CESKA
STOMATOLOGIE
roé. 111
2011,¢. 4

s. 82-88

82

Stanoveni hladiny cytokinu v kloubni tekutiné
jako alternativni moznost vysetieni vnitfnich
poruch temporomandibulérniho kloubu
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SOUHRN

Cytokiny jsou extracelularni peptidy, které zprostfedkuji silné stimula¢ni nebo inhibi¢ni biolo-
gické ti¢inky na vétSinu bunék. Ptivodné byly povaZovany za latky podporujici procesy imunitni od-
povédi. Nyni je zfejmé, Ze jsou zapojeny do vétSiny fyziologickych procesti. Funguji také jako me-
diatory infek¢nich, zanétlivych a imunitnich onemocnéni véetné zprostredkovani souvisejicich
degenerativnich zmén tkani. ZvySena hladina interleukint IL-6, IL-1beta a IL-8 je pfimo spojena
s patogenezi zanétlivych i degenerativnich zmén kloubu.

Na souboru 10 pacientt autofi prezentuji pilotni studii vyuziti stanoveni hladin vybranych
interleukinti IL-6 a IL-8 v diagnostice onemocnéni temporomandibularniho kloubu. Timto vySe-
trenim lze doplnit zavedeny algoritmus klinickych i zobrazovacich diagnostickych metod a zarovern
posoudit tispéSnost 1écby.

Kli¢ova slova: temporomandibularni kloub - vySetfovaci metody — artrocentéza — interleukin 6
- interleukin 8

SUMMARY

Cytokines are extracellular peptides that mediate the strong stimulatory or inhibitory effects on
most biological cells. Originally they were considered as candidates for supporting processes of the
immune response. It is now clear that they are involved in most physiological processes. They
also act as mediators of infectious, inflammatory and immune diseases, including procurement
related degenerative changes in tissues. Elevated level of interleukins IL-6, IL-1beta and IL-8 is
directly linked to the pathogenesis of inflammatory and degenerative joint changes.

The authors presents a 10 patients pilot study of the use of determining the levels of selected
interleukins IL-6 and IL-8 in the diagnosis of temporomandibular joint disorders. This examina-
tion can be supplemented with an algorithm established by clinical and imaging diagnostic
methods and also to assess the efficacy of treatment.

Key words: temporomandibular joint — diagnostic methods — arthrocentesis — interleukin 6 —
interleukin 8
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Béhem poslednich dvou desetileti doslo k velkému posunu v chapani zakladnich bio-
logickych reakci zodpovédnych za chronickou bolest a zanétlivé a degenerativni zmény
¢elistniho kloubu. Na zakladé soucasnych znalosti o ptisobeni cytokinti je nyni mozné
navrhnout a zkoumat nové terapeutické strategie.

Cytokiny jsou extracelularni peptidy, které zprostredkovavaji silné stimula¢ni nebo
inhibi¢ni biologické uc¢inky u vétSiny bunék. Plivodné byly povaZovany za latky podpo-
rujici procesy imunitni odpovédi. Nyni je ziejmé, Ze jsou zapojeny do vétSiny fyziologic-
kych procest. Funguji jako mediatory infek¢énich, zanétlivych a imunitnich onemocné-
ni véetné zprostfedkovani souvisejicich s degenerativnimi zménami tkani. Cytokiny
byvaji rozdélovany do nékolika mensich skupin: interleukiny (IL), tumor nekrotizujici
faktory (TNF), chemokiny, kolonie stimulujici faktory, interferony a rastové faktory. La-
boratorni priikaz zvySené hladiny cytokintt poméaha odhalit poc¢inajici degenerativni
postiZeni kloubu i pfi negativnim vysledku radiologického vySetfeni. Dnes jsou jiz opus-
tény metody biologickych testd, které byly nedostatecné specifické, pracné, nakladné
a obtizné reprodukovatelné. Ve spektru laboratornich vysSetfovacich metod, pouZivanych
pro stanoveni koncentrace cytokinti, dominuji rtizné typy imunoanalyz. Mezi nej¢asté&ji
uzivané techniky patii enzymova imunoanalyza s enzymem vazanym na imunosorbent
(ELISA) a kompetitivni (RIA) a nekompetitivni (IRMA) radioimunoanalyzy. VyuZivany jsou
i metody polymerazové retézové reakce a immunoblotting. Molekularné biologické me-
tody umoznuji stanovit expresi genu pro cytokiny nebo nalézt pripadné genotypové roz-
dily. Nejcastéji se stanovuje koncentrace interleukinti (IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-11),
TNF-alfa a matrix metaloproteinaz-3 [5]. Tato sledovani vSak zatim neprekrocila ramec
vyzkumnych praci a nejsou pouZitelna v rutinni praxi.

Cilem prace bylo sledovat zménu hladiny prozanétlivych cytokinu (IL-6 a IL-8) v punk-
tatu odebraného z kloubu pacientti pred artrocentézou a po artrocentéze, kteri trpi chro-
nickou temporomandibularni diskopatii.

MATERIAL A METODIKA

V nasi studii probihajici od fijna 2009 jsme se zamérili na analyzu synovialni tekuti-
ny u pacienttt s chronickou temporomandibularni diskopatii. Soubor tvorilo 10 Zen, je-
jichZ vék se pohyboval mezi 19 a 59 lety (pramér 32,4 let). VSechny nemocné prichaze-
ly do kloubni poradny nasi kliniky s bolestmi v ¢elistnim kloubu a omezenym oteviranim
ust; rozsah abdukce uvadime v tabulce 1. Ke tlumeni bolesti uzivaly nesteroidni anti-
flogistika (NSAF).

Diagnézu jsme stanovili na zakladé Kklinického vySetfeni veetné fotoregistrace [13]
a zobrazeni kloubnich struktur pomoci magnetické rezonance (MR). Zobrazovaci vySe-
treni bylo provedeno na Radiologické klinice FN Olomouc na pristroji Magnetom Sym-
phony 1,5 T Maestro Class (Siemens). High-Field magnet je vybaven softwarem VA21B,
syngo2002B a nejsilnégjsimi gradienty. Pro vySetfeni byla standardné pouZita civka
Head + Double Loop Array Left + Right.

VySetrovaci protokol byl rozdé€len do dvou fazi. V prvni fazi byly pouzity sekvence pro
hodnoceni morfologickych zmén kloubu a ve druhé fazi pak sekvence pro hodnoceni Ki-
nematiky temporomandibularnich kloubti a vztahu kondylt ke kloubni jamce a disku.
Prvni faze byla provadéna pfi zavienych a nasledné otevienych tstech.

V ramci racionalniho terapeutického algoritmu jsme 1é¢bu zah4jili minimalné inva-
zivnim lé¢ebnym vykonem — artrocentézou postiZeného kloubu. Ve spolupraci s bioche-
mickou laboratofi jsme stanovili hladinu IL-6 a IL-8 pred artrocentézou. VySetreni hla-
diny cytokin®i jsme nésledné opakovali s odstupem 2 tydnt po artrocentéze.

V injek¢ni anestezii na n. auriculotemporalis jsme aplikovali injek¢éni jehlou 2 ml ste-
rilniho fyziologického roztoku do horniho kloubniho prostoru postizeného kloubu
(obr. 1). Poté jsme provadéli tzv. pumping (opakovanou aspiraci a opétovné vpraveni roz-
toku zpét do kloubniho prostoru, slouZici k promichani kloubni tekutiny).
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Obr. 1 Aplikace fyziologického roztoku do
postiZeného kloubu

Obr. 2 Priprava punktatu k transportu v labo-
ratorni zkumavce

Obr. 3 Transport punktatu

Nasledné jsme punktat aspirovali a za-
chytili do laboratorni zkumavky (obr. 2)
a v zavéru procedury provedli lavaz horni-
ho kloubniho prostoru sterilnim fyziologic-
kym roztokem. Pacientkdm zafazenym do
studie jsme intraartikularné neaplikovali
Zadny lécebny prostredek.

K odbéru byly pouZity specialni zkumav-
ky, které nebyly kontaminovany endotoxi-
nem nebo pyrogeny.

Studie byla schvalena etickou komisi LF
UP a FN Olomouc. VSechny pacientky po-
depsaly pred zarazenim do studie informo-
vany souhlas.

Zpracovani odebraného vzorku

Punktat jsme transportovali ve vychlaze-
ném polystyrenovém boxu (obr. 3) na
pracovisté spoluautort, kde ho nasledné
zpracovali. Ihned po transportu byl centri-
fugovan (10 min, 2500 rpm, 4 °C), aby do-
§lo k odstranéni bun¢k a jinych ¢astic. Po-
té byl vzorek prepipetovan do c¢istych
zkumavek a zamrazen (-80 °C).
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Stanoveni hladiny cytokinu

Koncentraci interleukinu 6 (IL-6) a interleukinu 8 (IL-8) v punktatech jsme stanovili
pomoci specifickych imunologickych kitt1 (Quantikine®, R&D Systems, USA). Detekéni
limity deklarované vyrobci jsou pro IL-6 0,7 pg/ml a IL-8 1,5-7,5 pg/ml. Hladiny pod
uvedenymi hodnotami jsme povaZovali za nulové. Testy jsme provedli podle protokolt
dodanych vyrobcem. Punktat jsme vhodné natedili pufrem (1:1), aplikovali na 96jam-
kové desky pokryté specifickou monoklonalni protilatkou a inkubovali. Po dvouhodi-
nové inkubaci pri pokojové teploté jsme punktat odstranili a jamky oplachli promyva-
cim pufrem (4krat). Nasledné jsme do jamek aplikovali roztok enzymaticky znacené
sekundarni protilatky a inkubovali dvé hodiny pfi pokojové teploté. Poté jsme roztok
odstranili, jamky oplachli promyvacim pufrem (4krat) a pridali roztok substratu. Po in-
kubaci (30 minut pri pokojové teploté, bez pristupu svétla) jsme reakci ukondéili zasta-
vovacim roztokem a zméfili absorbanci vzniklého produktu pri 450 nm (Sunrise, Tecan,
Svycarsko).

VYSLEDKY

Vzhledem k technické obtiZnosti odbéru vzorku a finanéni naroc¢nosti biochemické
analyzy a s ohledem na nezbytnost zakladni orientace v problematice v nasich podmin-
kach dosud neznamé, jsme vySetreni provedli u pilotni skupiny deseti vybranych paci-
entek s diskopatii. Pacientky se liSily v€kem (19-59 let), délkou onemocnéni pred artro-
centézou a predchozi 1é¢bou v anamnéze (tab. 1).

Tab. 1 Charakteristika studovanych pacientek

~ . Délka onemocnéni Rozsah abdukce (mm)
Pofadové . . . _ P
.. Vék | pred artrocentézou Pfedchozi Ié¢ba . . .
Cislo .. pred artrocentézou po artrocentéze
(mésice)
1. 20 5 NSAF, repozicni diaha 28 45
2. 24 2 NSAF, repozicni diaha 30 40
NSAF, repozicni dlaha, 20 30
3. 52 24 fyzioterapie
4, 22 4 NSAF 30 38
5, 21 14 NSAF, repozi¢ni diaha 25 30
6. 44 7 NSAF 28 40
7. 59 3 NSAF 30 37
8. 19 2 NSAF, repozi¢ni diaha 30 39
9. 39 4 NSAF, repozi¢ni dlaha 29 36
10. 25 2 NSAF 30 41

Pred vlastnim zahajenim 1é¢by artrocentézou byly pacientky vySetfeny pomoci MR
k diagnostice dislokace disku. U pacientek 1, 2, 9 a 10 jsme diagnostikovali dislokaci dis-
ku s repozici a v terapii vyuZili repozi¢ni okluzni dlahu. U pacientek 3 a 5 byla rovnéz
diagnostikovana dislokace disku s repozici, ale predchozi 1é¢bu prodélaly na jiném pra-
covisti s vyuzitim NSAF, repozi¢ni dlahy, fyzioterapie a diadynamickych proudt. U pa-
cientek 4, 6, 7 a 8 byla diagnostikovana dislokace disku bez repozice.

Z tabulky 1 je zfejmé, Ze nemocné s delSi dobou potiZi mély rozsah otevirani ust pri
vstupnim vySetfeni mensi.

Cytokiny

Predpokladali jsme, Ze vzorky po artrocentéze budou obsahovat niZsi hladiny cytoki-
nu neZ vzorky odebrané pred artrocentézou. Pokles hladiny IL-6 po artrocentéze jsme na-
meérili pouze u pacientek 3 a 5, zatimco u nemocnych 1, 2, 4, 6 a 9 se hodnota IL-6 na-
opak mirneé zvysila. V pripadé pacientek 8 a 10 byla hladina IL-6 pod limitem detekce
a u nemocné 7 na hranici detekovatelného limitu. Hladinu IL-8 jsme nenaméfili u Zad-
ného z testovanych vzork.
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Nejvyssi hladiny pred artrocentézou, ale rovnéZ pozitivni 1éc¢ebny efekt z hlediska po-
klesu IL-6 po artrocentéze jsme pozorovali u vzorkl ¢. 3 a 5, tedy u pacientek s nejdelsi
anamnézou onemocnéni (24 a 14 mésict). V€k nemocnych byl rtizny, ale zda se, Ze
vySka hladiny IL-6 zfejmé na véku nezavisi. Nejstarsi pacientce (7) bylo 59 let a hodno-
ty IL-6 byly na hranici detekce stejné jako u pacientek 8 a 10, kterym bylo pouze 19 a 25
let. Naproti tomu pacientka s druhou nejvyssi hladinou IL-6 (5) byla 21leta (tab. 2).

Tab. 2 Hladina IL-6 a IL-8 v punktatu pfed artrocentézou a po artrocentéze

. . . Délka onemocnéni IL-6 (pg/ml)
Pofadové . Vék _ - =
- Pohlavi pred artrocentézou pred po
cislo (roky) p ,
(mésice) artfrocentézou artrocentéze
Il Z 20 5 13,84 43,14
2 Z 24 2 6,24 11,44
3. Z 52 24 419,14 361,24
4. Z 22 4 12,44 19,54
5. Z 21 14 171,04 48,44
6. Z 44 7 35,74 56,24
7. Z 59 3 0.32 1.93
8. Z 19 2 0 0
9. Z 39 4 5,15 45,07
10. Z 25 2 0 0
DISKUSE

ZvySené hladiny IL-6, IL-1beta a IL-8 jsou pfimo spojeny s patogenezi zanétlivych i de-
generativnich zmén temporomandibularniho kloubu [1]. Hodnoty hladin cytokint sle-
dované jednotlivymi autory se 1lisi. Je to zptisobeno rtiznou metodikou odbéru vzorka
a pouZivanim ruaznych laboratornich metod. V principu jsou vSak vysledky srovnatelné.
V literatufe jsou popsany i studie klinicky zdravych temporomandibularnich kloubti,
ve kterych byl zaznamenan velmi nizky nebo i Zadny vyskyt cytokint IL-1beta, IL-6,
IL-8, IL-11, TNF-alfa [1].

Degenerativni a zanétlivé zmeény jsou ovlivnény rovnovahou prozanétlivych a protiza-
nétlivych cytokint. Do skupiny prozanétlivych patfi napfiklad IL-1, IL-6, IL-8 a TNF-al-
fa, mezi protizanétlivé cytokiny patfi napriklad IL-4, tkanovy inhibitor metaloproteinaz
TIMP 1, TIMP 2, rastovy faktor tumoru TGF beta [8]. Vysoké hladiny IL-6 v synovialni te-
kutiné temporomandibularniho kloubu jsou u nemocnych s vnitfni poruchou temporo-
mandibularniho kloubu spojeny s rozsahlou akutni synovitidou.

V priibéhu zanétu monocyty a makrofagy rychle uvolnuji IL-1, stejné jako IL-6. Fib-
roblasty a chondrocyty maji podobnou schopnost, zaroven ale ptsobenim IL-6 uvolniuji
i tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMP). IL-6 byl taktéZ detekovan v burikach syno-
vie. Tyto buniky produkuji IL-6 nejen v synovialni tkani, ale také v synovialni tekutiné.

Obvykle byva srovnavana hladina jednotlivych cytokint pfed a po miniinvazivni tera-
pii vnitfnich poruch temporomandibularniho kloubu a osteoartritidy. Nejvice literarnich
zdroju uvadi srovnavaci studie zabyvajici se hodnocenim vysledku artrocentézy. V tom-
to pripadé je hladina cytokini hodnocena s odstupem 7 aZ 14 dnfti, v prfipadé farmako-
logické 1é¢by osteoartritidy je stanoveni koncentrace cytokintt provadéno po 14 dnech
a po 14 tydnech. Vysledky jsou uvadény v procentech nebo v pikogramech na mililitr
(pg/ml).

Vétsina autortl prezentuje ve vysledcich statisticky signifikantni rozdil v koncentraci
sledovanych cytokinti pfed artrocentézou a po artrocentéze ve smyslu sniZeni jejich hla-
din [8, 4, 5].

Artrocentéza je povaZovana za uspésnou, pokud je zaznamenan pokles hladin IL-6,
IL-8, IL-11 a TNF-alfa, které jsou vSak detekovatelné i nadale [8, 4, 5].

Z vysledkt nasi pilotni studie je patrny vyskyt interleukinu-6 ve vSech odebranych
vzorcich synovialni tekutiny. Tato skute¢nost svédéi o jistém stupni zanétlivych zmén.
Zejména u treti a paté pacientky signalizovaly vysoké hodnoty IL-6 rozsdhlou synoviti-
du potvrzenou u obou nemocnych artroskopicky. V obou pripadech byl v kontrolnim
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vzorku, odebraném tyden po artrocentéze, zjistén pokles hladiny IL-6. Tyto vysledky ko-
reluji i s klinickym nalezem, kdy doslo ke zmirnéni bolesti a zlepSeni rozsahu abdukce
dolni celisti. U treti a paté pacientky vSak dochézelo k recidivam stavu, proto jsme pro-
vedli artroskopickou lyzu a lavaz a potvrdili tak i klinicky obraz odpovidajici zvySené hod-
noté IL-6. U nemocnych, kde jsme zaznamenali zvySeni hodnot, i kdyZ nepatrné, muze
vysledek svédcit o netispéchu artrocentézy nebo spiSe o vnitrokloubni reakci na posko-
zeni kloubnich struktur jehlou pfi artrocentéze. Klinicky stav se v8ak u téchto pacien-
tek zlep§il jak ve smyslu sniZeni bolestivosti, tak i zlepSeni otevirani ust.

Interleukin-6 je pleiotropni cytokin, ktery reguluje imunitni reakce, zanéty, krvetvor-
bu a ontogenezi. Rtizné literarni zdroje popisuji vztah zvySené hladiny IL-6 a artrosko-
picky potvrzené rozlicné stadium synovitidy nebo chronickych kloubnich zmén, napfi-
klad chondromalacie. In vitro zvySuje aktivitu osteoklasttl a prispiva k resorpci kosti.
Ve studiich japonskych autort byla zjiSténa vyznamné vyssi hodnota IL-6 v synovialni
tekutin€ pacientt s osteoartritidou neZ u pacientt s vnitfni poruchou temporomandi-
bularniho kloubu [10, 11]. Zda se proto, Ze vzestup hladiny IL-6 mtZe byt spojen s roz-
vojem osteoartritidy celistniho kloubu.

Bylo publikovano, Ze hladina IL-6 je ovlivniteln4 nesteroidnimi antiflogistiky, avSak
nazory na tuto terapii se lisi. Rozpor vznika tim, Ze hladiny IL-6 v synovialni tkani a sy-
novialni tekutiné jsou rtizné a nemusi spolu pfimo souviset. IL-6 je povaZovan za jeden
z hlavnich cytokinu, které prispivaji k zanétlivym zménam u pacientt s revmatoidni ar-
tritidou. Proto se dnes testuji tzv. anti-IL-6 monoklonalni protilatky, které prerusuji spo-
jeni proteinu IL-6 a jeho receptoru a maji velkou budoucnost v 1é¢bé tohoto onemocné-
ni.

Z nasich vysledkt usuzujeme, Ze vySe hladiny IL-6 pred artrocentézou je imérna dél-
ce onemocnéni. Cim delsi anamnéza, tim byly hladiny IL-6 vy$si. Proto by bylo vhodné
s 1écébou dislokaci disku, zejména dislokaci bez repozice, neotélet vzhledem k moZznému
zanétlivému a ¢asem i degenerativnimu postiZeni nitrokloubnich struktur. Abychom by-
li schopni jednozna¢ného a validniho hodnoceni, bude nase studie pokracovat a soubor
pacientt bude rozsifen tak, aby bylo moZno vysledky jednoznacné statisticky vyhodno-
tit.

ZAVER

Laboratorni vySetreni synovialni tekutiny mtiZze znamenat posun v diagnostice a 1é¢-
bé artropatii temporomandibularniho kloubu. Detekovatelnych cytokint je nékolik de-
sitek a jejich vztah ke vzniku a progresi zanétlivych a degenerativnich intraartikularnich
zmeén podléha dalsimu vyzkumu. Jejich studium poméaha chapat molekularni tiroven
patologickych stavli a zaroven skyta mozZnost odhaleni pripadné autoimunitni etiologie
temporomandibularnich poruch, indikovat véasné zahajeni terapie a dispenzarizovat ne-
mocné s ¢asnym stadiem degenerativnich zmén. Sou¢asné€ umoziiuje i hodnoceni tispés-
nosti jednotlivych terapeutickych modalit.
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