc oproti SLE a zdravym kontrolam a byly asociovany s délkou trvani
nemoci a prevalenci plicni fibrézy (Komura et al., 2008). Hladiny IL-27 v séru také
vzristaly u pacientli se SSc oproti zdravym jedinciim a korelovaly s koZnim poskozenim
a plicni fibrézou (Yoshizaki et al, 2011). Vneposledni radé nas zajimala exprese
podjednotek IL-35 ,Ebi-3 a p35, vPBMC u pacientli se SSc v porovnani se zdravymi
kontrolami. Neprokazali jsme vSak zadné vyznamné rozdily v expresi podjednotky p35
mezi skupinami ani zadné asociace sjednotlivymi Kklinickymi parametry. Exprese
podjednotky Ebi-3 byla vyznamné vyssi u pacientii se SSc i u podkuspin 1cSSc / dcSSc
oproti kontrolni skupiné, ale téZ nebyla ovlivnéna klinickymi parametry. Tedy
vyznamnou piitomnost intracelularniho IL-35 u SSc jsme nepotvrdili, nebot nebyly
zvySené exprese obou podjednotek soucasné. ZvySend mRNA exprese Ebi-3 v PBMC
miiZe mit také podil na zvysné sérové koncentraci IL-27, kterd byla jiZ u SSc popsana
(Yoshizaki et al., 2011), avSak je zapotrebi dalSich experimentli pro dal$i objasnéni
tohoto nalezu. Prozatim neni dostatek studii, které by se vénovaly expresi IL-35 v PBMC.

Dalsi molekulou, kterd nas zajimala a mohla by mit vyznamnou roli v patogenezi
SSc, je molekularni chaperon Hsp90. Jeho vyznamem u SSc se nedavno zabyvala naSe
laborator ve studii, ve které byla detekovana zvysenad exprese Hsp90 v zavislosti na
hlavnim profibrotickém mediatoru TGF-f8 v kiizi a kultivovanych fibroblastech pacientt
se SSc a v mySich modelech s experimentalné navozenou kozni fibrézou (Tomcik et al,,
2014). Hsp90 hraje vyznamnou roli v u€innosti signalni drahy TGF-f3 prostrednictvim
indukce konsitutivné aktivniho receptoru TGF-f3 prvniho typu (TBRI). Hsp90 podporuje
spravné konformacni usporadani a stabilitu klientskych proteinti, vcetné TBRI a Src
kinaz, které maji zasadni roli v profibrotické signalni draze (Wrighton et al., 2008). Dale
Tomcik et al. (Tomcik et al, 2014) prokazal, Ze inhibici Hsp90 dojde ke sniZeni
stimulacnich efektti TGF-f na produkci kolagenu a k zabranéni rozvoje kozni fibrézy u

ti{ preklinickych mysich modell predstavujicich rizna stadia SSc.
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Plynulym pokracovanim této studie byla naSe analyza systémové exprese Hsp90
v plazmé pacientti se SSc a zdravych jedinct. Na rozdil od vySe zminéné zvysené lokalni
exprese v SSc kizi jsme systémové nezaznamenali Zadné signifikantni rozdily
plazmatickyh hladin Hsp90a mezi pacienty se SSc a zdravymi konrolami, ani mezi
jednotlivymi podtypy 1cSSc / dcSSc. Hsp90 patii mezi béZné se vyskytujici molekularni
chaperony u eukaryotickych organismi a jsou vyZadovany pro spravné slozeni a
aktivaci Sirokého spektra bunécnych proteinti, které jsou dilezitou soucasti mnoha
biologickych procesi. Z tohoto diivodu je za urcitych okolnosti dleZité, jaky protein je
Hsp90 aktivovan a tedy i chranén pred nezadouci degradaci v proteozomu (Jackson,
2013). V nasSem pripadé je diilezitym proteinem a zaroven klientem Hsp90 receptor
TBRI pro profibroticky cytokin TGF-f3, ktery je hlavnim medidtorem vzniku a rozvoje
fibrézy u SSc pacientii (Tomcik et al., 2014). Lokalné zvySena exprese Hsp90 v SSc kiizi
miiZe byt vazana na zvySenou expresi klientskych proteint, jako napt. TBRI a Src, které
jsou aktivovany v profibrotické signalni draze TGF-[3 a které tento chaperon stabilizuje.
Lokalni zvySeni v ki{zi se nemusi projevit do zvySenych koncentraci této molekuly
detekované systémové v plazmé pacientl se SSc ve srovnani se zdravymi kontrolami,
jako jsme popsali v nasi soucasné studii. Na rozdil od SSc je situace u dalsiho
autoimunitniho systémového onemocnéni pojiva - idiopatickych zanétlivych myopatii
(IZM) - odlisna. ZvySena exprese Hsp90 v (zadnétem a degeneraci) postiZzené svalové
tkani pacienti sIZM je provazena az primérné Ctyinasobné vyssi systémovou
koncentraci v plazmé pacientli s IZM oproti zdravym kontroldm (dosud nepublikovana
data nasi laboratofe). Tento nalez mize byt podminén nesrovnatelné vétsim objemem
svalové tkané u IZM nez je tomu u postiZenych okrskl kiize u SSc a dale i vétSim masou
zanétlivych infiltrati v postiZené svalové tkani (endymyzidlné nebo perivaskularné) u
IZM. U pacientli se SSc s vyssi aktivitou nemoci jsme vsSak detekovali vyssi hladiny
Hsp90a v plazmé. Také u pacientli s vyraznéjSim plicnim postizenim, které byly
prokdzany pomoci zhorSenych funkcnich plicnich testt (FVC, FEV1 a DLCO), jsme
detekovali vy$$i hladiny Hsp90a v plazmé. ZvySené hladiny Hsp90a byly dale
asociovany s rozsahem a intenzitou postizeni kiize hodnocenou dle mRSS, ale pouze u
pacientii se dcSSc, pro které je typicky vétsi rozptyl hodnot mRSS vzhledem
k vyraznéjSimu koZnimu postiZeni, nez je tomu u limitované formy SSc.

Nalezy vyssich systémovych koncentraci Hsp90 u pacienti se SSc s vyraznéjsim

koZni a plicni fibrézou potvrzuji ndmi predpokladanou a v neddvné studii popsanou roli
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Hsp90 pri aktivaci signalni drahy TGF-f3 a vzniku tkanové fibrozy (Tomcik et al., 2014).
EUSTAR skore aktivity SSc zohlediiuje nékolik zasadnich Kklinickych parametra
charakteristickych pro toto onemocnéni, mezi jinymi zavaZnost a zejména zhorSeni
kozniho a plicniho onemocnéni, kterym pridéluje pomérné vyraznou vahu, cozZ by mohlo
vysvétlit nalez vyssich plazmatickych hladin Hsp90 u pacientii s vyssi aktivitou nemoci.
Navic jsme paradoxné detekovali sniZzenou expresi mRNA genti HSP90OAA a HSP90AB
v PBMC pacientl se SSc oproti zdravym PBMC, které vSak nekorelovaly s parametry
klinického postiZeni. Exprese Hsp90 v PBMC u jinych autoimunitnich revmatickych
onemocnéni zatim byla zkoumana pouze u systémového lupus erythematodes (SLE), u
ného byla detekovana zvySena exprese Hsp90, ktera korelovala se zvySenymi hladinami
IL-6 a pritomnosti anti-Hsp90 protilatek (Ripley et al.,, 2001). K objasnéni role PBMC

v expresi tohoto chaperonu u SSc bude za potiebi dalsich studii.
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7. Zavér

Ve své diplomové praci jsem se vénovala stanoveni novych potencidlnich
biologickych markert SSc, které by se dle jiz prokdzané vyznamné role v patogenezi
tohoto onemocnéni (S100A4, Hsp90) mohly stat kandidatnimi molekulami
antifibrotické terapie nejen u SSc, ale i jinych fibrotickych onemocnéni. Dale jsem se
zamérila na zhodnoceni role nového cytokinu IL-35 v patogenezi SSc, u které dosud
nebyl zkouman.

Na zakladé dosavadnich vysledkii nasi laboratoie jsme stanovovali systémové
koncentrace S100A4, IL-35 a Hsp90 u pacientii se SSc a porovnali s naméirenymi
hodnotami u zdravych jedinci. Nasledné jsme zhodnotili mozné asociace jednotlivych
molekul sKlinickymi parametry a zjistili jsme, Ze koncentrace danych molekul jsou
asociovanys mirou organového postiZeni a aktivitou SSc.

U IL-35 jsme dale demonstrovali zvySenou expresi v koznich 1ézich a dermalnich
fibroblastech pacientli se SSc. Zjistili jsme, Ze hlavni profibroticky cytokin TGF-f8
indukuje sekreci IL-35, ktery zpétné amplifikuje signdlni kaskadu TGF-B, coZ vede
k aktivaci fibroblastii a zvySené produkci kolagenu.

Tato data podporuji potencialni vyznamnou roli IL-35 v patogenezi SSc, zejména
v Casné (zanétlivé) fazi SSc. Plazmaticky Hsp90 i sérovy S100A4 by se mohly stat
vhodnymi biomarkery aktivity SSc, koZniho a plicniho postiZeni. Je vSak zapotrebi
dalSich experimentd, zejména molekularnich mechanismi, kterymi tyto molekuly
plisobi na své okolni prostiedi v pripadé SSc. Dosavadni data je dale nutno potvrdit na
vétSim souboru pacientd se SSc a zdravych jedinci a idedlné pak validizovat na nezavislé
kohorté zdalStho centra specializujictho se na vzacna systémova revmaticka
onemocnéni. Cilem naseho dalSiho zkoumani bude taktéZz zhodnoceni potencialu téchto
biomarkeri jako moZného nového markeru prognézy a odpovédi na 1écbu
prostirednictvim analyzy longitudinalné sbiraného biomaterialu od pacientt s takzvanou
¢asnou SSc nebo pre-SSc a zejména pacientd s jiz etablovanou SSc na 1é¢bé (vétSinou po
meésici opakovanymi intravenéznimi pulzy cyklofosfamidu). K potvrzeni terapeutického
potencialu inhibice S100A4 a Hsp90 bude vhodné potvrdit slibna dosavadni data
z preventivnich modelt experimentalni kozni fibrozy u 1écebnych modeli jiz etablované

kozZni fibrézy, které 1épe reflektuji realnou situaci s pacienty v praxi.
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