UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
3. lékarska fakulta

MECHANIZMY SVALOVEHO ZANETU A JEJICH
KLINICKE PROJEVY UNEMOCNYCH
POLYMYOZITIDOU A DERMATOMYOZITIDOU

Dizertacni prace

Jana Tomasova Studynkova

Postgradualni doktorské studium biomediciny v oboru

Imunologie

Praha 2006






OBSAH

PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY ...cuueueeenenenrccnns 4
UIVOD. oo e e e e e e e e e e s e s e s s e e e, 4
CYKLOOXYGENAZA-1, CYKLOOXYGENAZA-2 A 5-LIPOXYGENAZA U PM/DM....... 6
CHEMOKINY, CYTOKINY A JEJICH RECEPTORY UIZM.......cooovvirvviiiieiiiiiireen. 9
KLINICKY PRUBEH A PROGNOZA PACIENTU S IZM ..o 15
VYSETREN{ MAGNETICKOU REZONANCI UNEMOCNYCH S IZM ....ovveee 17
LECBA IZM e 18
LITERATURA ... eensnnsnnnnne 22

HYPOTEZY .aueeeeeteeeerseseeessssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssssssssssassssssssnssssssssssssssas 27

CILE PROJEKTU .ucuueeeeeeenrerenseseesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssess 28

TEZE DIZERTACE ....uuaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 30
KCAPTITOLA T oot eseeneeeeeeennnnns 31

Exprese cyclooxygendzy—1, cyclooxygenazy-2 a 5-lipoxygendzy
v zanétlivé svalové u pacientu s dermatomyozitidou a

POLYIYOZILIAOU. ... 31
KAPITOLA 2 .ttt sttt st 35
Imunohistologicka analyza svalit nemocnych s polymyozitidou a
AerMAtOMYOZILIAOU. ............cc.oeiiieiiiiiiiiieeie et 35
KAPITOLA 3 ettt sttt ettt et et e b eneas 39
Uloha vysetieni MRI pri sledovani a hodnoceni pacientii
s polymyozitidou a dermatomyozitidou. .....................ccoeevvveevceeecieeeiieennnn. 39
KAPITOLA 4 ..ottt sttt et st 44
Cyclosporin A versus methotrexat v lécbé polymyozitidy a
AerMAtOMYOZILIAY. ........ocueeiiiiiiei et 44
SOUHRN ZAVERU DIZERTACNI PRACE ......cooevumecnnnsecsnmnsesssssssssssseses 46
SEZNAM PRILOH..ccuucouirmncismsncssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssosss 51
PRILOHY ..coouuiuninnncsnnncsssnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 52



PREHLED O SOUCASNEM STAVU PROBLEMATIKY

Uvod.

Idiopatické zanétlivé myopatie (IZM) je heterogenni skupina ziskanych
onemocnéni sriuznym pribéhem a progndézou zplsobena nehnisavym
zanétem pficné pruhovaného svalstva. Klinicky jsou charakterizovany
predev§im proximalni svalovou slabosti. Na zdkladé¢ specifickych
klinickych, histopatologickych, imunologickych a demografickych rysu je
mozno 1ZM rozdélit do tii zékladnich podskupin dermatomyozitida (DM),
polymyozitida (PM) a myozitida s inkluznimi télisky (IBM) (1, 2, 3).
Etiologie téchto nemoci je nezndmd a odtud také prameni obtize s jejich
1écbou. Existuji dikazy pro imunitni patogenezi PM a DM a v mensi mife i
pro IBM, které¢ zahrnuji Castou asociaci se specifickymi autoprotilatkami,
prilezitostnou kombinaci s jinymi systémovymi chorobami pojiva, zanétlivé
infiltraty v postizenych svalech, systémové ptiznaky a konec¢né, ackoli
variabiln€, odpoveéd’ na imunosupresivni 1écbu (1, 2, 3).

Celou situaci v hledani patogenetickych souvislosti znesnadiuje prave
heterogenita onemocnéni, ktera se projevuje i v odlisném klinickém priibéhu,

zé&vaznosti onemocnéni a rovnéz odpovédi na 1écbu.

Incidence onemocnéni 1ZM se uvadi kolem 2,18- 7,5 pfipadli na milion
obyvatel a rok. V poslednich letech se zda, ze ptipadii onemocnéni piibyva,
at uz realné, nebo zdlivodid zlepSené diagnostiky. V dospélosti jsou
onemocnénim 2,5x Castéji postizeny zeny nez muzi, v détstvi je tento pomér
vyrovnan - 1:1. Incidence je rozdilnd v riznych zemépisnych oblastech i
mezi jednotlivymi rasami. PM a DM se objevuje ve vsech vékovych
skupinach, u dospé€lych nejcastéji ve ctvrté az Sesté dekadeé zivota u muzi,
naproti tomu u Zen se PM, DM vyskytuji rovhomérné ve vSech vékovych
kategoriich. V ptipadé¢ DM détského véku se pak nejastéji projevuje ve
veékové kategorii 5 — 14 let. (1, 2, 3, 4).



Zéakladnim a spole¢nym histopatologickym kritériem IZM je infiltrace
svalové tkané zanétlivymi buikami (1, 2, 3, 4). Tento zanét je Casto velmi
fokalni a heterogenni. To znamend, ze u jednoho pacienta obvykle nejsou
zanétem postizeny vSechny svaly stejnym zplsobem a ve stejnou dobu.
Klinickym projevem svalového zanétu je svalova slabost, ale ptesna piicina
svalové slabosti neni znama. Existuji totiz také ptipady, kdy svalova slabost
pretrvava, ackoliv jiz nenachdzime zndmky infiltrace zdnétlivymi bunkami.
Vyraznym rysem, pravdépodobné 1 podmiilujicim klinické projevy
onemocnéni, je edém ve svalové tkani. Na jeho vzniku se podileji predevsim
bunky zéanétlivého infiltratu, ale je pravdépodobné, ze aktivni ucast
v patogenezi maji i buniky svalové (4).

Mezi jednotlivymi typy 1ZM existuji urcité odliSnosti, klinicky hlavné v
pritomnosti koznich zmén u dermatomyozitidy (DM), v histopatologickém
obrazu pak v charakteru zanétlivého infiltratu a 1 spektru asociovanych
autoprotildtek ptritomnych vséru pacienti. Toto naznacuje odliSny
patogeneticky mechanizmus vzniku zédnétu u jednotlivych typt IZM.
Dermatomyozitida je v zasadé mikroangiopatie postihujici kromé svala také
kizi. DM je vporovnani s ostatnimi typy IZM vice protilatkove
zprosttedkované onemocnéni, zacinajici v intramuskularnich cévach.
Onemocnéni je charakterizované depozicemi uto¢nych slozek komplementu
— ,,membrane attack complement® (MAC) ve svalovych cévach, které
zpusobi poSkozeni endomysialnich kapilar. Cévni sténa reaguje hyperplazii
intimy, na kterou casto nasedaji fibrinové tromby a zplsobuji tak
mikrotrombotizaci. Pozdé€ji dochazi k ischemické degeneraci svalovych
vlaken a perifascikularné lokalizované atrofii. Zanétlivy lymfocytarni
infiltrat je u DM lokalizovan perivaskularné a v interfascikularnich septech
(2).

V ptipad¢ polymyozitidy jednak nejsou pfitomny kozni projevy onemocnéni,
a také patogeneze PM je odlisna, zprosttedkovana vice bunééné. Pro PM
specifickou  histopatologickou =~ zménou je  zvySena infiltrace
mononukledrnimi buiikami, pfevdzné T lymfocyty, v endomysiu. A dale pak

jejich typicka invaze do non-nekrotickych svalovych vlaken (5). Poskozeni



svalovych buné¢k je pravdépodobné zprosttedkovano plisobenim perforinu a
dalSich enzymi z cytotoxickych CDS8 pozitivnich bunék (5).

V zanétlivém infiltratu u PM prevladdaji CD8+ T lymfocyty, které jsou
pravdépodobné klonaln¢ expandované a které napadaji svalova vldkna
exprimujici antigeny MHC tiidy I, zatimco u DM se obvykle nachazi smés
CD4+, CD8+ T lymfocytii, makrofagh a B lymfocytt (2, 6, 7).

sekundarni k témto zménam (6, 7).

Imunopatologicky proces je pak dale potencovan zvySenou expresi
adhezivnich molekul VCAM (vascular-cell adhesion molecule), ICAM
(intercellular adhesion molecule), riznych chemokind, cytokini (zejména
TNFalfa, IL-1) a jejich receptorti a dale snizeni apoptdzy svalovych bunék
(6, 8,9, 10).

Velka ¢ast svalovych bun€k u myozitidy exprimuje v cytoplazmé i na svém
povrchu fadu molekul, které nejsou detekovatelné ve zdravém svalu. Castym
projevem u DM i PM je aberantni exprese molekul MHC-tfidy I i II na
povrchu svalovych vlaken, dokonce 1 pfi absenci zanétlivého infiltratu (1, 5,
9,11).

Exprese téchto molekul je pravdépodobné indukovéna lokalni sekreci
cytokint, svéd¢i ziejme o aktivni ucasti svalovych bunck na patogenezi
onemocnéni a nabizi mozné vysvétleni pretrvavajicich klinickych ptiznak i
pii nepfitomnosti zanétlivého infiltratu (11). Mysi model myozitidy s expresi
lidského HLA I na svalovych bunikach vSak ukazuje na moznou primarni

ulohu tohoto déje v indukci svalového zanétu (12).

Cyklooxygenaza-1, cyklooxygenaza-2 a 5-lipoxygenaza u PM/DM

Jak jiz bylo zminéno v pfedchozi Ccasti, pfesny mechanizmus vzniku
klinickych projevii u DM a PM — svalové slabosti neni zcela objasnén.
Svalova slabost je ve vétSin¢ piipadli provazena piitomnosti edému ve

svalové tkani, ale co tvorbu tohoto edému spousti a dale udrzuje, neni dosud



znamo. Neni pfesné¢ popsan ani mechanizmus, ktery piivadi zanétlivé bunky
do svalové tkdné€, ani mechanizmus, ktery je v tkani udrzuje. K vytvofeni a
pretrvavani edému v zanétlivé zménéné tkani jisté prispivaji mechanismy
regulujici tonus cév - vasodilataci a vaskularni permeabilitu (13). Dilezitymi
latkami v regulaci téchto mechanismu jsou produkty enzymu cyclooxygenaz
(COX) a lipoxygendz (LOX) - eikosanoidy. Jiz dobfe popsan je efekt
jednoho typu eikosanoidil - prostaglandinti (PG), zejména PGE; a PGF,, na
cévni tonus a permeabilitu cévni stény, a rovnéz je znam efekt nekterych
leukotrienti (napt. LTB4) na atrakci zanétlivych bun€k k mistu zanétu, jejich

adhezi na cévni sténu, a tedy tvorby edému.

Eikosanoidy jsou produktem enzymu cyklooxygenaz a lipoxygenaz. Enzymy
COX a LOX katalyzuji kli¢ovy krok konverze kyseliny arachidonové (AA)
na eikosanoidy - zejména prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny (13).
Signalem k uvolnéni kyseliny arachidonové je poruseni bunééné membrany
pomoci aktivity lipaz jako je tfeba fosfolipaza A, (13, 14, 15). Kyselina
arachidonova muze byt dale po uvolnéni dvojvrstvy fosfolipidi bunécné
membrany metabolizovana vnitfni cyklooxygenazovou a peroxiddzovou
aktivitou cycklooxygenaz na prostaglandin-H, (PGH,), pfimy substrat pro
syntézu celé fady dalSich bunécné specifickych prostanoidii - prostaglandint
a tromboxanii (Tx), nebo naopak pomoci lipoxygendz konvertovana na
leukotrieny nebo lipoxiny (13, 14, 15, 16, 17). Eikosanoidy jsou latky
typické ucinkem jiz v malych koncentracich a jsou velmi nestabilni in vivo.
Obvykle jsou rychle enzymaticky odbouravany hned po jejich produkci. Z
tohoto divodu se predpoklada, ze ucinkuji pouze lokalné v misté jejich
produkce (18). Zajimavé je, ze malé, ¢i velké koncentrace prostanoidi
mohou mit zcela opacné ucinky napf. na tonus cév, na vasokonstrikci a

vasodilataci (18).

Prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny maji kritickou ulohu v mnoha
biologickych procesech od regulace funkce imunitniho systému a
hemodynamiky, po indukci bolesti a horecky. Je tedy ziejmé jisté, Ze tyto
produkty cyklooxygenaz a lipoxygendz jsou velmi dilezitymi soucastmi

zanétlivé kaskady. OvSem jejich pifesna role v patofyziologii zanétu u



systétmovych onemocnénich pojiva, mezi kter¢ PM a DM patii, nebyla dosud

dostate¢n¢ prostudovana.

A proto je divodné predpokladat, Ze maji dilezitou roli 1 pfi zanétlivych
reakcich, zejména pii tvorbé edému ve svalové tkani, u idiopatickych

zanétlivych myopatii (13, 18, 19, 20, 21).

Existuji dvé hlavni izoformy enzymu cyklooxygenazy - COX-typu 1 (COX-
1) a COX-typu 2 (COX-2), které se 1isi zeyména zpusobem jejich exprese. V
poslednich letech se diskutovala i pravdépodobna existence cyklooxygenazy
3 — COX-typu 3 (splice varianta COX-1 mRNA, ponechavajici si intron 1),
ktera se zfejme podili na mechanizmu tc¢inku 1¢kt obsahujici acetaminofen —

paracetamol, nicméné¢ jeji role v zanétu je zcela nejasna (20, 22).

Cyklooxygenaza-1 je exprimovana za fyziologickych podminek v mnoha
riznych tkénich, a je konstitutivni tzv.”’house keeping” enzym, ktery se
podili na vzniku mnoha prostanoidii udrzujicich bunénou homeostazu.
Zatimco indukce exprese COX-2 je obvykle spojena s riznymi
patofyziologickymi situacemi, ve vétSingé tkdni ke konstitutivni expresi
COX-2 nedochazi a COX-2 je exprimovana pouze po indukci mitogenimi a
prozanétlivymi stimuly, jako jsou napf. cytokiny, ristové faktory, onkogeny,
ale také samotnd kyselina arachidonova. Piestoze je tedy COX-2 znama jako
typicky zanétlivy produkt a jako inducibilni izoforma cyclooxygenaz, i

COX-2 ma n¢které konstitutivni funkce (13, 15, 23, 24).

Je zndmo nékolik typu lipoxygenaz — 5, 12 a 15-LOX. Produkty 5-LOX maji
chemotaktické a n¢které dalsi G€inky na buiiky imunitniho systému, zejména
polymorfonuklearni leukocyty. Prvnim krokem metabolismu kyseliny
arachidonové cestou 5-LOX je tvorba 5-hydroperoxy-6-trans-8, 11, 14-cis-
eicosatetraenové kyseliny (5-HPETE), ktera je pak déle konvertovana na
leukotrien A4 — pfimy substrat pro tvorbu dalSich leukotrient. 5-LOX je
exprimovana pievazné na lymfocytech, ale mize byt produkovana i mnoha
dalSimi bunkami jako jsou naptiklad neutrofily, monocyty, makrofagy, zirné
buiiky, keratinocyty and fibroblasty v plicich, slezin€, mozku, srdci a kizi

(13, 16, 17, 25).



Ptesnd uloha COX, LOX a jejich produkti v zanétlivém procesu zlstava
vSak stdle nezndma. Stejné jako podil jednotlivych typii COX izoforem
(COX-1 nebo COX-2) na zénétlivé odpovedi organismu (18, 20). Jak jiz
bylo zminéno vySe, predpokladd se, Ze prostanoidy pfispivaji pomoci
regulace cévniho tonu a permeability k tvorbé edému, ktery je klasickym
rysem akutniho zénétu. Prostanoidy maji dale vliv na bunky imunitniho
systému, modifikuji jejich funkci v zéanétlivé kaskad&. Napiiklad PGE,,
hlavni produkt enzymu COX, indukuje nezralé thymocyty a B-lymfocyty k
diferenciaci (18, 26). Rovnéz byl prokazan ucinek PGE; na inhibici apoptozy
a zvySeni exprese molekuly Bcl-2 u zhoubného nédoru tlustého stteva u lidi
(27). U IZM je také dobie zndmo paradoxni chybéni apoptdzy zanétlivych
bunck, a nelze vyloucit mozny podil COX na tomto dé&ji. Leukotrieny,

hlavné leukotrien B4, ma silné chemotaktické ucinky na imunitni buiiky (28).

Chemokiny, cytokiny a jejich receptory u 1ZM

V soucasné¢ dob¢ stile nevime, co je vyvolavajici pfi¢inou zvySeného
pfisunu zanétlivych bunék a jejich setrvavani ve svalové tkéni pacientl
sIZM a ani dobfe nezname mechanizmy, které piesun bun¢k umozni a
zprostiedkovavaji.

Obecné¢ se predpoklada, ze chemotaktické cytokiny o malé molekulové
hmotnosti, nebo chemokiny, hraji kli€ovou roli v iniciaci a progresi
zanétlivych autoimunitnich onemocnéni. V posledni dobé se u nekterych
téchto onemocnéni s autoimunitni patogenezi, jako je napf. roztrousena
skler6za, ale 1 revmatoidni artritida a dalSich systémovych onemocnéni,
hovoti o vyznamném G¢inku chemokinl v mechanizmech ptfesunu a aktivace
imunitnich bun¢k (29).

Detailni charakteristika chemotaktickych mechanismi a zptisob jejich u¢inku
u téchto onemocnéni zatim nejsou dostatecné popsany. Blizsi znalost téchto
mechanismi a identifikace jednotlivych molekul, které se na téchto
procesech ucastni, by dala do budoucna Sanci na nalezeni lepSich

diagnostickych a prognostickych moznosti, a zejména moznost cilenéjsi a

vvvvvv



Chemokiny. V dob¢, kdy se objevily prvni zminky o chemokinech, byly
definovany jako cytokiny s chemotaktickou aktivitou. Dnes ale existuje stale
vice dikazl o tom, Ze se chemokiny vyznamné¢ zucastiuji i dalSich procest
s chemotaxi 1 pfimo nesouvisejicich, jako jsou exprese adhezivnich molekul,
exocytdza, hematopoeza, angiogeneze a organogeneze €i inhibice apoptozy.
Vedle chemotaktické aktivity maji chemokiny rovnéZ mitogenni a aktivacni
vlastnosti na tfadu typi bunék. Za patologickych podminek jsou tedy
chemokiny jednim z vyznamnych faktorti podilejicich na progresi zanétu
(30, 31).

Funkce chemokinii je zprostfedkovana kontaktem solubilni molekuly
chemokinu a molekuly jejiho receptoru na membrané cilovych bunck.
Exprese chemokinovych receptorti je pravdépodobné jednim z hlavnich
regulacnich elementli, na kterém zavisi slozeni zé&nétlivého infiltratu a
ptipadny patologicky stav (30).

Jiz pfed rokem 1993 byly chemokiny rozdéleny do dvou kategorii CXC
(alfa) a CC (beta) na zékladé ptitomnosti ¢i nepfitomnosti aminokyseliny
mezi prvnimi dvéma ze C¢tyf konzervovanych cysteini na specifickych
pozicich v blizkosti NH,-konce.

Dnes jsou zndmy dal$i dvé skupiny chemokinii. C chemokiny (gama), které
obsahuji pouze dva cysteiny. Do této skupiny patii lymfotaktin IL- 16
(chemotaxe CD 4 bun¢k) (32, 33). CX;5C chemokiny (delta), které obsahuji
mezi dvojici cysteinil 3 aminokyseliny a patii sem fraktalkin (neurotaktin)
(30, 31, 32, 33, 34, 35).

CXC (alfa) chemokiny jsou spojeny zejména s neutrofily a T bunkami
zprostiedkovanym akutnim zanétem, CC chemokiny jsou zapojeny hlavné
v chronickém zanétu (31, 32, 33, 34, 35).

Pro chemokiny byly dosud identifikovany 4 typy receptorti (CC, CXC, C,
CX3C). Znalost, kterd ze skupiny chemokinu je schopna vazat ktery typ
receptoru, je dulezitd zejména pro potencialni moznost nalezeni specifickych

antagonista.
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Chemokiny mohou byt produkovany celou tadou typli buné¢k imunitni i
neimunitni povahy: leukocyty, makrofagy, chondrocyty, osteoblasty,
trombocyty, fibroblasty, endotelidlnimi buiitkami a epitelovymi butnikami.
Jsou produkovany zejména aktivovanymi bunikami (30, 31, 32).

Jejich sekrece je indukovéna prozanétlivymi cytokiny, jako jsou IL-1, IL-2,
TNFa, INFy a B a bakteridlnimi produkty- lipopolysacharidy. Naopak
inhibice sekrece chemokini je zplisobena zanét tlumicimi cytokiny -TGFp,
IL-4 a IL-10. Efekt jednotlivych cytokini zavisi ale také na typu bunék a

chemokinu.

Chemokiny a jejich receptory u IZM. Zanét u dermatomyozitidy a
polymyozitidy je zna¢né fokalni a heterogenni. Diivod, pro¢ jsou zanétlivé
bunky ptitahovany zrovna do téchto mist, neni znam. Z hlediska patogeneze
zanétu u IZM - mechanismu atrakce zanétlivych bun¢k do mista zanétu se
ukazuje, ze dulezitym chemotaktickym mechanismem by mohla byt
interakce interferon inducible proteinu of 10kDa (IP-10) a monokine induced
by IFN- y (MIG) s chemokinovym CXC receptorem 3 (CXCR3), jejichz
zvySena exprese byla jiz prokazana u jinych onemocnéni s autoimunitni
patogenezi (29, 36). Jejich pfesna tloha, ani mista jejich exprese a ucinku u

1ZM, dosud nebyly zcela objasnény.

IP-10 byl identifikovan jako produkt genu indukovaném INFy, ktery je
pfitomen v mist¢ akumulace lymfocytl pfi pozdnim typu piecitlivélosti na
ktzi. Exprese IP-10 je spojena s mnoha Thl zprostfedkovanymi typy
zanétlivych onemocnéni, jako jsou naptiklad psoridza, aterosklerdza, ¢i
autoimunitnimi onemocnénimi jako jsou revmatoidni artritida, roztrousena
skler6za. U téchto nemoci tkanovéa exprese IP-10 koreluje s infiltraci T
buiikami, coz jist¢ naznacuje roli systému IP-10/CXCR3 v jejich patogenezi.
Dale vyssi sérové hladiny IP-10 byly popsany i u nemocnych s aktivni
formou roztrousené skler6zy, a byly také nalezeny u nemocnych se SLE, kde

korelovaly s pozitivitou anti-DNA protilatek a hladinou komplementu (36).
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Zdrojem IP-10 mohou byt razné typy bunék, vétSinou po stimulaci
interferonem-gama. Potvrzena byla napf. vyznamna role pifi tvorbé
aterosklerotickych 1¢zi a jeho produkce endotelovymi buitkami, makrofagy a
buitkami hladkého svalstva. Hlavnimi induktory produkce v tomto sméru
byly IL-1a, TNF-a a CD40 ligand (37).

Cilovymi bunikami pro pasobeni IP-10 jsou monocyty, T lymfocyty, NK
bunky a endotelidlni buniky (36, 38, 39).

Predpoklada se, Ze u nemocnych s myozitidami zifejmé hraje IP-10 nékolik
riznych roli. Jednak se mize c€astnit chemoatrakce zanétlivych bunék do
svalové tkané a podilet se tak na zanétlivé infiltraci. Takovy mechanizmus
byl u zéanétlivych myopatii prokdzan jiz pro chemokiny monocyte
chemoatractant protein (MCP-1) a macrophage inflammatory protein-1 alfa
(MIP-1a) (40, 41). Avsak role IP-10 by mohla také spocivat ve vazbé na
CXCR3 receptory na svalovych buiikdch, coz by mohlo vést k aktivaci
téchto bun€k a nasledné stimulaci exprese normalné se nevyskytujicich
povrchovych molekul ¢i produkci mediatort podilejicich se na rozvoji
zanétu.

MIG je INFy indukovany CXC chemokin, byl popsan nékolik let pozdéji nez
IP-10, jako chemokin, ktery atrahuje tumor infiltrujici T-lymfocyty.
Receptor pro MIG je stejné jako u IP-10 CXCR3 (36). Selektivita pravé pro
tento receptor naznacuje, ze MIG a IP-10 se podileji na tvorbé T
lymfocytarniho infiltraitu pozorované¢ho pii autoimunitnich zéanétlivych
1ézich, pozdnim typu pftecitlivélosti, n€kterych virovych infekcich a tumorii
(31, 33, 34).

CXC receptor 3. Klasicky popsana exprese CXCR3 je markerem pro T
lymfocyty a to predevSim pro ty, které maji vlastnosti Thl bunék. U
revmatoidni artritidy jsou tento receptor a jeho ligandy obvinovany
z prevazujici synovidlni infiltrace Thl pozitivnimi T lymfocyty (36).
Nicmén¢, CXCR3 byl nalezen jiz i na dalSich typech bun¢k, vzdy vSak
s neobjasnénou otazkou vyznamu této exprese. Tak napi. CXCR3 exprimuji
1 nékteré subtypy B bunc¢k a NK bunck, reaktivni astrocyty, Purkynovy

buiiky, arterialni endotelie a buiiky hladkého svalstva v mozku u nemocnych
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s roztrouSenou skler6zou a u ischemickych infarkti (42). Byla popsana
exprese na endotelovych bunkach a také na subpopulaci dendritickych bunék
(43). Exprese CXCR3 na endoteliich byla potvrzena i v normalnim cévnim
systému a ve zvySené mife 1 u pacientll s riznymi chorobami, véetné téch
s glomerulonefritidou (44). V tomto ptipadé byla CXCR3 exprese nalezena i
na mesangialnich buiikéch u nékolika forem zanétlivé glomerulopatie a dana

do souvislosti s proliferaci mesangidlnich bunck (44).

Produkce a role INF-p u IZM.

Interferony o a B byli poprvé identifikovany jako cytokiny s antivirovou
aktivitou a typicky jsou produkovany virem infikovanymi buiikami.
Induktorem produkce IFN-f tedy muze byt virova, ale pripadné i jina,
infekce. Exprese IFN-B v zanétlivé zménénych svalech by tedy mohla
naznacovat jednu z etiologickych moznosti vzniku myozitid a byt tak
odrazem snahy imunitniho systému zlikvidovat potencialniho virového
etiologického cinitele. Produkce IFN-f byla v posledni dobé spojena také
sjeho tvorbou v bunikdch imunitniho systému a po stimulaci riznymi
rozpustnymi mediatory, jako jsou IL-1, TNF-a ¢i IL-2 (45).

Vedle antivirového efektu byla jiz popsana cela fada ucinki IFN-3 na bunky
imunitniho systému 1 dal$i bunky (46). IFN-B inhibuje proliferaci T
lymfocyti a redukuje produkci IFN-y s pfisluSnymi dasledky na osud
imunitni odpovédi. Tlumi také migraci lymfocytd, indukuje expresi TGF-J3 a
jeho receptoru typu II, snizuje produkci tkdnovych metaloproteinaz, inhibuje
1 schopnost T lymfocyta indukovat produkci IL-1 a TNF-a (47, 48, 49, 50).
IFN-B produkovany stromalnimi buiilkami také indukuje obranu T buné¢k
pied apoptdézou pomoci hyperexprese Bcl-X;, coz bylo oznaceno jako
zdkladni mechanizmus perzistence T lymfocyti v mistech chronického
zanétu (51). Nelze vyloucit, Ze tento mechanizmus operuje i v ptipadé¢ T
lymfocyti u PM a DM. Dosah miize byt i na dalsi bunky, véetn¢ svalovych.
U PM a DM je popisovana nepfitomnost apoptézy, kterd mulze byt

zpusobena praveé vlivem stromalnich bun€k a jimi secernovanych mediatort,
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vcetné IFN-B. Ten je schopen podporovat prezivani bunék vazbou na IFN
receptor, kterd vede k aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB (52). Vzhledem
k tomu, ze IFN-B byl dan do souvislosti s piezivanim myelomovych bun¢k
nebo bunék Burkittova lymfomu, hypoteticky by se mohlo jednat i o faktor,
ktery se podili na zndmé zvysSené frekvenci neoplastickych onemocnéni u
PM a DM.

Jiny vyznamny podil IFN-f v patogenezi IZM by mohl spocivat v podpoie
exprese HLA molekul I. tfidy. Jak jiz bylo popsano vyse je dobfe znamo, ze
tyto molekuly jsou silné¢ exprimovany na svalovych bunkach pacienti
s myozitidami (5). O pravdépodobné patogenetické roli jejich hyperexprese
svedci jiz vySe zminény nedavno popsany mysi model myozitidy, ktera se
vyvine pii indukované transgenni hyperexpresi HLA molekul I. tfidy, a je
v mnoha smérech podobné lidské polymyozitidé, véetné vyskytu anti-Jo-1
autoprotilatek (12).

Dalsi spolecnou okolnosti tykajici se [IFN-f3 a myozitid je produkce TGF-p.
TGF-p se nachazi ve zvySené mife ve vzorcich nemocnych s myozitidami a
je jednak obvinovan z indukce produkce fibrozni tkané¢ u DM (53), jednak i
v patogenezi chronické zanétlivé infiltrace a akumulace extracelularni matrix
(54). IFN-B indukuje expresi TGF-B1 a zaroven i TGF-B1 receptoru typu II,
coz jesté zesiluje jejich vzajemnou interakci (49).

IFN-B byl jiz terapeuticky pouzit pii lécbé myozitidy s inkluznimi télisky.
Lék byl sice tolerovan, nebyly vSak zjistény vyznamné rozdily v klinickém
stavu (55). Myozitida s inkluznimi télisky je vSak klinicky a zfejmé i
patogeneticky jiné onemocnéni nez béznd idiopatickdi PM a DM a role
riznych cytokind a dal§ich medidtorti u téchto dvou onemocnéni se zda byt
dosti rozdilna.

Avsak existuje 1 zprava o mozném neptiznivém vlivu IFN-B popisujici
indukci polymyozitidy pti lécbé IFN-B, ktery byl pouzit v terapii chronické
hepatitidy C (56), ptipadné¢ v neddvné dobé popsany piipad rabdomyolyzy
béhem léceni IFN-3 (57).

IZM jsou casto asociovany s malignitou, n¢kterym dalSim autoimunitnim

onemocnénim (lupus erythematosus, revmatoidni artritidou, overlap
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syndromem, nebo smiSenym onemocnénim pojiva). Casto také dochézi k
asociaci [ZM s retrovirovym onemocnénim.

DalSim zdiskutovanych moZznych mechanizmi prospéSného efektu
interferonu-beta (IFN-B) u téchto onemocnéni je pravé ovlivnéni produkce

chemokint a jejich receptori (58).

Klinicky pribéh a prognéza pacienti s [ZM

Zakladnim klinickym projevem u pacientii s IZM je svalova slabost. Tato
svalova slabost postihuje s vyjimkou IBM zejména proximalni svalstvo
koncetin a svaly trupu. V pribéhu mésici az let trvani nemoci postupné
dochazi ke svalové atrofii, kterd vSak nemusi byt patrnd vzhledem k tomu, ze
svalovd tkan je casto nahrazovana tukovou a pojivovou tkéni. Pted
objevenim se svalové slabosti pacienti vétSinou udavaji obdobi nékolika
tydnu febrilii, artralgii az artritid, Raynaudova fenoménu, poklesu hmotnosti
a nechutenstvi, v tomto obdobi mohou byt svaly citlivé, az bolestivé, tyto
pfiznaky vSak nachdzime u méné nez 50% pacientl. Prvni zasaZenou a
obvykle nejvice postizenou oblasti byvaji svaly stehen, a proto obvykle, i s
ohledem na co nejmensi invazivitu vykonu, zde dochdzi k bioptickému
odbéru (1, 2, 3). Zhruba u 20% pacient dochazi k zasaZeni svall esofagu.
Dermatomyozitida byva navic provdzena typickymi koznimi zménami -
heliotropni exantém (otok a Cervenofialové zbarveni kolem o¢i), Gottronovy
znamky (tmavé Cervend, vystoupla, nesvédici vyrazka na extenzorové strané
ruky a nad drobnymi klouby), ,,ruce mechanika® (zhrubéni kiize, ragady na
radilni stran€ druhého az tietiho prstu ruky) (1, 2).

Dalsi ptfiznaky u IZM zahrnuji kloubni postizeni (artralgie az artritidy),
dysfagie zplsobend postizenim jicnu, plicni postiZzeni- nejcastéji dusnost pii
slabosti dychacich svalli, ale mize to byt i difizni alveolitida progredujici az
do intersticidlni plicni fibrozy. Méné cCasto vidime kardialni ptiznaky,
manifestuji se predev§im na EKG (pfevodni poruchy), déle ziidka pak i
myokarditida.

Idiopatické zanétlivé myopatie jsou také spojeny s vysSSim vyskytem

malignit. Je popisovano, Ze maligni onemocnéni se vyskytuje asi v 15-20%
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piipadi, Castéji u DM. Lokalizace nadort jsou rizné, snad o néco castéjsi

jsou karcinom ovarii a prsu u Zen, a karcinom plic u muzi (1, 2).

Hodnoceni a klasifikace onemocnéni. Soucasna koncepce idiopatickych
zénétlivych myopatii zahrnuje pomérné heterogenni skupinu onemocnéni
s riznym pribéhem a rGznou progndzou (4). Nizk4 incidence a absence
validizovanych kritérii, sledujicich aktivitu a zlepSeni nemoci, branila
v minulosti provadéni klinickych studii. V tomto smyslu se situace
v posledni dobé zménila, protoZze po zna¢ném usili byla skupina IMACS
(International Myositis Assessment and Clinical Studies) schopna podat
navrh na kritéria hodnotici aktivitu a poskozeni pti PM/DM a také navrhla
n¢kolik definici zlepseni béhem klinickych studii (59, 60).

Prognoza pacienta je ovlivnéna nejen typem a zavaznosti onemocnéni, ale
také fadou dalSich faktori, mezi které patii 1 délka obdobi, které uplyne do
stanoveni diagnozy a pocatku 1é€by. Stanoveni diagndzy se zda byt pomérné
jednoduché, pokud jsou jasn¢ splnéna diagnosticka kritéria (1, 2), avSak
klinicka zkusenost ukazuje, ze odliSeni od nékterych nezanétlivych myopatii
muze byt v nékterych ptipadech velmi svizelné. Rovnéz urceni aktivity a
rozsahu onemocnéni neni jednozna¢nou zalezitosti. Ke zhodnoceni aktivity a
zavaznosti nemoci se pouziva méfeni svalové sily, svalové funkce a svalové
hmoty (61). Zejména u stfedné a mirn¢ postizenych nemocnych ses
vyhodou vyuzivaji vykonové testy (61). VSechny tyto testy jsou vSak
zatizeny vétsi ¢i mensi subjektivni chybou posuzovatele.

Tradi¢nim laboratornim ukazatelem aktivity jsou hladina kreatinkinazy (CK)
nebo myoglobinu. Protoze vSak existuji i inhibitory CK a korelace CK s
aktivitou neni vzdy jednoznacna, nelze se vzdy na tento ukazatel spolehnout.
Tyto skutecnosti vedou k hledani novych postupl k precizaci diagnézy a k
hledani alternativnich a ptesnéjSich ukazatel aktivity procesu.

Velmi dualezitym vySetienim na jehoz zakladé¢ dochéazi i ke stanoveni
diagnozy je histopatologické vySetieni vzorku svalové tkané. VysSettuji se
jednak fixované parafinové vzorky svalové tkdné€ na elektronové mikroskopu

(ultrastruktura svalovych bunck), pomoci svételné mikroskopie (barveni
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vzorku hematoxylin a eosin). A déle probihaji vySetieni zmrazenych vzorkt
svalové tkané pro histochemickd vySetfeni-dilkkaz jednotlivych enzymd,
charakteristika sv. vldken (ATP, kyseld fosfatdza, nespecifickd esteraza,
sukcinyldehydrogenaza, dependentni diaforaza, alfa-
glycerofosfodehydrogenaza, alkalicka fosfataza), imunohistochemicka
vySetifeni (prikaz cytokind, receptort infiltrujicich bunék).

Na zakladé téchto vySetfeni se hodnoti nekrdzy a regenerace svalovych
vlaken, rozdily v priméru svalovych vlaken, atypie Cetnosti, velikosti,
ulozeni jader, vakuolarni pfeména svalovych vldken, zmény v pruhovani
svalovych vlédken, vazivovd pfeména v perimysiu a endomysiu, zanétlivé
zmény (charakter zanétlivého infiltratu a nekteré dalSi zmény napi. fokalni
kapilarni deplece, perivaskularni atrofie. Histologické vySetfeni svalového

vzorku je stale nezbytnym predpokladem pro stanoveni diagnozy [ZM.

Vysetieni magnetickou rezonanci u nemocnych s IZM

V soucasné¢ dobé nejsou k dispozici vySetiovaci metody, které by byly
schopny dostateéné spolehlivé hodnotit stav postizené svalové tkanég,
klinicky stav, prub¢h a reakci na terapii u pacientt s [ZM.

Jednou ze slibnych vySetfovacich moznosti se zdd byt vizualizace stavu
svalové tkan¢ pomoci zobrazeni magnetickou rezonanci (MRI) (62).
V souvislosti s vyuzivanim této metody u nemocnych s IZM existuje vSak
fada dosud nevyfeSenych otazek, jako jsou senzitivita a specifita metody,
Casové longitudinalni zmény nebo vztah mezi kvalitativnimi zménami ve

svalu a intenzitou MRI signalu.

VysSetfeni magnetickou rezonanci (MRI) rozpoznava zmény v mékkych
tkanich, a proto je pouzivano na vySetfovani svalil i u nemocnych s [ZM.
MRI rozpoznava piitomnost edému ve svalové tkani a proto pomoci MRI lze
odlisit svalovou tkan postizenou zanétem od tkané nepostizené. Toto je
dualezité zejména protoze jak jiz bylo zminé€no vyse postizeni svalové tkané u

nemocnych je velmi heterogenni a fokalni (63, 64, 65, 66, 67).
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Nejptesnéjsi obraz zanétu poskytuji T2-vdzeny obraz s potlatenim tuku
(T2W/FS) a metoda Short Tau Inversion Recovery (STIR) sequence with
long time to echo- (TE). Tyto dvé techniky jsou pouzivany, protoze tuk
pfitomny ve svalové tkani mlize ztézovat interpretace vysledki MRI. Obé
sekvence maji vzdy v podstaté¢ shodny nélez. Oblasti zanétem postizenych-
edemato6znich svalii na MRI vykazuji hyperintenzivni signal, zatimco méné
postizené, ¢i nepostizené svaly maji signal nizky na T2 véazenych obrazech.
T1 vazené obrazy, kde tuk davad vysoky signal a svaly (postizené i
nepostizené¢) maji signdl stfedni intenzity, jsou pii vySetfovani IZM
pouzivany pouze k detekci tukové degenerace svalové tkané pii chronickém

postizeni (68, 69).

Lécba IZM

Terapie IZM je pro jejich heterogenitu a nedostateCnou znalost presnych
etiopatogenetickych mechanizmti jejich vzniku zna¢né komplikovana. V
soucasné¢ dobé nejlepsi vysledky terapeutickych postupti jsou u
dermatomyzitidy, at’ uz se jednd o lécbu kortikosteroidy, intraven6znimi
imunoglobuliny (IVIg), nebo imunosupresivy. Na druhou stranu nejhiife na
terapii odpovidaji pacienti s IBM. Polymyozitida je velmi fidké onemocnéni,
a proto je velmi obtizené provadét klinické studie na velkych skupinach
pacientil. Pfesto se zd4, ze odpovéd’ na 1écbu je PM velmi variabilni.

Trvalym problémem pti 1écbé IZM zlstava stale odliSeni PM od jinych typi
myopatii (IBM, nekrotizujici myopatie, dystrofické procesy atd.), kde mize
byt rovnéz pritomen sekundarni zanétlivy infiltrat. Budoucnost v 1écbé 1ZM
se zatim zd4 byt nadéjnd s ohledem na nové terapeutické cile smétujici k T

bunécné aktivaci, cytokinlim, chemokiniim a adhezivnim molekuldm.

Prehled soucasnych terapeutickych moznosti u IZM.

Glukokortikoidy. Tradi¢né jsou v 1écbé PM a DM pouzivany vysoké davky
glukokortikoidi. IBM obvykle na glukokortikoidy neodpovidad. Byla
navrzena rizna lécebna schémata (70). Nekontrolovana studie ukazala, ze

niz§i davky glukokortikoidl (pod 0,5 mg/kg) mohou vést k podobnému
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zlepseni svalového onemocnéni, jako pii pouziti vysokych davek. V takoveé
skupiné nemocnych bylo pozorovano mens$i mnoZzstvi zlomenin obratlii
z diivodu glukokortikoidy indukované osteopordzy ve srovnani se skupinou
pacientil Iécenych vyssimi davkami (71).

Protoze se vSak jednalo o nerandomizované a retrospektivni pozorovani a
souCasné¢ byly pouzity rGzné imunosupresivni léky, bude nutné toto
pozorovani teprve potvrdit.

Imunosupresivni  léky. Klinickd  zkuSenost ukazuje, Ze pfidani
imunosupresivnich 1€kt je zapotfebi u vétSiny pacientd sIZM. Jsou
k dispozici udaje, které¢ ukazuji, ze prognodza je horsi, pokud je podani ¢inné
1écby opozdéno, a proto by mela byt situace dlouhé a nedostatecné tlumené
aktivity nemoci omezena na co nejkratsi dobu.

Nejcasteji podavanym imunosupresivnim lékem u IZM je methotrexdt.
Dalsim Iékem pouzivanym pii netspéchu lécby methotrexdtem je
azathioprin.

Ttimésicni, dvojit¢ slepa, prospektivni klinicka studie neprokdzala
signifikantni rozdily mezi pacienty uzivajicimi azathioprin a glukokortikoidy
ve srovnani s témi, ktefi méli samotny prednison. Oteviené pokracovani této
1écby vSak ukazalo, ze pacienti s kombinovanou terapii jiz od pocatku méli
lepsi funkéni schopnosti a vyZadovali méné prednisonu pifi hodnoceni po
jednom a tiech letech (72).

Dalsi prospektivni randomizovana, oteviena, zkfizena studie srovnavala dva
agresivni pfistupy u nemocnych s refrakterni myozitidou. Pacienti byli
randomizovdni  bud® do  skupiny s methotrexatem v kombinaci
s azathioprinem nebo do skupiny s vysokou davkou intravendzniho
methotrexatu, ktery byl podavan kazdé¢ dva tydny po dobu 6 mésicii. V obou
skupinach doslo ke zlepSeni u nekterych nemocnych, ale celkovéd analyza
ukdzala trend ve prospéch téch pacientl, kteti dostdvali nejdiive
kombinovanou terapii (73).

V nékolika otevienych, retrospektivnich klinickych hodnocenich byl pouzit
také cyklosporin A. Byl zde popsan dobry efekt na intersticidlni plicni

onemocnéni, které¢ se vyskytlo v kombinaci s PM/DM. V této praci je dale
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uvedena oteviend, randomizovana, prospektivni studie ve které se prokazalo,
ze jak lécba  cyklosporinem, tak methotrexdtem v kombinaci
s glukokortikoidy vedla ke zlepSeni stavu, s lehkym trendem ve prospéch
methotrexatu u nékterych parametra (viz ptiloha 4).

U 8 pacientii srezistentni polymyozitidou a pfitomnosti protilatek
signalizujicich Spatnou prognézu vedl takrolimus (FK506) ke zlepSeni
funkénich schopnosti a extramuskularnich ptiznakt. Zda se, Ze je také
ucinny u intersticidlniho plicniho onemocnéni v ramci antisyntetazového
syndromu. Situace vSak neni jednoznacna, protoze byl v nedavné dobé
popsan piipad myozitidy asociované s IéCbou takrolimem (74).

Smisené vysledky u PM/DM mélo pouZiti cyklofosfamidu. NaSe vlastni
klinické zkuSenosti bud’® si.v. pulznim podianim cyklofosfamidu nebo
dennim peroralnim podavanim byly u nékolika pacienti celkem pozitivni.
V nedavné dob¢ byl popsan vyznamny klinicky u¢inek cyklofosfamidu, bez
priukazu zivazné toxicity u pacientll stézkou a refrakterni juvenilni
dermatomyozitidou (75). N&kteti z pacienti byly také celkem uspéSné 1éceni
chlorambucilem, fludarabinem, ¢i mykofenolatem mofetilu (76, 77, 78, 79).
Déle se k 1éceni IZM vyuziva pouZiti intravenoznich imunoglobulinu (IVIg)
a plasmaferézy.

Biologickd lécha. Rada pozorovani v posledni dobg, tykajicich se
imunologickych zmén ve svalech nemocnych s IZM, stimulovala z4jem o
biologickou 1é¢bu téchto onemocnéni. Byla jiz nalezena celd ftada
imunologicky relevantnich molekul v zanétlivych infiltratech a ve svalovych
kapilérach, napt. TNFa, IL1, adhezni molekuly a mnohé dalsi, coz svéd¢i o
aktivni roli téchto bunék a medidtorti v tvorbé zanétu u PM/DM. Co se zda
byt velmi dilezité je fakt, Ze u myozitidy mohou byt samotné svalové buiky
buikami prezentujicimi antigen a zdrojem rtznych cytokind, chemokint,
adheznich, kostimulacnich, apoptotickych a antiapoptotickych molekul, jako
jsou TNFa, IL-1, IL-6, IL-10, IL-15, IFNy, TGF-B, MCP-1, IP-10, ICAM-1,
LFA-3, CTLA4, CD28, BB-1, ICOSL, CD40, TNFR a cela fada dalsich (4,
80). Pro budouci terapii by mohly byt vyznamné také molekuly, které jsou

aberantné exprimovany piimo v myozitickych svalovych bunkach, spise nez
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v imunitnich buiikach, protoze takovato 1écba by mohla byt specificky cilena
do postizené tkan¢. Takovymi kandidaty jsou napi. molekuly, které se
ucastni antigenni prezentace a kostimulace.

Dosud pouzité 1éky biologické 1€ky u IZM jsou léky antiTNF (monoklonalni
protilatka anti TNF, ¢i TNF receptor vazany na Fc-Cast imunoglobulinové
molekuly).

Dlvody pro inhibici TNF u myozitidy jsou nasledujici: zvySend exprese
TNFa ve svalové tkani u DM/PM, zvySené sérové hladiny TNFa, a znamé
u¢inky TNFo na svalovy metabolismus — urychleny katabolismus,
kontraktilni dysfunkce a porucha myogeneze (81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88).
Dale pak byla pouzita 1écba anti-C5 (monoklondlni protilatka eculimubab,
namifena proti C5 slozce komplementu) (89), rituximab (monoklonalni
protilatka proti CD20) (90).

INF-. U IBM byly provedeny dvé randomizované pilotni studie
s interferonem beta la (BINFla). Lécba byla dobfe tolerovand, vcetné
vysokych davek, ale nebyly zjistény vyznamné rozdily ve zméné svalové
sily a svalové hmoty mezi placebem a skupinou s BINFla po 6 mésicich
(55). Dtivodt pro pouziti BINF1 je nékolik a zahrnuji inhibici proliferace T
bun¢k, snizeni aktivity T lymfocytt, inhibici INFy, IL-12, IL-1, TNFa,
redukci prezentace antigenu u B lymfocytl, inhibici nékterych adheznich
molekul a chemokinl. Na druhou stranu by jistym problémem mohla byt
schopnost INFP zvySovat expresi molekul MHC-I, nebo jeho schopnost
udrzovat pamétové T lymfocyty.

Zatim stale spiSe experimentalni 1écbou IZM je transplantace autolognich

kmenovych bunék.

K dispozici jsou pouze minimalni informace o pouziti transplantace
autolognich kmenovych bunék (ASCT) u idiopatickych zanétlivych
myopatii. Byly popsany 2 UspéSné popisy piipadl u anti-Jo-1 pozitivni
myozitidy (91).
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HYPOTEZY

V prvni ¢asti naseho projektu jsme se vénovali histopatologickym procestim
v zanétem zménéné svalové tkani a tlohou nékterych vybranych
imunokompetentnich molekul. Hypotéza tykajici se této casti byla

formulovana takto:

Hypotéza 1.: Pro vznik tkénového zanétu je nutna piitomnost
medidtorG zpusobujici atrakci bunék imunitniho systému do
zanétlivé svalové tkané, jejich extravazaci a dale jejich setrvavani
v misté¢ zanétu. Enzymy COX a LOX se podileji na regulaci
cévniho tonu a permeability, a dale 1 na chemotaxi
imunokompetentnich bunék. Rovnéz byly popsany ucinky
nékterych typu chemokinid, cytokini a jejich receptori na
patogenezi IZM. Existuje ptredpoklad, ze se tyto enzymy a
mediatory podileji 1 na patogenezi zanétu u dermatomyozitidy a

polymyozitidy.

V druhé casti jsme se zabyvali spiSe klinickymi projevy tohoto tkanového
zanétu. Zejména pak moznostem jejich sledovani a hodnoceni klinického

stavu a prib&hu onemocnéni pacienta.

Hypotéza 2.: Hlavnim projevem dermatomyozitidy a polymyozitidy
je edém zanétem postizené svalové tkané, vySetieni MRI je
metodou zobrazujici edém tkani, a proto by vySetieni svall
nemocnych DM nebo PM pomoci MRI mélo byt dobrym korelatem

klinického stavu a prubéhu choroby.
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CILE PROJEKTU

Spole¢nym cilem celého projektu bylo pokusit se zmapovat mechanizmy

rrrrr

poskozeni, a néasledné ke klinickym projeviim onemocnéni u nemocnych s

PM a DM.

V prvni ¢asti bylo naSim cilem zjistit podil nékterych vybranych molekul na

imunopatologickych pochodech, které vyvolavaji klinické, laboratorni a

mistni projevy nemoci.

V ramci jednotlivych studii jsme pomoci:

a)

b)

d)

diferencovaného histologického hodnoceni svalovych biopsii
odebranych z magnetickou rezonanci odliSené postizené a
nepostizené tkan¢ stejné svalové oblasti (stehenni svaly) a
hodnoceni biopsii provedenych v odstupu u nemocnych, ktefi
dosahli jistého stupné klinického a laboratorniho zlepSeni choroby,
imunohistologického vySetfeni postizené¢ tkané a zanétlivého
infiltratu, pfedev§im se zfetelem k mechanizmim, které vedou k
praniku zanétlivych bunék do svalové tkané ptes endotelidlni
buniky a k mechanizmiim, které vedou k atrakci mononuklearnich
bunék do intermysidlniho a endomysidlniho prostoru (exprese
aktivaénich a adhezivnich molekul na endotelidlnich bunkach,
exprese chemokinii a chemokinovych receptori na tkanovych a
infiltrujicich bunkach),

porovnanim tkanové distribuce (povrch svalovych vlaken,
endotelialni buiiky, zanétlivy infiltrat endo- ¢i perimysidlni)
jednotlivych sledovanych molekul u obou typli onemocnéni, tj. PM
a DM, predevsim se zaméfenim na DM,

in situ hybridizace s pouzitim specifickych sond- COX-1, -2, a 5-
LOX k posouzeni produkce mRNA pro tyto molekuly ve svalové
tkani nemocnych s PM/DM,
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e) korelace obrazu MRI svali, klinickych a laboratornich parametrii a
histologického nalezu-infiltratu zdnétlivymi buitkami u nemocnych

s PM/DM,

zjistovali podil jednotlivych vybranych imunologicky relevantnich
medidtori na patogenezi zanétlivého procesu u polymyozitidy (PM) a

dermatomyozitidy (DM).

V druhé casti tohoto projektu jsme sledovali vliv téchto zanétlivych
mechanizmii na klinicky pribéh onemocnéni a odpovéd na terapii takto
nemocnych pacientll. Zaroven jsme se snazili zjistit relevanci jednotlivych
klinickych a laboratornich parametrt a vySetiovacich metod z hlediska jejich
podilu na klinické aktivit¢ onemocnéni u pacienti s PM a DM a zajimali
jsme se, zda existuje predpovédni hodnota téchto parametri na pocatku
sledovani pro klinickou aktivitu onemocnéni v dobé kontrolni biopsie po
1€¢bée, a to pomoci:

a) diferencovaného hodnoceni naleztit MRI postizenych svalil pred a

po terapii, po poklesu klinické aktivity o 30%,

b) evaluace klinického stavu pacientt pted a po terapii,

¢) sledovanim terapeutického efektu jednotlivych 1ék.
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KAPITOLA 1

(Priloha 1)

Exprese cvclooxygenazy—1, cyclooxygenazy-2 a S-lipoxygenazy

v zanétlivé svalové u pacientd s dermatomyozitidou a polymyozitidou.

Cil. Cilem prace bylo popsat expresi cyklooxygenazy—1 (COX-1),
cyklooxygenazy-2 (COX-2) and 5-lipoxygenazy (5-LOX) ve svalové tkani
nemocnych s idiopatickymi zanétlivymi myopatiemi — dermatomyozitidou a
polymyozitidou, a dale zjistit, zda existuji rozdily v expresi mezi svalem na

MRI postizenym a svalem , ktery se zdd na MRI nepostizeny.

Metodika. Vzorky svalové tkané 7 pacientii s dermatomyozitidou (DM) a 4
pacientll s polymyozitidou (PM) byly odebrany pomoci jehlové biopsie ze
svali na MRI postizenych a nepostizenych. Pomoci in situ hybridizace s
vyuzitim antisense mRNA prob jsme detekovali mRNA pro COX-1, COX-2
and 5-LOX. Exprese mRNA ve svalovych vzorcich byla hodnocena

semikvantitativné pomoci 5-ti bodové stupnice.

Vysledky. Exprese COX-1, COX-2, a 5-LOX mRNA byla detekovana ve
vSech sledovanych vzorcich na svalovych buiikach, bunikdch zanétlivého
infiltratu i na cévach. Expresi COX-1 mRNA jsme nalézali pievazné na
bunkdch zanétlivého infiltratu a cévach a tato exprese byla vyssi v MRI
postizenych svalech ve srovnani se svaly MRI nepostizenymi (primeérna
intenzita exprese byla 3,224+0,67 vs. 2,0+0,87; p=0,0006). Exprese COX-2
mRNA byla pfitomna zejména na zanéctlivych bunkéch a cévach a byla vyssi
v MRI postizenych svalech (3,5£0,8 v postizenych svalech; 1,9+1,1;
p=0,003 v nepostizenych svalech) rovnéz exprese COX-2 mRNA na
svalovych buiikach (2,1 1,0 vs. 1,3£1.0; p=0,021). Na rozdil od exprese 5-
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LOX mRNA , ktera byla detekovédna piedev§im na svalovych bunikdch MRI

postizenych svalll a smen$i intenzitou na svalovych buiikich MRI
nepostizenych svalil (3,22+0,7 vs. 1,67£0,7; p=0,0007).
Tab 1. Exprese COX-1, COX-2, a 5-LOX mRNA v MRI postizené svalové tkani u

nemocnych s IZM (in-situ hybridizace s pouzitim specifickych riboprob).

Pacient Intenzita COX-1 mRNA COX-2 mRNA 5-LOX mRNA
¢. zanétlivého
infiltratu
Svalové Cévy a Svalové Cévya Svalové Cévya
buriky zanetlivé buriky zanétlivé buriky zanétlivé
buriky bunky bunky
1 - 0 +++ NA NA 4+ +
2 +++ 0 +++ +++ o+ -+ -+
3 +++ ++ +++ ++ ++ +++ ++
4 et 0 -+ 0 ++ ++ 0
5 -+ 0 et ++ ot -+t -+
6 et 0 +++ 0 ++ +++ ++
7 bt 0 o ++ ot ot ot
8 +++ 0 ++ ++ +++ ++ 0
9 +++ 0 e+ 0 ++ + ++
10 bt 0 o ++ ot ot ot
11 +++ 0 +++ +++ -+ -+ ++
Priamér 3,27+0,40 0,18+0,33 3,2740,53 1,70+1,02 3,30+0,70 2,91+0,68 2,18+1,11
1,73+1,57 2,50+1,05 2,55+0,99
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Tab 2. Exprese COX-1, COX-2, a 5-LOX mRNA v MRI nepostizené svalové

tkani a v tkani odebrané po terapii nemocnych s IZM (in-situ hybridizace s

pouzitim specifickych riboprob).

Pacient Intenzita COX-1 mRNA COX-2 mRNA 5-LOX mRNA
¢. zanétlivého
infiltratu
Svalove Cévya Svalové Cévy a Svalove Cévya
buriky zanetlivé buriky zanetlive buriky zaneétlivé
buriky bunky buriky
1 ++ + ++ ++ ++ + ++
2 ++ + + ++ ++ ++ +
3 ++ + ++ + o+ ++
4 NP NP NP NP NP NP NP
5 -+ ++ + +++ ++ +++
6 ++ + e ++ + e
7 o+ 0 ++ ++ -+ ++ ++
8 ++ 0 + 0 + + +
9 NP NP NP NP NP NP NP
10 ++ + +++ + o+ + ++
11 +++ ++ + 0 ++ ++
pramér 2,4410,49 0,5610,49 2,00+0,67 1,33£0,81 1,89+0,81 1,67+0,59 2,3310,74
1,2840,81 1,61+0,88 2,00+0,67
Po terapii
2 ++ 0 + ++ ++ ++ 0
5 ++ 0 + + 0 + +
pramér 2,00+0,00 0,00+0,00 1,00+0,00 1,50+0,50 1,00+1,00 1,50+0,50 0,50+0,50
0,50+0,50 1,25+0,75 1,00+0,50
Poznamka:

Hodnoceni exprese: 0 zddna, + mirna, ++ stfedni, +++ velkd, ++++ vysoce pozitivni. NP -

nebylo provedeno

Zavér. V této studii byla poprvé detekovana exprese mRNA COX-1, COX-

2, a 5-LOX na svalovych vzorcich u pacienti s DM/PM. Tato exprese byla

zvySena v zdnétem postizenych svalovych tkanich v porovnani s tkdnémi

nepostizenymi rozliSenymi pomoci MRI . Exprese byla rovnéz vyssi i

v porovnani s tkanémi odebranymi po terapii, coz naznacuje roli COX-1,
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COX-2, a 5-LOX a jejich produkti v patogenezi onemocnéni IZM. Jednim
z moznych mechanizmi jejich uc¢inku je vliv na tvorbu a udrzovani edému

v zdnétem zménéné svalové tkani.
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KAPITOLA 2

(Priloha 2)

Imunohistologick4 analyza svali nemocnvch s polymyozitidou a

dermatomyozitidou.

Exprese vybranvch chemokind, jejich receptoru, a cytokinua

v postizenych a nepostizenvch svalech rozeznanvch pomoci obrazu

magnetické rezonance.

Cil. Cilem této studie bylo zjistit podil vybranych imunologicky relevantnich
mediatori na patogenezi chronického zanétu u polymyozitidy (PM) a
dermatomyozitidy (DM). Pozornost jsme zaméfili piedevSim na
chemokinovy CXC receptor 3 a jeho ligandy IP-10 a MIG. ProtoZe neni
dobfe jasné, které cytokiny vyvolavaji zvySenou expresi HLA molekul 1. a
II. tfidy na svalovych buinikdch nemocnych sIZM, sledovali jsme také
produkci IFN-f, ktery je znam jako mocny induktor exprese HLA I molekul,

a ma i jiné imunomodulacni vlastnosti.

Metody. Bioptickou jehlou byly odebrany vzorky svalové tkané 18 pacient
s diagnézou IZM 7z postizenych a nepostizenych mist stehennich svali.
Lokalizace biopsie byla zjisténa magnetickou rezonanci s potlacenim tuku.
Imunohistologické barveni bylo zaméfeno predev§im na chemokiny IP-10 a
MIG, chemokinovy CXC receptor 3, chemokinovy CC receptor 5, HLA
molekuly I. tfidy a na INF-B. Dalsi zkoumané molekuly byly: CCRS —
chemokinovy CC receptor 5; CD45 — ,leucocyte common antigen®,
pfitomny na rtiznych buiikéch zanétlivého infiltratu, véetné T a B lymfocytd,
NK bunék, monocyti, makrofagi a granulocyti; CD14 — povrchova
molekula pfitomnd na monocytech a makrofazich; CD3, CD4, CD8 —
povrchové antigeny T lymfocytli; CD19 — povrchovy protein B bun¢k; CD31
— ,,platelet endothelial cell adhesion molecule-1“ (PECAM-1), pfitomny
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predev§im na endotelidlnich buiikach; CDS55 — ,,decay accelerating factor
(DAF), pouzity zde k oznaceni fibroblastoidnich buné¢k. Jako kontrolni byly
pouzity irelevantni mysi IgGl, IgG2a a IgG2b a fezy byly rovnéz
inkubovany pouze se sekundarni protilatkou. Intenzita infiltratu a pfitomnost

jednotlivych molekul byly ohodnoceny semikvantitativng.

Vysledky. Bylo vySetfeno 18 nemocnych, 10 sDM, 5 sPM a 3
s paraneoplastickou DM. V 9 piipadech byl ziskdn paralelni vzorek
z postizené 1 nepostizené tkan¢. Bunécna infiltrace byla nalezena v obou
vzorcich. Rozdil v intenzité byl tésné¢ za hranici statistické vyznamnosti
(2,44 = 1,01 u postizenych svali a 1,89 £ 0,6 u svali nepostizenych;
p=0,051). Exprese CXCR3 byla prokazovana ve svalovych bunkach; IP-10 a
IFN- pfedevsim v intersticiu, ale také ve svalovych a infiltrujicich burnkach,
a HLA 1. tfidy na svalovych a endotelidlnich bunkach. Nebyly nalezeny
statistické rozdily mezi biopsiemi z postizenych a nepostizenych lokalizaci.

(viz grafy)

Grafy. Srovnani priimérné Cetnosti exprese jednotlivych sledovanych molekul mezi
vzorky zpostizeného (P1) a nepostizeného (N) svalu a rovnéz i ze svalu
bioptovaného po intervalu 1é¢by (P2). Uvedeny jsou vzdy jen molekuly, které

vykazovaly v dané lokalizaci alespoil v jednom vzorku nenulovou expresi.

Graf 1. Exprese jednotlivych sledovanych molekul v buiikach infiltratu.
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Graf 2. Exprese jednotlivych sledovanych molekul ve svalovych buiikach.
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Graf 3. Exprese jednotlivych sledovanych molekul v cévach
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Graf 4. Exprese jednotlivych sledovanych molekul v intersticiu.
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Zavér. Exprese systému IP-10 - CXCR3 ve svalovych vzorcich svéd¢i pro
vyznamnou ucast v patogenezi onemocnéni. Soucasna neptitomnost CCRS
na infiltrujicich buiitkach ukazuje na malé zastoupeni Thl bunék a pfisuzuje
reakci mezi [P-10 a CXCR3 roli spise v aktivaci svalovych bunck, které pak
exprimuji aktivaéni molekuly a produkuji cytokiny. Castd exprese IFN-f

muze aktivovat myocyty k hyperexpresi HLA molekul 1. tfidy.
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KAPITOLA 3

(Priloha 3)

Uloha vy$etieni MRI p¥i sledovani a hodnoceni pacienti

s polymyozitidou a dermatomyozitidou.

Cile prace. Hlavnim cilem prace bylo zjistit, jakou relevanci ma vysSetfeni
MRI a nckteré dalsi klinické a laboratornich parametry z hlediska jejich
podilu na klinické aktivité onemocnéni u pacient s PM a DM. Hledali jsme
souvislost mezi edémem svalové tkan¢ na MRI a zanétlivym infiltratem ve
svalovych vzorcich. A sledovali jsme, zda je pokles poctu zanétlivych bunék
ve svalovych vzorcich odebranych cilenou biopsii (dle MRI) po terapii
asociovan se zlepsenim nalezu MRI a s poklesem celkové klinické aktivity.

Posledni otazkou bylo zda existuje pfedpovédni hodnota téchto parametri na
pocatku sledovani pro klinickou aktivitu onemocnéni v dobé kontrolni

biopsie po 1éCbe.

Metodika. Short tau inversion recovery (STIR) MRI byla pouzita k rozliSeni
postizené a nepostizené tkan¢. MRI byla hodnocena pomoci 10 cm vizualné
analogové Skaly (VAS) zhlediska intenzity postizeni (IMRI), rozsahu
postizeni (EMRI), celkového postizeni (TMRI) dvéma hodnotiteli.

Svalové vzorky byly odebrany pomoci jehlové biopsie pod kontrolou CT z
mist MRI rozliSenych jako postizenych a z mist nepostizenych. Intenzita
zangtlivého infiltrdtu byla hodnocena na HE obarvenych vzorcich
semikvatitativné pomoci 5 bodové stupnice. S Casovym odstupem byla
provedena jesté dalsi biopsie v dobé, kdy doslo ke klinickému zlepSeni stavu
pacienta. Globalni klinick4 aktivita onemocnéni (GA) a svalova aktivita byly

hodnoceny semikvantitativné pomoci VAS.

Vysledky. U 29 pacientii s polymyozitidou (PM) a dermatomyozitidou (DM)

bylo provedeno vySetfeni MRI stehennich svalli, svalova biopsie z MRI
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postizenych a nepostizenych sval, podrobné klinické a laboratorni
vySetfeni. Parové vzorky postizenych a nepostizenych svall byly ziskany v
17 ptipadech. V Sesti ptipadech bylo mozné porovnavat vzorky ziskané pred
a po terapii.

Pti prvnim vySetieni pied 1écbou byla intenzita obrazu asociovana zejména
globalni klinickou aktivitou (GA) a aktivitou svalovou. Pouze primérna
intenzita MRI (IMRI) signifikantn€ poklesla u 10 pacientti pfi srovnani MRI

pted a po terapii.

Primérnd intenzita infiltrace zanétlivymi bunikami u pacienti PM/DM byla
2,5+0,7 u MRI-postizenych svali a 1,7£0,6 u MRI-nepostizenych svali
(p<0,001); u pacienti s DM (n=12) to bylo v MRI postizenych svalech
2,5+0,8 a 1,8+0,6 v MRI-nepostizenych tkanich (p=0,012); u pacienti s PM
(n=5) 2,6+£0,6 MRI-postizené svaly a 1,6+£0,6 MRI-nepostizené svaly
(p=0,108).

Primérnéd intenzita infiltrace zanétlivymi buiikami v MRI-postiZzenych
svalech v pribeéhu prvniho vySetfeni Sesti pacientd, u kterych byla provedena
i druhd biopsie po terapii byla 2,2+0,8, a nedoslo k signifikantnimu poklesu
po terapii (2,0+0,9) pfestoze u nich bylo dokumentovano zlepSeni klinického

stavu. (viz tab.)

Zavér. Globalni klinicky stav a aktivita svalil pacientli hodnocené pomoci

VAS nejlépe korelovaly s intenzitou MRI svala.

Pokud byla biopsie cilend na zakladé MRI rozliSeni postizenych a
nepostizenych svalii, vtakto odebranych MRI-postizenych vzorcich jsme
detekovali signifikantné vice zanétlivych bun¢k nez ve vzorcich odebranych

z MRI-nepostizenych ¢asti.

Intenzita edému na MRI signifikantn¢ poklesla ptfi druhém vysSetieni po
1é¢be, ackoliv toto zlepSeni na MRI nebylo provazeno poklesem poctu
zanétlivych bunc¢k ve svalovych vzorcich odebranych po 1é€bé. Tyto

vysledky naznacuji, Ze neinvazivni vySetteni MRI by mohlo byt lepSim
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parametrem k hodnoceni klinického stavu a ucinku lécby u pacienti

s PM/DM nez histologické hodnoceni vzorki svalové tkané.
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Tab. Detailni charakteristika jednotlivych méreni.

Pacient 1-IMRI | 1-EMRI | 1-TMRI | 2-IMRI | 2-EMRI | 2-TMRI | 1-GA | 2-GA | 1-VAS-M 2-VAS-M 1-CPK 2-CPK Histologie | Histologie Histologie
¢. MRI- MRI- po terapii
postiZeny | nepostiZeny
1 9,2 5,1 7,8 2 2,8 1,8 4,9 2,3 2,2 1 42,9 1,27 1 1 1
2 6,8 9,2 6,7 4,2 5,5 4,8 5,1 ND 3 ND 7,9 ND 2 1 ND
3 4,8 1.4 3.9 1 7 0.4 32 2 29 1.8 31.5 1.03 2 1 2
4 4,1 8,2 4,6 ND ND ND 2,2 ND 1,2 ND 0,37 ND 2 ND ND
5 3 6,6 3 3,5 6,1 3,9 1 1,1 1,5 1,5 0,59 1,09 2 ND 3
6 2,7 3,2 33 ND ND ND 2,1 ND 1,3 ND 5,73 ND 2 1 ND
7 4,5 5 4 ND ND ND 2 ND 2,8 ND 4,07 ND 2 2 ND
8 ND ND ND ND ND ND 2,5 ND 2,5 ND 120 ND 2 ND ND
9 7,9 52 6,5 ND ND ND 2,1 ND 2,2 ND 11,44 ND 2 2 ND
10 6 8 6,4 ND ND ND 1,7 ND 2,2 ND 23 ND 3 3 ND
11 6,9 7,5 7,9 ND ND ND 3 ND 4,2 ND 18,37 ND 1 ND ND
12 4,4 6,1 5 ND ND ND 3 ND 1 ND 4,13 ND 4 2 ND
13 NA NA NA 6,4 8,6 6,9 0,2 1,1 1,3 5,5 7,01 0,63 3 2 ND
14 3,9 6,8 4,2 1 2,1 1 3,5 2,4 2,9 1,5 29 0,41 3 2 2
15 2,1 8,1 6,3 ND ND ND 2,8 2 1,2 ND 52 0,58 2 1 ND
16 4 5,1 4,5 1,5 4,3 1,7 1,1 0,7 2,1 ND 61,9 0,96 2 ND 1
17 9 8,2 8,9 ND ND ND 3,2 ND 3,5 ND 105,27 ND 3 2 ND




18 6,8 7,7 7,3 ND ND ND 3 3,1 ND 1,63 ND 2 ND ND
19 6,5 0,7 1,2 4 0,3 1,1 1,7 1,2 0,9 0,2 0,47 0,29 ND ND 2
20 ND ND ND ND ND ND 5,5 ND 53 ND 97,24 ND 2 ND ND
21 ND ND ND 3 5 2,3 2,6 1,3 5,4 3 7,76 1,78 2 ND ND
22 3,1 3,1 2,8 4,5 7,1 52 24| ND 0,1 ND 1,2 ND | ND
23 4,6 3,7 3,8 ND ND ND 22| ND 1,6 ND 0,86 ND ND ND ND
24 1,8 33 L5 2,3 4,2 2,2 23 1,5 0,7 0,6 0,81 0,39 3 2 ND
25 3,6 4,2 4,2 3,4 3,2 32 0,7 0 29 2,6 6,66 2,55 3 2 3
26 8,6 8 8,5 ND ND ND 1,1 ND 1 ND 15,02 ND 3 ND ND
27 NA NA NA ND ND ND 1,9 ND 2 ND 0,35 ND 3 2 ND
28 59 4,5 5.4 ND ND ND 2,5 ND 2,1 ND 17,75 ND 1 ND ND
29 8,4 10 6,5 ND ND ND 4,5 ND 34 ND 4,32 1,00 3 2 ND
Poznamka:

1-IMRI — intenzita MRI v prib¢hu prvniho vysetfeni; 1-EMRI- rozsah postizeni MRI v prib&hu prvniho vySetieni; 1-TMRI — totdlni MRI v prubéhu prvniho vySetteni.
2-IMRI — intenzita MRI v priibé¢hu druhého vysetfeni; 2-EMRI- rozsah postizeni MRI v pribéhu druhého vySetfeni; 2-TMRI — totalni MRI v prib¢hu druhého vysetieni.
1-GA — globalni klinicka aktivita v priibé¢hu prvniho vySetfeni; 2-GA — globalni klinicka aktivita v pribéhu druhého vysetfeni.

1-VAS-M - klinicka aktivita svalova v prubéhu prvniho vysetfeni; 2-VAS-M - klinicka aktivita svalova v prib&éhu druhého vysetieni.
1-CPK - hladina CK v prib&hu prvniho vySetieni; 2- CPK — hladina CK v prubéhu druhého vysetieni.

Histologie — intenzita zanétlivého infiltratu ve svalech MRI-postizenych, MRI-nepostizenych a svalech po terapii
ND — nebylo provedeno; NA - nebylo dostupné k vySetieni v ramci studie

GA a VAS-M a MRI bylo hodnoceno pomoci 10cm VAS, MRI hodnoceno zvlast pro IMRI, EMRI, TMRI.

Hladina CK byla méfeno s pouzitim komer¢niho kitu (Boehringer Mannheim, Germany), horni hranice normy 2,84 nkat/I.

Intenzita zanétlivého infiltratu byla hodnocena na vzorcich barvenych hematoxylin-eosinem (H-E) a hodnocena semikvantitativné pomoci 5-bodové stupnice (+ - ++++)
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KAPITOLA 4
(Priloha 4)

Cvyclosporin A versus methotrexat v 1é¢bé polymyozitidy a

dermatomyozitidy.

Cil. Cilem této studie bylo zjistit jakd je ucinnost a tolerance 1écby
cyclosporinem A nebo methotrexatem v kombinaci s kortikosteroidy u

pacientil s t€Zkou aktivni polymyozitidou ¢i dermatomyozitidou.

Metodika. Do této studie bylo zafazeno tficet Sest pacientt (20 s DM, 16 s
PM). Pacienti byli randomizovany do skupin s methotrexatem MTX (n=17)
a Cyklosporinem A (n=19). U vS8ech pacientl byl proveden svalovy test-
muscle endurance and functional test (MEFT), podrobné klinické vysSetieni
(CA), hodnoceni stavu pacientem (GPA), vySetteni MRI, byla stanovena
hladina kreatinkinazy CK, myoglobinu, IL-1Ra a autoprotildtek na pocatku

studie a v 1., 3. a 6. mésici 1écby.

Vysledky. V obou sledovanych skupinidch doslo ke zlepSeni sledovanych
parametra (MEFT, CA, GPA 1 MRI). Pacienti léeni MTX vykazovali
statisticky nevyznamné lepsi odpovéd’ neZ pacienti 1é€eni CyA. Hladiny CK
ve skupiné MTX signifikantné poklesly v 1., 3. and 6. mésici 1écby, ve
skupin¢ CyA byl sledovan signifikantni pokles pouze v 6.mésici. Sérové
hladiny IL-1Ra signifikantné poklesly ve skupiné pacienti l1écenych CyA jiz
po dvou tydnech, zatimco ve skupiné MTX az po 3 mésicich. Byla zjiSténa
korelace mezi jednotlivymi klinickymi parametry (MEFT, CA and GPA), ale

zadny z téchto parametri nekoreloval s hladinami CK nebo IL-1Ra.

Zavér. Lécba pacienti pomoci methotrexdtu nebo cyclosporinu s

kortikosteroidy byla v obou pfipadech provazena zlepSenim klinickych i



laboratornich parametri. Zmény hladin CK a IL-1Ra v této studii nebyly

spojeny se zlepSenim klinickych parametrii nemoci.
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SOUHRN ZAVERU DIZERTACNI PRACE

Dermatomyozitida a polymyozitida jsou zavazna onemocnéni, jejichz
etiologie a patogeneze neni dosud objasnéna. Jedna se o skupinu
onemocnéni vyznacujici se velkou heterogenitou, kterd se projevuje
odliSnostmi jednak v histopatologickém ale i v klinickém obraze u
jednotlivych typii onemocnéni. Lepsi pochopeni patogeneze a identifikace
prognostickych faktor jednotlivych typii onemocnéni by mohlo umoznit
Prestoze se zdd byt stanoveni diagnézy, pokud jsou jasn¢ splnéna
diagnosticka kritéria, pomérné jednoduché a jednoznacné, klinicka zkuSenost
ukazuje, ze odliSeni od nékterych nezanétlivych myopatii mize byt v
nékterych ptipadech velmi svizelné. Rovnéz ur€eni aktivity, rozsahu a
progndzy onemocnéni neni jednozna¢nou a zcela dofeSenou zalezitosti.
Vsechny v soucasné dob¢ dostupné vySetfovaci metody a postupy se ukazuji
jako ne zcela vyhovujici a odpovidajici skute¢nému stavu onemocnéni. Tyto
skutecnosti vedou k hledani stale novych postupt k precizaci diagnézy a k

hledani alternativnich a ptesnéjSich ukazatel aktivity procesu.

Nas projekt zabyvajici se studiem dermatomyozitidy a polymyozitidy byl
rozdelen do dvou hlavnich ¢asti.

Cilem prvni ¢asti bylo pokusit se zmapovat mechanizmy vedouci k zanétlivé
infiltraci svalt, k tkdnovému poskozeni a nasledné ke klinickym projeviim
onemocnéni u nemocnych s PM a DM. Nasi snahou bylo popsat
histopatologické procesy a tlohu nékterych vybranych imunokompetentnich
molekul v zanétem zménéné svalové tkani.

V druhé¢ ¢asti projektu jsme sledovali vliv téchto zanétlivych mechanizmt na
klinicky pribéh onemocnéni a odpoveéd’ na terapii takto nemocnych pacienti
a zjisStovali relevanci jednotlivych klinickych a laboratornich parametrt,
zvlasté pak obrazu MRI, zhlediska jejich podilu na klinické aktivité

onemocnéni u pacienti s PM a DM. A kone¢n¢ jsme se zajimali, zda existuje
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piredpovédni hodnota téchto parametri na pocatku sledovéani pro klinickou

aktivitu onemocnéni v dob¢ kontrolni biopsie po 1€¢bé.

Ve studii sledovani exprese cyklooxygenaz-1 a 2 a 5 lipoxygenazy ve
svalové tkani u IZM byla poprvé detekovana exprese mRNA pro enzymy
COX-1, COX-2 a 5-LOX na svalovych vzorcich u pacientd s
dermatomyozitidou a polymyozitidou. Tato exprese byla zvySena v zanétem
postizenych svalovych tkénich v porovnani s tkdnémi nepostizenymi
rozliSenymi pomoci MRI, a zaroven byla vys§i i v porovnani tkdnémi
odebranymi po terapii, coz naznacuje roli COX-1, COX-2, a 5-LOX a jejich
produktl v patogenezi zanétu a tvorbé edému ve svalové tkani u nemocnych
s DM/PM. Jejich pfesny ucinek vSak zlstava nejasny. Prostaglandiny -
produkty COX se mohou podilet na formaci edému v zdnétem zménéné
svalové tkadni pomoci regulace cévniho tonu.

Nékteré eikosanoidy se mohou 1 ucastnit procestt ovlivnéni bunck
imunitniho systému pomoci svych chemotaktickych G¢inkli nebo stimulace
adherence leukocytli na cévni sténu.

Dal$im z moZnych mechanismt do kterych by mohly COX, LOX a jejich
produkty zasahovat, je nepfitomnost programové bunééné smrti - apoptdzy,
kterd by odstraiiovala bunky zanétlivého infiltratu. Eikosanoidy zasahuji do
regulace apoptozu inhibujici molekuly Bel-2. Produkty LOX - leukotrieny
LTB4 a LTD4 a produkty COX-2 - prostaglandin PGE, zvySuji expresi
molekuly Bcl-2.

Dale je stale tfeba objasnit, co je divodem zvysené produkce COX a LOX

v zanétlivé tkani, a co tento zanét udrzuje. Hlavni zdrojem eikosanoidii jsou
makrofagy v zanétlivém infiltratu, ale predpoklada se, ze k této produkei u
IZM pfispivaji i buiiky endotelidlni a svalové. Dlikazem proto by mohla byt 1
nami pozorovana diskrepance mezi velikosti zanétlivého infiltratu a expresi
COX-2 mRNA a zvySenou expresi 5-LOX mRNA na svalovych buiikach
MRI rozliSenych postizenych svali. Nicméné tento rozdil mtize byt
zpusoben 1 riiznou intenzitou exprese COX mRNA a produkci ptislusného

proteinu spojenou s vyssim zastoupenim makrofagl v zanétlivém infiltratu.
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V dal$i studii jsme pomoci histochemického zobrazeni vybranych
imunologicky relevantnich zanétlivych mediatord a povrchovych molekul
(cytokinti, chemokinli a jejich receptoril) prokazali, ze svalové vzorky
pacienti s DM a PM zvysené¢ exprimuji CXC chemokin IP-10 a jeho
piislusny receptor CXCR3. Pfitomnost syst¢tmu IP-10 - CXCR3 ve
svalovych tkanich svéd¢i pro jeho vyznamnou ucCast v patogenezi
onemocnéni. Vzhledem k soucasné nepfitomnosti CCRS na infiltrujicich
bunkach, kterd ukazuje na malé zastoupeni Thl bunék, pfisuzujeme reakci
mezi [P-10 a CXCR3 roli spiSe v aktivaci svalovych bunék a rysuje se tak
ptedevsim jejich role, kterd spiSe nez v piimé chemotaxi pravdépodobné
spociva v potencialni stimulaci a aktivaci bunék svalovych. Tyto svalové
bunky zvysené exprimuji molekuly HLA I. tfidy. Tato hyperexprese muize
byt vyvolana napf. i IFN-f3, jehoz zna¢na pozitivita v riznych lokalizacich ve
vétsing odebranych vzorkl byla ur€itym piekvapenim. Zda se, ze jak bunky
infiltratu, tak svalové bunky a vmen$i mife i endotelie, jsou schopny
produkovat IFN-B. IFN-3 byl prokdzan ve vétSin€ vzorki, ale Cetnost jeho
exprese nebyla vyznamné rozdilnd mezi jednotlivymi biopsiemi z hlediska
lokalizace &i Gasové posloupnosti. Casta exprese by mohla naznaovat jednu
z etiologickych moznosti vzniku myozitid a byt tak odrazem snahy
imunitniho systému zlikvidovat potencialniho virového etiologického
Cinitele. Nicméné, produkce IFN-B byla v posledni dobé asociovana také
s jeho tvorbou v buiikkach imunitniho systému a po stimulaci riznymi

rozpustnymi mediatory, jako jsou IL-1, TNF-a ¢i IL-2.

Druhé ¢ast naseho projektu se vénovala spiSe klinickym projeviim svalového
zangtu a jeho terapii.

Vzhledem ke stile ne zcela vyhovujicim diagnostickym metodam a i
metodam pouzivanym k hodnoceni klinického stavu a pribéhu choroby u
pacienti s IZM, jsme se pokusili vyhodnotit pifinos vySetfeni pacientl
metodou MRI ve snaze nalézt metodu 1épe zobrazujici a popisujici stav

pacientd.
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Pfestoze ma vySetfeni svali pomoci MRI fadu vyhod, jde o neinvazivni,
Casov€ pomérné nenarocné vysetieni, které miize byt snadno opakovano.
Stale se vySetieni MRI pfi vySetfovani pacientl s [ZM dosud vyuZziva spise
jako pomocné a dopliujici vySetfeni, vétSinou pouze k diagnostickym
uceliim pied cilenou svalovou biopsii k upfesnéni mista odbéru, vzhledem
k heterogenit€ a okrskovosti zadnétem postiZzené tkan¢.

Hlavnim cilem nasi prace bylo zjistit, jakou relevanci mé vysetfeni MRI a
nckteré dalsi klinické a laboratornich parametry z hlediska jejich podilu na
klinické aktivit¢ a progndéze onemocnéni, coz by umoznilo vétsi vyuzivani

této metody v klinické praxi u pacienti s PM a DM.

V ramci nadi studie jsme zjistili, Ze globalni klinicky stav a aktivita svald
pacientll hodnocené pomoci VAS nejlépe korelovaly s intenzitou MRI svaltl.
Pokud byla provedena biopsie cilena na zakladé MRI rozliSeni postizenych a
nepostizenych svalii detekovali jsme v takto odebranych MRI-postizenych
vzorcich signifikantné vice zanétlivych bunék nez ve vzorcich odebranych
z MRI-nepostizenych ¢asti. Intenzita edému na MRI signifikantné poklesla
pfi druhém vySetfeni po 1éCbe, ackoliv toto zlepSeni na MRI nebylo
provazeno poklesem poctu zanétlivych bunék ve svalovych wvzorcich
odebranych po léc¢be. Tyto vysledky naznacuji, ze neinvazivni vysetfeni MRI
by mohlo byt uzite¢nym a lepSim parametrem k hodnoceni klinického stavu
a ucinku 1é¢by u pacienti s PM/DM nezZ histologické hodnoceni vzorki

svalové tkane.

V terapii IZM je stale k dispozici pomérné malo piistupli, které by mély
podklad v kontrolovanych studiich. Pfi¢inou je mald frekvence téchto
nemoci a nedostatek nastroji k objektivnimu a srovnatelnému hodnoceni
1écby.

Cilem nasi terapeutické studie bylo zjistit, jaka je ucinnost a tolerance 1écby
cyclosporinem A nebo methotrexatem v kombinaci s kortikosteroidy u
pacientl s tézkou, aktivni polymyozitidou ¢i dermatomyozitidou.

V této studii jsme hodnotili jaky je ucinek methotrexadtu (MTX), nebo
cyklosporinu A (CyA) pfidanych k 1€cbé kortikosteroidy u pacientil s tézkou
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aktivni polymyozitidou a dermatomyozitidou. Lécba pacientii pomoci
methotrexdtu nebo cyclosporinu A s kortikosteroidy byla v obou piipadech
provazena zlepSenim klinickych i laboratornich parametri. NaSe vysledky
prokazaly, ze oba 1écebné postupy byly v terapii PM/DM ucinné, a Ze nebyl
mezi obéma léky signifikantni rozdil v jejich ucinku.

Zmény hladin CK a IL-1Ra v této studii nebyly spojeny se zlepSenim
klinickych parametri nemoci. Pacienti 1éceni MTX vykazovali statisticky
nevyznamné lepsi odpovéd’ v nékterych parametrech, jako byl pokles CK,
nez pacienti 1é¢eni CyA, coz naznacuje, ze MTX by mohl byt lepsim Iékem

pro lécbu PM/DM nez CyA.
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