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ABSTRAKT

Uvod: Myasthenia gravis (MG) je autoimunitni onemocnéni, v jehoZ diisledku dochézi k poruse

tom, Zze MG je pouze receptorova nemoc, jsou jiz piekonany. Dochézi k imunopatologickym zménam
jak v oblasti cilovych struktur [specifickych receptort pro acetylcholin (AChR], svalové specifickou
tyrosinkinazu (MuSK) a nizkodenzitnimu lipoproteinu 4 (Lrp4)], thymu, ale i perifernich lymfoidnich
organt. Prvotni poznatky o poruse humoralni imunity s rozhodujici roli patologickych autoprotilatek
byly korigovany nalezem imunitni dysregulace na trovni T lymfocytl. Podle dnesnich znalosti se pii
rozvoji a udrzovani MG ucastni autoimunitniho zanétu témét vsechny typy bunék s imunitni funkei:
pomocné CD4+ T lymfocyty, cytotoxické CD8+ T lymfocyty, regulaéni CD4+CD25+ T lymfocyty,
Th17 lymfocyty, B lymfocyty i plazmatické buniky. Dominujici roli v imunopatologickych déjich ma u
mladsSich pacientl thymus, u nemocnych starSich se uplatiiuji 1 extrathymické mechanismy. V
disledku toho, thymektomie (TE) je vSeobecné piijimana jako soucést 1écby u MG. Dosud ale
neexistuji nepochybna data oveéfena prospektivni kontrolovanou studii, ktera by prokazovala efekt této
lécebné alternativy. Rovnéz neni jasny pfesny mechanismus, kterym TE zmirfiuje ptiznaky MG.
Thymom je povaZovan za Spatny prognosticky faktor MG, protoze sebou vétSinou nese téZsi pribéh
MG nebo sniZeni schopnosti reagovat na 1é¢bu. Kazdopadné stale zlistavaji otdzky v mnoha oblastech,

pokud jde o terapeutickou roli TE u nonthymomatézni MG.

Cile prace: 1. definovat a komparativné zhodnotit skupiny nonthymomat6znich a thymomatéznich
pacientt 1éCenych TE v letech 2010-2013 s cilem nalézt klinické ukazatele budouci odpovidavosti na
tuto 1é¢bu; 2. longitudinalné sledovat vyvoj lymfocytarnich subpopulaci, specifickych protilatek a
produkci intracelularnich cytokini v periferni krvi u myastenickych pacientii pied a po TE se
soucasnym vyhodnocovanim jejich kvantitativniho myastenického skore (QMGS) a postintervencéniho
statu; 3. objasnit spole¢ny imunopatogeneticky mechanismus nékolika autoimunitnich chorob u

jednoho pacienta, nasledného klinického priabehu téchto onemocnéni a manazmentu jejich 1écby;

Pacienti a metody : Vyhodnocovali jsme neurologické vysledky po TE u pacient s thymomem a bez
thymomu a nasledného vlivu TE s nebo bez soubézné imunoterapie na rizné lymfocytarni
subpopulace T a B lymfocyti se zamétenim na CD4+CD25+ regulacni T bunky v definovanych
casovych intervalech (pted TE; 1 mésic, 6 mésicti, 12 mésict a 24 mésici po TE) u sledovanych skupin

pacientl : A) pacientd s generalizovanou nonthymomatézni MG 1é¢enych pyridostigminem (bez
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imunosupresivni 1é¢by); B) pacientii s generalizovanou nonthymomatézni MG 1é¢enych
kortikosteroidy; C) pacientt s generalizovanou nonthymomatézni MG 1é¢enych kombinovanou
imunosupresi (kortikosteroidy a azathioprin); D) pacientt s generalizovanou MG s histologicky

prokazanym thymomem a lécenych kombinovanou imunosupresi (kortikosteroidy a azathioprin).

Vysledky : Celkem bylo zahrnuto 62 pacientti s generalizovanou MG, kteri podstoupili TE. Thymom
byl histologicky potvrzen u 16 pacienti. Nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v dosaZeni
kompletni stabilni remise (KSR) 24 mé&sict po TE (24% nonthymomatoznich a 25% thymomatdznich
pacientl) nebo poctu relapsi (p = 0,843) mezi thymomatdzni a nonthymomatozni skupinou béhem
pooperaéniho sledovani, a rovnéz jsme mezi nimi nepozorovali vyznamny rozdil v poklesu QMGS po
operaci (p = 0,757). Zjistili jsme, Ze doba trvani generalizované MG pted operaci u
nonthymomatdznich pacient neovliviiuje terapeuticky efekt operace (p = 0,64).

TE u pacientd uzivajicich soubézné néjakou formu imunoterapie byla spojena se statisticky vyznamné
zvySenym procentualnim podilem CD4+CD25+ Treg lymfocyta (p<0.001) a snizenou autoreaktivitou
T bunék (pokles CD4+, p=0.038; narast CD8+, p=0.009). Dokazali jsme, Ze predoperacni terapie
kortikosteroidy je dobrym prediktivnim ukazatelem pozitivniho efektu thymektomie [nejvétsi pokles
QMGS a % podilu CD4+, nejvétsi vzestup % podilu Treg a CD8+ a vysoky podil pacienti (38%),
kteri dosahli statu KSR v ramci nonthymomato6zni skupiny]. Nonthymomatozni skupina, ktera
podstoupila TE a byla 1é¢ena jenom pyridostigminem bez doprovodné imunoterapie nevykazovala
zadné vyznamné zvySeni Treg bunék nebo jakékoliv jiné statisticky vyznamné zmény v dalSich
subpopulacich lymfocyti (CD4+, CD8+, CD19), jakoz i jejich postintervenéni status po 24 mésicich
sledovani byl nejhorsi ze vSech sledovanych skupin MG pacientd. Potvrdili jsme hypotézu, ze
seronegativni pacienti profituji z TE stejné jako seropositivni, jejich terapeutické vystupy a laboratorni
parametry jsou ve vSech sledovanych obdobich podobné (p = 0,368) a Ze vyskyt antistriatalnich
protilatek v Krvi je indikatorem ptitomnosti thymomu (p<0.001). Prokazali jsme, Ze ¢tyfi klinicky
heterogenni jednotky na autoimunitnim podkladé (MG, Castlemanova nemoc, pemphigus vulgaris,
antifosfolipidovy syndrom) maji spole¢né imunopatogenetické pozadi tkvici v molekule interleukinu

6, co nam umoziilo hledat spole¢nou a strategicky cilenou terapii.

Zavér: Thymomatozni a nonthymomatdzni skupina profituje z thymektomie stejné. Piesny
mechanismus, kterym TE zmirnuje piiznaky myasthenia gravis neni ptesn¢ znam. Byly zjistény

zvySené hladiny cirkulujicich CD4+CD25+ regula¢nich T bunék u klinicky stabilnich MG



thymektomovanych pacientt uzivajicich bud’ kortikosteroidy nebo kombinovanou imunosupresivni
[éEbu. Na zakladé téchto vysledkt samotna TE bez konkomitantni imunoterapie neni dostacujici pro

zvyseni poctu cirkulujicich CD4+CD25+ regulac¢nich T bun¢k a K nastoleni kompletni stabilni remise.

ABSTRACT

Myasthenia Gravis (MG) is an autoimmune disease affecting neuromuscular transmission, in which
the thymus is considered pathogenic organ. Earlier ideas suggesting that MG is only the receptors
disease have been proven wrong. There are immunopathological changes in both target structures
[specific receptors for acetylcholine (AChR] muscle-specific tyrosine kinase (MuSK) and low-density
lipoprotein 4 (Lrp4)], the thymus, as well as in peripheral lymphoid organs. Initial findings of the
humoral immunity defect with the decisive role of the pathologic autoantibodies, were corrected with
findings of the immune dysregulation at the level of T lymphocytes. According to today’s knowledge,
the development and maintenance of MG involves almost all cell types of immune function in the
autoimmune inflammation: helper CD4+ T lymphocytes, cytotoxic CD8+ T lymphocytes, regulatory
CD4+CD25+ T lymphocytes, Th17 lymphocytes, B lymphocytes and plasma cells. Thymus plays a
dominant immunopathogenetic role in younger patients with MG, while extrathymic mechanisms are
applied in older patients. As a result of that, the thymectomy (TE) is generally accepted as part of
treatment for MG. However, there is still no data verified by a prospective controlled study, which
would demonstrate a useful result of this treatment alternative. Furthermore, the mechanism by which
the TE relieves the symptoms of MG is not exactly clear. Thymoma is considered a bad prognostic
factor of MG because it generally carries more severe development of MG or it decreases the ability to
respond to the treatment. In any case, there are still many questions regarding the therapeutic role of

TE in non-thymomatous MG.

Objectives of this work: 1. to define and comparatively evaluate the groups of non-thymomatous and
thymomatous patients receiving TE in years 2010-2013 in order to find indicators of future clinical
responsiveness to this treatment; 2. longitudinally monitor the development of lymphocyte
subpopulations, specific antibodies and the production of intracellular cytokines in peripheral blood in
myasthenic patients before and after TE with simultaneous evaluation of their quantitative myasthenic

score (QMGS) and post-intervention status; 3. to elucidate a common imunopathogenic mechanism of



several autoimmune diseases in one patient, the subsequent clinical course of these diseases, as well as

the management of treatment;

Patients and methods: We evaluated neurological outcomes after TE of patients with thymoma and
without thymoma and the consequent impact of TE with or without concomitant immunotherapy on
different lymphocyte subpopulations of T and B lymphocytes with the focus on CD4+CD25+
regulatory T cells at defined time intervals (before TE; 1 month, 6 months, 12 months and 24 months
after TE) in the studied groups of patients: A) patients with generalized non-thymomatous MG treated
with pyridostigmine (without immunosuppressive therapy); B) patients with generalized non-
thymomatous MG treated with corticosteroids; C) in patients with generalized non-thymomatous MG
treated with combined immunosuppression (corticosteroids and azathioprine); D) patients with
generalized MG with histologically confirmed thymoma, treated with combined immunosuppression

(corticosteroids and azathioprine).

Results: We have included 62 patients with generalized MG who underwent TE. Thymoma was
histologically confirmed in 16 patients. There were no significant differences in achieving complete
stable remission (KSR) 24 months after TE (24% non-thymomatous and 25% thymomatous patients)
or the number of relapse (p = 0.843) between thymomatous and non-thymomatous group during
postoperative follow-up, and we also observed there is no significant difference in decrease in QMGS
after surgery (p = 0.757). We have found out that the duration of generalized MG preoperatively in
non-thymomatous patient does not affect the therapeutic effect of the surgery (p = 0.64). TE in patients
receiving concurrently some form of immunotherapy was associated with a statistically significant
higher percentage of CD4+CD25+ Treg cells (p <0.001) and reduced self-reactivity of T cells
(decrease in CD4 +, p = 0.038; increase in CD8 +, p = 0.009). We demonstrated that preoperative
corticosteroid therapy is a good predictive indicator of the positive effect of thymectomy [the biggest
decrease in QMGS and percentage of CD4+, the largest increase in percentage of Tregs and CD8 +,
and a high proportion of patients (38%), which reached the KSR status within non-thymomatous
group]. Non-thymomatous group that underwent TE and was treated only with pyridostigmine and
without immunotherapy, showed no significant increase of Treg cells or any statistically significant
changes in other subpopulations of lymphocytes (CD4+, CD8+, CD19) and besides that, their post-

intervention status after 24 month observation was the worst of all monitored groups of MG patients.



We confirmed the hypothesis that seronegative patients benefit from the TE as well as seropositive
patients, their therapeutic outcomes and laboratory parameters are all similar in the observed periods
(p = 0.368), and that anti-striatal antibodies in the blood are an indicator of the presence of thymoma
(p <0.001). We have demonstrated that four clinically heterogeneous units on the autoimmune basis
(MG, Castleman's disease, pemphigus vulgaris, antiphospholipid syndrome) have a common
imunopathogenic background inherent in the molecule interleukin-6, that allowed us to search for
common and strategically targeted therapy.

Conclusion: Thymomatous and non-thymomatous group profit equally from thymectomy. The exact
mechanism by which TE relieves symptoms of MG is not exactly known. Increased levels of
circulating CD4+CD25+ regulatory T cells has been found in clinically stable thymectomized MG
patients using corticosteroids or combined immunosuppressive therapy. Based on these results, alone
TE without concomitant immunotherapy is not sufficient enough to increase the number of circulating

CD4+CD25+ regulatory T cells and the establishment of stable complete remission.

KLICOVA SLOVA

Myasthenia gravis, thymektomie, thymom, regula¢ni CD4+CD25+ T lymfocyty, kortikosteroidy,

pyridostigmin, kombinovana imunosupresivni 1é¢ba, QMG skore, kompletni stabilni remise
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SNMG - seronegativni myasthenia gravis

SPMG - seropositivni myasthenia gravis

t.hm.- t€lesné hmotnosti

Tc lymfocyty — cytotoxic T-lymphocytes; cytotoxické T-lymfocyty
TCR — T-cell receptor; povrchovy receptor na T-lymfocytech

TE — thymektomie

Th lymfocyty — helper T-lymphocytes; pomocné T-lymfocyty
TNF-a — tumor nekrotizujici faktor - alfa

TPMT - thiopurin-S-methyltransferaza

Treg lymfocyty — regulaéni T-lymfocyty

UPV —uméla plicni ventilace

WHO — World Health Organisation; Svétova zdravotnicka organizace
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1. UVOD

1.1. Definice a epidemiologie MG
Myasthenia gravis (MG) je onemocnéni nervosvalového pfenosu, charakterizované kolisavou slabosti
a unavitelnosti pficn¢ pruhovanych svalt (o¢nich, bulbarnich, pletencovych, sijovych a dychacich) bez

poruchy reflexa a citlivosti nebo dalSich neurologickych funkci.

MG je autoimunitni onemocnéni, kde nékolik typt autoprotilatek pod vlivem bunéénych imunitnich
mechanizmil interferuje se strukturami nervosvalového spojeni, které mohou vést k poruse jeho funkce

(Berrih-Aknin a Le Panse, 2014). Obr. 1

AChR - acetylcholinovy receptor

Lrpd - low-density lipoprotein 4,
nizkodenzitni lipoprotein 4

MuSK - muscle-specific tyrosine kinase,
svalové specificka tyrozin kinaza

Dok-7 - docking protein 7

termindlni zakonceni
motorického nervu

synapticka bazalni
lamina

postsynaptickd membrana
svalového vidkna

Obr. 1 Diferenciace a maturace na postsynaptické membrané svalového vldkna

Jedna se o heterogenni onemocnéni po strance klinické i imunopatologické. V posledni dobé jsme
svédky vyznamného pokroku v objasnéni imunopatologickych déji vedoucich k destrukei
nervosvalové ploténky. Na experimentalnim modelu nemoci jsou dokumentovany klicové poruchy

molekularnich mechanismd, které se podileji na rozvoji onemocnéni. Jako velmi dulezité se ukazuje 1
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genetické pozadi choroby, které podminiuje imunopatologickou heterogenitu choroby. Na
imunopatogenezi MG se predpoklada t¢ast imunitniho organu thymu, ktery je zfejmé za autoagresi
pfimo odpovédny. U myastheniki je asté zvEtSeni az piimo nadorové postiZeni tohoto organu. V 10 -

15% piipadii je MG asociovana s thymomem. Tento nalez vSak neni podminkou vzniku choroby.

MG patii mezi vzacnéjsi choroby, jeji incidence a prevalence ma vSak stoupajici trend. Rocni
incidence MG se v nasich podminkach pohybuje kolem 21 pfipadti na 1 milion populace. Prevalence
MG se pohybuje od 80 do 200 pacienti s MG na 1 milion populace. Incidence a prevalence je dle
vSeobecné shody ve skutecnosti vyssi vzhledem k tomu, Ze onemocnéni je ve skute¢nosti
poddiagnostikovano. Pii vyskytu v mlad$im véku jsou Castéji postizeny zeny (asi 2:1), v starSim véku
se pom¢ér obraci v neprospéch muzi (také 2:1). U Zen vrcholi vyskyt choroby ve 2.-3.deceniu, u muzi

v 6.deceniu (Grob et al., 2008). Asi u 10% pacientl vznika MG v détském véku pied 15.rokem zivota.

Klinicky se MG déli na generalizovanou MG (cca v 80%) a fokalni, nejcastéji tzv. okularni formu.

Choroba se muze vyvijet plizive, ¢i mize probihat fulminantné s rizikem vyvoje do myastenické krize.

1.2. Imunopatogeneze myasthenia gravis

Imunopatogeneze onemocnéni je komplexni. Autoimunitni nemoci maji nékteré spole¢né vlastnosti,

z ¢ehoz vyplyva, ze K jejich rozvoji vedou spole¢né patogenni mechanismy. Predisponujici jsou
faktory genetické, epigenetické, hormonalni, nedostatek vitaminu D a mozné spoustéci faktory
(infekce, chronicky stres), které interaguji s imunitnim systémem. MG je autoprotilatkami
zprostiedkovana nemoc, kde kromé patologie thymu hraje, dle poznatki z posledni doby, podstatnou
roli i dysregulace pomocnych a regulac¢nich T lymfocyti (Berrih-Aknin a Le Panse, 2014). Pti¢ina a
mechanismus vzniku autoagresivni reakce u MG podobné jako u jinych autoimunitnich onemocnénich

Neni uplné objasnéna.

1.2.1. Thymus a MG

Thymus je lymfoepitelidlni organ, jehoz hlavni ilohou je maturace T lymfocytl (tzv. thymopoeza), t.;.
selekce bunck, které vytvoii repertodr zralych T bunék, a zaroveil delece lymfocyti, které reaguji s
autoantigeny (Marx et al., 1997). Histopatologické zmény thymu tykajici se MG Ize v principu rozd¢lit
do tii kategorii : 1) folikularni hyperplasie thymu (65-75% piipadi); 2) tukova atrofie (involuce)
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thymu (10-20% ptipadi); 3) thymom (asi 10% piipadt). Atrofie thymu u pacienti s MG se
morfologicky nelisi od atrofickych zmén thymu u stejné starych osob bez MG, a proto mozny
imunopatogeneticky vztah atrofie thymu je u MG nejasny. Naopak funkéni dopad folikularni
hyperplasie thymu pii imunopatogenezi MG byl v posledni dobé v podstatni mife objasnén.

Zasadni je odliSovat mezi nonthymomato6zni (bez pfitomnosti nadoru thymu — thymomu) a
thymomato6zni (paraneoplastickou) formou MG. U nethymomatédzni formy MG se jedna z

histopatologického hlediska bud’ o folikularni hyperplasii nebo atrofii thymu.
a) Nonthymomatézni autoimunitni forma MG

U mladSich pacientt s protilatkami proti acetylcholinovému receptoru (AChR), dochézi v thymu k
indukci exprese AChR, kterd nésleduje po jeho uvolnéni z thymickych myoidnich bun¢k. Myoidni
buiky jsou u MG zdrojem antigennich epitop, které jsou v kontextu s molekulami hlavniho
histokompatibilniho komplexu (MHC) Il.tfidy rozpoznavany T bunéénymi receptory autoreaktivnich
CD4+ T lymfocyth jako cizorodé. V soucinnosti se zanétlivymi cytokiny dochazi k aktivaci dalSich
autoreaktivnich T lymfocyti, ale i B lymfocyti, které se vymknou kontrole T regulujicich lymfocyta.
To zpusobi jak v thymu, tak i na periferii stimulaci specifickych B lymfocytd, které produkuji
protilatky proti AChR. Dochazi k novotvorbé drobnych arteriol, jeZ napomahaji zvySené atrakci
lymfocytl do lymfoidnich organt. Morfologickym dlisledkem je tvorba germinativnich center na
rozhrani dfené a kury brzliku s tzv.folikularni hypeplasii (Marx et al., 1997). V nich jsou nahromadény
autoreaktivni T a B lymfocyty, hlavné fenotypy CD4+/CD8- a CD4-/CD8+. Dienové epitelialni
struktury obsahuji nezralé formy svalovych bunék (myoidni bunky), na kterych jsou lokalizovany
AChR (Kaminski a Ruff, 1999). Piedpoklada se, ze autoagresivni reakce proti AChR muize byt
iniciovana pfimo v thymu a Ze germindlni centra jsou evidentné misto, kde dochézi k protilatkové
odpovédi B lymfocyti proti AChR (Kuks, 1992). Cela fada studii prokazala v hyperplastickém thymu
navic dalsi dilleZité procesy, které odraZeji intenzivni akivaci imunitniho systému. V hyperplastickém
thymu jsou na rozdil od kontrolnich thymt pfitomny buiiky produkujici zanétlivé cytokiny jako I1L-12,
IFNy, IL-1 a IL-6 (Emilie et al., 1991). Tento nalez folikularni hyperplasie je patrny zejména u
nemocnych mladsiho v€ku (do 45-50 let) s tzv. seropozitivni formou AChR+ MG. AZ u 50%
seronegativnich pacientd, kteti nemaji autoprotilatky proti AChR, se v thymu nalézaji zmény
popisované jako ,,thymitis like* infiltraty, coz jsou podobné zmeény jako u folikularni hyperplasie

thymu seropozitivnich pacienti s MG, jen pocet germinativnich center je vyrazné niz$i (Lauriola et al.,
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2005). U starSich pacientt je zfetelna atrofie (involuce) thymu, v imunopatogenezi se ti¢astni

extrathymické mechanizmy.
b) Thymomatozni paraneoplasticka forma MG

Nadory brzliku - thymomy, vznikaji z epitelidlni komponenty thymu s pievahou epitelialni nebo
lymfoidni slozky. Jsou bud’ benigni, ohrani¢ené nebo maligni — pak jde o invazivni thymomy. Asi 10-
15% pacientti ma MG asociovanou s thymomem (MGAT) (Spalek, 2009), 1/3 z nich tvoii maligni
thymomy s invazivnim ristem. Imunopatogeneze MGAT je heterogenni, uplatiiuji se jak centralni
imunitni mechanismy (thymus, thymom), tak periferni extrathymické mechanismy. Paraneoplasticka
MGAT zac¢ina v thymomu vyvojem abnormalnich netolerogennich T lymfocytd vici AChR, které se
nasledn¢ exportuji od perifernich imunitnich organt (lymfatické uzliny, slezina, kostni dfen a Casto i
normalni thymus mimo thymomu). Tady dochazi k aktivaci T lymfocytd, k interakcim s B lymfocyty a
nakonec k produkci autoprotilatek proti AChR (Strobel et al., 2009). To také vysvétluje fakt, pro¢ po
odstranéni thymomu i s rezidualni tkani thymu nedochazi k poklesu titru protilatek proti AChR
(Spalek et al., 2010). Thymomy u pacientti s MG maji bohaté zastoupeni autoreaktivnich T lymfocytt
s reaktivitou proti o a € podjednotce AChR (Nenninger et al., 1998). VSechny thymomy u pacientt

s MG takeé vyplavuji zralé naivni T lymfocyty do periferie a zejména autoreaktivnim CD4+ T
lymfocytim se pfi¢ita vyznamna role v patogenezi MGAT (Strobel et al., 2002). Proto pii 1é¢bé
MGAT ma kromé thymektomie velmi rozhodujici vyznam imunosupresivni 1écba. Autoimunitni
regulator (AIRE) je transkrip¢éni faktor, ktery je produkovan subpopulaci meduldrnich epitelidlnich
bunék thymu a je nevyhnutny pro expresi tkanové specifickych antigentl, takze se povazuje za klicovy
faktor v centralni toleranci thymu. U vétSiny MGAT byly nalezeny hrubé defekty v expresi AIRE
(Marx et al., 2010), nicméné byly také pozorovany u thymomd, které nebyly spojeny s MG, coz
naznacuje, ze samotny nedostatek AIRE nevede k rozvoji MG.

Pro thymomy je typicka vyrazna morfologicka variabilita, jedna se o epitelialni tumory, které se na
zakladé morfologie a atypii nadorovych epitelialnich bun€k a na zakladé stupné pritomnosti
nenadorovych lymfocytt déli dle doporuceni Svétové zdravotnické organizace (World Health
Organization, WHO) do 5 skupin: typ A (medularni), AB (smiSeny), B1 ¢i B2 (kortikalni), B3 (dobie
diferencovany thymicky karciném) (Suster a Moran, 2006).
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1.2.2. Autoprotilatky

Patologické autoprotilatky jsou v cca 80% piipadti namifené proti nikotinovému AChR na
postsynaptické membrané nervosvalové ploténky (AChR+ MG) nebo v 5-10% proti svalove specifické
tyrozin-kinaze (MuSK, MuSK+ MG). V roce 2011 byly u japonskych myastenikli objeveny nové
autoprotilatky proti receptoru, ktery je spojeny S nizko denzitnim lipoproteinem (low-density
lipoprotein 4; Lrp4), nasledné byly referovany i v Némecku a USA (Motomura a Narita Masuda,
2013). Existuji i tzv. séronegativni formy onemocnéni, kde bézn¢ dostupnymi metodami neprokazeme
v séru zadné znamé protilatky asociované s MG. U této formy se velmi pravdépodobné jednd o velmi
nizké titry vySe uvedenych cirkulujicich autoprotilatek (tzv. nizkoafinitni protilatky), které nejsou

detekovatelné dostupnymi metodami.

AChE

MuSK
[ ]
MuSK

\

( Rapsyn J( Rapsyn | |Dok7||Dok7

Obr. 2 Autoprotilatky u MG

V disledku aktivace autoreaktivnich B lymfocytl dochézi k produkci protilatek proti AChR, které se
zpocatku vazou na dva sousedni receptory a nasledné blokuji a destruuji AChR tzv. membrany
atakujicim komplexem. Aktivuje se komplement, oxid dusiku a zanétlivé cytokiny. Dochazi k
internalizaci AChR, vyhlazeni junk¢nich zahybt, redukci AChR a nasledné blokad¢ nervosvalového
ptenosu. Pokud neni zni¢eni AChR kompenzovano jeho zvySenou syntézou, disledkem je snizeni
funkénich AChR na postsynaptické membrané, coZ vede k manifestaci myastenickych ptiznakl (Engel

a Fumagalli, 1982). Autoprotilatky proti AChR jsou polyklonalni a hlavné z podskupin IgG1 a IgG3
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(komplement aktivujici). Z klinického hlediska titry protilatek jsou mezi pacienty zna¢n¢ variabilni a
jejich hodnoty nekoreluji s klinickou zavaznosti MG. U pacienti 1é¢enych imunosupresivy mohou byt
protilatky proti AChR fale$n¢ negativni nebo se jejich hladina mize snizit. Po plazmaferéze rovnéz
dochdzi k snizeni hladiny protilatek spolu s klinickym zlepSenim (Dau, 1980). Protilatky proti AChR
jsou Casto nalezeny i u pacientti s dlouhodobou klinickou remisi (Limburg et al., 1983).

Pacienti s thymomem maji ve vét$iné p¥ipadtl pozitivni protilatky proti AChR (Spalek, 2002). Naopak
falesné pozitivni protilatky proti AChR mtizeme nalézt u pacientii s thymomem bez MG, pti¢emz
jejich nalez nijak nepredikuje vznik MG (Seybold a Lindstrom, 1981). Je popisovan vyskyt protilatek

proti AChR i u jinych autoimunitnich chorob.

Imunopatologicky vliv autoprotilatek je ziejmy u 80 - 85 % nemocnych. Tato forma choroby se
oznacuje jako seropozitivhi AChR+ MG. U 40% tzv. séronegativnich pacientl byly nalezeny
protilatky proti MuSK, coz je povrchovy transmembranovy receptoricky protein, ktery je soucasti
membrany svalového vlakna a mé podstatnou roli pro zabudovani AChR do postsynaptick¢ membrany
nervosvalové ploténky, tzv. clustering (shlukovani) AChR (Conti-Fine at al., 2009). Hoch a spol. v
roce 2001 zjistili, Ze ¢ast pacientil se séronegativni formou MG ma autoprotilatky proti MuSK, hlavné
tiidy IgG4 (Hoch et al., 2001). Autoprotilatky jsou namiteny proti extracelularni ¢asti MuSK a
zpusobuji inhibici aktivace MuSK indukované agrinem, tzn. poruchu agregace, clusteringu AChR a
nasledné postsynaptické selhdni neuromuskularni transmise. U pacientl s protilatkami proti MuSK je
thymus vétSinou atroficky. NejnovéjSim objevem na poli vyzkumu autoprotilatek u MG jsou jiz
zminované anti-Lrp4 protilatky, které patii hlavné do podtiid IgG1 a IgG2. Lrp4 je ¢lenem rodiny
strukturné piibuznych transmembranovych proteint, které¢ vykonavaji rizné funkce ve vyvoji
nervosvalového spojeni, véetné signdlni transdukce a receptorem zprostiedkované endocytozy. Lrp4 je
specificky exprimovan v dobfe diferencovanych myotubulech a je soustfedén na nervosvalové
ploténce (Weatherbee et al., 2006). Extracelularni doména molekuly Lrp4, ktera slouzi jako funkéni
receptor, je v interakci s agrinem a tato vazba aktivuje MuSK, coz vede k tvorbé vétsiny agregatu
obsahujicich AChR v junk¢ni oblasti plazmatické membrany (Pevzner et al., 2012). Lrp4 a MuSK
mohou tvoftit komplex i v nepfitomnosti ligandu agrinu, nicméné agrin prostiednictvim vazby na Lrp4
zvysuje interakci mezi Lrp4 a MuSK (Gomez a Burden, 2011, Zhang et al., 2008). Velka mezinarodni
studie (Zisimopoulou et al., 2014) odhalila, Ze podil téchto autoprotilatek u tzv. dvojité
séronegativnich pacientt (anti-AChR negat., anti-MuSK negat.) tvoii az 19% z celkového pocétu. U

vétsiny pacientl s nalezem thymomu se nachazeji protilatky antistriatalni (SCMAD), které zpisobuji

20



postizeni svalovych vldken s mikroskopickym nalezem lymforhagii. Tyto protilatky reaguji s epitopy
na svalovych bilkovinéch titinu, ryanodinového receptoru, kortaktinu a dalsich, a dle n¢kterych autort

muzou korelovat se zdvaznosti myasthenia gravis (Romi et al., 2005).

Klasifikace MG zahrnuje jednak povahu protilatek, vék nastupu onemocnéni a zapojeni thymu
(Tabulka 1). MG je prototyp autoimunitniho onemocnéni S pfitomnosti receptorové specifickych
protilatek.

Tab. 1 Klinicko-patologicka charakteristika autoprotilatek u MG

AChR MuSK Lrp4
EOMG: F> M (9:11)
Vék manifestace EOMG: F>M EOMG: F<M
LOMG: F=M
Stupeii postiZeni OMG + GMG hlafvne tezst stéedni
ormy
FH (65 %)

Patologie thymu FH<10% FH: 30 %

Thymom 10 — 20 %

Korelace titru

Ab se stupném ne Ano ?
postiZeni
Odpovéd’ na IAChE dobra Variabilni dobra
Odpovéd’ na IS dobré velmi dobra dobra
Odpovéd’ na TE Dobra u EOMG Neni ?

Ab: protilatky, AChR: acetylcholinovy receptor, IAChE: inhibitory acetylcholinesterazy, IS:
imunosupresiva, TE: thymektomie, MuSK: svalové specificka tyrozin kinaza, Lrp4: nizkodenzitni

lipoprotein 4, EOMG: early onset, LOMG: late onset, OMG: okularni MG, GMG: generalizovana MG,
FH: folikularni hyperplasie
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Od téchto nalezi (imunopatogeneze; typ protilatek; morfologicky nalez v oblasti mediastina) se odviji
I imunopatogeneticka klasifikace MG.

1.2.3. Imunopatogeneticka klasifikace MG

V soucasné dobé¢ se rozliSuje 6 samostatnych typtit MG, které se odliSuji imunopatogeneticky
(autoprotilatky; patologie thymu), klinickymi charakteristikami a rozdilnou reakci na 1é¢bu (Spalek,
2009; Meriggioli a Sanders, 2009).

a) Séropozitivni MG (SPMG) s ¢asnou manifestaci

Je to nejlépe prozkoumany fenotyp onemocnéni. Je charakterizovan vyskytem protilatek proti AChR a
folikularni hyperplazii thymu. Vyskytuje se u pacient do 45 let v€ku, ¢astéji u zen. Mize se jednat o
Cist€ okularni formy MG nebo formy generalizované. Velmi dobfe reaguje na 1é¢bu, zejména
thymektomii. Rozvoj a udrZzovani autoimunitniho zanétu je u této formy MG vazan na thymus, kde
jsou pfitomna germinativni centra, v nichz dochézi ke stimulaci autoreaktivnich T a B lymfocytt, které
se transformuji v plazmatické buiiky. Ty produkuji protilatky proti AChR na postsynaptické membrané

nervosvalové ploténky.
b) SPMG s pozdni manifestaci

Tato forma je asociovana s makroskopickym a histopatologickym nalezem involvovaného, atrofického
thymu a vznika ve véku nad 45 let. Je 2-krat ¢asté&jsi jako SPMG asociovana s hyperplazii thymu. V
atrofickych thymech se jen ziidka zjiSt'uji ojedinélé germinativni centra a proto dle n€kterych autort je
thymektomie u téchto pacientii obvykle net¢inna (Newsom-Davis, 2007; Sommer et al., 2008).
Ptredpoklada se cast periférnich (extrathymickych) autoimunitnich mechanismt v imunopatogenezi

SPMG se vznikem ve vys§im veku.

¢) MG asociovana s thymomem (MGAT)

Thymomy maji pti vzniku MGAT pifimy patogenni vyznam, proto se tato forma oznacuje jako
paraneoplasticka MG (Rothstein et al., 2005). Pfiblizn¢ 10-15% pacientd s MG ma thymom. VétSina
pacientll mé ptitomné protilatky proti AChR (MGAT proto patii v naprosté vétSin€ piipadi

k séropozitivnim formam MG) a nikdy nemaji protilatky proti MuSK. VétSina pacientd ma v séru
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pfitomné ScMAD. Pacienti s thymomem se kromé¢ MG mohou manifestovat Sirokym spektrem vétsiho
poctu autoimunitnich nemoci, nej¢astéji autoimunitni onemocnéni §titné zlazy, revmatoidni artritida, z
autoimunitnich neurologickych chorob se v této asociaci vyskytuji polymyositida, ziskana
neuromyotonie, Morvanuv syndrom, Lambert-Eatoniv myastenicky syndrome (LEMS), chorea,
limbicka encefalitida, stiff-person syndrom, senzorimotorické neuropatie. Paraneoplasticka
autoimunitni onemocnéni se vétSinou manifestuji jako prvni a vedou k uréeni diagnézy thymomu
(nejcastéji MG, ktera vede k dg. thymomu az u 90-95% pacienti s MGAT), protoze thymom ¢asto ani
pfi vétsich rozmérech nezptsobi klinicky manifestni lokalni pfiznaky (Tormoehlen a Pascuzzi, 2008).
Nékdy je problematické odlisit, zda jde o pravy paraneoplasticky syndrom nebo nahodnou koincidenci
dvou onemocnéni. Vyskyt thymomu a klasickych onkoneuralnich protilatek svéd¢i pro
paraneoplastickou etiologii (Vernino a Lennon, 2003). Klinicky obraz MGAT je podobny jako pfi
ostatnich formach MG s vyjimkou toho, Ze lokalizovana okularni forma se v asociaci s thymomem
vyskytuje vzacné. Podle nékterych autori je intenzita klinickych projevii a progndza pii MGAT

zavaznéjsi nez u nethymomatoznich forem MG (Papatestas et al., 1987, Romi et al., 2003).
d) SNMG s protilatkami proti MuSK

U téchto nemocnych nebyvaji prokazany protilatky proti AChR, neni pfitomen thymom a nejsou
refrakterni ke klasické 1é€bé neZ jiné formy generalizované MG. Klinicky je dominantni postiZeni
bulbarniho svalstva, ¢astéjsi recidivy a vétsi tendence k manifestaci myastenické krize. Histologické
nalezy thymu nevykazuji znamky folikularni hyperplasie ani jiné patologické nalezy, v patogenezi se
uplatiiuji extrathymické mechanismy (Leite et al., 2005). Existuje i experimentalni model onemocnéni
a popsany pasivni pfenos z krve matky na novorozence (Shigemotto et al., 2008, Behin et al., 2008).
Pacienti se SNMG a autoprotilatkami proti MuSK tvoii ptiblizné 7% z celkového poctu pacientti s
MG, Zeny jsou 4x Cast&ji postizené nez muzi (Wolfe et al., 2007). Existuji 3 klinické typy: 1.typ -
generalizovand MG s vyraznou okulobulbéarni slabosti, ¢asta je atrofie jazyka, pletencové a
koncetinové svalstvo je postizeno mén¢ vyrazn¢; 2.typ - generalizovana MG s dominantnim

postizenim §ijového, ramenného a respira¢niho svalstva; 3.typ - klinicky obraz je identicky se SPMG.
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e) SNMG s protilatkami proti Lrp4

v

Nejnovéjsi imunopatologicka jednotka, protilatky byly objeveny v r. 2011(Higuchi et al., 2011).
Klinicky fenotyp téchto pacienti bohuzel zatim neni dobie definovan. Je popsan velmi dobry
terapeuticky efekt pyridostigminu, co mize byt spole¢ny rys u anti-Lrp4 pozitivnich pacientu, i kdyz
to musi byt potvrzeno ve velkych sériich. Zajimavé bylo zjisténi, ze po thymektomii byla na brzliku

detekovana folikularni hyperplasie.

f) Séronegativni MG (SNMG)

Ve

Neptitomnost jakychkoliv protilatek pti klinickych zndmkach MG (bud’ ¢isté okularni nebo
generalizovanou formou onemocnéni) s typickym elektrofyziologickym nalezem svédci pro tento typ
MG. U téchto tzv. trojité séronegativnich pacientt (anti-AChR negat., anti-MuSK negat., anti- Lrp4
negat.) se predpoklada vyskyt nizkoafinitnich protilatek proti AChR, které nejsou detekovatelné
soucasnymi vySetfovacimi metodami (Leite et al., 2008). U téchto nemocnych byly prokazany
patologické nalezy thymu — folikularni hyperplasie s germinativnimi centry a infiltrovanymi B
bunikami, podobné jako u SPMG (Hayashi et al., 2007). Lécebna plazmaferéza, imunosupresivni
terapie a Casto i thymektomie piinasi zlepSeni klinického stavu, coz svédc¢i pro autoimunitni etiologii
této skupiny MG. U nékterych pacientti se dokonce vyskytuji nizkoafinitni protilatky proti AChR

aktivované komplementem (Leite et al., 2008).

1.2.4. Uast jednotlivych subpopulaci lymfocytii na imunopatogenezi MG

1.2.4.1. T lymfocyty — bunééna odpoveéd’ specifické imunity

T lymfocyty ziskavaji svoji kone¢nou morfologicko-funkéni podobu v thymu, kde jsou vybaveny T
bunécnym receptorem. Pfedstavuji heterogenni populaci a na zékladé¢ rozdilného antigenového

receptoru (TCR) se déli na subpopulaci s aff (95%) a s y6 (5%) receptorem.

ap T lymfocyty se dale dé€li na tfi zakladni populace — pomocné (tzv. helpery, Th), cytotoxické (Tc) a
ptirozené regulacni (Treg). Nejvyznamnéjsi je ich rozliSovani na podkladé tzv. CD-znaki. Celou
populaci aff T lymfocytt charakterizuji znaky CD2 a CD3; jejich Th subpopulaci jesté navyse
charakterizuje znak CD4, cytotoxické T lymfocyty CD8 a Treg CD25. Vzajemny pomér Th a Tc
lymfocytl je geneticky regulovany a za fyziologickych okolnosti se v periferni krvi u zdravého
¢lovéka pohybuje piiblizné v poméru 1,5:1.
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Pomocné CD4+ T lymfocyty stimuluji svymi pusobky proliferaci specifickych T lymfocytu, B
lymfocytl (které se diferencuji v buiikky produkujici protilatky), CD8+ bunék a ptirozenych zabijecu
(natural killers) — NK buné¢k. Antigen je t€émto bunikam prezentovan ve spojeni s molekulou MHC 1.
ttidy. Podle cytokinové produkce rozeznavame Thl a Th2 subpopulaci pomocnych T lymfocyti, které
maji odlisné funkce (Yates et al., 2000). V poslednich letech byly rozpoznany i funkce Th3 a Th17
bunék a v souvislosti s rozvojem autoimunity i Treg bunky (Kolls a Linden, 2004). Th1 bunky
produkuji prozanétlivé cytokiny, piedevs§im interferon gamma (IFN-y) a interleukin-2 (IL-2), které
aktivuji antigen prezentujici buniky (APC) a facilituji dalsi imunitni odpovéd’ (Romagnanni, 1999).
Th1 bunky dale produkuji tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) a rtizné dalsi cytokiny, které ptisobi
jako rastové a diferenciacni faktory pro B lymfocyty s naslednou tvorbou imunoglobulint. Th2

......

Soucasné vSak prostfednictvim IL-4 a IL-10 stimuluji protilatkovou odpovéd’ aktivaci B bunék.

AChR-reaktivni CD4+ T bunééné klony, které se nachazeji v thymu a periferni krvi, hraji dalezitou
roli v patogenezi MG tim, Ze pomahaji B lymfocyttim produkovat anti-AChR protilatky (Lindstrom et
al., 1988; Harcourt et al., 1988). AChR-specifick¢ CD4+ T bunky jsou pfitomny Vv krvi pacienti s MG,
ale jsou obzvlasté bohaté na brzliku, coz podporuje myslenku, ze k autosenzibilizaci T bun¢k dochazi
v thymu (Melms et al., 1988). Studie, které vyuzivaji model bunééného prenosu u experimentalni
autoimunitni myasthenia gravis (EAMG), ukazuji stézejni roli AChR specifickych CD4+ T buné¢k na
rozvoj EAMG. Thymektomie a specificka terapie monoklonalnimi protilatkami proti CD4+ T
lymfocytim zlepsuje klinické ptiznaky u tohoto modelu, coz dokazuje, ze CD4+ T buniky mohou byt
zapojeny Vv iniciaci humoralni autoimunitni odpovédi u MG (Ahlberg et al., 1994). Po transplantaci
fragmentli thymu nebo smési lymfocytll od pacientii s MG produkuji mysi s téZkou kombinovanou
imunodeficienci (severe combined immunodeficiency, SCID) protilatky proti lidskym AChR a
manifestuje se u nich myastenicka slabost. Tyto ndlezy prokazuji, Ze autoreaktivni CD4+ T burky jsou

nezbytné nutné pro produkci patogennich protilatek proti AChR (Wang, 1999).

Dnes jsou ve vztahu k autoimunité také zminovany bunky s oznacenim Th17, charakterizované
produkci interleukinu 17. Je to nezavisla linie CD4+ bunék. Jejich role spoc¢iva v autoimunitni
patologii zprostiedkované T buiikami a komplement fixujicimi protilatkami v pfipadech, kdy je

potlacena funkce Th1 bun¢k (Damsker et al., 2010).
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Z hlediska perifernich mechanismii autotolerance je velmi dtlezitou skupinou CD4+ T-lymfocytt

subpopulace regulac¢nich bunék, které jsou charakterizovany molekulami CD4, CD25 a Foxp3

roli v udrzovani autotolerance a potlaceni rozvoje autoimunity (Beissert et al., 2006). Termin
"regula¢ni T bunky" popisuje fadu T bunék, které maji imunosupresivni funkce (supresorické T
buriky). Snizeni buné¢né aktivity Treg je popisovana u pacientli s riznymi autoimunitnimi
onemocnénimi (Sakaguchi et al., 2008). Tak napt. funkéni aktivita cirkulujicich CD4+CD25+ T bunék
byla u pacientti s roztrousenou skler6zou (RS) nizsi ve srovnani se zdravymi kontrolami (Viglietta et
al., 2004). Jejich mechanizmus G¢inku ochrany organismu pied T lymfocyty zprosttedkovanymi
autoimunitnimi nemocemi je bud’ pfimy inhibi¢ni G¢inek na B lymfocyty nebo neptimo pies inhibici
diferenciace T pomocnych lymfocyta (Bystry et al., 2001; Shevach, 2002)

Vzhledem k faktu, ze CD4+CD25+ regula¢ni T buiiky jsou thymického ptivodu a hraji dilezitou roli
pfi rozvoji autoimunitnich onemocnéni, je zajimavé zkoumat jejich role v patogenezi MG. Aricha et al.
pozorovali, Ze se v periferni krvi u myastenickych potkanti nachézi vyznamné nizsi pocet Treg

V porovnani se zdravymi kontrolami a ze Treg bunky od zdravych darcti mohou suprimovat EAMG u
hlodavcu (Aricha et al., 2005). Rovnéz Treg buniky od myastenickych potkanii jsou méné G¢inné nez
Treg buiky od zdravych kontrol (Gertel et al., 2013). Pacienti s MG maji funkéni deficit thymickych
Treg bun¢k (Balandina et al., 2005) Mnozstvi Treg bunék dle nékterych autorti dramaticky nartista po
thymektomii a koreluje se zlepSenim klinickych ptiznaki (Sun et al., 2004). Také kortikoidy vedou

k zlepSeni funk¢ni aktivity Treg bunék.

T lymfocyty, které exprimuji na svém povrchu molekulu CD8 a antigen rozpoznavaji v kontextu
molekul MHC 1. tfidy, pfedstavuji tzv. cytotoxické CD8+ T lymfocyty. Jejich role v imunopatogenezi
MG neni zcela jasna. Maji spise regulujici funkci. CD8+ T lymfocyty jsou zapojeny do zastaveni
destruktivniho u¢inku zanétlivé odpovédi a udrzeni vlastni imunotolerance; CD8+ T bunééna deplece
zvySuje vnimavost my$i k EAMG (Zhang et al., 1996). Lisak et al ukazali, ze deplece CD8+ T bun¢k z
krevnich mononuklearnich bunék u pacienta s MG vedla ke zvySené produkci autoprotilatek, coz
znamena, ze autologni CD8+ T buiky vykazuji urcitou regulacni kontrolu nad anti-AChR CD4+ T
bunkami u MG (Lisak et al., 1983).
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1.2.4.2. B lymfocyty a plazmatické buitky — humoralni odpovéd’ specifické imunity

B lymfocyty se u ¢lovéka vyvijeji v Casnych embryondlnich stadiich z fetalni jaterni tkadn€, pozdéji
je zdrojem kostni dient. Zraly B lymfocyt exprimuje povrchovy B bunéény receptor (BCR).
Zakladnimi markery jsou molekuly CD19 a CD20 (Abbas a Lichtman, 2005).

B lymfocyty stimulované antigenem se za vhodnych podminek (pfedevsim spoluprace s pomocnymi
Th lymfocyty) pomnozi a diferencuji se v kone¢né stadium, které piedstavuje plazmaticka bunka
(plazmocyt). Plazmaticka burika secernuje imunoglobuliny extracelularné a je hlavnim producentem
protilatek v lidském organismu. Plazmatické buniky jiz neexprimuji typické B lymfocytarni markery
CD19 a CD20, ale naopak exprimuji molekuly CD38 a CD138 (Abbas a Lichtman, 2005).

Zvyseny pocet B bunék se naléza v thymu u folikularni hyperplasie pii SPMG s ¢asnym zacatkem a
to hlavné u zen (Berrih-Aknin et al., 2013). Pomérné typicky nalez, ktery svédéi pro Gcast humoralnich
mechanismi v imunopatogenezi MG, je vyskyt germinalnich center v thymu. Zvysené hladiny
estrogenu nebo prolaktinu pravdépodobné umoziuji autoreaktivnim B buitkam vyhnout se
mechanismim tolerance, hromadit se a v dostate¢ném poctu zpusobit autoimunitni onemocnéni.
Senzibilizované autoreaktivni B lymfocyty produkuji protilatky zejména proti AChR. Wang et al
zjistili, ze u pokusnych hlodavcii s EAMG se buiiky secernujici autoprotilatky nachazeji
v lymfatickych uzlinach, slezin€ a thymu a piednostné jsou produkovany proti nativnimu AChR a to
hlavné a-podjednotce (Wang et al., 1993). Kromé¢ toho, u pacientti s MG se prokazaly dikazy o
klonalni expanzi B lymfocytti ve srovnani s kontrolami (Vrolix et al., 2014). Aktivac¢ni faktory B
lymfocytt [APRIL (proliferaci indukujici ligand B lymfocytit) a BAFF (B-cell activating factor)] jsou
TNF-like chemokiny, které podporuji pieziti a diferenciaci B bunék. Zvysené sérové hladiny BAFF a
APRIL muzeme najit u nékolika typl autoimunitnich onemocnéni - systémovy lupus erythematodes
(SLE), diabetes mellitus 1.typu (DM I. typu), RS, ale i u MG (Kim et al., 2008). Inhibitory BAFF nebo
BAFF/APRIL byly jiz Gspésné pouzity u mysiho modelu nékolika autoimunitnich nemoci (Davidson,
2010).

Bylo prokazano, ze belimumab, monoklonalni protilatka, ktera neutralizuje BAFF, je G¢inna v 1écbe
ovetujici bezpécnost a klinicky efekt u MG v soucasné dob¢ probiha.

V souvislosti s lymfocytarnimi subpopulacemi je ve vztahu k autoimunitnim nemocem zmifiovan
jeste antigen CDS5. Tento antigen je exprimovan na subpopulaci B lymfocytt (s dominujici produkci

interleukinu IL-10) a dale na T lymfocytech. U EAMG se ukazalo, ze exprese CD5+ lymfocyti byla
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vyrazn¢ vyssi nez u control (Lee et al., 1999), ale na druhou stranu nebyly podany presvédcivé dikazy

o zavislosti mezi hladinou CD5+ bunék a produkeci protilatek proti AChR u MG (Araga et al., 1995).

1.2.4.3. Cytokiny
Leukocyty a jiné typy bun€k produkuji solubilni proteiny nebo glykoproteiny, nazyvané cytokiny,
které slouzi jako chemické nastroje komunikace mezi buiikami. Jsou to proteiny imunitiniho systému,
které modifikuji biologickou odpovéd’. Cytokiny koordinuji spolupraci piirozené a specifické imunity
a rovnéz imunity humoralni a bunécné. Pro potieby této prace byly vybrany cytokiny s

o4

cytokin svym zapojenim muze urcitou roli v autoimunitnim zanétu sehrat.

IL-17, IFN-y, TNF-o a IL-6

Interleukin 17 je tvofen pamétovymi aktivovanymi CD4+ T lymfocyty a pravdépodobné patii
Kk ¢asnym iniciatorim zanétlivych reakci zavislych na T bunkach. Ukazuje se, ze rovnovaha mezi T
pomocnymi bunikami (Th1, Th2, Th17 a Treg) je pii rozvoji EAMG narusena tim, ze dochazi ke
kolisani hladiny IL-17, ktera pti progresi onemocnéni stoupa. Z toho vyplyva, Ze nerovnovaha
jednotlivych subpopulaci pomocnych T lymfocytl hraje u EAMG vyznamou roli a Ze patogenetické
mechanismy souvisejici s produkci IL-17 mohou piedstavovat potencionalni terapeutické cile (Mu et

al., 2009).

U pacientii s MG byly prokazany zvysené hladiny IL-17 (Roche et al., 2011) a rovnéz u
paraneoplastické formy MG byla popsana zvysena frekvence vyskytu IL-17 produkujicich CD4+ T
lymfocyti, ktera dokonce korelovala s hladinami protilatek proti AChR (Wang et al., 2012). Zvysena
produkce IL-17 byla také popsana u folikularni hyperplasie pti SPMG (Cordiglieri et al., 2014). Podle
nejnovejSich poznatkd IL-17 produkujici CD4+ T lymfocyty prispivaji ke ztraté tolerance B lymfocyth
u EAMG (Schaffert et al., 2015).

Chronicky zanét pritomny v thymech pacientii s MG, ktery zahrnuje fadu cytokint, jako je TNF-a,

IL-17 a IFN-y zfetelné ptispiva ke snizeni poctu Treg bunék a dysregulaci jejich imunosupresivni
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aktivity. V mechanismu této chronické imunitni aktivace hraji vys$e popisované cytokiny ustiedni roli

(Berrih-Aknin a Le Panse, 2014).

TNF-a je produkovan stimulovanymi monocyty/makrofagy, T lymfocyty a B lymfocyty, NK
bunikami, a dal§imi bunéénymi subpopulacemi. TNF-a je silna prozanétliva molekula a kli¢ova
signalni molekula v imunitni odpovédi, ktera je indukovana po infekci nebo po poranéni. TNF-a hraje
klicovou roli u imunoregula¢nich poruch pozorovanych u MG. Argumenty podporujici tento zavér
jsou, Ze hladina TNF-a je vyznamné zvyS$ena nejen v celém thymu ale i v séru pacienti s MG a ze i
pacienti s leh¢imi formami onemocnéni maji vysoké hladiny TNF-a, co naznacuje, ze u pacientl s MG
je chronicky nadbytek TNF-a (Gradolatto et al., 2014). TNF-a snizuje funkci Treg bunék. Anti-TNF-a
1é¢ba je Gispé€snad u mnoha experimentalnich modeld autoimunitnich chorob véetné EAMG a soucasné

obnovuje supresivni funkce Treg (Valencia et al., 2006).

Sekrece IL-6 je odpovédi na sekreci TNF-a a IL-1. Je produktem aktivovanych T lymfocytd, pro B
lymfocyty je hlavnim rGstovym faktorem v zavérenych fazich jejich diferenciace. Podporuje tak
tvorbu protilatek (je také rastovym faktorem pro plasmocyty). Nékteré studie ukazaly, ze IL-6 se podili
na rozvoji MG (Cohen-Kaminski et al., 1993, Endo et al., 2005), coz je v souladu s jeho ¢innosti jako
promotoru B buné¢né diferenciace a proliferace, a nasledné indukci tvorby plazmatickych bunék a
protilatek (Takatsu, 1997). Jiz dfive bylo prokazano, ze 1é€ba protilatkou anti-1L-6 potlacuje
probihajici MG u krys (Aricha et al., 2011). Je zajimavé, ze IL6- / IL6- mys$i jsou rezistentni k indukci
EAMG (Deng et al., 2002). Uznani role IL-6 v imunopatogenezi nékterych autoimunitnich
onemocnéni vedlo k pouziti monoklonalni protilatky proti lidskému IL-6 receptoru (tocilizumabu) pro
1é¢bu revmatoidni artritidy, juvenilni idiopatické artritidy a Castlemanovy nemoci. Klinické G¢inky
této 1éCby u pacientli s MG nejsou znamy, zatim nebyl pouzit v klinickych studiich. Jeden
experimentalni model prokazal, ze 1écba anti-1L-6 protilatkou potlacuje probihajici EAMG
prostfednictvim mechanizmu, které zahrnuji inhibici Th1, Th17 bun¢k a posléze i B bunék (Aricha et
al., 2011).

Schématické znazornéni ucasti jednotlivych imunitnich komponent na imunopatogenezi MG je na
obr.3.
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Obr.3 Ugast thymu, subpopulaci lymfocytt a intracelularnich cytokind na imunopatogenezi MG

(upraveno podle Berrih-Aknin a Le Panse, 2014)

1.2.5. Asociace MG s jinymi autoimunitnimi chorobami

Je popsana fada autoimunitnich chorob, které se vyskytuji spolecné s MG a byl to i jeden z ¢asnych
nepiimych diikazi o autoimunitni etiologii MG. AZ 15-20% pacientll s MG ma pfidruzené jedno nebo
i vice autoimunitnich onemocnéni (Spalek et al., 2004) napt. thyreopatie, revmatoidni arthritidu (RA),
SLE, asthma bronchiale, dale polymyositidu, RS a jiné, vzacné&jsi autoimunuitnimi choroby nervového
systému (napf. neuromyelitis optica, neuromyotonie). Asociace MG s t€émito onemocnénimi mize
zpiisobovat zna¢né diagnostické rozpaky a vyZzaduje diisledny terapeuticky manazment. V naSem
myastenickém centru jsme popsali kazuistiku pacienta s vyskytem myasthenia gravis, Castlemanovy
choroby, pemphigus vulgaris a antifosfolipidového syndromu a rovnéz jsme objasnili pravdépodobné
imunopatogenetické pozadi koexistence téchto ¢tyt klinickych jednotek (Jakubikova et al., 2013; viz.
kap. 3.5).

1.3. Klinicka symptomatika MG

Anamnéza a klinicky obraz zahrnuje slabost a unavitelnost pficné pruhovaného svalstva rozli¢né a
Casto menlivé lokalizace. Neurologicke vySetteni nevykazuje poruchy reflexd, citlivosti ¢i jiné
konkrétni neurogenni ¢i myogenni postizeni. Anamnestické udaje a vySe uvedeny klinicky obraz, ktery

%

nelze vysvétlit jinou pfi¢inou, napi.metabolickou poruchou, iontovou dysbalanci, endokrinopatii,
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hematologickym nebo nadorovym onemocnénim, je vysoce suspektni z MG. Typicka je proménlivost
a kolisani v Case. Fluktuace je zavisld na dennim rytmu, fyzické zatézi, stresu, vétSinou se zvyrazni v
odpolednich a vecernich hodinach, ale muize se objevit i rano. Zacatek nemoci byva nenapadny,
plizivy, Casto demaskovan infek¢ni chorobou. Nejéastéjsi pti¢inou manifestace ¢i zhorSeni MG jsou
respiracni infekce, stres, podani rizikovych 1€k, ockovani nebo operacni zatéz. U zen mize dojit ke
zhorseni v souvislosti s t€hotenstvim, nejéastéji v puerperiu nebo i v souvislosti s menstruaci.
Zakladnim projevem choroby je svalova slabost a snadnd unavitelnost po silovém vykonu. Slabost
muze byt omezena na nékolik svalovych skupin, zvlast¢ okohybnych (ptosa, diplopie), dale svali
zvykacich nebo polykacich. Mlze byt vSak lehce progresivni prubéh s postizenim dalsich svalovych
skupin véetné svall koncetinovych a dychacich. Rozvoj onemocnéni az do myasthenické krize, kdy
selhavaji svaly branice a pomocné respiracni svaly, vede k nutnosti umélé plicni ventilace (UPV) s
fadou naslednych zivot ohrozujicich komplikaci. Mortalita souvisi spise s komplikacemi u
polymorbidnich pacientli, morbidita ma nesporné naristajici tendenci, coz pfinasi zavazné

socioekonomické problémy.

Z prvotnich inicidlnich pfiznaki je vyznamna okohybna (primérné u 62% nemocnych) a
orofaryngealni symptomatika (17%), zejména slabost maseterd. Méné Casto se vyskytuje inicialni
symptomatika proximalni koncetinové slabosti, piedev§im na HK (10%) nebo projevy celkové

generalizované unavy (jen 3%).

Kolem 20% nemocnych trpi fokalni formou, nejcastéji tzv.okularni myastenii (Meriggioli a Sanders,
2009) se slabosti extraokularnich svalii s projevy ptozy a/nebo diplopie. Tyto svaly maji vétsi mnozstvi
nervosvalovyvh plotének s malym poctem svalovych vldken v jedné motorické jednotce, co vysvétluje
jejich snadné&jsi unavitelnost. Casté je asymetrické postizeni vicedetnych extraokularnich svalii. Pokud
nedojde ke generalizaci do dvou let, 1ze mluvit o ¢ist€¢ ocni forme myastenie (OMG). V piipadé
progrese svalové slabosti na dalsi svalové skupiny (mimo extraokularnich svall) jiz mluvime o
generalizované formé MG. Faciobulbarni slabost mize byt aZ Zivot ohroZujici vzhledem k riziku
aspirace. Klinické piiznaky se projevuji dysfagii, dysarthrii charakteru rhinolalie, slabosti §ijového
svalstva (pfepadavani hlavy - dropped head syndrome) a myastenickou hypomimii. Facies
myasthenica, popisovana jako charakteristicky symptom myastenie, je relativné vzdcnym ptiznakem,
kdy pozorujeme hypomimii s asymetrickou pseudoparézou nervus facialis (Meriggioli a Sanders,

2009). Progrese oslabeni faciobulbarniho svalstva hrozi rozvojem myastenické krize. Klesa-li
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forsirovana vitalni kapacita (FVC) pod 1000ml, je vyvoj myastenické krize pravdépodobny, zejména v
situaci, kdy vazne moznost odkaslani hlent. V naprosté vétsin€ piipadi je myastenicka krize
vyvrcholenim progrese generalizované svalové slabosti, respiracni selhani ale mtize byt i prvnim
ptiznakem onemocnéni (Alshekhlee et al., 2009). Slabost pazi, prstii nebo proximalnich svald dolnich
koncetin byva inicidlnim pfiznakem zejména u mladSich pacienti. Vzacné se mizeme setkat s tzv.

,.limb girdle” myastenii (Rodolico et al., 2002).

Z hlediska prib¢hu onemocnéni 1ze u MG pozorovat nékolik charakteristickych vzorct. Kolem 20%
pacient dosahne béhem prvnich 2 let trvani choroby tzv. kompletni stabilni remise bez nutnosti dalsi
farmakologické 1é¢by. Jedna se hlavné o pacienty SPMG s ¢asnou manifestaci po provedeni
thymektomie s nalezem folikularni hyperplasie thymu. U dalsi skupiny pacientii 1ze dosahnout klinické
remise s nutnosti farmakologické 1é¢by, ale s pritomnosti sporadickych exacerbaci. U ¢asti nemocnych
zlstava trvalé klinické residuum se zavislosti na trvalé medikaci a zbytek pacientt je refrakternich ke
klasické 1écbe s Castymi exacerbacemi a vysokym rizikem myastenické krize. Ve skupiné refrakternich

pacienti je vysoké zastoupeni nemocnych s thymomem a protilatkami proti MuSK.

1.4. Diagnostika MG a hodnoceni neurologického nalezu

1.4.1. Hodnoceni neurologického nalezu

Heterogenni charakter nemoci komplikuje diagnostické procesy, ale zejména terapeutické moZznosti.
Diagnostika se opira o dikladnou anamnézu, klinické neurologické vysSetteni, které v ptipadé
neprokazani centralni nebo periferni 1éze nutno doplnit myologickym vySetfenim, které spociva
zejména v demaskovani latentni svalove slabosti a to provedenim statickych ¢1 dynamickych
svalovych testli. Specialni provokacni nebo reparacni testy jsou prvnim krokem ke stanoveni diagnézy
MG, zejména pokud se jedna o onemocnéni s typickou prezentaci. Zat€Zové a provokacni testy maji za
cil manifestovat subklinickou svalovou slabost. Velmi citlivym se ukazuje napt. Simpsoniiv test, kdy
dochazi k akcentaci oslabeni extraokularnich svalt pti usilovném pohledu vzhiiru, ¢1 Gorelickiv test, u
kterého pasivnim zdvizenim vice pokleslého vicka dojde k manifestaci ptézy na druhém oku. “Ice
pack” test spo¢iva v tom, Ze na zaviené ptotické vicko ptilozime kostku zabaleného ledu a po minuté
pozorujeme zlepsSeni ptozy. U Coganova “lid twitch” testu pacient 30 sekund fixuje pohled dold a

nasledné rychle cili pohled pfimo. Dojde ke zlepSeni ptozy, ktera se ale nasledné vraci do piivodniho
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stavu. Seemaniiv test je zaloZen na zvyraznéni poruchy artikulace pti hlasitém pocitani.
Farmakologicky repara¢ni test s podanim neostigminu by mél vést u pacientti s MG k vyraznému
zlepSeni jak subjektivni slabosti, tak objektivniho neurologického ndlezu. Klinické testy se provadéji v
klidném prosttedi s konstantni teplotou. Vzhledem ke klinické heterogenité a vétSimu mnozstvi
alterovanych svali v riizné mife postizenych byla klinicka klasifikace obtizna. Proto bylo vypracovano
podle Myasthenia Gravis Foundation of America (MGFA, Americka nadace pro MG) kvantifikované
myastenické skore (QMGS) k hodnoceni neurologického nalezu u pacientti s MG (Jaretzki et al.,
2000).

Tab. 2 Kvantitativni skore myasthenia gravis (QMGS) dle MGFA

Stupern 0 1 2 3
Dvojité vidéni pri pohledu 61 11-60 1-10 Spontanné
do strany (sek.)

Ptoza (pohled vzhiru) sek. 61 11-60 1-10 Spontanné

Mimické svaly (musculus orbicularis Uplné zavie,

Normalni sila pti Uplné zavie, neni

oculi) o, urdita slabost, Nezavie Gplné
zavirani o¢i schopen odporu
schopen odporu
Polykani (1 dcl vody) Te&zky kasel,
Normalni Minimdlni kasel | zaskakovani, nosni | Neschopen polknout
regurgitace
Hlasita e (pocita do 50 (zacatek Zadna 30-49 10-29 do9
dysartrie)
Rozpazeni PHK (90 st., vsedé), sek. 240 90-239 10-89 0-9
Rozpazeni LHK (90 st., vsed¢), sek. 240 90-239 10-89 0-9
FVC, % tabelované hodnoty 80 a vice 65-79 50-64 Pod 50
Stisk PHK (kg)
muz 45 a vice 15-44 5-14 0-4
Zena 30 a vice 10-29 5-9 0-4
Stisk PHK (kg)
muz 45 avice 15-44 5-14 0-4
Zena 30 a vice 10-29 5-9 0-4
Stisk LHK (kg)
Muz 45 avice 15-44 5-14 0-4
Zena 30 a vice 10-29 5-9 0-4
Zvedani hlavy vleze (45 st.), sek. 120 30-119 1-29 0
PDK elevace vlezZe (45 st.), sek. 100 31-99 1-30 0
LDK elevace vleze (45 st.), sek. 100 31-99 1-30 0

(minimum 0, maximum 39 bod)
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Legenda:

FVC |, Forced vital kapacity* — usilovna vitalni kapacita
LDK Leva dolni koncetina

LHK Leva horni koncetina

MGFA Myasthenia Gravis Foundation of America

PDK Prava dolni koncetina

PHK Pravéa horni koncetina

QMGS Kvantitativni skore myasthenia gravis

Prvni klasifikace MG dle Ossermana z roku 1958 (Osserman et al., 1958) byla postupné upravovana a
v roce 2000 vypracovala MGFA dalsi skaly. Klasifikace dle MGFA je vytvotfena na podkladé

postizeni o¢nich svall a ostatnich svalovych skupin s vyjadienim stupné jejich oslabeni (Jaretzki et al.,

2000).

Tab. 3 Klasifikace MG dle MGFA

Stupen

Popis

Oslabeni o¢nich svall, mozné oslabeni uzavéru vicka, nevyskytuje se oslabeni

jinych svali

Oslabeni o¢nich svali jakékoliv
intenzity, lehké oslabeni ostatnich svali

Oslabeni o¢nich svali jakékoliv
intenzity, stfedni oslabeni ostatnich
svall

Oslabeni o¢nich svali jakékoliv

intenzity, t€zké oslabeni ostatnich svala

Intubace pro myastenickou krizi
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lla

Ib

Ila

b

IVa

IVb

Pfevaha oslabeni svalia konéetin
a axialnich

Pfevaha oslabeni bulbarnich
a/nebo respiracnich svald
Pfevaha oslabeni svala konéetin
a axialnich

Pfevaha oslabeni svala
bulbéarnich a/nebo respiracnich
Pievaha oslabeni svalu kondetin
a axialnich

Ptevaha oslabeni svali
bulbarnich a/nebo respiracnich



Potvrzeni diagndzy spociva v provedeni elektrodiagnostickych testa [repetitivni stimulace
motorického nervu (RSMN), single-fiber elektromyografie (SF EMG)], vySetifeni autoprotilatek (proti
AChR, proti MuSK) v akreditované laboratofi. U jisté diagn6zy MG je nutné provést CT mediastina k

vylouceni thymomu.

1.4.2. Elektrofyziologické vy$etieni — elektromyoqgrafie (EMG)

Elektrofyziologické vysetieni je tieba provést vzdy v piipadé negativniho nalezu protilatek, ale
doporucuje se ho provést i pii kazdém podezieni na MG. U generalizované MG se doporucuje zacit
nizkofrekvencni RSMN 2-3 Hz, vysetfit alespon 2, pfi nejednozna¢ném nalezu 3 svaly/nervy.
Senzitivita u generalizované formy MG je 70-80%. Nejvytéznéjsi je vySetfeni proximalnich svali a je
vyhodné, kdyz jde o sval klinicky oslabeny (napf. musculus anconeus, trapezius, deltoideus).
Patologicky je dekrement nad 10%, pokud je konstantni, reprodukovatelny a s charakteristickym
vzorcem. Pfi pozitivnim ndlezu dekrementu je vhodné provést izometrickou kontrakci a zhodnotit
postaktivaéni facilitaci. Pfi negativnim klidovém dekrementu je mozno pouzit déletrvajici (1 min.)
izometrickou kontrakci k event. prikazu postaktivaéni exhausce.

Pii negativnim nalezu repetitivni stimulace je nutné doplnit SF EMG. U okuléarni nebo faciobulbarni
formy MG je vhodné zacit vySettenim SF EMG z m. orbicularis oculi nebo z m. frontalis a pti
negativnim nalezu doplnit SF EMG u m. extensor digitorum communis; pii negativnim nalezu doplnit
RSMN mimickych svali/n.facialis. Zjisténé abnormality je nutné vzdy hodnotit v korelaci s klinickym

obrazem a vysledky dalsich paraklinickych testu.

1.4.3. Vysetieni autoprotilatek

Mezi rutinni vySetfeni patii stanoveni protilatek proti AChR (Ab-AChR), protilatek proti MuSK (Ab-
MuSK) a antistriatalnich protilatek (SCMAD). V Ceské republice se zatim anti-Lrp4 protilatky
standardné nevysetiuji. Ab-AChR a Ab-MuSK jsou natolik specifické pro diagné6zu MG, Ze je vhodné
jejich vysetieni fadit jako prvni krok v diagnostickém schématu. V praxi se provadi vysetfeni Ab-
AChHR radioimunoanalyzou (RIA). Princip spo¢iva v precipitaci svalového AChR, ktery je oznacen
navazanym a-bungarotoxinem (specificky cholinergni antagonista). Zdrojem AChR jsou lidské svaly
nebo kultury lidskych myofibril. Protilatky bud’ soutézi o vazebna mista acetylcholinu (ACh) nebo
alostericky inhibuji znaceny a-bungarotoxin na AChR (Vincent, 2008). Vysetfeni Ab-MuSK je kvuli
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odliSnému fenotypu onemocnéni dulezité nejen z hlediska diagnostického, ale i terapeutického,
protoze tito pacienti neprofituji z thymektomie, zato se musi ¢asné nasazit adekvatni imunosupresivni
terapie. SCMAD se v 80% vyskytuji v asociaci s thymomem, mohou pfetrvavat i po chirurgickém

odstranéni thymomu (Romi et al., 2005).

1.4.4. Radiodiagnostika

U jisté diagnozy MG je nutné provést CT mediastina k vylouceni thymomu. Thymom se vétSinou

zobrazuje jako solidni kulovity stin retrosternalné, Casto se propagujici lateralné, nékdy miize byt
kalcifikovany. Metastazy thymomu jsou nejéastéjsi na perikardu a pleute. CT dokéze odlisit invazivni
a neinvazivni thymom. Po chirurgické exstirpaci thymomu je nutné provadét kontrolni CT mediastina
k vylouceni ¢asnych nebo pozdnich recidiv thymomu. Ve spornych piipadech muiize situaci objasnit
pozitronova emisni tomografie (PET). U mladSich pacienti s MG miiZzeme pozorovat folikularni

hyperplasii, zmnozeni tukové tkane mediastina je zase typické pro pacienty nad 45 let véku.

1.4.5. Diagnosticka kritéria MG

Americka neurologicka akademie (AAN) navrhla “Diagnosticka kritéria ziskané autoimunitni MG,

které zohlednuji klinické a laboratorni parametry (Sanders, 2004).

DIAGNOSTICKA KRITERIA PODLE AAN

A. Definitivni MG

Anamnéza svalové slabosti a unavitelnosti a klinické vySetteni, které je normalni, kromé slabosti, ktera
neodpovida anatomické lokalizaci parézy jednoho, nebo vice perifernich nervt plus:

e alespon 1 ze dvou nasledujicich kritérii:
a) pozitivniprotilatky proti AChR nebo anti MuSK nebo

b) dekrement pii RSMN nebo zvyseny jitter pfi SF EMG bez elektrofyziologickych znamek
neurogenni, ¢i myogenni 1éze
nebo
e 3 znasledujicich kritérii:

a) anamnéza svalové slabosti a unavitelnosti, ktera se akcentuje po zatézi a zlepSuje se
po odpocinku

b) pozorované zmény v lokalizaci svalové slabosti v pribéhu choroby

C) pozorované zlepseni po odpocCinku, ¢i v chladu, zhorSeni po fyzické zatézi
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d)

f)

B.

zlepSeni objektivniho nalezu (napf. ptozy, artikulace, elevace HK) po podani IAChE
parenteralné, nejlépe i. v. aplikaci Syntostigminu

evidentni zlep$eni po podani peroralnich IAChE

pozorované zlepSeni po plazmaferéze (PF), intravendznich imunoglobulinech (IVIG),
kortikoidech nebo imunosupresivech (IS)

Pravdépodobna MG

Anamnéza svalové slabosti a unavitelnosti a klinické vySetieni, které neodpovida anatomické
lokalizaci parézy jednoho, ¢i vice perifernich nervii a neodpovida pln¢€ kriteriim definitivni MG plus
alespon

2 z nasledujicich kritérii:

a)

b)
c)
d)
e)
f)

anamnéza svalové slabosti a unavitelnosti, kterd se akcentuje po zat¢zi a zlepSuje se
po odpocinku

pozorované zmény v lokalizaci svalové slabosti v pribéhu choroby

pozorované zlepSeni po odpoc€inku, ¢i v chladu, zhorSeni po fyzické zatézi

evidentni zlepseni po podani IAChE parenteralné, nejlépe i. v. aplikaci Syntostigminu
evidentni zlep$eni po podani peroralnich IAChE

pozorované zlepSeni po PF, IVIG, kortikoidech nebo IS

C. Mozna MG

Anamnéza svalové slabosti a unavitelnosti, kterd pln€ neodpovida kritériim definitivni nebo
pravdépodobné MG plus alesponi 1 z néasledujicich kritérii:

1.

o 0ok~ w

anamnéza svalové slabosti a unavitelnosti, ktera se akcentuje zatézi a zlepSuje se
po odpocinku

klinické vySetfeni neodpovida anatomické lokalizaci parézy jednoho, ¢i vice perifernich nervi,
s pozorovanym zlepSenim po odpocinku, ¢i v chladu a zhorSenim po fyzické zatézi

pozorované zmény v lokalizaci slabosti v pritbéhu choroby
evidentni zlepseni po podani IAChE parenteralné, nejlépe i. v. aplikaci Syntostigminu
evidentni zlepseni po podani peroralnich IAChE

pozorované zlepseni po PF, IVIG, kortikoidech nebo IS
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1.5. Terapie myasthenia gravis

1.5.1. Farmakoterapie myasthenia gravis

Nechirurgicka 1écba je vedena jako chronicka nebo akutni. Dlouhodobé chronicka 1écba smétuje
k navozeni kompletni stabilni remise (KSR) a akutni 1é€ba ma za ucel ovlivnit fulminantni prabéh

onemocnéni ¢i myastenickou krizi.

Dale muzeme 1écbu MG rozdélit na symptomatickou — inhibitory cholinesterazy — a

imunopatogeneticky orientovanou — kortikosteroidy a imunosupresiva.
Inhibitory cholinesterdzy

Symptomatickou terapii, inhibitory acetylcholinesterazy (IAChE), modulujeme nervosvalovy pienos
reverzibilni inhibici acetylcholinesterazy (AChE), ktera hydrolyzuje acetylcholine (ACh) na
nervosvalové ploténce. To vede k prolongaci aktivity ACh v synaptické $térbiné a ke zvySenému
mnozstvi acetylcholinu. Mezi IAChE patii pyridostigmin (Mestinon), ambenonium (Mytelase),
kratkodobé piisobici neostigmin (Syntostostigmin) nebo dlouhodobé plisobici distigmin (Ubretid).
Tyto Iéky u pacientii s MG piinaseji okamzZitou symptomatickou tlevu. Davkovani je velice
individualni dle fyzické zatéze a vyrazné vazané na denni aktivity pacienta. Doporuc¢ené davkovani je
4-5 mg/kg télesné hmotnosti, rozdélené do 4-6 dil¢ich davek/denné. Hlavni neZadouci ucinky
vyplyvaji z cholinergniho efektu, ktery je dan akumulaci ACh na muskarinovych receptorech hladkych
svalll a 714z s vnitini sekreci (priijmy, nausea, zvraceni, slinéni, slzeni, né¢kdy i bronchospasmus) a
aktivaci svalovych nikotinovych receptorii (svalové kiece, fascikulace).Ve vzacnych piipadech mize
dojit az ke cholinergni krizi (depolarizacni blokada se svalovou slabosti), ktera mize vyustit az v
respiracni insuficienci. Na rozdil od myastenické krize je pfitomen bronchospasmus, mi6za a

bradykardie. Nutno podat atropin i.v. v davce 0.5-1 mg.
Kortikosteroidy

Jedna se o peroralni imunomodula¢ni 1é¢bu prednisonem, prednisolonem nebo metylprednisolonem.
Pozitivni efekt ma minimalné u 70% pacientt, kdy 1ze dosdhnout vétSinou v kombinaci s IAChE

klinické remise. ZlepSeni nastava béhem prvnich 6-8 tydnii 1€€by. Na pocatku 1€¢by se asiu 1/3
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kortikosteroidii postupné, hlavné pokud se nasadi nové nebo se davky zvySuji u relapsu onemocnéni.
Pti tzv. kortikoidové kufe je osvédéenym schématem tydenni podavani davky Smg, 2.tyden 15mg,
3.tyden 30mg a dale cca 6-8 tydnt 60mg/den, pii vyssi hmotnosti pacienta i 70-80mg/den. Pii
jednoznacném efektu 1é¢by je pak mozné davky zvolna snizovat, o 10mg/tyden, davku 20mg ponechat
cca 3tydny a pak opét velmi pomalu po 5mg/tyden snizovat na udrzovaci davku 5-10mg/den. Bolusové
podani intraven6zniho metylprednisolonu (5x500mg), nasledovano sestupnou davkou prednisonu
(1mg/kg t.hm.), volime zpravidla u nemocnych se zdvaznou slabosti na UPV, kde ocekavame rychly
efekt a nebojime se jiz dal$i progrese. Nezadouci ucinky kortikoidd jsou nejéastéji myopatie,
osteopordza, viedova choroba gastroduodenalni, deprese, podrazdénost, nespavost, glaukom,
katarakta, arterialni hypertenze, hypokalemie, hyperglykemie, zvySena vnimavost k infektim. Proto se
preventivné podavaji H2 antagonisté nebo blokatory protonové pumpy na ochranu zaludecni sliznice,
dostatecny piijem kalia, pravidelné méfeni kostni density. Vyznamnym problémem dlouhodobé 1é¢by
je steroidni myopatie, ktera je zavisld na kumulativni ddvce. Byva omezena na kotfenové svaly a
nedochdzi pfi ni k typickému cirkadidnnimu kolisani a unavitelnosti. Lé¢i se snizenim davky

kortikoidt na nejniz$i u¢innou hladinu, dostatkem pohybu a pfisunu proteint ve strave.

Imunosupresiva

Jsou obecné povazovana za 1€ky Settici kortikoidy a mély by byt pouzity vzdy, kdy udrzovaci davka
prednisonu je vétsi neZ 20mg denné. Rizika podavani této 1écby ma svoje uskali a mezi
nejvyznamnéjsi patii sniZeni fertility, zvySené riziko nadorového onemocnéni a celkové snizeni

antiinfek¢éni imunity.

Azathioprin je velmi vhodnym imunosupresivem zejména v piipadé potieby dlouhodobéjsi
medikamentozni 1é¢by, umoznujici snizeni davek kortikosteroidli kviili komplementarnimu efektu
obou typt medikamentt (Palace et al., 1998). Dalsi prospektivni randomizovanou studii bylo
prokazano, ze azathioprin nejenom signifikantné redukuje davku kortikoidl potiebnou k udrzeni
remise, ale soucasné¢ vyznamné redukuje pocet relapsu (Witte et al., 1984). Samotné podavani
azathioprinu je malokdy efektivni. V pribéhu 1écby je nutna pravidelna kontrola krevniho obrazu a
jaternich testti a pfed nasazenim se doporucuje vySetieni aktivity enzymu thiopurin-S-
methyltransferazy (TPMT), ucastniciho se metabolizmu azathioprinu. V evropské populaci existuje

cca 11% jedinci, ktefi maji jednu funkéné deficitni alelu v genomu zpusobujici vyznamné sniZeni
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katalytické aktivity enzymu, ktera nasledné vede k myelotoxicité. Doporu¢ena davka je 2-3mg/kg/den.
Terapeuticky ucinek zacina az po 3 meésicich a trva jesté 2-3 mésice po vysazeni. Mezi ¢asné
nezadouci ucinky 1é¢by patii gastrointestinalni obtize, nékdy spojené hyperpyrexii. Azathioprin je
teratogenni a mutagenni, pii poddvani zenam ve fertilnim v€ku proto doporucujeme ucinnou

antikoncepci.

Mykofenolat mofetil (MMF) potlacuje produkci protilatek a bunéénou imunitu a to zvysenim
lymfocytarni apoptdzy, redukci sekrece TNF-a a zvySenim exprese IL-10. Davka je 2x1g, Géinek
nastupuje po 2 tydnech, nejpozdéji do 2 mésict. Byly publikovany dvé prospektivni randomizované
placebem kontrolované studie, které neprokazaly efekt MMF oproti placebu ani tsporu kortikoidt
(Sanders et al., 2008, The Muscle Study Group, 2008). I piesto, Zze u¢innost MMF neni jednozna¢né
dokumentovana, je indikovan u pacientd s MG netolerujicich nebo neodpovidajicich na azathioprin.
Lék je vysoce teratogenni a nesmi byt podavén s azathioprinem pro zvySené riziko myelosuprese,
vhodna je kombinace s kortikoidy. Nezadouci u€inky jsou prijem, zvraceni, neutropenie a oportunni

infekce. Dlouhodobé podavani je spojeno se zvySenym vyskytem lymfomu (0.4-1%).

IVIG nebo PF jsou doporuceny v tezkych pripadech MG k navozeni klinické remise nebo pripravé k

thymektomii.
Intravenozni imunoglobulin (IVIG)

Vysoké davky IVIG, izolované z plazmy zdravych darci, se ukazaly jako efektivni u MG na zaklad¢
ovéteni randomizovanymi kontrolovanymi studiemi (Wolfe et al., 2002) i ¢etnymi otevienymi,
nekontrolovanymi studiemi. Je 1ékem volby u myastenické krize ¢i farmakologicky refrakterni
myastenie. Davka je 0.4g/kg/kazdy den, podava se obvykle Sdnii po sobé. Uéinek je vétsinou
kratkodoby (3-4 tydny) a koreluje s biologickym polocasem IVIG. Vedlejsi G€inky, které vznikaji
behem aplikace (tfesavka, bolesti hlavy, nékdy vzestup TK), 1é¢ime symptomaticky. Pfed prvni
aplikaci je nutné vysetfit hladinu imunoglobulintl, protoze u IgA deficientnich osob hrozi riziko

anafylaktické reakce.
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Terapeutickad plazmaferéza (PF)

Rovnéz PF, pfi které dochézi k separaci erytrocytt z plazmy a jejich reinfuzi spole¢né s koloidnim
roztokem, vétSinou albuminu zpét do krevniho feciste, prizniveé ovlivni prubéh MG. Efekt spociva v
eliminaci patologickych autoprotilatek. Rezim spo¢iva v aplikaci 3-5 PF obden. PF je indikovana ke
kratkodobému zlepSeni stavu (napt. pied operaci) ¢i k zvladnuti myastenické krize (Gajdos et al.,
2009). Efekt PF nastupuje velmi rychle (rychleji nez u IVIG, uz béhem 24hodin) a ptetrvava 4-10
tydna (Batocchi et al., 2000) Tato 1é¢ba je vSak zatizena velkym poétem nezadoucich a¢inkd (masivni
zilni vstup — sepse, tromboza, pneumothorax, neselektivni odstranéni vSech krevnich bilkovin,
hypotenze).

Imunoadsorbce je alternativou PF, kdy se selektivné odstrafiuji jen nékteré tfidy imunoglobulint.

Oproti PF je popisovano méné nezadoucich ucinku, t¢innost je dle nékterych autorti vétsi nez u

wewvr

Cca 5 - 8 % pacientl je refrakternich na konvenéni terapeutické postupy. U téchto nemocnych
dochazi k trvalé prezentaci klinickych pfiznaki a astym myastenickym krizim. V téchto ptipadech je
zkousSena terapie cyclosporinem A, tacrolimem (FK506), novéji experimentalni biologickou 1écbou
(rituximab, eculizumab) nebo imunoadsorbci. Rituximab je monoklonalni protilatka proti CD20 znaku
na B lymfocytech, ktera vede k depleci B lymfocytu. Projevila se jako u¢inna 1é¢ba u refrakternich
forem SPMG a taky u SNMG s protilatkami proti MuSK (Hain et al., 2006). V krajnich ptipadech je
mozné pouzit vysokodavkovanou imunoablaci s podporou kmenovych bun¢k (Drachman et al., 2008)

anebo allogeni transplantaci kostni dfené (Strober et al., 2009).

Spolu s kortikosteroidy jsou imunosupresiva hlavni pilife imunomodula¢ni a imunosupresivni 1é¢by
MG. Nicméné¢ jejich Gi¢innost a optimalni vyuziti jSou stale nejasné. Hart et al identifikovali sedm
randomizovanych kontrolovanych studii riznych imunosupresiv v 1é€bé generalizované MG (Hart et
al., 2009). Vsechny studie byly malé (14-41 Gcastniki) a design heterogenni. Autofi shrnuji, Ze oproti
placebu doslo po jednom roce 1écby k signifikantnimu zlepSeni pouze u nemocnych 1é€enych
cyklosporinem A (bez ohledu na sou¢asnou 1écbu kortikoidy) a cyklofosfamidem s kortikoidy. Nebyly

nalezeny spolehlivé dikazy o uc¢inku 1écby azathioprinem, MMF nebo tacrolimem.

41



1.5.2. Chirurgicka terapie myasthenia gravis — thymektomie

Chirurgicka 1é¢ba MG spociva v odstranéni thymu — thymektomii (TE) nebo jeho nadoru — exstirpaci
thymomu. Pfistup je bud’ klasicky z parcialni nebo totalni sternotomie nebo miniinvazivni —
thorakoskopicky. Nalez thymomu je indikaci k TE vzdy po stabilizaci myastenické symptomatiky,
pokud neni zavazna interni kontraindikace. U pacientli bez thymomu, S nonthymomat6zni
autoimunitni formou MG, se do 60. roku véku doporucuje provést TE jako postup zvySujici
pravdépodobnost navozeni remise nebo zlepSeni klinického stavu (Pitha et al., 2012). TE neni

indikovana u okularni formy MG a generalizované MG s protilatkami proti MuSK.

Myslenka na operativni odstranéni brzliku pfisla na svét koncem 19.stoleti v souvislosti s poznatkem
pritomnosti nadora brzliku a zanétlivych histopatologickych zmén u zemielych pacienti s MG. Prvni
operaci provedl Sauerbruch v r. 1912, u nemocné doslo ke zlepSeni, avSak zcela uzdravena nebyla.
Prvni pozorovani, ze TE dokaze pozitivné ovlivnit pribéh MG, bylo uskute¢néno v roce 1939 poté, co
Blalock provedl TE u 21 leté pacientky s MG, ktera vyustila v dramatické zlepSeni stavu (Blalock et
al., 1939). Nasledn¢ publikoval Blalock 6 ptipadt operace brzliku u pacientii s MG bez thymomu
S dvéma uplnymi remisemi, ttemi ¢astecnymi a jednym Gmrtim. Myslenka odstranit thymus u pacientii
S MG bez nadoru se stale vice prosazovala. Kromé USA a Velké Britanie, kde byly provadény
thymektomie standardné a byly publikovany ptiznivé vysledky, ostatni Evropa zlstavala v operacni
1é€be MG zna¢né konzervativni az do konce 70.let a publikace vétSich sestav operovanych jsou
vyjime¢né (Buckberg a Mulder, 1967, Eckmann, 1969). Prvni thymektomii u pacienta s MG bez
thymomu provedl v Ceskoslovensku v roce 1948 prof. Jiii Divis, v nasledujicich letech provedl dalsich
15 thymektomii s poopera¢ni mortalitou 20% (Divis, 1954). Za poslednich 50 let uvadi mnoho
retrospektivnich studii vyhody 1é¢by TE u nonthymomatézni MG. V disledku toho, TE (S nebo bez
pfitomnosti thymomu) je vSeobecné ptijimana jako soucast 1é¢by u MG. Dosud ale neexistuji
nepochybna data ovéfena prospektivni kontrolovanou studii, kterd by prokazovala efekt této lécebné
alternativy (Gronseth a Barohn, 2000; Newsom-Davis J et al.; 2008, Wolfe et al. 2003). Rovnéz neni
jasny pfesny mechanismus, kterym TE zmirfiuje ptiznaky MG. Thymom je povaZovan za Spatny
prognosticky faktor MG, protoze sebou vétSinou nese tézsi prubeh MG nebo snizeni schopnosti
reagovat na 1é¢bu (Papatestas et al., 1987), kazdopadné zistavaji otazky v mnoha oblastech, pokud jde

o terapeutickou roli TE u nonthymomat6zni MG.
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U seropozitivni MG, s ¢asnou manifestaci s histopatologickym nalezem folikularni hyperplasie s
protilatkami anti-AChR, thymus vyznamné ptispiva k produkci protilatek a obsahuje germinalni
centra; nicmén¢, organ zodpoveédny za produkei autoprotilatek dosud nebyl identifikovan u jinych
imunopatogenetikych typi MG (Berrih-Aknin et al., 2014). Z téchto divodua efektivita TE u
nonthymomat6zni MG zistava stale nejasna.

Dle rtiznych zdroji vede TE Kk navozeni klinické remise MG ve vysokém procentu piipadu, coz
umoziuje snizit davky imunosupresiv. Guillermo et al popisuje, Ze 52% pacienti mé¢lo dobrou odezvu
po TE (Guillermo et al., 2004), ve srovnani s 59% pacientt ve studii Hatton et al (Hatton et al., 1989),
71% myastenickych pacientt profitovalo z thymektomie podle Busch et al (Busch et al., 1996) a
vyrazné klinické zlepSeni popisuje az u 87% myastenickych pacientt Frist et al (Frist et al., 1991).

Gronseth a Barohn v roce 2000 realizovali systematicky ptehled kontrolovanych nerandomizovanych
studii popisujicich vysledky u pacientii s generalizovanou formou MG, kteri bud’ podstoupili nebo
nepodstoupili TE (Gronseth a Barohn, 2000). Zjistili, ze ve vétsing studii byly zjistény pozitivni
asociace mezi TE a klinickou remisi MG .

Odstranéni thymu mutize rovnéz zlepsit ptiznaky MG i u séronegativnich pacientii (Mantegazza et al.,
2003).

V soucasné dobé je povazovana dlouhodoba konzervativni terapie generalizované MG s mirnou
progresi za nespravny postup, jeho vysledkem je destabilizace choroby. V¢asné indikace

k thymektomii je jednou z dulezitych zasad dnesni péce o myasteniky.

1.5.3. MGFA postintervenéni status

MGFA postintervencni status byl vytvoien k vyhodnoceni zavedené 1é€by a je urcen k posouzeni

klinického stavu pacientti s MG (Jaretzki et al., 2000).

43


http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.is.cuni.cz/pubmed?term=Berrih-Aknin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24934596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov.ezproxy.is.cuni.cz/pubmed?term=Guillermo%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14763961

Tab. 4 MGFA postintervenc¢ni status

Kompletni stabilni remise Z4dné subjektivni potiZe ani symptomy alespoti jeden rok,
(KSR) bez terapie jeden rok
Akceptuje se izolovana slabost m. orbicularis oculi
Farmakologicka remise (FR) Stejna kritéria, ale pacient je 1éCen. Nesmi ale brat inhibitory
acetylcholinesterazy

Minimalni manifestace (MM)  Zadné piiznaky funkéniho omezeni, mize byt uréita slabost
nekterych svalt.

Zmény
ZlepSen Podstatny pokles potizi nebo podstatna redukce medikace
Nezménén Z4dné podstatné zmény klinické symptomatiky nebo medikace
ZhorSen Podstatny narast klinickych projevii nebo podstatny narist medikace
Exacerbace Pacient, ktery splioval kritéria KSR, FR nebo MM, ale nasledné

doslo k rozvoji klinickych potizi, které tato kritéria neptipousti

Smrt z divodu MG Pacient zemfel v diisledku MG, v disledku komplikaci 1é€by nebo
do 30 dnti po thymektomii

Legenda:

FR Farmakologicka remise

KSR Kompletni stabilni remise

MG  Mpyasthenia gravis

MGFA Myasthenia Gravis Foundation of America
MM  Minimalni manifestace
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2. CiLE PRACE

1. podrobn¢ definovat skupinu pacientli s myasthenia gravis, ktefi byli v Centru pro diagnostiku a
1éEbu myasthenia gravis Neurologické kliniky 1. LF UK a VFN v Praze opera¢n¢ 1éceni thymektomii
v letech 2010-2013 a komparativné zhodnotit skupiny nonthymomatoznich a thymomatédznich

pacientl s cilem nalézt klinické ukazatele budouci odpovidavosti na tuto 1é¢bu

2. longitudinalné sledovat vyvoj jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci, specifickych protilatek a
produkci intracelularnich cytokini v periferni krvi u ¢tyt skupin myastenickych pacientti pied a po
thymektomii (1 mésic, 6 mésici a 12 mésicti) se souéasnym vyhodnocovanim jejich QMGS v téchto

casovych intervalech a nasledn¢ i MGFA postinterven¢niho statu 24 mésicti po thymektomii :

A) pacientd s generalizovanou nonthymomat6zni MG lécenych pyridostigminem (bez
imunosupresivni 1écby)

B) pacienttl s generalizovanou nonthymomatézni MG lé¢enych kortikosteroidy

C) pacientli s generalizovanou nonthymomat6zni MG lé¢enych kombinovanou imunosupresi
(kortikosteroidy a azathioprin)

D) pacientd s generalizovanou MG s histologicky prokdzanym thymomem a lé¢enych kombinovanou

imunosupresi (kortikosteroidy a azathioprin)

3. pokusit se objasnit spole¢ny imunopatogeneticky mechanismus zcela raritniho postupného vyskytu
nékolika autoimunitnich chorob (myasthenia gravis, Castlemanova nemoc, pemphigus vulgaris a
antifosfolipidovy syndrom) u jednoho pacienta, nasledného klinického pribéhu téchto onemocnéni a

manazmentu jejich 1écby

K hodnoceni téchto cili bylo pouzito komparativni a longitudinalni studie.
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3. ZAKLADNI HYPOTEZY

Hypotézvucile &. 1 :

A. Pacienti s thymomem maji horsi pooperacni pribéh myastenickych ptiznaki po thymektomii nez

pacienti bez thymomu.

B. Piedoperacni terapie kortikosteroidy je dobrym prediktivnim ukazatelem pozitivniho efektu

thymektomie.

C. Doba trvani generalizované myasthenia gravis pied operaci u nonthymomatdznich pacientti vyrazné

ovliviiyje terapeuticky efekt operace.

D. Seropozitivni a seronegativni pacienti profituji z thymektomie stejné.

Hypotézyucile &. 2 :

E. Po thymektomii u nonthymomatoznich pacientd 1é¢enych soucasné néjakou formou imunoterapie
(imunomodula¢ni nebo imunosupresivni 1é€by) stoupa mnozsti Treg bunék, které souvisi se zlepSenim

myastenickych ptiznakd.
F. Po thymektomii a souc¢asné probihajici imunoterapii dochazi ke snizené autoreaktivité T-bunék.

G. Vyskyt protilatek SCMADb v krvi je indikatorem pfitomnosti thymomu.

Hypotézyucile &. 3 :

H. Ctyfi klinicky heterogenni jednotky na autoimunitnim podkladé (myasthenia gravis, Castlemanova
nemoc, pemphigus vulgaris, antifosfolipidovy syndrom) maji spole¢né imunopatogenetické pozadi,

které umoznuje hledat spolecnou a strategicky cilenou terapii.
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4. PACIENTI AMETODY

4.1. Soubor thymektomovanych pacienti

Projekt trval 4 roky a celkem bylo zafazeno 62 pacientl s generalizovanou MG, ktefi podstoupili
transsternalni thymektomii. Jednalo se o pacienty dispenzarizované v Centru pro diagnostiku a 1é¢bu
myasthenia gravis 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy v Praze a Vieobecné fakultni nemocnice v
Praze. Vsichni méli jasné klinické a elektrofyziologické dikazy o MG. Nejednalo se jenom o
seropozitivni pacienty, do souboru sledovanych pacientt byli zafazeni i tzv. dvojité seronegativni
pacienti s negativitou protilatek jak proti AChR, tak proti MuSK. Histopatologické vysetieni vzorka
thymu bylo provedeno u v8ech operovanych pacienti. Thymomy byly histologicky klasifikovany
podle WHO jako typ A (dieniové), AB (smisené), B1 nebo B2 (kortikalni), B3 (dobie diferencovany
thymicky karcinébm). Pacienti s nalezem pokrocilého stadia thymomu podstoupili adjuvantni radiaéni
terapii. Kritéria pro zafazeni do souboru byly nasledujici: (1) nastup generalizované MG béhem
poslednich 7 let; (2) v€k od 17 do 60 rokt pro nonthymomatozni pacienty MG (bez omezeni pro
thymomatozni pacienty s MG); (3) pacienti s generalizovanou formou MG stupné II-1V dle klasifikace
MGFA. Kritéria pro vylouceni ze souboru sledovanych pacienti byly (1) izolovana oéni forma MG
bez projevii celkové slabosti (stupen I dle klasifikace MGFA); (2) klinicky stupen tiidy V (vyzadujici
intubaci); (3) téhotenstvi nebo kojeni; (4) pozitivni protilatky anti-MuSK. Kontrolni soubor pacientd
byl uréen ke srovnani ptedoperacnich hladin T regula¢nich lymfocytl. Pozistaval ze zdravych a
veékove ptibuznych subjektl bez pritomnosti autoimunitniho onemocnéni a bez uzivani jakékoliv
imunomodula¢ni nebo imunosupresivni terapie. Informovany souhlas S vyzkumnym projektem byl
schvalen Etickou komisi V§eobecné fakultni nemocnice v Praze a byl podepsan v§emi zucastnénymi

pacienty.

4.2. Rozdéleni pacientii do skupin dle pritomosti thymomu a dle predoperacni
terapie
Thymektomovani pacienti byli rozdéleni do dvou hlavnich skupin, a to bud’ pacienti
s generalizovanou nonthymomat6zni autoimunitni MG nebo pacienti s generalizovanou thymomat6zni
paraneoplastickou MG. U pacientti s thymomem byla pfedopera¢né zahajena terapie kombinovanou

imunosupresi — tj. kombinaci kortikoida a azathioprinu, proto se tato skupina posuzovala jako jeden
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celek; skupina Thymoma. Histopatologicky nalez thymomu nebyl u zadného pacienta ptekvapenim, u
vSech pacientii byl znam jiz pfedoperacné z provedenych CT snimk® mediastina. Pfedoperacni terapie
nonthymomat6znich pacientt s histolopatologickym prukazem folikularni hyperplasie nebo atrofie
thymu se vyrazné lisila, proto byli rozdéleni do tii podskupin: (a) 1é¢eni jenom inhibitory AChE
(pyridostigminem), bez imunosupresivni nebo imunomodula¢ni terapie; ; skupina NonThymoma 0 (b)
1é¢eni kortikoidy; skupina NonThymoma KS (c) 1é¢eni kombinovanou imunosupresi, tj. kortikody a
azathioprinem; skupina NonThymoma KS+AZA. Vsichni pacienti zatazeni do skupiny NonThymoma
KS a do skupiny NonThymoma KS+AZA uzivali medikaci vice nez 6 mésict pied tim, nez podstoupili
thymektomii a davky kortikoida u téchto dvou skupin na zacatku terapie byly ptiblizné stejné.

Schématické zndzornéni pacientll je na obr. 4

n=62
pacienti po TE

y spliuijici kritéria %

THYMOMA NONTHYMOMA
KS + AZA n=46
n=16 y /\\
NON THYMOMA
NONTHYMOMA 0 NONTHYMOMA KS + AZA
n=12 n=13 n=21

Obr. 4 Schématické znadzornéni pacientll po TE zatazenych do projektu

Celkem 7 pacientli muselo byt z projektu vyfazeno a to bud’ kviili nedostaveni se na kontrolni odbéry
z 0sobnich nebo zdravotnich divodi (5 pacientl) anebo z dtivodu laboratorni chyby a nemoznosti

opakovat odbér u daného pacienta (2 pacienti).
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4.3. Laboratorni metody

Analyza lymfocytarnich subpopulaci a intracelularnich cytokint byla provedena pomoci prutokové
cytometrie, analyza protilatek proti acetylcholinovym receptoriim pomoci radioreceptorové analyzy

(RRA) a antistriatalnich protilatek nepfimou imunofluorescenci (NIF).

4.3.1. Prutokova cytometrie

Povrchové bunééné znaceni bylo méfeno za pouziti priitokové cytometrie. Pritokova cytometrie
(flow cytometry, FCM) je laboratorni metoda, pomoci které je mozno méfit a analyzovat fyzikalni
(optické) a chemické (fluorescencéni) vlastnosti bunék v proudu kapaliny béhem jejich priichodu
laserovym paprskem. Vyhodou této metody je, Ze je mozné analyzovat béhem kratkého ¢asu velké

mnozstvi buné€k, urcit jejich jednotlivé subpopulace a tfidit je podle nami zvolenych parametrti .

4.3.1.1. Metoda stanoveni lymfocytarnich subpopulaci

Zakladni subpopulace lymfocytt (T lymfocyty CD3+ a jejich subpopulace CD4+, CD8+, B lymfocyty
CD19+) byly stanoveny rutinni imunofenotypiza¢ni metodou pomoci prutokového cytometru
FACSCanto a monoklonalnich protilatek firmy BD Biosciences. Fixni kombinace CD4/CD25 byla
pouzita pro detekci T regula¢nich lymfocytd definovana jako CD4+CD25high+ (vSechny protilatky
komeréné dostupné od firmy BD Biosciences). Vzorky periferni krve byly inkubovany v pfitomnosti
odpovidajicich monoklonalnich protilatek po dobu 15 minut pti pokojové teploté (20-25° C) ve tmé.
Po lyzacni a promyvaci fazi byla provedena Sestibarevna pritokova cytometrickéd analyza na

priatokovém cytometru FACSCANto pomoci softwaru FCSDiva 5,03 (BD Biosciences).

4.3.1.2. Metoda stanoveni intracelularnich cytokint

1. 100 ml kultivované krve + 20 ml monoklonalni protilatky proti povrchovym

antigenim (CD3, CD14) bylo inkubovano 20 minut v temnu za pokojové teploty

2. pro lyzu erytrocytil a fixaci lymfocytl byl pfidan lyzacni roztok (2 ml) a vS§e inkubovéno 10
minut v temnu za pokojové teploty. Nasledné byla zkumavka centrifugovana (1000 rpm
celkem 5 minut) a byl odstranén supernatant

3. do zkumavky bylo ptiddno 500 ml permeabiliza¢niho roztoku, inkubovano 10 minut

v temnu za pokojové teploty. Pfidan promyvaci roztok, centrifugovano a opét odstranén
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supernatant

4. ptidano 20 ml pfislusSné monoklonalni protilatky proti intraceluldarnimu antigenu,
inkubovéno 25 minut v temnu pii pokojové teplote. Poté byl vzorek dvakrat promyt
promyvacim roztokem

5. intracelularni cytokiny byly analyzovany na pritokovém cytometru. T lymfocyty byly
ohraniceny pomoci FSC (forward scatter) a CD3; monocyty byly ohrani¢eny pomoci SSC
(side scatter) a CD14.

4.3.2. Reagencie

4.3.2.1. Monoklonalni protilatky

Ke znaceni jednotlivych populaci byly pouzity monoklonalni protilatky:
- CD4 APC Cy7

- CD8 PE Cy7

- CD19 APC

-CD3FITC

- CD4 FITC/ CD25 PE

- TNFa - PE Cy7

- IFNy-FITC

- IL17-PE

4.3.2.2. Ostatni reagencie a jejich ptiprava
Kromé& monoklonalnich protilatek byly pouzity jeSté dalsi reagenci, které byly pfipraveny k pouZiti

ptimo od vyrobce, nebo se musely pied pouzitim nejdiive ptipravit.
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Tab. 5 Reagencie a jejich ptiprava

Reagencie Nazev Vyrobce Uchovavani

Mitogen PHA Sigma pii 4°C
Priprava zasobniho roztoku: rozpusténim 1 mg lyofilizovaného PHA v 10 ml dH20.
Roztok se poté rozpipetuje po 25 ul do zkumavek Eppendorf a zamrazi.

Priprava pracovniho roztoku: redénim zasobniho roztoku pomoci RPMI v poméru
1:100 (4. 10ul zasobniho roztoku + 1000 ul RPMI).

PMA Sigma pii-18°C
Priprava zasobniho roztoku: rozpustenim 1 mg lyofilizovaného PMA v 10 ml DMSO.
Roztok se poté rozpipetuje po 10 ul do zkumavek Eppendorf a zamrazi.
Priprava pracovniho roztoku: redénim zasobniho roztoku pomoci RPMI v pomeéru
1:100 (4. 10ul zasobniho roztoku + 1000 ul RPMI).

BFA Sigma pti 4°C
Priprava zasobniho roztoku: rozpustéenim 5 mg lyofilizovaného BFA v 1 ml DMSO.
Roztok se poté rozpipetuje po 10 ul do zkumavek Eppendorf a zamrazi.
Priprava pracovniho roztoku: redénim zasobniho roztoku pomoci RPMIV poméru 1:10

(tj. 10ul zasobniho roztoku + 100 ul RPMI).

10 Sigma pti 4°C
Priprava zasobniho roztoku: rozpustenim 5 mg lyofilizovaného 10 ve2 ml 96%
ethanolu. Roztok se poté rozpipetuje po 15 ul do zkumavek Eppendorf a zamrazi.

Priprava pracovniho roztoku: redénim zasobniho roztoku pomoci RPMI v poméru 1:10
(tj. 10ul zasobniho roztoku + 100 ul RPMI).

kultiva¢ni médium RPMI Lonza pti 4°C
Doddvano od vyrobce k okamzitému pouziti.

FACS TM Lysing
Solution
Priprava: redenim koncentrovaného lyzacniho roztoku v pomeru 1:9 (tj. 10 ml

lyzaéni roztok BD Bioscienses pii 20-24°C

koncentratu + 90 ml destilované vody).

meabilizatni FACS TM
Ir)gztoli5 me Permeabiling BD Bioscienses pii 20-24°C
Solution2

Priprava: redénim koncentrovaného permeabilizacniho roztoku v poméru 1:9 (. 1,4 ml
koncentratu + 36 ml destilované vody).

promyvaci roztok
(PBS)
Dodavano od vyrobce k okamzZitému poucziti.

pufr Cell WASH BD Bioscienses pti 20-24°C

PHA — fytohemaglutinin, PMA — forbol myristat acetat, BFA — brefeldin A, 10 — kalcium ionofor,
RPMI — Roswell Park Memorial Institute medium, PBS — Phosphate Buffered Saline
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4.3.3. Pristrojové vybaveni a ostatni pomucky

4.3.3.1. Piistroje
Tab. 6 Pristroje

Pristroj Nazev Vyrobce
inkubator IR 1500 Automatic CO. Flow Laboratories
Incubator
ti‘epacka VIBRAX Serono Diagnostics
centrifuga Rotina 420 R Hettich Lab Technology
pritokovy cytometr BD FACSCanto BD Biosciences

4.3.3.2. Ostatni pomiicky
Tab. 7 Ostatni pomticky

Pomiicka Nazev Vyrobce

sterilni zkumavky

} , BD Vacutainer
S heparinem sodnym

zkumavky sterilni zkumavky FL medical
zkumavky 5 ml BD Falcon
Finpipette F1 fixed 5 pl
. Finpipette F1 20 — 200 pl
pipety Finpipette F1 100 — 1000 Thermo SCIENTIFIC
ul
Fintip 10 Thermo SCIENTIFIC

jednorazové nastavce na

i nastavce 20 — 200 pl
pipety

FL medical srl — Ital
nastavce 100 — 1000 ul edical srl — Italy

4.4. Statistické metody

K modelovani vyvoje jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci, autoprotilatek a intracelularnich
cytokinll byl pouzit linearni smiseny model s nahodnym efektem pacienta. Model je pro kazdy
problém zvolen tak, aby zodpovidal na polozené otazky ¢i potvrdil/vyvratil hypotézy a soucasné
obsahuje vSechny ostatni vyznamné prediktory (tim sa oSetii piipadny ,,confounding*). Testovani
vyznamnosti pevnych efektt se provedlo pomoci testu pomérem vérohodnosti (likelihood ratio test). U

proménnych s vice rovinami (napt. 4 skupiny pacientli nebo obdobi PRE/IM/6M/12M) sa k nalezeni
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urovni se statisticky vyznamnymi rozdily pouzila metoda mnohonasobného srovnavani. K bodovym
odhadiim pevnych efektl jsou dodany Waldovy 95% intervaly spolehlivosti zaloZené na asymptotické

normalité.

Pfi zkoumani vztahit mezi jednotlivymi charakteristikami pacientll byly pouzity dvouvybérové t-
testy, Fisheriv exaktni test o nezavislosti v kontingen¢nich tabulkach a univariantni linearni smisené
modely. Testy byly vzdy provedené na hladine 0,05. Statisticka analyza byla provedena v software R
(R Core Team (2014), R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

4.5. Posuzovani klinického stavu

Kazdy ze sledovanych pacientt, ktery podstoupil thymektomii, byl v danych ¢asovych intervalech
(pfed TE, 1 mésic, 6 mé&sict, 12 mésicti a 24 mésicti po TE) objektivné neurologicky vysetien
specialistou z myastenického centra. V téchto ¢asovych intervalech se pii posuzovani klinického stavu
pacienta métilo QMGS a 24 mésicii po TE byl soucasné vyhodnocovan jejich MGFA postintervenéni
status. Kompletni stabilni remise (KSR) byla definovéna tak, Ze pacient nemél zadné subjektivni
potize ani symptomy MG alespoii jeden rok a soucasné nedostaval zadnou terapii (inhibitory AChE,
kortikosteroidy, imunosupresiva) alespon jeden rok. Status “zlepSeni” v projektu znamenal pokles 5 a
vice bodit v QMGS. Status “zhorSeni” byl definovan jako vzestup 5 a vice bodli v QMGS. Status
“Zadna zména” v projektu znamenal, Ze u pacienta nedoslo k markantnim zméndm v klinickém stavu a

QMGS po sledovani zustalo stejné.

4.6. Kazuistika pacienta s generalizovanou formou MG s koexistenci dalSich
autoimunitnich onemocnéni

U 35 letého pacienta S negativni rodinnou i osobni anamnézou postupné vznikla kolisajici, nasledné
trvald diplopie, ptéza na pravém oku, slabost a zvySena unavitelnost hornich koncetin, posléze
dysartrie a dysfagie. Sest mésicti pfed vznikem neurologickych obtizi se u pacienta zacaly objevovat
napadné kozni a slizni¢ni eroze charakteru mukozitidy az lichenoidniho zanétu (na jazyku, bukani
sliznici, glans penis). Pro progredujici neurologickou symptomatologii byl hospitalizovan na
neurologickém oddéleni a objektivné neurologicky mu byl diagnostikovan generalizovany
myastenicky syndrom stupné IIIb dle MGFA. Vsechny vysledky pomocnych vysetfovacich metod
(pozitivni protilatky proti AChR; konstantni dekrement 10.8% sumacniho akéniho potencialu (CMAP)

pii repetitivni stimulaci ulnarniho nervu potvrzujici poruchu nervosvalového ptrenosu postsynaptického
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typu, konduk¢ni studie motorickych a senzitivnich nervii byly v norm¢) svédéily pro diagndzu
seropozitivni MG. CT mediastina neprokazovalo pfitomnost thymomu, magneticka resonance (MRI)
mozku byla normalni. Terapeuticky byl zaznamenan efekt neostigminu. Vzhledem K neurcitym
bolestem v podbfisku a palpacné hmatné tuhé rezistenci pacient podstoupil CT bficha, kde byl
piekvapivé popsan objemny solidni tumordzni Gtvar na rozhrani mezogastria a hypogastria, velikosti
12x7x10cm. Chirurgickd intervence bfisniho tumoru byla odloZena az po stabilizaci neurologického
stavu. Vzhledem Kk potiebé vylouceni jiné malignity event. i metastatického postizeni bylo provedeno
vySetieni celotélovou pozitronovou emisni tomografii (PET), kde nebyla nalezena zadna jina

metastaticka loziska.

Byla nasazena lé¢ba inhibitory AChE (pyridostigmin v davce 4x 60mg), imunosupresivy
(azathioprin 100mg/den) a kortikosteroidy (které byly postupné navySovany do cilové davky 60

mg/denng).

Ke stabilizaci myastenické symptomatiky doSlo po 4 mésicich 1é€by a nasledné byla provedena
transsterndlni thymektomie s disekei predniho mediastindlniho tuku a soucasné explorativni
laparotomie s pokusem o odstranéni bfisniho tumoru s peroperacni biopsii. Bfi$ni tumor se nedafilo
vypreparovat od ilickych zil, byl pevné fixovan do retroperitonea, vlastni tumor byl velmi cévnaty a

nebylo mozné ho chirurgicky odstranit.

Histologicky byla z thymu prokazana folikularni hyperplasie, thymom nebyl nalezen. Vzorky

Z retroperitonea byly popsany jako solitarni forma smiSeného typu Castlemanovy nemoci.
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Obr.5 Histologické vySetieni retroperitonealniho tumoru. Leva c¢ast preparatu byla barvena

hematoxylinem-eosinem, ve stiedu je atroficky lymfoidni folikul se Sirokou perifolikularni zénou
(8ipka), jsou pfitomny Cetné hyalinizované cévy. Prava ¢ast preparatu byla obarvena protilatkou proti
CD20, zvyraznény folikul se barvi hnéd¢ (Sipka). Imunofenotypizace byla pozitivni na antigeny CD20,
CD23, CD10. Byly nalezeny ¢etné kappa- a lambda-pozitivni plazmatické bunky.

Dékujeme prim. MUDr. J Kodetové z Ustavu patologie 2.LF UK a FN Motol za moznost prezentace
histologickych nalezi.

Pooperacni pribéh byl u pacienta komplikovan vznikem retrosternalniho abscesu se septickym
Sokem, s nutnou opera¢ni revizi a dlouhodobou antibiotickou 1é¢bou. Nasledné doslo k progresi
svalové slabosti se zhorSenim bulbarni symptomatiky. Ke stabilizaci stavu byla nutna kara péti

plazmaferéz s dobrym efektem.

Protilatky proti human immunodeficiency viru (HIV-1 a HIV-2) byly negativni. Kontrolni CT bficha 6
meésici od operace neprokazalo progresi retroperitonealniho tumoru, dle chirurgd byl tumor

inoperabilni, chirurgicka revize nebyla indikovana.

Nové komplikace nastaly 18 mésicti od stanoveni diagnozy generalizované MG, kdy akutné vznikla

pravostranna hemiparéza. Na MRI mozku byla nalezena ischemie v oblasti capsula interna vlevo.

55



Obr. 6 MRI mozku s nalezem ischemie v oblasti capsula interna vlevo

Bylo provedeno komplexni cévni vySetfeni véetné trombofilnich mutaci a byly nalezeny pozitivni
protilatky proti kardioplipinim IgG a IgM a soucasné pozitivita proti ,,Single strand” DNA (anti
sSDNA++), test na ,,double strand” DNA (ds DNA) byl negativni. U nemocného bylo klinicky i
laboratorné potvrzeno podezieni na antifosfolipidovy syndrom a zahéjena antikoagulacni lécba
nizkomolekularnim heparinem v terapeutické davce. Rozsahlé mukokutanni 1éze v koexistenci s
hypervaskularnim tumorem retroperitonea byly diagnostikovany jako paraneoplasticky pemphigus.
Vzhledem k vyse uvedné komorbidité a suspektni souvislosti s B buné¢nou patologii, byla po
konzultaci s hematology zahéjena biologicka terapie rituximabem (Mabthera) v inicialni davce
375mg/m?. Rituximab byl celkem podéan 8-krat v pulzech 700 mg na 1 davku. Doslo k dalsi recidivé
ischemické cévni mozkové piihody a to 1 mésic po ukonceni biologické terapie. U pacienta perzistoval
tézky neurologicky deficit s globalni afazii a tézkou pravostrannou hemiparézou se spasticitou. Lécba
kortikosteroidy a imunosupresivy pomohla ke kontrole ptiznakii MG, nepodatilo se ale zlepsit
symptomy Castlemanovy nemoci a pemphigus vulgaris. Pacient zemiel na tézkou sepsi

s multiorganovym selhanim ve véku 37 let.
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5. VYSLEDKY

5.1. Klinicka charakteristika a neurologické vysledky pacienti po

thymektomii ve skupinach nonthymomatézni MG a thymomatézni MG

5.1.1. Klinické charakteristiky sledované populace

(Klinické charakteristiky sledované populace jsou uvedeny v tabulce 8.)

Tab. 8 Klinické charakteristiky 62 pacientii s MG, ktefi podstoupili thymektomii

NONTHYMOMA THYMOMA
N 46 (74%) 16 (26%)
ZENY n (%) 34 (74%) 7 (43,7%)
TRVANI NEMOCI PRED TI;YMEKTOMH 17 (3-84) 8 (4-20)
(prumér a rozsah v mésicich)
VEK V DOBE THYMEKTOMIE 34,2(17-60) 55(22-72)
(pramér a rozsah v letech)
AChR POZITIVNI PROTILATKOVY STATUS 36 (78%) 16 (100%)
1l a(%) 16 (34.7%) 6 (37.5%)
11 b(%) 11 (24%) 6 (37.5%)
Klasifikace MG dle 11 a(%) 4 (8.6%) 0 (0%)
MGFA pied thymektomii 111 b(%) 14 (30%) 4 (25%)
IV a(%) 0 (0%) 0 (0%)
IV b(%) 1 (2%) 0 (0%)
KORTIKOSTEROIDY 34 (74%) 16 (100%)
AZATHIOPRIN 21 (46%) 16 (100%)
JEN PYRIDOSTIGMIN 12 (26%) 0 (0%)
POCET RELAPSU 0 0
od 6.m¢sice do 24.m¢ésice sledovani 10 (21.7%) 3 (18.7%)
PROGRESE INVALIDITY (na zékladé QMGS) 5 (10.8%) 1(6.25%)
od 6.m¢sice do 24.m¢ésice sledovani
ASOCIOVANE AUTOIMUNITNI NEMOCI 12 ) (26%) 2 9 (12.5%)
KOMPLIKACE SPOJENE S THYMEKTOMI{ 19 (2.1%) 19 (6.25%)
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a) od generalizace MG do thymektomie

b) 7 pacientt s autoimunitnim onemocnénim §titné Zlazy, 1 pacient s asthma bronchiale, 1 pacient s roztrousenou sklerozou, 1
pacient s vaskulitidou, 1 pacient s revmatoidni artritidou, 1 pacient s ankylozujici spondylitidou HLA-B27+

¢) 1 pacient s ulcer6zni kolitidou, 1 pacient s autoimunitnim onemocnénim $titné
zlazy

d) 1 pacient s postopera¢ni infekei v rané

e) 1 pacient s postoperacnim hemoperikardem

Thymom byl histolopatologicky potvrzen po operaci u 16 (26%) pacientl. V skupiné pacienti s
thymomem bylo zahrnuto 9 muzi a 7 Zen s primérnym vékem 55 (22-72) let. Skupina
nonthymomat6znich myastenikti zahrnovala 12 muzi a 34 Zen s primérnym vékem 34 (17-60) let.
Primérné trvani predoperacnich ptiznakt bylo 8 mésicti u pacientl s thymomem a 17 mésicti u téch
bez thymomu (Obr. 7). Nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi nonthymomatdzni a
thymomatdzni MG co se tyce piredoperaéni zavaznosti MG (Tab. 8, klasifikace MG dle MGFA pied
thymektomii).

Ve skupin¢ s thymomem, 100% pacientl dostavalo kombinovanou imunosupresi pted operaci. Ve
skupiné bez thymomu, 46% pacientd bylo 1é¢enych kombinovanou imunosupresi, 28%
kortikosteroidy, a 26% izolovanou terapii inhibitory AChE, t.j pyridostigminem. Zaznamenali jsme
jednu poopera¢ni komplikaci spojenou s TE v kazdé skupiné (ranou infekci ve skupiné
nonthymomato6zni a hemopericardium ve skupiné thymomatédzni). Nebyly zadné periopera¢ni nebo
postopera¢ni imrti. Mezi nonthymomatdznimi pacienty, 26% mélo dalsi autoimunitni onemocnéni,
jako je autoimunitni onemocnéni §titné zlazy, astma bronchiale, roztrouSena skler6za, vaskulitida,
revmatoidni artritida, ankylozujici spondylitida HLA-B27 +. Ve thymomatdzni skupiné trpélo jinym
autoimunitnim onemocnénim jenom 12,5% pacientl (ulcerdzni kolitidou nebo autoimunnim

onemocnénim S$titné zlazy).
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Obr. 7 Krabicovy graf trvani nemoci od generalizace do provedeni TE u nonthymomatoznich (0) a

thymomato6znich (1) pacientt

5.1.2. Neurologické vysledky

Neurologické vysledky po TE byly ptiznivé pro vétsinu pacientd (Obr. 8, Tab. 9). ZlepSeni celkového
QMG skore bylo zaznamendno u 89% pacientli S nonthymomat6zni MG a u 94% pacientt
s thymomat6zni MG a to 1 rok po TE.

V nasem souboru po TE jsme nasli signifikantni vliv nékterych proménnych na zmény
neurologického stavu po operaci. Muzi méli niz§i QMGS po 1 roce sledovani (-2,48, interval
spolehlivosti [C] = -3,97, -0,99], p = 0,001) neZ zeny. Terapeuticky vysledek méten na zaklade
QMGS po 1 roce sledovani u nonthymomatoznich pacientl byl nejlepsi u pacientt 1é€enych
kortikosteroidy. Jejich QMGS se snizilo o 2,27 bodu (p = 0,015) ve srovnani s nonthymomat6znimi
pacienty 1é¢enymi kombinovanou imunosupresi, u kterych se primérna hodnota snizila o 2,22 bodu (p

= 0.044). Terapeuticky vysledek u pacientii s thymomem byl 1 rok po TE vyznamné lepsi o 1,75 bodu
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(p = 0,005). I kdyz rozdily v QMGS mezi jednotlivymi sledovanymi skupinami jsou minimalni,
muzeme konstatovat, Ze u téchto tii sledovanych skupin (NonThymoma KS, NonThymoma KS+AZA,
Thymoma) doslo k statisticky signifikantnimu poklesu QMGS. U skupiny 1é¢ené jenom inhibitory
AChE, nebyl popsan statisticky signifikantni pokles v QMGS po 1 roce sledovani.

Kompletni stabilni remise (KSR) bylo dosazeno 24 mésicti po TE u 24% nonthymomatoznich a 25%
thymomatdznich pacientl (Tab. 9). Vyrazné zlepSeni myastenické symptomatiky (Status “zlepSeni”)
jsme zaznamenali u 48% nonthymomatéznich a 44% thymomatoznich pacientd. Zadnou zménu stavu
referovalo 17% nonthymomatoznich a 25% thymomatdznich pacientd, a celkové zhorSeni myastenické
symptomatiky (status “zhorseni”’) 24 mésicti po TE bylo pozorovano u 11% pacientii bez thymomu a u
6% pacientd s thymomem. Celkem u 5 nonthymomatoznich pacientii 2 roky po thymektomii doslo
Kk progresi svalové slabosti, zatimco pouze 1 pacient s pfitomnosti thymomu plynule progredoval
V neurologické symptomatice. Mira relapst byla v nonthymomato6zni skupin€ 21,7% ve srovnani s
18,7% v thymomato6zni skupiné. Nebyl Zadny vyznamny rozdil v poctu relapsti mezi témito dvéma
skupinami (p = 0,843) a rovnéz jsme mezi nimi nepozorovali vyznamny rozdil v poklesu QMGS po
operaci (p = 0,757). Dosazeni statu ,,kompletni stabilni remise® anebo statu ,,zlepSeni* bylo velmi
podobné u obou skupin (Tab. 9), z éeho pro nas vyplyva, ze TE u téchto dvou skupin ma podobny
ucinek po 2 letech sledovani klinického stavu pacientli od operace. Proto miizeme tvrdit, Ze hypotéza
A u cile ¢.1, Ze ,,Pacienti s thymomem maji horsi pooperacni priibéh myastenickych priznaki po
thymektomii nez pacienti bez thymomu* se nepotvrdila.

Pfi bliz§im zkoumani nonthymomatdzni skupiny jsme dospéli k zavéru, Ze KSR bylo dosazeno 2
roky po sledovani u 38% pacientu, kteri dostavali kortikosteroidy a u 24% pacientd, kteri dostavali
kombinovanou imunosupresivni terapii. Pouze 8% nonthymomatdznich pacienti po thymektomii
1é¢enych jenom pyridostigminem dosahlo statu KSR. Zlepseni myastenického stavu bylo
zaznamenano U 48% nonthymomatdznich pacientti po 2 letech TE obecné, nejlepsi vysledky byly
ziskany ve skuping 1é¢ené kombinovanou imunosupresivni 1écbou (57%) a poté ve skuping€ 1é¢ené
kortikosteroidy (46%; Tab. 9). Mira relapsu byla 21,7% a pouze 5 pacientit mélo progresi invalidity s
vy$$im QMGS (vice nez 5 bodu), takze jejich stav byl hodnocen jako “zhor$eni* a 3 z nich patfili ke
skuping 1é¢enych pyridostigminem (Tab. 9).
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Hypotéza B u cile ¢. 1 se potvrdila, protoZe predoperacni terapie kortikosteroidy je dobrym
prediktivnim ukazatelem pozitivniho efektu thymektomie (nejvétsi pokles v QMGS po 1 roce

sledovani, vysoky podil pacienti, kteri dosahli statu KSR).

Zjistili jsme, ze mezi pfedoperac¢nim trvanim onemocnéni MG u nonthymomat6znich pacientti a
odpovédi na TE (terapeuticky vysledek byl méfen dle QMGS, p = 0,64) neni Zadny vyznamny vztah.
Rovnéz ani u pacientti s relapsy nebo progresi QMGS po TE, jsme nepozorovali vyznamny vztah mezi
predopera¢nim trvanim onemocnéni a poétem relapsi (p = 0,177), nebo progresi QMGS (p = 0,243).
Proto mizeme tvrdit, ze hypotéza C u cile €. 1, Ze ,,Doba trvani generalizované myasthenia gravis
pred operaci u nonthymomatéznich pacienti vyrazné ovliviiuje terapeuticky efekt operace“ se

nepotvrdila.
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Obr.8 Vyvoj QMGS po TE u 4 sledovanych skupin MG pacienta
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Tab. 9 Neurologické vysledky 24 mésict po TE v jednotlivych sledovanych skupinach

NONTHYMOMA

Terapie pred provedenim TE

AChR protilatkovy status

THYMOMA

vsichni JENOM PYRIDOSTIGMIN+ PYRIDOSTIGMIN |séropozitivni séronegativni vsichni séropozitivni
(n=46) | PYRIDOSTIGMIN KS +KS+AZA (n=36) (n=10) (n=16)
(n=12) (n=13) (n=21)

Kompletni stabilni
remise 11 (24%) 1 (8%) 5 (38%) 5 (24%) 8 (22%) 3 (30%) 4 (25%)
Zlepseni 22 (48%) 4 (33%) 6 (46%) 12 (57%) 17 (47%) 5 (50%) 7 (44%)
Beze zmény 8 (17%) 4 (33%) 2 (15%) 2 (9%) 7 (20%) 1 (10%) 4 (25%)
Zhorseni 5 (11%) 3 (25%) 0 2 (9%) 4 (11%) 1 (10%) 1 (6%)
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5.1.3. Komparativni zhodnoceni klinickvch a laboratornich charakteristik

séropozitivnich a séronegativnich myastenickych pacienti po
thymektomii

Vétsina pacientll z nonthymomatdzni skupiny bylo séropozitivnich (76%), 10 pacientd bylo
dvojité séronegativnich (anti-ACHR -, anti-MUSK -). Vsichni thymomatézni pacienti byli
séropozitivni. Kdyz jsme porovnavali nonthymomat6zni séropozitivni a séronegativni skupinu,
pozorovali jsme, Ze séronegativni pacienti byli vétsinou muzi (p = 0,001) a méli kratsi trvani
nemoci (pramérné 10 mésich, p = 0,04). Tyto dvé skupiny nevykazovaly rozdily v jinych
kritériich, a jejich reakce na TE byly velmi podobné (p = 0,368, Tab. 9). Proto mizeme tvrdit, Ze
hypotéza D u cile ¢. 1, Ze ,,Séropozitivni a séronegativni pacienti profituji z thymektomie

stejné“ se potvrdila.

5.2. Histologické nalezy thymu a jejich vztah k véku

U pacienti s MG bez thymomu byla histologicky v 37% prokazana folikularni hyperplasie a u
63% pacientu atrofie. Thymom typu B2 byl zastoupen v 37,5% vSech thymomu, typ B1 v 6,5%,
typ AB v 6%, typ A ve 12,5%, a typ B3 u 37,5% vSech sledovanych pacientti S thymomem.
Klinické zlepSeni po TE bylo pozorovano u v$ech histologickych podtyput (jak
nonthymomatdznich, tak thymomatdznich pacientll) bez ptitomnosti statisticky vyznamného
rozdilu (p = 0,999). Pti srovnavani vékovych rozdila, kdy nastala generalizace MG a souvislosti
s histologickym nalezem thymu, nebyl nalezen vyznany rozdil mezi pacienty s atrofii thymu a
folikularni hyperplasii thymu. Z tohoto hlediska nebyl nalezen vyznamny rozdil ani mezi
skupinami pacientti S riznym typem thymomu. Mezi statisticky signifikantni vystupy patii fakt,
ze thymomatdzni pacienti byli ¢astéji muzi (p = 0,036), v priméru o 20 let starsi S trvanim

nemoci zhruba o 8,19 mésice kratsim nez nonthymomato6zni pacienti (p = 0,001, Obr. 7, Obr. 9).
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Obr.9 Krabicovy graf vékovych rozdili pii generalizaci MG u rtuznych histologickych nalezt
thymu

5.3. Longitudinalni sledovani vyvoje lymfocytarnich subpopulaci,
specifickych protilatek a intracelularnich cytokint v periferni krvi u
definovanych skupin pacienta s generalizovanou MG po
thymektomii

5.3.1. Treg (CD4+CD25+)

Zkoumali jsme dynamické zmény CD4+CD25+ T bungk z periferni krve u thymomatdznich a

nonthymomat6znich pacienti s MG pted a po thymektomii.

Vyvoj procentualniho zastoupeni mnozstvi Treg bun¢k v ¢ase u vSech pacientl jsme

modelovali pomoci linearniho smiSeného modelu s nahodnym efektem pacienta a s pevnym
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efektem urcujicim ¢as od operace, kdy bylo méiéni provedené. Piedoperacni primérné hodnoty
V % CD4+CD25+ T bunék se vyznamné nelisily mezi v§emi sledovanymi pacienty s MG a
zdravych kontrolami (p> 0,05) a rovnéz se vyznamng neliSily mezi pacienty s thymomem a bez
thymomu (p=0,361, Obr.10). Také jsme nepozorovali vyznamné rozdily, pokud jde o vék (p =
0,887) nebo pohlavi sledovanych pacient (p=0,316). Nebyl zadny vztah mezi dobou trvani
onemocnénim MG a hladinou CD4+CD25+ T bunék v % (p = 0,177).

Béhem prvniho roku po operaci, doslo k vyraznému zvyseni podilu bunck Treg (2,72%, p
<0,001) u nonthymomaté6znich pacientti 1é¢enych kortikosteroidy a vyraznému narastu (1,75%, p
= 0,008) u pacientt 1é¢enych kombinovanou imunosupresivni terapii. Prvni ¢ast hypotézy E
u cile €. 2 o vzriistu procentualniho podilu Treg bunék mezi lymfocyty
U nonthymomatoéznich pacientti s konkomitantni imunoterapii rok po thymektomii se

potvrdila.

Z4dna vyznamna zména nebyla pozorovéana u pacientt, kteii dostavali pouze pyridostigmin. U
thymomatozni skupiny bylo pozorovano vyznamné zvyseni Treg bunék (2,9%, p <0,001) pti
porovnani % hladin Treg pied operaci a 1 rok po ni. Nebyly nalezeny zadné statisticky
vyznamné rozdily v % Treg bunék mezi skupinou nonthymomat6znich séropozitivnich a
séronegativnich pacienti nebo mezi skupinou nonthymomatéznich a thymomatéznich MG

pacientd (Obr. 11).
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Obr. 10 Krabicové grafy pfedopera¢nich pramérnych hodnot Treg bun¢k
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Obr. 11 Vyvoj primérnych hladin Treg bunék u 4 sledovanych skupin pacient po TE
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5.3.1.1. Vztah QMGS a Treg bun¢k u nonthymomatdznich pacientt
Prokazali jsme, Ze v Case po operaci signifikantné stoupaji Treg buiiky U nonthymomat6znich
pacienti 1éCenych néjakou formou imunoterapie (kap. 5.3.1.) a zlepSuji se myastenické ptiznaky
(klesa QMGS, kap. 5.1.2.). Otazkou je, jak spolu souvisi hodnoty Treg bun¢k a QMG skore,
kdyz ptedpokladame, Ze se stoupajici hodnotou Treg bunék bude klesat QMGS. Tuto druhou

¢ast hypotézy D u cile €. 2 jsme se snazili ovéfit ve ¢tyfech riznych variantach.

68



Tab. 10 Univariantni modely pro QMGS 1R — nonthymomato6zni pacienti (skupina NonThymoma
KS a skupina NonThymoma KS+AZA)

Wald ClI
Parameter estimator lower upper p-value
QMG mean ~ Treg mean 0.216616447 -0.13117083 | 0.56440373 0.289
QMG ~ Treg (LMM¥*) -0.037154505 -0.25596787 | 0.18165886 0.887
QMG 1R ~ Treg PRE 0.080659866 -0.36632303 | 0.52764276 0.853
QMG diff ~ Treg diff
(LMM*) 0.111396637 -0.21183088 | 0.43462415 0.735

* LMM = byl pouzit linearni smiSeny model s nahodnym efektem pacienta

Vypocetli jsme primérnou hodnotu Treg a primérnou hodnotu QMGS u kazdého

nonthymomatdzniho pacienta 1é¢eného néjakou formou imunoterapie ze vsech ¢asovych obdobi.

Tim jsme ziskali nezavisla data a vztah mezi QMGS a Treg jsme modelovali pomoci

univariantniho linearniho modelu s QMGS jako zavislou proménnou. Odhad parametru modelu,

ktery vyjadiuje sklon zavislosti mezi QMGS a Treg a za hypotézy klesajiciho QMGS s

rostoucim Treg ma byt zaporny a statisticky vyznamny. V nasem ptipad¢ je ale kladny a neni

statisticky vyznamny (Obr. 12).
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Obr. 12 Vztah QMGS mean a Treg mean
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Dale jsme porovnali pfimo hodnoty QMGS a Treg pomoci univariantniho smiseného linearniho

modelu s ndhodnym efektem pacienta a s QMGS jako zavislou proménnou. Odhad je sice

zaporny, ale neni statisticky vyznamny (Obr. 13).
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Obr. 13 Vztah QMGS a Treg
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Porovnali jsme hodnotu QMGS po 1 roku od operace s hodnotou Treg pted operaci pro kazdého
pacienta pomoci univariantniho linedrniho modelu s QMGS jako zévislou proménnou. Za
platnosti hypotézy by odhad parametru mél byt zaporny a signifikantni. Odhad parametru je

kladny a neni statisticky vyznamny.
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Obr. 14 Vztah QMG 1R a Treg ptedoperac¢né
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V poslednim pfistupu jsme zvazovali diference hodnot QMGS mezi jednotlivymi casovymi

intervaly a diference hodnot Treg mezi jednotlivymi casovymi intervaly. Modelovali jsme jejich

zavislost pomoci univariantniho smiseného linearniho modelu s nahodnym efektem pacienta a s

QMGS jako zavislou proménnou. Znovu, za platnosti hypotézy by odhad parametru mél byt

zaporny a signifikantni. Odhad je ale znovu kladny a neni statisticky vyznamny.
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Obr. 15 Vztah mezi QMG diff a Treg diff
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Predpokladali jsme, ze vyssi podil Treg bunék bude spojen s niz§im QMGS a to hlavné u

nontymomatoznich pacientti 1écenych néjakou formou imunoterapie (skupina NonThymoma KS a

skupina NonThymoma KS+AZA). Nicméng, ptimy vztah mezi témito proménnymi nebyl

potvrzen (p = 0,289). I kdyz jsme vzali do Gvahy v§echny thymektomované pacienty s MG

(nonthymomato6zni a thymomato6zni), tak se ndm rovnéZz nepovedlo tento ptimy vztah prokazat a

vysledky byly velmi podobné (p = 0,265).

Z toho vyplyva, Ze druha ¢ast hypotézy E u cile ¢.2 se nepotvrdila a to, Ze sice po

thymektomii u nonthymomatoéznich pacientii 1é¢enych soucasné néjakou formou

imunoterapie stoupa mnoZzstvi Treg bunék, ale dle naSich zjiSténi to pFimo nesouvisi se

zlepSenim myastenickych priznakii.
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5.3.2. Celkovy absolutni pocet lymfocytu

Pocet lymfocytu statisticky vyznamné klesa v obdobi pied operaci a 1 rok po ni u vSech
sledovanych skupin pacientil, kromé skupiny nonthymomatoznich pacienti 1é¢enych
pyridostigminem. U pacientd bez thymomu 1é¢enych kortikosteroidy doslo k vyznamnému
poklesu celkového poctu lymfocyti 1 rok po operaci o 1,18 (p=0,006) ve srovnani s
predopera¢nimi absolutnimi hodnotami lymfocyti. U nonthymomatéznich pacienti 1é¢enych
kombinovanou IS doslo k signifikantnimu poklesu 6 mésict po operaci o 0,57 (p=0,001). A u
pacientll s thymomem jsme pozorovali rovnéz signifikantni pokles absolutni hodnoty poctu

lymfocyti 1 rok po operaci o 1,43 (p<0,001).
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Obr. 16 Vyvoj prumérnych hladin absolutniho poc¢tu lymfocytii u 4 sledovanych skupin pacientt
po TE
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5.3.3. CD4 lymfocyty

Procentualni zastoupeni buné¢k CD4+ mezi lymfocyty klesa ve skuping 1é¢ené kortikosteroidy a

to v 6.mé&sici po thymektomii, kde vykazuje signifikantni pokles o 6,12% oproti pfedoperacnim
hodnotam (p=0,038). V jinych ¢asovych obdobich a skupinach jsme nezaznamenali signifikantni

vysledky.
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Obr. 17 Vyvoj primérnych hladin % zastoupeni CD4+ lymfocyti u 4 sledovanych skupin
pacientli po TE
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5.3.4. CD8 lymfocyty

Procentuélni zastoupeni bunék CD8 mezi lymfocyty vykazuje signifikantni narast po provedeni
thymektomie. Konkrétng, u nonthymomatoznich pacienti 1é¢enych kortikoidy doslo 6 mésici po
operaci k signifikantnimu narastu 0 4,015% (p=0,04), u pacientt 1é¢enych kombinovanou IS
terapii doslo rok po operaci k narastu 0 3,84% (p=0,009) a u pacientti 1é¢enych jenom

pyridostigminem nedoslo k zadnym signifikantnim zménam v % podile CD8 lymfocytt. U
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thymomatoznich pacientd byl zaznamenan signifikantni nartst o 8,05% CD8 bunék v obdobi

pied operaci a 1 rok po ni (p=0,001).

Hypotéza F u cile ¢.2, Ze po thymektomii a souc¢asné probihajici imunoterapii dochazi ke
sniZené autoreaktivité T-bunék se potvrdila, coZ je v souladu s poklesem CD4 + bunék a

narustem CD8+ bunék.

Obr. 18 Vyvoj primérnych hladin % zastoupeni CD8+ lymfocytd u 4 sledovanych skupin
pacientli po TE
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5.3.5. CD19 lymfocyty

Procentualni zastoupeni bunék CD19 po operaci vyznamn¢ klesa. Béhem prvniho roku po
operaci byl zaznamenan statisticky vyznamny pokles (0 4,26%) CD19 bun¢k u
nonthymomatdznich pacientti 1éCenych kortikosteroidy (p = 0,011), ale u pacienti 1é¢enych
kombinovanou IS terapii nebo ¢isté pyridostigminem nedoslo k Zadnym signifikantnim zménam
v % podile CD19 bungk . U thymomatoznich pacientii byl zaznamenan signifikantni pokles o

4,39% CD19 buniek v obdobi pted operaci a 1rok po ni (p<0,001).

Obr. 19 Vyvoj primérnych hladin % zastoupeni CD19 lymfocytii u 4 sledovanych skupin
pacientt po TE
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5.3.6. Protilatky proti acetylcholinovym receptorum (antiAChR)

Mnozstvi protilatek se v ¢ase od provedeni TE vyznamné neméni a nejsou patrny statisticky
vyznamné rozdily mezi sledovanymi skupinami pacientti s MG. Vedlej$im nalezem jsou vyrazné

vykyvy v primérnych hodnotach téchto autoprotilatek.

Obr. 20 Vyvoj primérnych hladin antiAChR protilatek u 4 sledovanych skupin pacient po TE
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5.3.7. Cytokiny TNF-q, IL-17, IEN-y

V hladiné téchto cytokinli nedochdzi k vyznamnégj§im zménam ani v jedné ze sledovanych

skupin v danych ¢asovych intervalech po thymektomii.
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Obr. 21 Vyvoj absolutnich hladin vybranych cytokini u 4 sledovanych skupin pacientti po TE
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5.3.8. Vyskyt protilatek SCMAb u thymomatdznich pacientu

Stanovenou hypotézu F, ze ,,Vyskyt protilatek SCMAb v krvi je indikatorem piitomnosti
thymomu.* jsme testovali pomoci Fisherova exaktniho testu o nezavislosti v kontingen¢ni
tabulce mezi proménnou thymoma (kategoricka proménna s kategériemi 0 = nema thymom a 1 =
ma thymom) a proménnou SCMADb (kategoricka proménna s kategbriemi negat. a pozit.). Tento
test zamitnul nulovou hypotézu o nezavislosti téchto proménnych s p-hodnotou < 0,001 a tedy
miiZzeme tvrdit, Ze vyskyt ScMAb a pritomnost thymomu spolu souvisi a hypotéza G u cile
¢. 2 je spravna. Z hodnot v kontingen¢ni tabulce je zfejmé, ze mezi thymomatéznimi pacienty
prevazuji subjekty s pozitivnimi protilatkami SCMAD, zatimco u nonthymomatdzni skupiny

vyrazné pievazuji pacienti s negativnimi protilatkami SCMAD.

Tab. 11 Kontingen¢ni tabulka SCMAD u nonthymomato6zni a thymomatozni skupiny

Nonthymoma | Thymoma:

ScMADb_general: negat 43 4

ScMADb_general: pozit 3 12

1.0

Thymoma

0.4

0.2

0.0

negat pozit

ScMAD
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5.4. Objasnéni spoleéného mechanismu imunopatogeneze ¢tyr
autoimunitnich chorob (myasthenia gravis, Castlemanova nemoc,
pemphigus vulgaris a antifosfolipidovy syndrom) u jednoho pacienta

U naScho pacienta se potvrdily 4 klinické jednotky: myasthenia gravis (MG), Castlemanova
nemoc (CN), paraneoplasticky pemphigus a antifosfolipidovy syndrom (APLA). U
autoimunitnich onemocnéni neni neobvyklé, ze dochazi ke ,,clustering” fenoménu — sdruzovani

nekterych autoimunit, jako je tomu napfi. u polyglanduldrniho syndromu.

U némi popisovaného piipadu pravdépodobné nejde jen o koincidenci zdanlivé nesouvisejicih
klinickych jednotek, ale o koexistenci se spoleécnym imunopatogenetickym pozadim a to zejména
na Grovni B bunéénych mechanizmt. Zékladni spojitost nachazime v molekule IL-6, ktera
jednak stimuluje T a B bunky a souc¢asné stimuluje sekreci imunoglobulini a indukuje syntézu

proteind akutni faze (Obr. 22).
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Eroteiny akutni féza
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Obr. 22 Schématické znazornéni centralni role molekuly IL-6 v imunopatogenezi vSech 4

autoimunitnich jednotek a ocekavany terapeuticky efekt rituximabu a tocilizumabu (upraveno

podle Jakubikova et al., 2013)

U CN je nadprodukce IL-6 (produkt aktivovanych T lymfocytd) pti¢inou zvySené diferenciace B

lymfocytt se vznikem klonu plazmocytl a naslednou tvorbou autoprotilatek, které zahaji

imunopatologickou reakci Il.typu. MG je rovnéz autoprotilatkami zprostiedkovana nemoc,

zvySena proliferace B lymfocytt je ptitomna jak u CN tak u MG. MG je ovlivnéna také T

lymfocyty s dysfunkci jak pomocnych, tak regulacnich T lymfocyth. Nekteré studie prokazaly,
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ze IL-6 se podili na rozvoji MG, coz je v souladu s jeho ¢innosti jako promotoru B buné¢né
diferenciace a proliferace a nasledné indukce tvorby plazmatickych bunék a protilatek. Jiz diive
bylo prokézano, ze 1écba protilatkou anti-1L-6 potlacuje probihajici MG u krys. Pti vzniku
kozniho a slizni¢niho onemocnéni pemphigus vulgaris stoji na prvnim misté rovnéz
autoprotilatky, které se vazi na bunécné struktury. Jako hlavni imunopatologicky faktor u
antifosfolipidového syndromu jsou autoprotilatky, které blokuji funkce solubilnich sérovych
proteint.

Vzhledem k pfitomnosti antigenu CD20 na lymfoidnich bunkach u naseho pacienta (viz
histologické nalezy) se zdalo byt logické, abychom se pokusili pouzit anti-CD20 monoklonalni
protilatku (rituximab) v 1é¢b€ pacienta se sou¢asnym vyskytem MG a CN.

Musime vSak priznat, Ze v naSem piipad¢ 1éCba usp€sna nebyla. Jak bylo uvedeno vyse, zakladni
vztah mezi MG a CN predstavuje pravdépodobné molekula IL-6, ktera stimuluje oba typy
lymfocytl — B a T burniky. Toto uznéni role IL-6 vV imunopatogenezi onemocnéni vedlo k
vyvinuti monoklonalni protilatky — tocilizumabu - namifené proti lidskému IL-6 receptoru,
urc¢ené k 16¢beé revmatoidni artritidy, juvenilni idiopatické artritidy a CN. Nicméné¢, zatim nebyla
publikovana studie o pouziti tocilizumabu k 1é¢bé MG, pemphigu nebo anti-fosfolipidového
syndromu. Mizeme konstatovat, ze hypotéza H u cile ¢.3 , Ze ,, Tyto ¢tyFi klinicky heterogenni
jednotky na autoimunitnim podkladé maji pravdépodobné spole¢né imunopatogenetické

pozadi, které umoziiuje hledat spole¢nou strategicky cilenou terapii* se potvrdila.
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6. DISKUZE

6.1. Diskuze cile ¢. 1

Vztah mezi MG a thymem je znam jiz nékolik desitek let. Thymom se vyskytuje ptiblizn€ u 10-
15% pacientl s MG a jejich klinické projevy jsou casto odlisSné od nonthymomatoznich pacienti
s MG. Tendence nastupu MG s thymomy byva pozdé&jsi a postihuje spiSe muzské pohlavi
(Hoosterhuis, 1989). Nase vysledky tyto udaje podporuji; thymomatozni pacienti s MG v nasem
souboru byli v priméru o 20 let star$i nez nonthymomatdzni pacienti a muzi byli ¢astéji
postizeni thymomem ve srovnani se skupinou bez thymomu. Pfitomnost thymomu u MG je
obvykle spojena se Spatnou prognézou (Tellez-Zenteno et al., 2001; Budde et al., 2001) a
terapeuticka odpovéd’ po TE je obvykle méné piizniva nez u pacientti s nonthymomatézni MG.
Dalsi studie uvadi niz$i mnozstvi remisi a zvySenou mortalitu u pacientd s thymomatozni MG
(Jaretzki et al., 1988). Sonett a Jaretzki konstatovali, ze pfi posuzovani neurologickych vysledki
po provedené TE existuje vyznamna variabilita a to hlavné pfi posuzovani remise po TE, ktera
zavisi na fadé¢ proménnych faktort, napt. pfedoperaéni zavaznosti MG symptomul, nacasovani
operace, pouziti/nepouziti imunosupresivni 1é¢by, vyrazné heterogenité poopera¢nich metod pii
hodnoceni neurologického stavu a kone¢né samotné definici klinické remise (Sonett a Jaretzki,
2008). V nasem projektu jsme se snazili popisované variabilité vyhnout stanovenim jasné
definovanych Kritérii kompletni stabilni remise, zlepseni nebo zhor$eni v myastenickém statu
(dle MGFA) a dale zavedenim skoérovaciho systému QMGS. Soucasné byl kazdy pacient zatazen
do konkrétni sledované skupiny na zaklad¢ jasné definované predoperacni 1é¢by a pritomnosti
thymomu. Duvody, které nas vedly rozd¢lit pacienty na zakladé piedoperaéni 1é¢by byly hlavné
ty, Ze hlavnim cilem prace je vyhodnocovani efektu thymektomie na imunitni parametry v
periferni krvi myastenickych pacientt, které jsou nejvic ovlivnény pravé piitomnosti nebo
absenci specifické imunomodulacni (kortikosteroidy) nebo imunosupresivni (kortikosteroidy a
azathioprin) 1é¢by. Vzhledem k tomu, ze z etickych divodia neni mozné ziskat kontrolni skupinu
myastenikd, kteri by v daném vékovém rozmezi TE nepodstoupili a uzivali jenom imunoterapii
(porusila by se indikac¢ni kritéra pro TE, kdy kazdy pacient s generalizovanou formou MG ve
vékovém rozmezi 17-60 by mél po stabilizaci myastenické symptomatiky TE podstoupit), chtéli
jsme alespon vyhodnotit efekt samotné TE u nonthymomatoznich pacient bez uzivani jakékoliv

imunoterapie, K ¢emu nam poslouzila skupina 1é¢ena jenom inhibitory AChE, t.j.
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pyridostigminem.

V piipad¢ komparativni analyzy nonthymomatoznich a thymomatédznich pacientii v nasem
souboru musime konstatovat, ze u nasich pacientl nebyly zadné vyznamné rozdily mezi
nonthymomatdzni a thymomatdzni skupinou tykajici se predoperacni zavaznosti MG (Tab. 8,
Klasifikace MG dle MGFA pied thymektomii). Podobné jako Kim et al (Kim et al., 2007) jsme
zjistili, Ze neurologické vysledky po TE byly velmi podobné v téchto dvou skupinach pacienti S
MG. Nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v klinické remisi nebo poctu relapst mezi
thymomatézni a nonthymomatdzni skupinou béhem pooperacniho sledovani. Kromée toho rozdily
mezi vysledky QMGS 1 rok po TE u thymomat6zni a nonthymomat6zni skupiny nebyly
statisticky vyznamné a tendence zlepSovani jejich klinického stavu byly téméf stejné (Tab. 9).
Tyto zjisténi by mohla byt z ¢asti vysvétlena i kratsi predoperacni dobou trvani onemocnéni MG
u pacientt s thymomy, kteti tedy podstoupili TE dfive, neZ pacienti bez thymomu. V nasi studii,
pacienti s thymomatozni MG podstoupili TE do 8 mésici po stanoveni diagnézy generalizované
MG, zatimco pacienti s generalizovanou MG, ktefi thymom nem¢li, podstoupili TE v praiméru
17 mésict po stanoveni diagnoézy. I ptes tento rozpor jsme nepozorovali vyznamny vztah mezi
trvanim onemocnéni nonthymomatézni MG pied TE a terapeutickou reakci na TE (méfeno dle
QMGS, p = 0,64). N&ktefi autofi uvadéji, ze benefit TE je vétsi a promptnéjsi, pokud je operace
provedena co nejdiive po stanoveni diagnozy generalizace MG (Monden et al., 1984; Kim et al.,
2007). Rovnéz tvrdi, Ze nonthymomatdzni pacienti dosahli lepsich vysledkt, pokud TE byla
provedena v podobném ¢asovém intervalu od stanoveni diagnozy, nez u thymomatoznich
pacientll. Primé&rnd doba myastenickych ptiznaki od stanoveni diagn6zy generalizované MG az
po provedeni operace byla sice vice nez dvakrat vyssi u naSich nonthymomatoéznich pacientd ve
srovnani s thymomat6zni MG skupinou, ale neurologické vysledky byly podobné. Nicméng,
roz$ifeny nazor, ze brzka TE u nonthymomatoznich MG pacientii ma vliv na nastoleni rychlosti
pooperacniho zlepSeni az dosazeni kompletni stabilni remise, nebyl ovéten v naSem souboru;
trvani onemocnéni pred TE nemélo vliv na neurologicky vysledek. Tento zavér potvrzuje 1 fakt,
ze nonthymomat6zni MG pacienti S relapsy onemocnéni nebo progresi QMGS po TE nebyli
ovlivnéni dobou trvani onemocnéni pted TE (p = 0,177 a p = 0,243, v tomto poradi), takze ji
nelze povazovat za uzitecny prognosticky faktor.

Ve vétsine sveétovych studii pacienti S MG, ktefi podstoupili TE, dosahli s vétsi

pravdépodobnosti klinické remise anebo zlepSeni klinickych ptiznakl generalizované MG nez
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pacienti s MG, ktefi TE nepodstoupili. Zatim nebyla popsana statisticky signifikantni asociace
mezi provedenim TE u pacientd s MG a negativnim terapeutickym vystupem, jednalo se ale
vzdy o nerandomizované studie (Gronseth a Barohn, 2002; Skeie et al., 2006).

Kdyz se zaméfime ¢isté na nonthymomatdzni skupinu ndmi sledovanych pacientt (s
podskupinami NonThymoma 0, NonThymoma KS a NonThymoma KS+AZA), tak mtizeme
konstatovat, Ze celkem 72% z nich m¢lo dobrou klinickou odezvu, ktera byla vyhodnocovana 24
mésict po operaci (kompletni stabilni remise a zlepseni stavu), co je vysledek podobny jinym
soubortiim thymektomovanych pacient. Guillermo et al popisuje, ze 52% pacientd mélo dobrou
odezvu po TE (Guillermo et al., 2004), ve srovnani s 59% pacientt ve studii Hatton et al (Hatton
et al., 1989). 71% myastenickych pacienti profitovalo z thymektomie podle Busch et al (Busch
et al., 1996) a vyrazné klinické zlepSeni popisuje az u 87% myastenickych pacientd Frist et al
(Frist et al., 1991). Vétsina nonthymomatoznich MG pacientll v naSem souboru, ktetfi dosahli
KSR, bylo lé¢enych konkomitantni imunosupresivni terapii (91%) a soucasné podobné vysledky
byly dosazeny u pacienti, ktefi dosahli statu zlepseni (82% z nich dostavalo bud’ kortikosteroidy
nebo kombinovanou IS terapii). Skupina nonthymomatoznich MG pacientt 1é¢enych pied
operaci pouze pyridostigminem tvofila jen 9% vSech pfipadi KSR a 18% vsech pfipada ze
skupiny zlepseni stavu. Tato pozorovani naznacuji, Ze samostatna 1é¢ba thymektomii bez
soub&zné imunosupresivni nebo imunomodulaéni 1é¢by nestaci k dosazeni statu KSR dva roky
po zacatku sledovani u nonthymomat6znich MG pacienti.

Po odstranéni thymu dochazi ke zlepSovani myastenické symptomatiky 1 u dvojité
séronegativnich pacientt (antiAChR -, antiMuSK -) (Mantegazza et al., 2003). V nasem Centru
pro diagnostiku a terapii MG mame 15-17% dvojité séronegativnich pacientli, coz vysvétluje
fakt, proc je celkovy podil séronegativnich pacienti v ramci souboru v§ech thymektomovanych
MG pacientt az 22%, tedy pomérné vysoky procentualni podil. Stale vice autort se ptiklani
k nazoru, ze séronegativni pacienti by méli byt indikovani k TE podobné jako séropozitivni,
protoze benefituji z TE stejné€. Lauriola et al dokazali, Ze u vice nez 50% dvojité séronegativnich
pacientl se V thymu nachézeji zmény popisované jako ,,thymitis like* infiltraty, které jsou
podobné zménam nachazejicim se u thymickeé folikularni hyperplasie u séropozitivnich pacient,
jeding pocet germinalnich center je nizsi (Lauriola et al., 2005). Hayashi et al rovnéz dokazali, Ze
séronegativni pacienti mohou prezentovat podobné patologické nalezy thymu jako pacienti

séropozitivni (t.j. folikularni hyperplasii s pfitomnosti germinalnich center infiltrovanych B
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lymfocyty) (Hayashi et al., 2007). Prace Leite et al rovnéz dokazuje, Ze dvojité séronegativni
pacienti jsou podobni AChR+ séropozitivnim jak po strance klinické symptomatiky, tak po
strance thymické patologie. V této souvislosti se zvazuje ptitomnost nizkoafinitnich protilatek
proti AChR, které nejsou detekovatelné dostupnymi laboratornimi metodami (Leite et al., 2008).
Mantegazza et al zjistili, ze procentudlni zastoupeni pacienttl, kteii dosahli statut KSR po TE se
nelisi mezi témito dvéma skupinami (Mantegazza et al., 2003).

V naSem souboru séronegativnich pacientti byla jejich reakce na TE podobna jako u
séropozitivnich nonthymomat6znich nebo thymomatoznich pacienti; také jsme zjistili, ze nejsou
pritomné zadné vyznamné rozdily v mnozstvi Treg, CD4, CD8 nebo CD19 lymfocytt

V porovnani se séropozitivnimi pacienty V jednotlivych casovych intervalech po operaci.
Jedinym rozdilem byla krat$i doba trvani onemocnéni a pfevaha muzského pohlavi mezi
séronegativnimi pacienty. Guillermo et al rovnéz nepozorovali zadné vyznamné rozdily mezi

skupinou séronegativnich a séropozitivnich pacientt po TE (Guillermo et al., 2004).

6.2. Diskuze cile €. 2

Treg bunky hraji hlavni roli v regulaci imunitni odpovédi a u autoimunitnich onemocnéni
(Walker, 2013). Snizena ¢innost nebo snizeny pocet téchto bunék miize vést pacienty k veétsi
pravdépodobnosti vzniku autoimunitnich nemoci (Sakaguchi et al., 2008). Jiz diive bylo
publikovano snizeni poétu cirkulujicich CD4+CD25+ bunék u autoimunitniho diabetu (Kukreja
et al., 2002) a také zjisténo, ze funkéni aktivita cirkulujicich CD4+CD25+ T bunék u pacientl s
roztrousenou sklerdzou ve srovnani s Treg bunikami od zdravych kontrol byla snizena (Viglietta
et al., 2004). Podobn¢ Treg buiiky od myastenickych potkant u EAMG jsou méné G¢inné nez
Treg bunky od zdravych kontrol (Gertel-Lapter et al., 2013). Nicméné v naSem projektu nebyly
detekované zadné vyznamné rozdily mezi pfedoperacni hladinou CD4+CD25+ T lymfocyti u
pacienti s MG oproti zdravym kontrolam, coz je podobné zjisténi jako u dvou piedchozich studii
(Balandina et al., 2005, Huang et al., 2003). Nase zjisténi na prvni pohled oponuje zjisténim
skupiny Fattorossi et al, kteti poprvé ukazali, ze pocet cirkulujicich bun¢k Treg u neléenych
MG pacient je niz$i nez u zdravych kontrol, ale normalizuje se po imunosupresivni terapii
(Fattorossi et al., 2005). Tato studie ale primarné hodnoti pouze nelééené MG pacienty (pted

nasazenim specifické terapie), zatimco nase skupina pacienti MG pied operaci pozlstavala z
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pacient MG nelééenych imunoterapii, 1é¢enych kortikosteroidy nebo v kombinovanou 1S
terapii, c0z by mohlo vysvétlit tento rozdil.

Po TE jsme pozorovali statisticky vyznamné procentualni zvysSeni Treg bunck u vSech
sledovanych skupin s vyjimkou téch, ktefi byli lé€eni pouze pyridostigminem; nejvyssi hladiny
byly pozorovany u nonthymomatoznich pacienti 1é¢enych kortikosteroidy. Zda je tento jev
pouhym dusledkem TE, neni zcela jasné. Kazdopadné mizeme konstatovat, ze nejvetsi pokles
vV QMGS po roce sledovani od TE, nejvétsi zvySeni % Treg a CD8 lymfocytl a soucasné nejvetsi
podil v dosazeni KSR po 2 letech sledovani bylo pozorovano u nonthymomatoznich pacientd,
kteti uzivali pfedoperac¢né kortikosteroidy. Ruizné studie opakované prokazaly, Ze
kortikosteroidy vedou ke zlepseni funkce Treg napt. u pacientt s dg. SLE nebo MG (Suarez et
al., 2006; Luther et al., 2009).

Pfi vyzkumu G¢inki riznych imunosupresiv na Treg bunéénou proliferaci a funkci bylo
zjisténo, Ze rapamycin ma piekvapiveé pozitivni vliv na pocet Treg bunék (Zhang et al., 2010).
Existujou dikazy, ze kortikosteroidy mohou interferovat se zranim dendritickych bunék, snizuji
jejich povrchovou expresi a také vedou k tvorbé 1L-10, ktery podporuje produkei supresivnich T-
lymfocyti (Canning et al., 2000; Gregori et al., 2001; Barrat et al., 2002). Na zaklad¢ nasich
vysledkt mizeme piedpokladat, ze predoperacni terapie kortikosteroidy je dobrym prediktivnim
ukazatelem pozitivniho efektu thymektomie; nicméné je zapotiebi vétsi klinické studie s delSim
trvanim, aby se jesté diikladnéji posoudil uc¢inek imunosupresivnich 1éki na Treg bunky a jeste
vice objasnil mozny vztah mezi Treg bunikami a TE (Berrih-Aknin, 2014).

V nasem projektu jsme jednoznacéné potvrdili hypotézu, ze podil Treg bunék mezi lymfocyty
se zvySuje v zavislosti na ¢ase po provedeni TE u MG pacientd, ktefi uzivaji soucasné n&jaky
druh imunoterapie (kortikosteroidy nebo kombinovanou imunosupresi). Skutec¢nost, ze u
nonthymomato6znich pacientti 1éCenych jenom pyridostigminem TE nevedla ke statisticky
vyznamnym zméndm v poc¢tu CD4+CD25+ T bunék naznacuje, ze TE neni hlavni pfi¢inou zmén
v jinych sledovanych skupinach, kde k elevaci Treg po operaci doslo (NonThymoma KS,
NonThymoma KS+AZA, Thymoma). Nemame srovnani o podobné skupiné pacientt, kteii by byli
sledovani po stejnou dobu, ale nepodstoupili by operaci. Duvodem je, Ze tato kontrolni skupina
pacientl s generalizovanou MG ve vékovém rozmezi 17-60 let, kteti by nepodstoupili TE a byli
by 1é¢eni pouze kortikosteroidy nebo kombinovanou IS terapii nemtze vzniknout z etickych

diivod, protoze kazdy pacient s generalizovanou MG v této vékové kategorii by dle Ceského
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standardu pro klinickou diagnostiku a 1é¢bu MG thymektomii podstoupit m¢l (Pitha et al.,
2012).

Vzhledem k faktu, Ze MG je v soucasnoti asi nejlépe jasn¢ definované autoimunitni
onemocnéni, pokusili jsme se korelovat frekvence cirkulujicich CD4+CD25+ T bungk s
aktivitou klinického onemocnéni po TE u pacient s MG. Zjistili jsme, ze thymektomovani MG
pacienti méli vyznamné vyssi podil CD4+CD25+ T bunék ve srovnani s nethymektomovanymi
MG pacienty pied operaci a u zdravych kontrol (p <0,001). Soub&zn¢ s nartistem Treg bunck
jsme pozorovali i lepsi neurologické vysledky méfené podle QMGS, ale nebyli jsme schopni
prokézat ptimy vztah mezi vzestupem Treg bun¢k a snizenim QMGS. Dle naseho nazoru se zda
velmi pravdépodobné, ze zlepSeni symptomti MG nenésleduje bezprostiedné po zvyseni podilu
Treg bunck.

Otazkou je odkud pochazi tato rozsifena populace Treg bunék u thymektomovanych pacienti
s MG, kdyz vezmeme do uvahy fakt, ze CD4+CD25+ T buiiky jsou produkovany v brzliku.
Teoreticky by se mohly vyvinout z CD25- T bunék, které migrovaly do periferie jesté pied TE
(Asano et al., 1996). CD25- pamét'ové T bunky v periferii se mohou diferencovat do
CD4+CD25+ T bunék pomoci kostimulace cestou 4C8 (Masuyama et al., 2002). Vysledky od
thymektomovanych MG pacientti podporuji hypotézu, ze cirkulujici CD4+CD25+ regula¢ni T
buniky jsou odvozeny z periferni T bunééné populace.

MG je autoimunitni onemocnéni zavislé na T bunkach, ale soucasné spojené i
s autoprotilatkami, kterych produkce je zavisla na AChR-reaktivnich T buiikach. VétSina z nich
patii lymfocytarni subpopulaci CD4+ (Hohlfeld et al., 1984). AChR-specifické CD4+ T
lymfocyty hraji vyznamnou roli ve vyvoji EAMG a je dok4zéano, Ze TE a specificka terapie
monoklonalnimi protilatkami proti CD4+ T lymfocytim zlepsuje klinické ptiznaky MG u tohoto
modelu (Ahlberg et al., 1994). Lisak et al prokazali, ze deplece CD8+ T bunék z
mononuklearnich bunék u pacienti S MG vede ke zvySené produkci autoprotilatek a zvySené
hladin¢ imunoglobulintl, coz ukazuje, ze autologni CD8+ T bunky vykazuji urcitou regulacni
kontrolu nad anti-AChR CD4+ T bunkami u MG (Lisak et al., 1983).

V naSem projektu jsme ukazali, Ze podil CD4+ T bunék vyrazné poklesl po TE jen ve skupiné
pacientil 1écenych kortikosteroidy (p = 0,038), zatim co se podil CD8+ T-bunck vyrazné zvysil
po TE ve vsech skupinach pacientt s vyjimkou téch 1é¢enych pouze pyridostigminem. Tyto

nalezy podporuji hypotézu, ze klinické zlepSeni po TE a soucasné probihajici imunoterapii miize

90



byt v souvislosti se snizenou autoreaktivitou T bunék, coz je v souladu s poklesem CD4+ bun¢k
a narastem CD8+ bunck.

Zvyseny pocet B lymfocytl se nachazi v brzliku u mladsich pacientl s casnym néastupem MG
(Berrih-Aknin et al., 2013). Kromé¢ toho, u pacientll S MG se prokazaly ditkazy o klonalni
expanzi B lymfocyti ve srovnani s kontrolami (Vrolix et al., 2014).

V nasi studii doslo ke statisticky vyznamnému poklesu podilu CD19 bunék (markert B
lymfocytll) u nonthymomatéznich pacientti Ié€enych kortikosteroidy a vysledky u
thymomatoznich MG pacienti také ukazaly vyrazny pokles CD19 bunék oproti hladinam pted
TE a 1 rok po ni (p <0,001).

Kombinovana imunosupresivni terapie je obvykle indikovana v téz8ich pfipadech MG, takze
kdyz srovname vysledky skupiny NonThymoma KS a NonThymoma KS+AZA mtze nam to
vysvétlit nékteré lepsi vysledky v skupiné 1écené Cisté kortikosteroidy (hlavné vyssi podil KSR,
vyraznéjsi zmény v lymfocytarnich subpopulacich — vyssi podil Treg a CD8+ lymfocytt a
naopak niz§i podil CD4+ lymfocytt a CD19-lymfocytu).

Pti zkoumani vyskytu antistriatalnich protilatek u pacientti s thymomem a bez n¢ho jsme
dospéli k zavéru, ze vyskyt protilatek SCMAD v krvi mize byt indikatorem pfitomnosti
thymomu. Nekteti autofi dokonce tvrdi, ze ScMAb a CT mediastina vykazuji podobnou
senzitivitu pro pfitomnost thymomu u MG, na druhou stranu absence téchto protilatek thymom
vylucuje (Romi et al., 2000). Rovnéz dle jejich pozorovani je pfitomnost SCMADb spojena
prognostické markery u myastenickych pacienti.

V nasem projektu jsme se pokusili vyhodnotit rovnéz hladiny cytokint (IL-17, TNF-a a IFN-y),
které se dle nejnovéjSich poznatkl aktivné podileji na imunopatogenezi MG. Jejich hladiny
Vv riiznych casovych intervalech po TE vSak nevykazovaly zadné statisticky signifikantni zmény
ani v jedné ze sledovanych skupin.

U protilatek proti AChR také nedoslo ke statisticky vyznamnym rozdilim mezi sledovanymi
skupinami pacientii s MG a vedlej$im nalezem byly vyrazné vykyvy v primérnych hodnotach
téchto autoprotilatek. Tyto nalezy v podstaté potvrzuji nékolik let zndmy fakt, ze z klinického
hlediska titry anti-AChR protilatek jsou mezi pacienty znac¢n¢ variabilni a jejich hodnoty
nekoreluji s klinickou zavaznosti MG (Berrih et al., 1984; Spalek, 2008).
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6.3. Diskuze cile ¢. 3

CN je angiofolikularni uzlinova hyperplasie, ktera nema charakter maligniho lymfomu.
Etiologie neni zcela jasna. Kromé& mozné souvislosti s virovymi infekcemi (HHV-8 a HIV)
(Cesarman, 2002; Soulier et al., 1995) se zvazuje i moznost hyperprodukce IL-6, ktera nasledné
vede k proliferaci plazmatickych bun¢k a zda se, ze je diilezitou komponentou v
imunopatogenezi CN.

CN se vyskytuje u mladsich jedinct a v klinickém obraze se jedna bud’ o lokalizovanou
periferni nebo mediastinalni adenopatii — vétsinou asymptomatickou (lymphoma in situ). Velmi
charakteristicka je histopatologie s interkapilarni proliferaci, hyperplasii folikulli s pfimeési
plazmatickych buné€k. Existuji rizné klasifikace, dle histologického obrazu se déli na hyalinné-
vaskularni typ, typ s predominanci plazmatickych bunék a smiseny typ. Z anatomického hlediska
existuji mediastinalni a abdominalni tumory — nejcastéji retroperitonealni lokalizace.

Z morfologického hlediska se rozliSuje solitarni a multicentricky typ. V piipadé naseho pacienta
se jednalo o solitarni typ v retroperitonealni lokalizaci s typickym histologickym obrazem. CN
muze byt asociovana s polyneuropatii, organomegalii, endokrinopatii, monoklonalni gamapatii a
koznimi zménami (POEMS syndrom) (Dispenzieri et al.,2003; Adelman et al., 1994), dale s
Hodgkinovym lymfomem (Abdel-Reheim et al.,1996) a paraneoplastickym pemphigem
(Caneppele et al., 2000; Fujimoto et al., 2002; Menenakos et al., 2007). Byla publikovana
asociace se SLE, revmatoidni artritidou, MG a Sjogrenovym syndromem (De Marchi et al.,
2004). Kombinace CN, MG, pemphigu a antifosfolipidového syndromu je extrémné vzacna a

jedna se o prvni popsanou souvislost téchto klinickych jednotek (Jakubikova et al., 2013).

K diagnoze paraneoplastického pemphigu se vétSinou dojde retrospektivné. V piipadé
rozsahlych mukokutannich erozivnich 1ézi nereagujicich na 1é€bu ve spojitosti s
hypervaskuldrnim tumorem mediastina nebo retroperitonea se vZdy musi myslet na tuto spojitost

(Menenakos et al., 2007).

Antifosfolipidovy syndrom je jeden z nejcastéjSich ziskanych trombofilnich stavil. Je nazyvéan
podle charakteristické pfitomnosti protilatek. Existuji 2 zakladni formy: sekundarni, ktera je

podminéna ptfitomnosti jiného systémového onemocnéni (nejcastéji SLE) a forma primdarni pfi

vrwe
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Je velmi pravdépodobné, Ze asociace mezi CN, MG, pemphigus vulgaris a antifosfolipidovym
syndromem V nasi kazuistice sdili spole¢né imunopatogenetické pozadi a to hlavné na trovni B
bunécnych mechanizmti a molekuly IL-6 (Obr. 22). Byla vyslovena hypotéza, ze chronicka
stimulace B bunéénych klont (Obr. 5), miZe mit za nasledek projevy mnoha autoimunitnich
onemocnéni a podobné i lymfoproliferativni poruchy jako je CN (De Marchi et al., 2004). Nase
kazuistika rovnéz poskytuje dikazy na podporu tohoto tvrzeni. MG je Casto spojena s jinymi
autoimunitnimi onemocnénimi, a to nejcastéji témi, ve kterych B bunétné mechanizmy hraji
dulezitou roli jako jsou autoimunitni poruchy §titné zlazy, revmatoidni artritida, diabetes mellitus
a SLE. Podobn¢ jako CN i parancoplasticky pemphigus je autoimunitni onemocnéni kuze a
sliznic spojené s novotvary lymfocytarniho plivodu. Paraneoplasticky pemphigus miize
napodobovat riznd dermatologickd onemocnéni véetn¢ erythema multiforme, erozivniho lichen
planus a SLE, tak jako to bylo u naSeho pacienta. V literatufe jsme identifikovali 5 podobnych
ptipadi se sou¢asnym vyskytem MG a CN (Epson, 1973; Pasaoglu et al., 1994; Day et al., 2003;
Chorzelski et al., 1999; Yadav a Lesic, 2010). Je vice nez 30 popsanych asociaci
paraneoplastického pemphigu s CN (Canepelle et al., 2000; Fujimoto et al. 2002; Menenakos et
al. 2007), ale kombinace vSech 3 klinickych jednotek s antifosfolipidovym syndromem je

jedinecna a diive popsana nebyla.

Lepsi porozuméni role HHV-8 a IL-6 u CN poskytly moZnosti pro nové terapeutické strategie.
Rituximab, anti-CD20 monoklonalni protilatka, je terapeuticky cilena na CD20+ B lymfocyty,
které jsou vyznamnou soucasti imunopatogeneze téchto nemoci (CN a MG). Vzhledem
k pritomnosti antigenu CD20 na lymfoidnich bunkach u HHV-8 pozitivnich pacientt
asociovanych s CN (Du et al., 2001) se zdalo byt logické, abychom se pokusili rituximab pouzit
Vv 1écbe pacienta se soucasnym vyskytem CN a MG. Kromé¢ toho existuji mnoh¢ diikazy, ze 1écba
rituximabem je u pacienti s MG prospésna (Lebrun et al., 2009; Zebardast et al., 2010). Jak bylo
uvedeno vyse, zakladni vztah mezi MG a CN piedstavuje pravdépodobné molekula IL-6, ktera
stimuluje oba typy lymfocytd. Je zajimavé, ze IL-6- / IL-6- mysi jsou rezistentni k indukci
EAMG (Deng et al., 2002). Klinicky dopad 1é¢by monoklonalni protilatkou proti IL-6 —
tocilizumabem- je u téchto onemocnéni neznamy. Jeden experimentalni model prokazal, ze 1écba
anti-I1L-6 protilatkami potlacuje probihajici EAMG pies mechanismy, které zahrnuji Thl, Thl7 a
B buné¢nou inhibici (Aricha et al., 2011).
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7. ZAVER

V poslednich letech jsme svédky velkého pokroku v poznani imunopatologickych déji u
autoimunitnich chorob. U fady z nich nachazime spole¢né imunopatogenetické mechanizmy,
které vedou k poruse funkce ¢i k destrukei cilové tkané. Tuto skute¢nost dokumentuje i klinicka
praxe, jako napf. nami prezentovana kazuistika. Zanétlivé prostiedi v cilovém orgdnu méni
funkci a plasticitu CD4+ bun¢k, coz vede k poskozeni funkce Treg lymfocytt. Tento
mechanizmus je typicky pro celou fadu autoimunitnich onemocnéni. Nové moznosti biologické
terapie, zamétené na konkrétni cilovy antigen, davaji nové nadéje pacientim s refrakternimi

formami jednotlivych autoimunitnich onemocnéni.

Hodnotili jsme vliv pfitomnosti thymomu na dopad TE u pacienti s MG na zdkladé€ porovnéani
pooperacnich neurologickych vysledkti mezi thymomatéznimi a nonthymomatdznimi pacienty.
Zavérem lze konstatovat, Ze thymomatozni a nonthymomatozni skupina profituje z thymektomie
stejné. Céstedné to miize byt vysvétleno krat$im predoperaénim trvanim generalizované MG u
skupiny pacientd s thymomem a rovnéz proto, ze vSichni thymomatdzni pacienti uzivali
kombinovanou imunosupresi, kterd dle naSich zjiSténi pozitivn¢ ovliviiuje pooperacni priab¢eh jak
klinické symptomatiky tak imunitnich parametrt (zvySeni Treg a CD8+ lymfocyti). Dale jsme
se zam¢éfili na skupinu nonthymomatéznich pacientt, kdy jsme vyhodnocovali vliv TE na
vybrané subpopulace lymfocytii a neurologické vysledky v riznych €asovych intervalech po
operaci v souvislosti s pfitomnosti nebo nepfitomnosti konkomitantni imunoterapie. Byly
zjistény zvysené hladiny cirkulujicich CD4+CD25+ regulac¢nich T lymfocytt u Klinicky
stabilnich MG thymektomovanych pacientl uzivajicich bud’ kortikosteroidy nebo kombinovanou
imunosupresivni 1é€bu. Tato pozorovani ukazuji, Ze zvySeni procentualniho podilu CD4+CD25+
T bun¢k mezi lymfocyty u MG miZe byt ve vztahu ke stabilit€¢ onemocnéni, kde po TE pii
soucasné imunoterapii dochazi k rozsifeni podilu CD4+CD25+ T bun¢k mezi lymfocyty.
Nemuizeme piesné urcit zda pozorovana asociace mezi TE, zvySenym procentualnim
zastoupenim CD4+CD25+ T bunék a dobrym terapeutickym vysledkem byla diky benefitu
samotné TE nebo v diisledku soucasné uzivané imunoterapie. Ale vzhledem k faktu, Ze
nonthymomat6zni skupina, ktera podstoupila TE a byla 1é€ena jenom pyridostigminem bez
doprovodné imunoterapie nevykazuje zadné vyznamné zvyseni Treg bun¢k nebo jakékoliv jiné

statisticky vyznamné zmény v dalSich subpopulacich lymfocyti (CD4, CD8, CD19), jakoz i
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jejich postintervenc¢ni status po 2 letech sledovani byl nejhorsi ze v§ech sledovanych skupin MG
pacientl miizeme konstatovat, ze samotnd TE bez konkomitantni imunoterapie nestaci ke
zvySeni poctu cirkulujicich Treg bun¢k a k navozeni kompletni stabilni remise. Dalsi pooperacni
zlepSovani myastenické symptomatiky muze trvat mésice nebo roky, takze je velmi obtizné
odlisit t¢inky TE od G¢inkt imunosupresivnich 1ékd, které jsou ¢asto uzivany soucasné a

kontinualn¢ po celou dobu sledovani.
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