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UvVOD

Roztrousena skler6za mozkomisni (RS) je imunopatologické onemocnéni charakterizované
zanétlivym postizenim struktur centrdlniho nervového systému a neurodegenerativnimi zménami
mozku (Krejsek, 2014). Je charakterizovana infiltraci leukocytli do centralniho nervového systému
(CNS), lokalni destrukci myelinovych obalti nervovych vlaken a postupnou ztratou oligodendrocytt
a axoni (Goodin et Bates, 2009). Onemocnénim je v Evropé postizeno vice nez 700 000 pacientd,
celosvétoveé pak vice nez 2,5 milion (Browne et al., 2013). Pies zna¢né pokroky v diagnostice a

1é¢be tohoto zavazného onemocnéni zistava etiologie RS neznama.

V patogenezi se predpoklada vliv genetickych i environmentalnich faktort (Steinman, 2001).
Mezi environmentdlni vlivy fadime nedostatek vitaminu D, nedostateCnou expozici slune¢nimu
zateni, virové infekce, stres a rovnéz koufeni a stfevni mikrobiota (Holick, 2004; Salzer et al, 2012;
Pohl et al., 2006). Primarni roli v patogeneze RS ma pravdépodobné geneticky determinovana
imunitni odpovéd’. ,Genome-wide association study*“ jednozna¢né potvrdily geneticky
determinovanou dysfunkci T a B bunék (Matesanz et al., 2012; Hindorff et al., 2009). Na rozvoj RS
prokazatelné pisobi HLA systém (Human Leucocyte Antigen). ZvySené riziko maji nosi¢i alely
HLA-DRB5*0101, HLA-DRBI1*1501, HLA-DQA1*0102 a HLA-DQBI1*0602 (International
Multiple Sclerosis Genetics Consortium, 2005). U takto geneticky disponovaného jedince dojde
vlivem ptisobeni vnéjsich faktorii k rozvoji zanétlivé odpovédi vedouci k demyelinizaci, axondlni a

neuronalni ztraté.

RS je nemoc, jejiz imunopatogeneze je pomérné dobie znama a ma vytvoien experimentalni

zviteci model, tzv. experimentalni autoimunitni encefalitidu (EAE).

ROLE IMUNITNIHO SYSTEMU V PATOGENEZI RS

CNS byl tradicné povazovan za imunoprivilegovanou cast organismu (Weller et al., 2006).
Predpokladalo se, Zze neexistuje imunitni dohled na CNS. Tento ndzor se vSak v souCasné dob¢
dramaticky zménil. Hematoencefalicka bariéra je regulované prostupnd pro buiiky imunitniho

systému, coz se diive neptedpokladalo (Sallusto et al., 2012). Navic mikroglie, které jsou soucasti



monocyto-makrofagového systému, jsou velmi aktivni v imunitni regulaci (Ransohoff and Perry,
2009). Vzajemna interakce mezi T-lymfocyty a mikrogliemi pak hraje vyznamnou roli ve vzniku

demyelinizacnich 1ézi CNS.

Bariéra mezi cévnim fecistem a CNS je nazyvana hematoencefalickd. Morfologickym
podkladem hematoencefalické bariéry je z krevni strany souvisla vrstva endotelu mozkovych kapilar
ptiléhajici k bazadlni membrané a ze strany mozkového parenchymu vrstva astrocytii a mikroglie.
Endotel mozkovych kapilar se odlisuje od endotelu v jinych lokalizacich tim, Ze je bez fenestraci a

endotelové buiiky jsou spojeny tésnymi kontakty (tight junction).

Vstup aktivovanych lymfocytd do CNS je nékolikastupniovy proces, ktery je vyznamné
usnadnén v pribchu zanétlivé reakce. Za puisobeni cytokind, napt. TNFa (Tumor Necrosis Factor a),
interleukinu 1 (IL-1) nebo IL-6, dochazi k adhezi aktivovanych pfevdzné pamétovych T-lymfocytl
na endotelové bunky mozkovych kapilar. Zde je nezbytna interakce mezi adhezni molekulou ICAM-
1 (Intercellular Adhesion Molecule) na endotelové buiice a LFA1 (Lymphocyte Function-associated
Antigen 1) doplnéna o interakce mezi integrinovou adhezni molekulou VLA-4 (Very Late Antigen-
4) na lymfocytech a molekulou VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule) na endotelovych
bunkach. Nasleduje prinik lymfocytu hematoencefalickou bariérou do mozkového parenchymu
pomoci proteolytickych enzymi (matrixovych metaloproteaz). Tyto proteazy lymfocyty samy
produkuji. Jejich pohyb v CNS je fizen prostfednictvim cytokinl, které jsou tvofeny predevsim
buitkami imunitniho systému. V mozkomi$nim moku u nemocnych s RS je zvySena koncentrace C-
C chemokiniit RANTES (Regulated upon Activation Normal T cell Expressed and Secreted) a MIP-
la (Macrophage Inflammatory Protein) (Bacon and Harrison, 2000). Béhem zanétlivého procesu se
také stava endotel prostupny pro makromolekuly z plazmy, zvySuje expresi molekul HLA ILtfidy a

adheznich molekul.

Role T-lymfocytii v patogenezi RS

T-lymfocyty po vzniku v kostni dfeni migruji do thymu, kde dozravaji. RozliSujeme dvé
kategorie lymfocytl. Tc lymfocyt — cytotoxicky T-lymfocyt ni¢i virem napadené a nddorové buiiky.
Tc lymfocyty se oznacuji jako CD8+ T-lymfocyty pro pfitomnou CDS8 diferencia¢ni skupinu

povrchovych glykoproteinii na jejich vnéjsi stran¢ cytoplazmatické membrany. Ty lymfocyt —
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pomocny T-lymfocyt pomoci cytokinii stimuluje imunitni reakci. DéEli se predevSim na Thl

lymfocyty a Th2 lymfocyty. Th lymfocyty oznacujeme jako CD4+ T-lymfocyty.

K aktivaci autoreaktivnich T-lymfocytii dochdzi v perifernich lymfatickych uzlinach. Tohoto
procesu se ucastni antigen prezentujici dendritické bunky, které na svém povrchu vystavuji
antigenni peptidy za pomoci MHC II. tfidy (Major Histocompatibility Complex). Tyto MHC
komplexy nasledné¢ rozeznava T-lymfocyt pomoci svého T-bunétného receptoru. Aktivované T-

lymfocyty poté migruji do CNS, kde dochazi k zanétlivé reakci.

UZ v modelu EAE bylo prokazéano, Ze nékteré struktury v CNS jsou pravdépodobnym ter¢em
autoreaktivnich T-lymfocytl. Onou kli¢ovou strukturou jsou myelinové obaly nervovych vlaken.
V CNS jsou myelinové obaly nervovych vldken produkovany oligodendrocyty. Zakladnim
stavebnim kamenem myelinu je myelinovy bazicky protein (MBP). MPB se zaroven povazuje za
proteinu se sekvencemi viru Epstein-Barrové (EBV) (Wucherpfennig and Strominger, 1995).
Pomoci longitudinalnich analyz vzorkd séra sbiranych vice nez 10 let pfed propuknutim RS bylo
zjisténo, Ze riziko vyvoje RS se signifikantné zvySuje se zvySujicim se titrem protilatek ve tiidé IgG
va¢i EBV (Liinemann et al., 2007). Dale existuje shoda v sekvencich aminokyselin MBP s
polymerazou viru hepatitidy B, proteind virt spalnicek, herpes simplex viru, lidskym herpes virem 6
(HHV-6), virem chtipky 1 adenovirem (Faure, 2005; Gudmundsdottir et al., 2006; Liebert, Linington
et ter Meulen, 2008; Liinemann et al., 2007; Soldan et al, 2007). Jiné autoantigeny, resp. strukturni
proteiny myelinu, podilejici se na patogenezi RS jsou MAG, MOG (Myelin Oligodendrocyte
Glycoprotein), PLP (Proteolipid Peptide) a MOBP (Myelin-associated oligodendrocyte basic
protein) (de Rosbo et al., 2004).

V zanétlivé reakci dominuje pisobeni Thl T-lymfocyt, Th17 T-lymfocytl a aktivovanych
makrofagli. Subpopulace Thl T-lymfocytii je odpovédny za rozvoj cytotoxické reakce. Thl T-
lymfocyty produkuji prozanétlivé cytokiny interferon y (INFy), Tumor Necrosis Factor B (TNFp) a
interleukin 2 (IL-2). Th17 T-lymfocyty maji pravdépodobné rozhodujici roli v imunopatogenezi RS.
Tento subset produkuje interleukiny IL-17, 1L-21, IL-22 a IL-26. IL-17 receptory jsou pfitomny
v akutnich i chronickych plakdch RS. Komiyama et al. (2006) prokazali vyznamné snizeni klinické

zavaznosti onemocnéni u IL-17 deficientnich mysi. Treg T-lymfocyty plisobi regulacné proti



aktivitdim subsetu Thl7. Dysfunkce Treg T-lymfocyti ma vyznamnou roli v patogenezi RS

(Costantino, Baecher-Allan et Hafler, 2008).

Th2 subpopulace T-lymfocytii pusobi v antagonistickém vztahu k Thl subpopulaci T-

lymfocyttl, izotypové piepnuti syntézy imunoglobulinti (Gandhi, Laroni et Weiner, 2009).

Cytotoxické T-lymfocyty pritomné v lézich maji regulaéni funkci ve vztahu k progresi
onemocnéni. Zprostiedkovavaji supresi Th-lymfocytl prosttednictvim sekrece perforinu, ktery je pro
Th-lymfocyty cytotoxicky. Rovnéz zplsobuji transekci axonii a zvySuji vaskularni permeabilitu

(Kasper et Shoemaker, 2010).

Role T-lymfocytd v imunopatogenezi RS je komplexni, zahrnujici prozanétlivé i

-----

Role B-lymfocyti v patogenezi RS

Prestoze byly T-lymfocyty doneddvna povaZovany za zcela klicovou soucast patogeneze RS,
nelze opomijet ani podil humoralnich sloZek imunity na poskozujici zanétlivé reakci. B-lymfocyty
jsou zodpovédné predevSim za specifickou, protilatkami zprostfedkovanou imunitni odpovéd.
Exprimuji CD20. Vznikaji v kostni dfeni, jejich dal§i zrani probihd po setkani s antigenem v
sekundarnich lymfatickych organech. Diferencuji v plazmatické bunky, které produkuji

imunoglobuliny a pamét'ové bunky.

Autoreaktivni B-lymfocyty maji vyznamnou roli ve zprostfedkovani poskozeni tkané
u nemocnych s RS. Prostupuji hematoencefalickou bariérou, prochazeji po stimulaci autoantigenem
procesem zrani a klonalni expanze v CNS. Tato populace B-lymfocytl a plazmatickych bun¢k mtize
byt detekovana v lézich RS, v mozkomiSnim moku, dokonce i periferni krvi (Hauser, 2015).
Vysetfeni mozkomisniho moku je velmi dillezité vySetfeni napomahajici k definitivni diagnéze RS
(Polman et al., 2011). Izoelektrickou fokusaci vzorku mozkomiSniho moku 1ze u nemocnych s RS
nalézt tzv. oligoklonalni pasy, které jsou povazovany za dilkaz oligoklonalni expanze B lymfocyti

nachazejicich se ptfimo v CNS. Pfitomnost oligoklonalnich imunoglobulinti je dikazem intratékalni



syntézy specifickych protilatek. Na zvySené hladiné¢ imunoglobulind v likvoru nemocnych s RS se
nejvetsi mérou podileji protilatky v tiide IgG.

Role B-lymfocytii v patogenezi RS je velmi raznoroda. Produkuji protilatky, jsou vysoce
TNFa a IL-6). V neposledni fad¢ tvoifi ektopické lymfoidni folikuly, které byly nalezeny na

meningach nemocnych se sekundarné progresivni RS.

LECBA RS A JEJI CILE

V Ceské republice jsou aktualné pro 1é¢bu pacientl s RS dostupné interferon P-la
(INFB-1a (30 mcg v intramuskuldrni injekci 1x tydné), glatiramer acetat (GA) (20 mg v podkozni
injekci denné¢ nebo 40 mg 3x tydn¢), interferon B-1b (INFB-1b) (0.25 mg (1 ml) subkutanné obden),
INFB-1a (22 mcg nebo 44 mcg subkutann€ 3x tydné€), peginterferon B-la (125 mcg v podkozni
injekci 1 x za 14 dni), teriflunomid (14 mg peroraln¢ denn€), DMF (240 mg perordlné¢ 2x denn¢),
fingolimod (0,5 mg peroraln€ denn¢), natalizumab (300 mg v intravendzni infusi 1x za 4 tydny) a
alemtuzumab (ve dvou cyklech intravendzné po 12 meésicich, v prvnim cyklu 5 dnii po sobé 12 mg,
po 12 mésicich 3 dny po sobé 12 mg). Predpoklada se, ze kladribin a ocrelizumab rozsifi 1€kové

portfolio na ptelomu roku 2018/2019.

V soucasné dobé¢ je snahou postihnout vice parametrti, které mohou byt ovlivnény RS. Tyto
parametry jsou soucasti konceptu 1écby RS - NEDA (No Evidence of Disease Activity). Ten je
obvykle definovan absenci relapst, progrese disability a aktivity na MR (Lu et al., 2018; Parks et
al., 2017). Lécba dle moderniho konceptu NEDA-4 znamend pro pacienta s RS dosazeni stavu, kdy:
1. nema Zadny potvrzeny relaps onemocnéni, 2. je bez progrese v EDSS (Expanded disability status
scale), 3. neobjevuji se nové T2 hyperintenzni 1éze nebo gadolinium enhancujici 1€ze pti provedené
MR mozku, 4. atrofie mozku neni vétsi nez 0,4 % za rok (Cree et al., 2015). V klinické praxi je
realngjsi pouziti konceptu MEDA (Minimal Evidence of Disease Activity). Tento koncept toleruje
urcity stupen aktivity onemocnéni (koncept 1ze pouzit pro nemocného, ktery se jevi jako stabilni ve
srovnani s pacientem s vys$i aktivitou nemoci v kratkodobém ¢i  stfednédobém intervalu)

(Giovannoni et al., 2017).



Protoze se neuronalni ztrata objevuje jiz v Casnych stadiich nemoci a ztrdta neurond pod
uréitou hranici vede k nevratné ztraté funkce, je nezbytné neoddalovat zahdjeni 1écby po
definitivnim stanoveni diagnozy RS. Zasadni terapeutické opatieni je proto zasahnout uz v pocatecni
fazi onemocnéni (pozn. CIS) tak, aby doslo k oddaleni progrese choroby a zabranéni invalidizace
(Shirani et al., 2012). Pacienti, jejichz 1écba je zahajena pozdé&ji, nemaji stejny benefit 1écby jako

pacienti se zahajenim 1é¢by v ¢asnych stadiich nemoci (Miller, 2004).

PREDIKTORY LECBY A PRUBEH ONEMOCNENI

Relaps onemocnéni

Snizeni poctu relapst je jeden ze zdkladnich lécebnych cilii. Piesto vztah mezi relapsy
onemocnéni a disabilitou zistava nadale nejasny. Scalfari et al. (2010) ve své praci, ktera zahrnovala
28 000 pacientorokil (pacientorok piedstavuje soucet vSech casovych obdobi, ve kterém byli 1éceni
vSichni pacienti) konstatoval, Ze vysokd klinicka aktivita v pribéhu prvnich dvou let nemoci a
kratky interval mezi prvni a druhou atakou jsou neptiznivé faktory ve vztahu k dosazeni vyznamné
poruchy chiize pii EDSS 6.0 (chiize do 100 m bez dopomoci, vice nez 50 m s dopomoci jedné hole
nebo vice nez 120m s dopomoci 2 holi ¢i druhé osoby). Tremlett at al. (2009) publikovali préci, ve
které popsali skutec¢nost, Ze relaps v prvnich péti letech nemoci je prediktivni k rozvoji disability ve
vztahu k nasledné sekundarni progresi. Na zdklad¢ téchto publikovanych studii by se dalo
predpokladat, ze vyznam pro rozvoj sekundarni progrese maji pouze relapsy v Casném stadiu
onemocnéni. Nicméné piiblizné¢ u poloviny relapsit nedojde k plné upravé zdravotniho stavu

pacienta a rovnez tato skutecnost miize hrat urcitou roli v rozvoji disability (Hirst et al., 2008).

Magneticka rezonance

Magneticka rezonance (MR) je zakladni metodou k diagnostice RS a sledovani uc¢innosti

1éCby. Nezbytné k monitoraci nemoci jsou T2-vazené snimky a T1-vazené snimky s podanim



kontrastni latky (Wattjes et al., 2015). Rio et al. (2008) publikovali praci, ve které zminili vyssi
riziko selhani 1é¢by interferonem beta (INFf), pokud pacient vyvine vice nez 2 aktivni léze v
prabéhu prvniho roku terapie (noveé nebo zvétsené T2 1éze a nové gadolinium enhancujici 1éze). Pti
monitorovani pacientdt s DMD (Disease Modifying drugs) 1éCbou je potieba znat skuteCnost, ze
nalez na vstupni MR pied zahajenim 1écby uspokojivé nepredikuje odpoveéd na budouci 1écbu.
Nasledné MR v prabéhu nekolika mésict jiz tuto vypovidajici hodnotu maji. Proto by méla byt dalsi
vysetieni provadéna na identickém pfistroji a je vhodné provést kontrolni MR za 6 a 12 mésici od
zahajeni 1écby (Montalban et al., 2018). Pfitomnost novych nebo zvétSujicich se T2 1ézi predikuje
zhorSeni EDSS v ¢ase (Prosperini et al., 2009; Prosperini et al, 2014). Pfes tento fakt samostatna
pritomnost novych nebo zvétSujicich se T2 1ézi nevede v soucasné dobé k eskalaci 1écby, ale je
varovnym signdlem jejtho mozného selhdni. Dalsi faktor, ktery mlze pomoci predikovat
dlouhodoby vyvoj, je atrofie mozku. Di Filippo et al. (2011) konstatovali, Ze mira progrese mozkové

atrofie v prvnim roce u pacientti s CIS koreluje s konverzi do CDMS.

MR je nezbytna k monitoraci oportunnich infekci a komorbidit — pro pacienty léCené
natalizumabem ve vysokém riziku PML (1écba déle nez 18 mésicii a pozitivita protilatek proti JCV)
je doporuc€eno provadét kontrolni MR v intervalu 3 — 6 mésict, pro pacienty v nizkém riziku PML
vintervalu 12 meésicli, pro pacienty sukoncenou léCbou natalizumabem (a zahajenim 1écby
fingolimodem, alemtuzumabem nebo DMF) pak kazdych 3 — 6 mésicti po dobu 12 mésict (Wattjes
et al., 2015).

Neurodegenerativni procesy

Prestoze je RS charakterizovana fokalni demyelinizaci s postizenim bilé hmoty, mozkova
atrofie se objevuje jiz v Casnych stadiich nemoci a mlze vést k ireverzibilni ztraté¢ neurologickych
funkci v€etné postizeni kognitivnich funkci. Je znamo, Ze mira mozkova atrofie koreluje 1épe
s disabilitou a kognitivni dysfunkci nez pocet a objem 1€zi bilé hmoty. Mozkové atrofie kvantifikuje
neurodegenerativni procesy u RS. Calabrese et al. (2012) publikovali praci, ve které konstatovali, ze
progrese kortikalni atrofie byla signifikantné vySs$i ve skupiné pacienti s RS oproti zdravym
kontrolam. Formulovali hypotézu, Ze patologie Sedé hmoty mozku je casny fenomén u RS a zaroven

ukazali, Ze progrese patologie v oblasti Sed¢ hmoty mozku nekoreluje s objemem 1ézi v bilé hmot¢ a
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tedy neurodegenerace probihd nezavisle na postizeni bilé hmoty. Podstatou neurodegenerace jsou
mitochondrialni defekty, které zpusobi, ze v diusledku zvySené akumulace Na+ dochazi ke
zvysenému influxu iontd Ca+ a v demyelinizacnich 1ézich se zvySuje mnozstvi degenerovanych
axont. Uvedeny stav podporuje zvySena hladina excitotoxickych aminokyselin a glutamatu, coz
vede k apoptéze (Paling et al, 2011). Rovnéz abnormity v metabolismu zeleza vedou ke ztraté
nervovych bunék a hromadéni depozit Zeleza v mozku. Depozita Zeleza se nachazeji v Sedé hmot¢
od jiz Casnych fazi RS, v progresivnich fazich RS se mnozstvi Zeleza zvySuje. Nadale vSak neni
zfejmé, zda tato depozita jsou markerem nebo mediatorem destrukéni kaskady u RS. Je v§ak zndma
korelace mezi prukazem depozit zeleza v mozku a klinickou dysfunkei u RS (Zhang et al, 2010).
K méteni mozkové atrofie se vyuziva fada metod MR. Mezi tyto metody fadime hodnoceni Siie 3.
komory, S§ife postranni komory v oblasti nucleus caudatus nebo bifrontdlni vzdalenost.
K sofistikovanéjsim metoddm patii SIENA (strukturdlni vyhodnoceni obrazu pomoci normalizace
zmény atrofie), nebo spektroskopické studie (koncentrace kyseliny N-acetylaspartové jako
biomarkeru neuronalni integrity klesa v Sedé hmoté¢ mozkové kiry, hladina cholinu se zvysuje

v oblasti zanétu a remyelinizace) (Grasior et al., 2009).

Biomarkery

Biomarker je objektivné méfitelny parametr, ktery je indikatorem biologickych procest,

patologickych procesti nebo farmakologické odpovédi.

V rozhodovacim procesu o 1é€bé pacienta se v bézné praxi opird rozhodnuti o klinické
nalezy a nalezy na MR. Pro predikci vyvoje onemocnéni (ev. rozvoj invalidity, 1écebné odpovéd) je
nezbytné nalézt markery, které¢ ukazuji na aktivitu zanétu a intenzitu axonalniho poskozeni. Markery
je mozné detekovat v periferni krvi ¢i mozkomisnim moku. Nevyhodou biomarkerti z periferni krve
je skuteCnost, ze jsou uvoliiovany spiSe extracerebralné, nez piimo z mozku (Zetterberg
et Teunissen, 2017). Pfitomnost oligoklonalnich pasii zvysSuje riziko dal§i ataky onemocnéni.
Pravdépodobnost dal§i ataky je zvySena dvojnasobné nezavisle na MR, nicméné pfitomnost
oligoklonalnich pasii neovlivituje disabilitu (Tintoré et al., 2008). Celkové je vSak jejich

prognosticky vyznam mensi nez ndlezy na MR.



V soucasné dob¢ jsou pfedmétem zajmu markery neuroaxondlniho poSkozeni (NFL —
neurofilament light), demyelinizace (MBP), imunitni aktivace (MMP-9 — matrixova
metaloproteindza 9 a chemokinovy ligand CXCL 13 a chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1). CXCL13
je prognosticky marker, ktery se vyskytuje ve zvySené miie u pacienti s CIS s ¢asnou konverzi do
RR RS (Brettschneider et al., 2010). U pacienti s CIS koreluji hladiny NFL s morfologickymi
projevy zanétu a predikuji konverzi do klinicky definitivni RS s horsi prognézou (Salzer et al.,
2010). Rovnéz zvysena hladina CHI3L1 v mozkomisnim moku predikuje u pacienti s CIS rychlejsi
konverzi do CDMS (Comabella et al., 2010). Byt neni znamo, zda aktivita nemoci souvisi u
progresivni RS se zménami v mozkomisnim moku, jsou znamy prace, které prokazaly zmény
biomarkerti v mozkomi$nim moku u progresivni RS. Sellebjerg et al. (2017) prokézali u progresivni

RS zvyseni koncentrace CXCL 13, NFL, MBP i MMM-9 v mozkomi$nim moku.

Proteomicka analyza mozkomisniho moku (CSF) zjistila fadu proteint, jejichZ koncentrace
byla zvysena u pacienti s RS (Stoop et al.,, 2010). Byly jiz publikovany proteomické studie
predstavujici kandidaty na biomarkery u RS kde byly rizné podskupiny RS porovnany s riznymi
kontrolnimi skupinami. Pacienti s RR RS méli oproti zdravym kontroldm v CSF vys§i hladinu
alpha-1 antichymotrypsinu (A1AC), alpha-1 makroglobulinu (A2MG) a fibulin 1. Nemocni se
sekundarné-progesivni RS vykazovali vyS$$i hladinu kontaktinu 1 (CNTNI), fetuinu A a
angiotensinogenu (ANGT) (Ottervald et al., 2010).
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KOMENTOVANE PUBLIKACNI VYSTUPY

PROTEOMIC ANALYSIS OF CEREBROSPINAL FLUID FOR RELAPSING-
REMITTING MULTIPLE SCLEROSIS AND CLINICALLY ISOLATED SYNDROME

PAVELEK, Zbysek - VYSATA, Oldfich - TAMBOR, Vojtéch - PIMKOVA, Kristyna - VU,
Dai Long - KUCA, Kamil - STOURAC, Pavel - VALIS, Martin. Proteomic analysis of
cerebrospinal fluid for relapsing-remitting multiple sclerosis and clinically isolated
syndrome. Biomedical Reports, 2016, 5(1), 35-40. ISSN 2049-9434.

Uvod

RS je chronické, zanétlivé onemocnéni centralniho nervového systému, které se vyznacuje
demyelinizaci a axondlni ztratou. Je nejcastéjSi pfi¢inou invalidity u mladych lidi. Az 50 %
postizenych ztrati schopnost samostatné chiize nebo prace do 15 let od stanoveni diagnozy.
Nevratné axonalni poSkozeni miize nastat diive, nez dojde k rozvoji prvnich klinickych ptiznaki.
Proto se intenzivné hledaji nové markery, které umozni v€asnou diagnézu a lécbu, coz by vedlo ke
zpomaleni procestt onemocnéni, které vedou k nevratnému poSkozeni nervového systému.
Proteomicka analyza CSF zjistila fadu proteint, jejichz koncentrace byla zvySena u pacientti s RS
(Stoop et al., 2010). Byly jiz publikovany proteomické studie predstavujici kandidaty na biomarkery
u RS (Ottervald et al., 2010), kde byly rGzné podskupiny RS porovnany s rtiznymi kontrolnimi
skupinami. Tyto studie prokézaly velkou Skalu potenciondlnich biomarkert, pravdépodobné v
dasledku riznych proteomickych piistupii a velkou heterogenitou RS. VétSina dosud publikovanych
praci se zaméfuje na majoritni ¢ast proteomu CSF - na proteiny. Bylo vSak prokazano, ze kromé
vlastnich proteinti tvoii fadu diagnosticky zajimavych molekul polypeptidové povahy také
endogenni ¢i nativni peptidy, které se nalézaji v nizkomolekuldrnim segmentu proteomu CSF. Tyto
peptidy mohou byt produkovany protedzami, které¢ jsou specificky regulovany pii probihajicim
patologickém procesu. Abnormalni aktivace protedz a endogenni proteolytické aktivity byla popsana
1 v mis$ni tkdni u modelu RS (Jain et al., 2009). D4 se predpokladat, ze diky kontaktu s CSF se
vznikajici nativni peptidy mohou uvoliiovat do této tekutiny, kde pak mohou byt vyuzity jako

specifické indikatory RS ¢i jejich jednotlivych subtypti.

Cilem této studie bylo nalézt zmény v nizkomolekularnim segmentu proteomu CSF a zjistit,

jaké nativni peptidy a v jakém mnozstvi se nachdzeji v mozkomisni moku mezi pacienty s CIS a
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RR RS oproti zdravé populaci. Takovéto polypeptidy mohou byt potencidlni nové diagnostické

markery a mohou pfispét k novym poznatklim o patogenezi onemocnéni.

Metodika

Analyzovali jsme celkem 26 vzorkli mozkomisniho moku (11 pacientd s CIS a RR RS a 15
vzorkd zdravych kontrol). Vlastni analyza byla zaloZena na pfistupu, pii némz jsou nativni peptidy
separovany na kapalinovém chromatografu (LC) a analyzovdny tandemovym hmotnostnim
spektrometrem (MS). Ke kvantitativnimu porovnédni hladin analytl mezi skupinami pacientii byla
vyuzita metoda isobarického znaceni pro relativni kvantifikaci. Ke zpracovani dat byl pouzit Perseus

software.

Vysledy

Identifikovali jsme celkem 26 proteind, které byly zménény oproti zdravym kontroldm. Tyto
proteiny jsou adenosine deaminase CECRI, Cadherin-6, Calsyntenin-3, Chitinase-3-like
protein 2, Dermcidin, Fibrillin-1, Histone H2B, Histone H4, Ig y-1 chain C region, Ig heavy
chain V-II region NEWM, Ig heavy chain V-III region BRO, Ig heavy chain V-III region
GAL, Ig heavy chain V-III region WEA, Ig « chain C region, Ig k chain V-I region Lay, Ig
chain V-II region TEW a Ig x chain V-II region GM607, Ig x chain V-III region SIE a Ig k
chain V-III region WOL, Immunoglobulin J chain, Mannan-binding lectin serine protease 1,
Metalloproteinase inhibitor 1, Multiple epidermal growth factor-like domains protein 8§,
Protocadherin-10, Receptor-type tyrosine-protein phosphatase 6, Receptor-type tyrosine-
protein phosphatase y, Reticulon-4 receptor, Zinc transporter ZIP10. Devét proteini bylo

zastoupeno v niz§im mnozstvi, 17 proteint bylo zastoupeno ve vét§im mnozstvi.
Diskuze a zavér

Celkem tfi znami identifikovanych proteinti prokazali Kroksveen et al. (2012)
u nemocnych s RR RS. Jednalo se o Ig y-1 chain C region, Ig heavy chain V-III region BRO
a Ig « chain C region. Tyto proteiny maji vyznamnou roli v pocateni aktivaci

komplementu. Chitinase 3-like protein 2 je povazovan za rizikovy faktor ve vztahu
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k nevratné progresi RS (Hinsinger et al., 2015). V naS$i préaci byl prokazan signifikantni
vzestup tohoto proteinu oproti zdravé populaci. Vyznam dalSich proteind, jejichz zménu
jsme pozorovali u pacientdl s RS, neni doposud uspokojivé vysvétlen a bude predmétem

dalsiho zkoumani.

LYMPHOCYTES IN THE TREATMENT WITH INTERFERON
BETA-1B

PAVELEK, ZbySek - VYSATA, Oldfich - KLIMOVA, Blanka - ANDRYS, Ctirad -
VOKURKOVA, Doris VALIS, Martin. Lymphocytes in the treatment with interferon beta-1
b. Multiple Sclerosis and Related Disorders, 2017, 18(neuvedeno), 29-32. ISSN 2211-0348.

Uvod

Jednim ze zakladnich 1ékt pro CIS nebo RR RS je INFB-1b. Pfesny mechanismus jeho
subsetu Th1 T-lymfocytl pomoci indukce tvorby IL-10. SniZzuje produkce prozanétlivého cytokinu
IL-17. Vede k omezeni prezentace antigenu a proliferace T-lymfocytl. SniZuje prostupnost
hematoencefalické bariéry zablokovanim adheznich interakci, tlumenim Uuc¢inku matrixovych
metaloprotedz a migrace leukocytil (Markowitz, 2007; Anderton et Liblau, 2008; Chen et al., 2009;
Chabot et al., 1997). V této praci byly vysetfeny jednotlivé populace lymfocytlh u nemocnych s RS
(CIS a RR RS). Cilem bylo najit znaky, které jsou ovlivnény u nemocnych lé€enych INFfB-1b.

Metodika

Do studie bylo zatazeno celkem 97 pacientl (25 muzl a 72 zen), ktefi byli 1é¢eni pro CIS
nebo RR RS INFB 1-b (ve formé podkozni injekce, v ddvce 250 pg obden). Nemocnym byly
odebrany vzorky krve pifed zahajenim lécby a po péti letech 1écby s cilem zjistit zmény
lymfocytarnich populaci. Jednalo se o lymfocyty, CD4+ T-lymfocyty, CD8+ T-lymfocyty, CD 19
(B lymfocyty), natural killer — NK buiiky (CD3-/CD16+56+), CD3+/CD69+ buiiky, CD5 bunky,
CD25 buiky, CD3+/CD25+ buitky, CD5+/CD19+ buiiky, CD4+/CD45RO+ buiiky, CD8+/CD38+
buiiky, CD 38 buiiky, CD4+/CD45RA+ bunky, CD69 protein, CD40 protein, CD 40L v absolutnich

1 relativnich hodnotéach a absolutni hodnotu leukocytt. K analyze definovanych znakti byla pouzita
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prutokova cytometrie. Ke statistickému zpracovani byl pouzit program MATLAB® (MathWorks,
Inc., USA).

Vysledky

Signifikantni pokles byl po péti letech na hladiné vyznamnosti 1 % zjiStén u absolutnich 1
relativnich hodnot proteinu CD69, absolutnich i relativnich hodnot CD8+ T lymfocyti, celkového
poctu leukocytl a absolutnich hodnot NK bunék. Signifikantni pokles na hladiné¢ vyznamnosti 5 %
byl zjistén u absolutni hodnoty lymfocyti, relativnich hodnot CD4+ T lymfocyti, relativnich hodnot
CD3+/CD69+ bunék a absolutnich hodnot CD8+/CD38+ bun¢k.

Diskuse

Bylo zjiSténo signifikantni sniZeni parametru CD69. CD69 je specificky antigen ovlivilujici
proliferaci specifickych geni a moduluje imunitni odpovéd’ (Llera et al., 2001). Inhibuje zrani Th17
T-lymfocyti, které maji pravdépodobné rozhodujici roli v imunopatogenezi RS (Gonzalez-Amaro et
al., 2013). Obdobn¢ jako Zafranskaya et al. (2007) jsme prokézali signifikantni pokles CD8+ T-
lymfocyth. CD8 T-lymfocyty pfitomné v lézich maji regulacni funkci ve vztahu k progresi
onemocnéni. Zprostiedkovavaji supresi Th-lymfocytl prostfednictvim sekrece perforinu, ktery je
pro Th-lymfocyty cytotoxicky. Rovnéz zpiisobuji transekci axoni a zvySuji vaskularni permeabilitu
(Kasper et Shoemaker, 2010). CD3+/CD69+ ptedstavuje casné aktivované T-lymfocyty, CD69 se
exprimuje na bunikach (na vSech leukocytech) uz 4h od pisobeni aktivatoru, tj. jesté pred vznikem
nové DNA blastl (tzn. pfed bunécnou proliferaci), ale jejich exprese klesa uz po 24h. CD8+/CD38+
predstavuji aktivované cytotoxické/supresorové T-lymfocyty, jejich zvySend hodnota je u infek¢énich
onemocnéni a typickd je vyssi hodnota u HIV pacientli. Ve sledované praci byl zaznamenan pokles

CD8+/CD38+. Pokles jsme zaznamenali rovnéz u NK bun¢k.
Zavér
Byt’ pfesny mechanismus G¢inku INFf neni znadm, 1écba INF sniZuje aktivitu RS a oddaluje

konverzi do sekundarné progresivni formy. Studie prezentovala nékteré parametry periferni krve,

které byly ovlivnény dlouhodobou 1é€bou INFB-1b.
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LYMPHOCYTE POPULATIONS AND THEIR CHANGE DURING
FIVE-YEAR GLATIRAMER ACETATE TREATMENT

PAVELEK, Zbysek - VYSATA, Oldtich — SOBISEK, Lukas - KLIMOVA, Blanka -
ANDRYS, Ctirad - VOKURKOVA, Doris - MAZUROVA, Radka - STOURAC, Pavel -
VALIS, Martin. Lymphocyte populations and their change during five-year glatiramer
acetate treatment. Neurologia i neurochirurgia Polska. 2018 (In press).

Uvod

Jednim z ucinnych preparati v 1é¢bé RS je GA. Pasobeni GA je imunomodulac¢ni. GA tlumi
zanét a souCasné¢ ma 1 vlastnosti neuroprotektivni. GA zpusobuje pfesmyk od aktivity subsetu Thl
T-lymfocytd k aktivit¢ subsetu Th2 T-lymfocyt. Subset Thl T-lymfocytl je odpovédny za rozvoj
cytotoxické reakce.Th1l T-lymfocyty produkuji prozanétlivé cytokiny interferon y (INFy), Tumor
Necrosis Factor f (TNFp) a interleukin 2 (IL-2). Naproti tomu Th2 subset T-lymfocyti ptisobi v
13. Pomoci antigen prezentujicich buné€k jako jsou monocyty a dendritické buitky méni GA funkci
CD4+ and CD8+ T-lymfocytii. Vaze se s vysokou afinitou na molekuly MHC (hlavni
histokompatibilni komplex) II. tfidy na bunikach prezentujici MBP (bazicky protein myelinu) a takto
znemoznuje piedkladani antigennich fragmentd odvozenych od MBP. Tedy kompetuje s
imunogennimi fragmenty MBP o receptory na autoreaktivnich T-lymfocytech a ty pravdépodobné

anergizuje nebo zpiisobuje jejich apoptoézu (Ziemssen et Schrempf, 2007).

Metodika

Ve studii byly analyzovany vysledky 72 pacient (12 muza a 60 zen), kteti byli 1éCeni pro
CIS nebo RR RS GA (ve formé podkozni injekce, v davce 20 mg denn¢). Nemocnym byly odebrany
vzorky krve pfed zahajenim 1écby a po péti letech 1é€by s cilem zjistit zmény lymfocytarnich
populaci. Jednalo se o lymfocyty, CD4+ T-lymfocyty, CD8+ T-lymfocyty, CD 19 (B lymfocyty),
natural killer — NK bunky (CD3-/CD16+56+), CD3+/CD69+ bunky, CD5 buiky, CD25 buiky,
CD38 buiiky, CD3+/CD25+ buiiky, CD5+/CD19+ bunky, CD4+/ CD45RO+ bunky, CD8+/CD38+
buiiky, CD4+/CD45RA+ buiiky, CD69 protein, CD40 protein, CD 40L v absolutnich i relativnich
hodnotach a absolutni hodnotu leukocytii. K analyze definovanych znakii byla pouzita pritokova

cytometrie. Ke statistickému zpracovani byl pouzit system R (r-project.org).
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Vysledky

Po péti letech 1écby byl zjistén signifikantni pokles absolutnich i relativnich hodnot bun¢k
CD3+/CD69+, absolutnich 1 relativnich hodnot proteinu CD69, relativnich hodnot bunék
CD8+/CD38+ a relativnich hodnot bunék CD38. Signifikantni vzestup byl zaznamenan
u absolutnich 1 relativnich hodnot buné¢k CD5+/CD45RA+ a absolutnich hodnot bunék
CD5+/CD45RO+.

Diskuse

Obdobn¢ jako u 1é¢by INFB-1b, rovnéz u dlouhodobé 1écby GA jsme prokazali statisticky
vyznamné ovlivnéni proteinu CD69, bun¢k CD8+/CD38+ a CD3+/CD69+. Navic byl zaznamenan
pokles relativnich hodnot bun¢k CD38. Jejich funkce ovliviiuje imunitni odpovéd’ (Malavasi et al.,

2008).

CD4+/CD45RO+ patii mezi pamétové pomocné T-lymfocyty, tzn. lymfocyty, které se
dostaly do kontaktu s antigenem. Tato populace se méni béhem véku, nejvyssi je v pozdnim veku.
CD4+/CD45RA+ jsou naivni pomocné T-lymfocyty, tzn. lymfocyty, které se jeSté nedostaly do
kontaktu s antigenem, tato populace se méni béhem véku, nejvyssi je v periferii novorozencu. V nasi
analyze byl prokazan vzestup hodnot téchto bun¢k. CD4+/CD45RO+ lymfocyty potlacuji aktivaci
genu NLRP3, ktery ma jednu z klicovych roli v aktivaci zanétu (Beynon et al., 2012). Prokazany

vzestup CD4+/CD45RO+ lymfocytl tak mize ukazovat na jeden z mechanismu piisobeni GA.
Zavér
GA snizuje riziko exacerbace onemocnéni pomoci nékolika zndmych imunomodulaénich

mechanismi, pfesto neni jeho pfesny mechanismus U¢inku znam. Studie prezentovala nékteré

parametry periferni krve, které byly ovlivnény dlouhodobou 1é¢bou GA.
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SROVNANI UCINNOSTI SUBKUTANNE PODAVANEHO
INTERFERONU BETA-1A 44 MG, DIMETHYL FUMARATU A
FINGOLIMODU V REALNE KLINICKE PRAXI, MULTICENTRICKA
OBSERVACNI STUDIE

PAVELEK, Zbysek — SOBISEK, Lukas — HORAKOVA, Dana - VALIS, Martin. A
comparison of efficacy of subcutaneous interferon -1a 44 pg, dimethyl fumarate and
fingolimod in the real-life clinical practise — a multicenter observational study. Ceské a
slovenska neurologie a neurochirurgie 2018; 81/ 114(4): 457— 465.

Uvod
Mezi etablované 1éky pro RR RS patii INFB-1a 44ug, DMF a fingolimod. Cilem projektu,
resp. vystupem z analyzy z registru ReMuS, bylo srovnat Gi¢innost subkutdnné podadvaného INFf-1a

44 ng, DMF a fingolimodu u pacientii s RR RS u nemocnych, kterym byla zahajena tato 1é¢ba do 90

dni od pocatku relapsu v realné klinické praxi v Ceské republice.

Metodika

Do projektu bylo zahrnuto celkem 279 pacienti s RR RS, ktefi prodélali pti 1é€bé prvni linie
(INFB-1a 22 pg 3 x tydné, INFB-1a 30 pg 1x tydné, INFB-1b 250 ug obden, teriflunomid 14 mg
denn¢, GA 20 mg denné nebo GA 40 mg 3 x tydn¢) jeden relaps a kterym byla 1é¢ba zménéna bud’
na INFfB-1a 44 pg nebo na DMF ¢i fingolimod. Sledovanymi parametry byly ro¢ni pocet relapst
(ARR), doba do dalsiho relapsu, zastoupeni pacientll bez relapsu a zména EDSS po roce 1écby u

jednotlivych preparati béhem 1 letého obdobi od zmény 1éCby.

Vysledky

Po zméné terapie doSlo u vSech tii sledovanych preparati béhem rocni observace
k signifikantnimu zlepSeni analyzovanych parametrii. Pfi porovnani skupiny pacientli s lécbou
INFB-1a 44ug (83 pacientil) versus fingolimod nebo DMF (196 pacientll) bylo ve druhé skupiné
vyznamnéj$i zlepSeni v parametru ARR a zména EDSS. Po sparovani pacientd na terapii INFfB-1a

44ug se skupinou lé€enou DMF nebo fingolimodem v poméru 1:1 metodou propensity score
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matching (83 vs 83 pacientl) zistal signifikantni vliv na zlepSeni sledovanych parametrt ptfed a po

zmén¢ terapie v obou skupinéach, neprokdzali jsme ale jiz signifikantni rozdil efektu mezi skupinami.

Diskuze a zavér

INFB-1a 44 ug, DMF i fingolimod prokazaly svou ucinnost v fad¢ studii, pokud doslo
k jejich nasazeni z diivodu nedostatecné ucinné predchézejici 1é¢by (Schwid et al., 2005; Cohen et
al., 2010; Fox et al., 2012). Vystupy z analyzy z registru ReMuS ukazuji, ze eskalace 1é€by na INFf3-

la 44ug, DMF 1 fingolimod pfiznivé ovliviiuje parametry zménu EDSS a ¢as do dal$iho relapsu.

SOUHRN POZNATKU DISERTACNI PRACE

V diserta¢ni praci byly piedstaveny celkem 4 origindlni publikace tykajici se proteomiky,
lymfocytarni populace u RS a disability. Ve studii 1 jsme zjistili fadu proteind, které se vyskytuji v
mozkomi$nim moku u nemocnych s RS oproti zdravé populaci. Ve studii 2 a studii 3 jsme prokazali
Cetné parametry z periferni krve, které¢ byly ovlivnény dlouhodobou 1é€bou INFP nebo GA. Ve
studii 4 jsme potvrdili u€innost eskalacni 1écby RS (INFB-1a 44 ng, DMF a fingolimodu) v realné

klinické praxi v CR.
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