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ABSTRAKT

Uvod: Myasthenia gravis (MG) je autoimunitni onemocnéni, v jehoz diisledku dochazi k poruse
nervosvalového pfenosu a u kterého je thymus povazovén za patogenni orgéan. Diivéjsi predstavy o tom,
ze MG je pouze receptorova nemoc, jsou jiz piekonany. Dochazi 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
organil. Prvotni poznatky o poruSe humoralni imunity s rozhodujici roli patologickych autoprotilatek byly
korigovany nalezem imunitni dysregulace na Grovni T lymfocyti. Podle dne$nich znalosti se pii rozvoji a
udrzovani MG tucastni autoimunitniho zanétu téméf vSechny typy bunék s imunitni funkci: pomocné
CD4+ T lymfocyty, cytotoxické CD8+ T lymfocyty, regulacni CD4+CD25+ T lymfocyty, Th17
lymfocyty, B lymfocyty i plazmatické buiiky. Dominujici roli v imunopatologickych dé&jich ma u
mladsich pacienti thymus, u nemocnych starSich se uplatiuji i extrathymické mechanismy. V disledku
toho, thymektomie (TE) je vSeobecné piijimana jako soucast 1é€by u MG. Dosud ale neexistuji
nepochybna data ovéfend prospektivni kontrolovanou studii, kterd by prokazovala efekt této 1écebné
alternativy. RovnéZ neni jasny pfesny mechanismus, kterym TE zmirfiuje ptiznaky MG. Thymom je
povazovan za $patny prognosticky faktor MG, protoze sebou vétsinou nese t€Z8i pruibéh MG nebo snizeni
schopnosti reagovat na lécbu. Kazdopadné stéle zlistdvaji otdzky v mnoha oblastech, pokud jde o
terapeutickou roli TE u nonthymomat6zni MG.

Cile préce: 1. definovat a komparativné zhodnotit skupiny nonthymomatoznich a thymomatoznich
pacientu 1é¢enych 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 cytokinl v periferni krvi u myastenickych pacientti pied a po TE se sou¢asnym
vyhodnocovanim jejich kvantitativhiho myastenického skore (QMGS) a postintervenéniho statu; 3.
objasnit spole¢ny imunopatogeneticky mechanismus nékolika autoimunitnich chorob u jednoho pacienta,
nasledného klinického praubéhu téchto onemocnéni a manazmentu jejich 1é¢by;

Pacienti a metody : Vyhodnocovali jsme neurologické vysledky po TE u pacienti s thymomem a bez
thymomu a nasledného vlivu TE s nebo bez soubézné imunoterapie na rizné lymfocytarni subpopulace T
a B lymfocytt se zaméfenim na CD4+CD25+ regulaéni T butiky v definovanych ¢asovych intervalech
(pted TE; 1 mésic, 6 mésict, 12 mésict a 24 mésici po TE) u sledovanych skupin pacient : A) pacienti s
generalizovanou nonthymomatézni MG 1é¢enych pyridostigminem (bez imunosupresivni 1é¢by); B)
pacientl s generalizovanou nonthymomat6zni MG lécenych kortikosteroidy; C) pacientl s
generalizovanou nonthymomatézni MG 1é€enych kombinovanou imunosupresi (kortikosteroidy a
azathioprin); D) pacientt s generalizovanou MG s histologicky prokazanym thymomem a 1é¢enych
kombinovanou imunosupresi (kortikosteroidy a azathioprin).

Vysledky : Celkem bylo zahrnuto 62 pacientt s generalizovanou MG, kteri podstoupili TE. Thymom byl
histologicky potvrzen u 16 pacientti. Nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v dosazeni kompletni
stabilni remise (KSR) 24 meésicti po TE (24% nonthymomatoznich a 25% thymomatdznich pacienttt)
nebo poctu relapsu (p = 0,843) mezi thymomat6zni a nonthymomatédzni skupinou béhem pooperacniho
sledovani, a rovné€z 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 pacientt
neovliviuje terapeuticky efekt operace (p = 0,64).

TE u pacientl 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; nartist CD8+, p=0.009). Dokézali 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
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dosahli statu KSR v rdmci nonthymomatdzni skupiny]. Nonthymomat6zni skupina, kterd 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 lymfocyta
(CD4+, CD8+, CD19), jakoz i jejich postintervencni status po 24 mésicich sledovani byl nejhorsi ze
vsech sledovanych skupin MG pacienti. 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 piitomnosti
thymomu (p<0.001). Prokéazali jsme, Ze Ctyii klinicky heterogenni jednotky na autoimunitnim podkladé
(MG, Castlemanova nemoc, pemphigus vulgaris, antifosfolipidovy syndrom) maji spole¢né
imunopatogenetické pozadi tkvici v molekule interleukinu 6, co ndAm 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 pfesné znam. Byly zjistény zvysené hladiny
cirkulujicich CD4+CD25+ regula¢nich T bunék u klinicky stabilnich MG thymektomovanych pacientt
uzivajicich bud’ kortikosteroidy nebo kombinovanou imunosupresivni 1é€bu. Na zakladé teéchto vysledki
samotna TE bez konkomitantni imunoterapie neni dostacujici pro zvyseni poctu cirkulujicich
CD4+CD25+ regula¢nich T bunék 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 (Lrpd)], 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
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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 lé¢ba, QMG skore, kompletni stabilni remise



1. UvOoD

1.1. Definice MG

Myasthenia gravis (MG) je onemocnéni nervosvalového pienosu, charakterizované kolisavou slabosti a
unavitelnosti pficné pruhovanych svald (o¢nich, bulbarnich, pletencovych, sijovych a dychacich) bez
poruchy reflext a citlivosti nebo dalSich neurologickych funkci.

MG je autoimunitni onemocnéni, kde n€kolik typii autoprotilatek pod vlivem bunéénych imunitnich
mechanizmil interferuje se strukturami nervosvalového spojeni, které mohou vést k poruse jeho funkce
(Berrih-Aknin a Le Panse, 2014). Na imunopatogenezi MG se piedpoklada ucast imunitniho organu
thymu, ktery je zfejme za autoagresi piimo odpoveédny. U myastheniki je Casté zvétSeni az piimo
nadorové postiZzeni tohoto organu. V 10-15% ptipadt je MG asociovana s thymomem. Tento nalez vSak
neni podminkou vzniku choroby.

1.2. Imunopatogeneze myasthenia gravis

1.2.1. Thymusa MG
Histopatologické zmény thymu tykajici se MG lze v principu rozdélit do tii kategorii : 1) folikularni
hyperplasie thymu (65-75% ptipadt); 2) tukova atrofie (involuce) thymu (10-20% piipadt); 3) thymom
(asi 10% ptipadl). Zasadni je odliSovat mezi nonthymomatozni (bez ptitomnosti nadoru thymu —
thymomu) a thymomato6zni (paraneoplastickou) formou MG.

a) Nonthymomatdzni autoimunitni forma MG

U mladSich pacientt s protilatkami proti acetylcholinovému receptoru (AChR), dochézi v thymu k
indukci exprese AChR, ktera nésleduje po jeho uvolnéni z thymickych myoidnich bunék. Myoidni buiiky
jsou u MG zdrojem antigennich epitopd, 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 lymfocytu, ale i B lymfocytd, které se vymknou kontrole T regulujicich lymfocytd. To
zpisobi jak v thymu, tak i na periferii stimulaci specifickych B lymfocyti, které produkuji protilatky
proti AChR. Morfologickym disledkem je tvorba germinativnich center na rozhrani dien¢ a kiry brzliku
s tzv.folikularni hypeplasii (Marx et al., 1997).

b) Thymomat6zni paraneoplasticka forma MG

Néadory brzliku - thymomy, vznikaji z epitelialni 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 tvoti maligni
thymomy s invazivnim ristem. Imunopatogeneze MGAT je heterogenni, uplatiuji se jak centralni
imunitni mechanismy (thymus, thymom), tak periferni extrathymické mechanismy.

Pro thymomy je typicka vyrazna morfologicka variabilita, d¢li se dle doporuceni Svétové zdravotnické
organizace (World Health Organization, WHO) do 5 skupin: typ A (medularni), AB (smiSeny), B1 ¢i B2
(kortikalni), B3 (dobfe diferencovany thymicky karcinom) (Suster a Moran, 2006).

1.2.2. Autoprotilatky

Patologické autoprotilatky jsou v cca 80% piipadi namitené proti nikotinovému AChR na postsynapticke
membrané nervosvalové ploténky (AChR+ MG) nebo v 5-10% proti svalové specifické tyrozin-kindze
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(MuSK, MuSK+ MG). V roce 2011 byly u japonskych myastenikti 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 bézné 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. U vétSiny pacienti s nalezem thymomu se nachazeji protilatky antistriatalni (SCMADb),
které zpiisobuji postizeni svalovych vlaken s mikroskopickym nalezem lymforhagii.

1.2.3. Imunopatogenetickd klasifikace MG

V soucasné dobé se rozliSuje 6 samostatnych typti 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

b) SPMG s pozdni manifestaci

¢) MG asociovana s thymomem (MGAT)

d) SNMG s protilatkami proti MuSK

e) SNMG s protilatkami proti Lrp4

f) Seronegativni MG (SNMG)

1.2.4. Utast jednotlivych subpopulaci lymfocytii na imunopatogenezi MG

1.2.4.1.T lymfocyty — bun&tnd odpovéd’ specifické imunity

AChR-reaktivni CD4+ T bunééné klony, které se nachazeji v thymu a periferni krvi, hraji dilezitou roli
v patogenezi MG tim, ze poméahaji B lymfocytim produkovat anti-AChR protilatky (Lindstrom et al.,
1988; Harcourt et al., 1988). AChR-specifické CD4+ T butiky jsou ptitomny Vv krvi pacientti s MG, ale
jsou obzvlasté bohaté na brzliku, coz podporuje myslenku, ze k autosenzibilizaci T bunék dochazi v
thymu (Melms et al., 1988). Thymektomie a specificka terapie monoklonalnimi protilatkami proti CD4+
T lymfocytim zlepsuje klinické pfiznaky u tohoto modelu, coz dokazuje, ze CD4+ T bunky mohou byt
zapojeny v iniciaci humoralni autoimunitni odpovédi u MG (Ahlberg et al., 1994).

Z hlediska perifernich mechanismu autotolerance je velmi dtlezitou skupinou CD4+ T-lymfocytt
subpopulace regula¢nich bunék, které jsou charakterizovany molekulami CD4, CD25 a Foxp3 (forkhead
v udrzovani autotolerance a potlac¢eni rozvoje autoimunity (Beissert et al., 2006).

Aricha et al. pozorovali, Ze se v periferni krvi u myastenickych potkanii nachézi vyznamné nizsi pocet
Treg v porovnani se zdravymi kontrolami a ze Treg bunky od zdravych darci mohou suprimovat EAMG
u hlodavct (Aricha et al., 2005). Rovnéz Treg bunky od myastenickych potkantl jsou mén¢ G¢inné nez
Treg bunky od zdravych kontrol (Gertel et al., 2013). Pacienti s MG maji funkéni deficit thymickych
Treg bun¢k (Balandina et al., 2005) Mnozstvi Treg bun¢k dle nékterych autori dramaticky nardsta po
thymektomii a koreluje se zlepSenim klinickych ptiznaki (Sun et al., 2004). Také kortikoidy vedou

k zlepseni funk¢ni aktivity Treg bunek.

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 bunécna deplece zvySuje vnimavost mysi
k EAMG (Zhang et al., 1996). Lisak et al ukazali, Ze deplece CD8+ T bunék z krevnich mononuklearnich
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bunék u pacientt S MG vedla ke zvysené produkci autoprotilatek, coz znamena, ze autologni CD8+ T
bunky vykazuji ur¢itou regulaéni kontrolu nad anti-AChR CD4+ T bunkami u MG (Lisak et al., 1983).

1.2.4.2.B lymfocyty a plazmatické buinkky — humoralni odpovéd’ specifické imunity

Zé&kladnimi markery B-lymfocyti jsou molekuly CD19 a CD20 (Abbas a Lichtman, 2005).  Zvyseny
pocet B bun¢k se naléza v thymu u folikularni hyperplasie pti SPMG s ¢asnym zac¢atkem a to hlavné u
zen (Berrih-Aknin et al., 2013). Kromé¢ toho, u pacienti s MG se prokazaly dikazy o klonalni expanzi B
lymfocytd ve srovnani s kontrolami (Vrolix et al., 2014).

1.2.4.3.Cytokiny IL-17, IEN-y, TNF-a a IL-6

Interleukin 17 je tvofen pamétovymi aktivovanymi CD4+ T lymfocyty a pravdépodobné patii k Casnym
iniciatoriim zanétlivych reakci zavislych na T buiikach. Ukazuje se, Ze rovnovaha mezi T pomocnymi
buiikami (Th1, Th2, Th17 a Treg) je pii rozvoji EAMG narusena tim, ze dochazi ke kolisani hladiny IL-
17, ktera pii progresi onemocnéni stoupa (Mu et al., 2009). Chronicky zanét pfitomny v thymech
pacientii s MG, ktery zahrnuje fadu cytokind, jako je TNF-a, IL-17 a IFN-y zfetelné ptispiva ke snizeni
poctu Treg bunék a dysregulaci jejich imunosupresivni aktivity. V mechanismu této chronické imunitni
aktivace hraji vySe popisované cytokiny ustfedni roli (Berrih-Aknin a Le Panse, 2014).

Sekrece IL-6 je odpovédi na sekreci TNF-a a IL-1. Je produktem aktivovanych T lymfocytt, pro B
lymfocyty je hlavnim ristovym faktorem v zavérecnych fazich jejich diferenciace. Nekteré studie
ukézaly, 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).

1.3. Klinicka symptomatika MG

Anamnéza a klinicky obraz zahrnuje slabost a unavitelnost pficné pruhovaného svalstva rozli¢né a ¢asto
ménlivé lokalizace. Typicka je proménlivost a kolisani v ¢ase. Fluktuace je zavisla na dennim rytmu,
fyzické zatézi, stresu, vétsinou se zvyrazni v odpolednich a ve€ernich hodinach, ale miiZe se objevit 1
rano. Zacatek nemoci byva nenapadny, plizivy, ¢asto demaskovan infekéni chorobou. Rozvoj
onemocnéni az do myasthenické krize, kdy selhavaji svaly branice a pomocné respiracni svaly, vede k
nutnosti umé&lé plicni ventilace (UPV) s fadou naslednych zivot ohrozujicich komplikaci. Kolem 20%
nemocnych trpi fokalni formou, nej¢astéji tzv.okularni myastenii (Meriggioli a Sanders, 2009) se slabosti
extraokularnich svali s projevy ptozy a/nebo diplopie. Pokud nedojde ke generalizaci do dvou let, Ize
mluvit o ¢isté o¢ni forme myastenie (OMG). V ptipadé progrese svalové slabosti na dalsi svalové
skupiny (mimo extraokularnich svali) jiz mluvime o generalizované formé MG.

1.4. Diagnostika MG a hodnoceni neurologického nalezu

Vzhledem ke klinické heterogenité a vétSimu mnoZzstvi alterovanych svalii v rtizné mife postizenych byla
klinick4 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). 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 vytvotena na podklad€ postiZzeni o€nich svalll a ostatnich svalovych
skupin s vyjadienim stupné jejich oslabeni (Jaretzki et al., 2000).
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Potvrzeni diagndzy spociva v provedeni elektrodiagnostickych testt [repetitivni stimulace motorického
nervu (RSMN), single-fiber elektromyografie (SF EMG)], vySetieni autoprotilatek (proti AChR, proti
MuSK) v akreditované laboratofti. U jisté diagndzy MG je nutné provést CT mediastina k vylouceni
thymomu.

1.5. Terapie myasthenia gravis

1.5.1. Farmakoterapie myasthenia gravis

Inhibitory cholinesterazy : Symptomatickou terapii, inhibitory acetylcholinesterazy (IAChE),
modulujeme nervosvalovy pienos reverzibilni inhibici acetylcholinesterazy (AChE), kterd hydrolyzuje
acetylcholine (ACh) na nervosvalové ploténce. To vede k prolongaci aktivity ACh v synaptické Stérbiné
a ke zvySenému mnozstvi acetylcholinu.

Kortikosteroidy: Jedna se o peroralni imunomodulaéni 1é¢bu prednisonem, prednisolonem nebo
metylprednisolonem. Pozitivni efekt ma minimalné u 70% pacientd, kdy 1ze dosdhnout vétsinou v
kombinaci s IAChE klinické remise. ZlepSeni nastava béhem prvnich 6-8 tydnii 1écby. Vyznamnym
problémem dlouhodobé 1é¢by je steroidni myopatie, ktera je zavisla na kumulativni davce.

Imunosupresiva: Azathioprin je velmi vhodnym imunosupresivem zejména v piipadé potieby
dlouhodobéjsi medikamentozni 1é¢by, umoziujici sniZzeni davek kortikosteroida kvili
komplementarnimu efektu obou typti medikamentt (Palace et al., 1998). Mykofenolat mofetil (MMF)
potlacuje produkei protilatek a bunécnou imunitu a to zvySenim lymfocytarni apoptozy, redukci sekrece
TNF-o a zvySenim exprese IL-10. Cca 5-8 % pacientl je refrakternich na konven¢ni terapeutické
postupy. U téchto nemocnych dochazi k trvalé prezentaci klinickych ptiznakii a ¢astym myastenickym
krizim. V téchto ptipadech je zkouSena terapie cyclosporinem A, tacrolimem (FK506), novéji
experimentalni biologickou 1écbou (rituximab, eculizumab) nebo imunoadsorbci. V krajnich ptipadech je
mozné pouzit vysokodavkovanou imunoablaci s podporou kmenovych bun¢k (Drachman et al., 2008)
anebo allogeni transplantaci kostni dfen¢ (Strober et al., 2009).

IVIG nebo PF jsou doporuceny v tézkych pripadech MG k navozeni klinické remise nebo priprave k
thymektomii.

1.5.2. Chirurgické terapie myasthenia gravis — thymektomie

Chirurgicka 1é¢ba MG spociva v odstranéni thymu — thymektomii (TE) nebo jeho nadoru — exstirpaci
thymomu. Ptistup 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 pacientll 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.
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2. CILE PRACE

1. podrobn¢ definovat skupinu pacientt s myasthenia gravis, ktefi byli v Centru pro diagnostiku a 1écbu
myasthenia gravis Neurologické kliniky 1. LF UK a VFN v Praze opera¢né 1éceni thymektomii v letech
2010-2013 a komparativné zhodnotit skupiny nonthymomatéznich a thymomatoznich pacientd s cilem
nalézt klinické ukazatele budouci odpovidavosti na tuto 1écbu

2. longitudinalné sledovat vyvoj jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci, specifickych protilatek a
produkci intracelularnich cytokini v periferni krvi u ¢ty skupin myastenickych pacientt pied a po
thymektomii (1 mésic, 6 mésict a 12 mésicl) se sou¢asnym vyhodnocovanim jejich QMGS v téchto
casovych intervalech a nasledn¢ i MGFA postintervencniho statu 24 mésict po thymektomii :

A) pacientt s generalizovanou nonthymomatozni MG léc¢enych pyridostigminem (bez imunosupresivni
1écby)

B) pacientti s generalizovanou nonthymomatézni MG 1é¢enych kortikosteroidy

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

D) pacient s generalizovanou MG s histologicky prokdzanym thymomem a lécenych 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 prubéhu téchto onemocnéni a
manazmentu jejich 1éCby

K hodnoceni téchto cilti bylo pouzito komparativni a longitudinalni studie.

3. ZAKLADNI HYPOTEZY

Hypotézyucile €. 1 :

A. Pacienti s thymomem maji hor$i poopera¢ni pribéh myastenickych pfiznakti po thymektomii nez
pacienti bez thymomu.

B. Predoperaéni terapie kortikosteroidy je dobrym prediktivnim ukazatelem pozitivniho efektu
thymektomie.

C. Doba trvani generalizované myasthenia gravis pied operaci u nonthymomatoznich pacientii vyrazné
ovliviiuje terapeuticky efekt operace.

D. Seropozitivni a seronegativni pacienti profituji z thymektomie stejné.

Hypotézy u cile €. 2 :

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

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

G. Vyskyt protilatek SCMADb v krvi je indikatorem pfitomnosti thymomu.
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Hypotézyucile €. 3 :

H. Ctyii klinicky heterogenni jednotky na autoimunitnim podkladé (myasthenia gravis, Castlemanova
nemoc, pemphigus vulgaris, antifosfolipidovy syndrom) maji spole¢né imunopatogenetické pozadi, které
umoziuje hledat spole¢nou a strategicky cilenou terapii.

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 V§eobecné fakultni nemocnice v
Praze. Vsichni méli jasné klinické a elektrofyziologické dikazy o MG. Nejednalo se jenom o
seropozitivni pacienty, do souboru sledovanych pacientd byli zafazeni i tzv. dvojité seronegativni
pacienti s negativitou protilatek jak proti AChR, tak proti MuSK. Histopatologické vysetieni vzorka
thymu bylo provedeno u vSech operovanych pacientd. Thymomy byly histologicky klasifikovany podle
WHO jako typ A (dieniové), AB (smiSené), B1 nebo B2 (kortikalni), B3 (dobie diferencovany thymicky
karcindm). Pacienti s nalezem pokro¢ilého stadia thymomu podstoupili adjuvantni radia¢ni terapii.
Kritéria pro zatazeni do souboru byly nasledujici: (1) nastup generalizované MG béhem poslednich 7 let;
(2) veék od 17 do 60 rokii pro nonthymomatozni pacienty MG (bez omezeni pro thymomatdzni pacienty s
MG); (3) pacienti s generalizovanou formou MG stupné II-1V dle klasifikace MGFA. Kritéria pro
vylouéeni ze souboru sledovanych pacienti byly (1) izolovana oéni forma MG bez projevt celkové
slabosti (stupeii I dle klasifikace MGFA); (2) klinicky stupen tfidy V (vyzadujici intubaci); (3)
t¢hotenstvi nebo kojeni; (4) pozitivni protilatky anti-MuSK. Kontrolni soubor pacientii byl uréen
ke srovnani pfedoperacnich hladin T regula¢nich lymfocytt. Pozistaval ze zdravych a vékové
ptibuznych subjektl bez pritomnosti autoimunitniho onemocnéni a bez uzivani jakékoliv
imunomodulaéni nebo imunosupresivni terapie. Informovany souhlas s vyzkumnym projektem byl
schvélen Etickou komisi V§eobecné fakultni nemocnice v Praze a byl podepsan vSemi zic¢astnénymi
pacienty.

4.2. Rozdéleni pacientii do skupin dle pFitomosti thymomu a dle predoperacni terapie

Thymektomovani pacienti byli rozdéleni do dvou hlavnich skupin, a to bud’ pacienti s generalizovanou
nonthymomato6zni autoimunitni MG nebo pacienti s generalizovanou thymomatdzni paraneoplastickou
MG. U pacientti s thymomem byla pifedoperacné zahajena terapie kombinovanou imunosupresi — t.
kombinaci kortikoidd a azathioprinu, proto se tato skupina posuzovala jako jeden celek; skupina
Thymoma (n=16). Pfedoperacni terapie nonthymomatoznich pacient s histolopatologickym pritkazem
folikularni hyperplasie nebo atrofie thymu se vyrazné lisila, proto byli rozdé€leni do tfi podskupin: (a)
1é¢eni jenom inhibitory AChE (pyridostigminem), bez imunosupresivni nebo imunomodulacni terapie;
skupina NonThymoma 0, n=12 (b) léceni kortikoidy; skupina NonThymoma KS, n=13 (c) l1éceni
kombinovanou imunosupresi, tj. kortikody a azathioprinem; skupina NonThymoma KS+AZA, n=21.
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 kortikoidd u téchto dvou
skupin na zacatku terapie byly pfiblizné stejné.
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4.3. Laboratorni metody

Analyza lymfocytarnich subpopulaci a intracelularnich cytokint byla provedena pomoci pratokové
cytometrie, analyza protilatek proti acetylcholinovym receptoriim pomoci radioreceptorové analyzy
(RRA) a antistriatalnich protilatek nepifimou imunofluorescenci (NIF).

4.4, Statistické metody

K modelovéani vyvoje jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci, autoprotilatek a intracelularnich
cytokind byl pouzit linearni smiseny model s nahodnym efektem pacienta. Testovani vyznamnosti
pevnych efektl se provedlo pomoci testu pomérem vérohodnosti (likelihood ratio test). U proménnych s
vice rovinami (napf. 4 skupiny pacientt nebo obdobi PRE/1M/6M/12M) sa k nalezeni urovni se
statisticky vyznamnymi rozdily pouZila metoda mnohonasobného srovnavani.

Pti zkoumdani vztahii mezi jednotlivymi charakteristikami pacientli byly pouzity dvouvybérové t-testy,
Fisheriiv 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 (pted
TE, 1 mésic, 6 mésict, 12 mesict a 24 mésict po TE) objektivné neurologicky vysetien specialistou

z myastenického centra. V téchto ¢asovych intervalech se pii posuzovani klinického stavu pacienta
métilo QMGS a 24 mésicti po TE byl soucasné vyhodnocovan jejich MGFA postintervencni status.
Kompletni stabilni remise (KSR) byla definovana 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 bodt v QMGS. Status “zhorSeni” byl definovan jako vzestup 5 a vice bodi 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 dal§ich autoimunitnich
onemocnéni

U 35 letého pacienta s negativni rodinnou i osobni anamnézou postupné vznikla kolisajici, nasledné
trvala diplopie, ptdza na pravém oku, slabost a zvySena unavitelnost hornich koncetin, posléze dysartrie a
dysfagie. Sest mésicti pred vznikem neurologickych obtizi se u pacienta za¢aly 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 odd¢leni a
objektivné neurologicky mu byl diagnostikovan generalizovany myastenicky syndrom stupné IIIb dle
MGFA. Vsechny vysledky pomocnych vysetiovacich metod svédéily pro diagnézu seropozitivni MG.
CT mediastina neprokazovalo piitomnost thymomu, magneticka resonance (MRI) mozku byla normalni.
Terapeuticky byl zaznamenan efekt neostigminu. Vzhledem K neurcitym bolestem v podbiisku a
palpacné hmatné tuhé rezistenci pacient podstoupil CT bficha, kde byl piekvapivé popsan objemny
solidni tumoroOzni Gtvar na rozhrani mezogastria a hypogastria, velikosti 12x7x10cm. Chirurgicka
intervence bfisniho tumoru byla odlozena az po stabilizaci neurologického stavu. VVzhledem Kk potiebé
vylou€eni jiné malignity event. 1 metastatického postizeni bylo provedeno vySetfeni celotélovou
pozitronovou emisni tomografii (PET), kde nebyla nalezena Zadna jind metastaticka loziska. Byla
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nasazena léc¢ba inhibitory AChE (pyridostigmin v davce 4x 60mg), imunosupresivy (azathioprin
100mg/den) a kortikosteroidy (které byly postupné navySovany do cilové davky 60 mg/denné). Ke
stabilizaci myastenické symptomatiky doSlo po 4 mésicich lécby a nasledné byla provedena
transsternalni thymektomie s disekci pfedniho mediastinalniho tuku a soucasné explorativni laparotomie
s pokusem o odstranéni btisniho 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 prokdzéna folikularni hyperplasie, thymom nebyl
nalezen. Vzorky z retroperitonea byly popsany jako solitarni forma smiSeného typu Castlemanovy
nemoci. Protilatky proti human immunodeficiency viru (HIV-1 a HIV-2) byly negativni.
Nové komplikace nastaly 18 mé&sict od stanoveni diagnozy generalizované MG, kdy akutné vznikla

pravostrannd hemiparéza. Na MRI mozku byla nalezena ischemie v oblasti capsula interna vievo.

Bylo provedeno komplexni cévni vySetfeni véetné¢ trombofilnich mutaci a byly nalezeny pozitivni
protilatky proti kardioplipinim IgG a IgM a sou¢asné pozitivita proti ,,single strand” DNA (anti
SSDNA++), test na ,,double strand” DNA (ds DNA) byl negativni. U nemocného bylo klinicky i
laboratorn¢ potvrzeno podezieni na antifosfolipidovy syndrom a zahédjena antikoagulaéni 1écba
nizkomolekularnim heparinem v terapeutické davce. Rozsahlé mukokutanni léze v koexistenci s
hypervaskularnim tumorem retroperitonea byly diagnostikovany jako paraneoplasticky pemphigus.
Vzhledem k vyse uvedné komorbidité a suspektni souvislosti s B bunéénou patologii, byla po konzultaci
s hematology zahajena biologicka terapie rituximabem (Mabthera) v inicialni davce 375mg/m?,
Rituximab byl celkem podan 8-krat v pulzech 700 mg na 1 davku. Doslo k dalsi recidivé ischemické
cévni mozkové prihody 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 pfiznakit MG, nepodatilo se ale zlepsit symptomy
Castlemanovy nemoci a pemphigus vulgaris. Pacient zemfel 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

nonthymomato6zni MG a thymomatézni MG

5.1.1. Klinické charakteristiky sledované populace

Tab. 1 Klinické charakteristiky 62 pacientii s MG, ktefi podstoupili thymektomii

NONTHYMOMA THYMOMA

N 46 (74%) 16 (26%)
ZENY n (%) 34 (74%) 7 (43,7%)
TROVAVNI NEMOCI PVRED TI;;YM EKTOMII 17 (3-84) 8 (4-20)
(prumér a rozsah v mésicich)
VEOK Y DOBE THYMEKTOMIE 34,2(17-60) 55(22-72)
(pramér a rozsah v letech)
AChR POZITIVNI PROTILATKOVY STATUS 36 (78%) 16 (100%)
11 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 pted 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.mésice do 24.mésice sledovani 10 (21.7%) 3 (18.7%)
PROGRESE INVALIDITY (na zékladé QMGS) 5 (10.8%) 1(6.25%)
od 6.mésice do 24.mésice sledovani
ASOCIOVANE AUTOIMUNITNI NEMOCI 12 ) (26%) 2 9 (12.5%)
KOMPLIKACE SPOJENE S THYMEKTOMII 19 (2.1%) 19 (6.25%)
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a) od generalizace MG do thymektomie

b) 7 pacientii s autoimunitnim onemocnénim $titné zlazy, 1 pacient s asthma bronchiale, 1 pacient s roztrousenou sklerézou, 1
pacient s vaskulitidou, 1 pacient s revmatoidni artritidou, 1 pacient s ankylozujici spondylitidou HLA-B27+

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

d) 1 pacient s postoperacni infekei v rané

e) 1 pacient s postoperacnim hemoperikardem

5.1.2. Neurologické vysledky

Zlepseni celkového QMG skore bylo zaznamenéno u 89% pacientli s nonthymomat6zni MG a u 94%
pacientd 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 [CI = -3,97, -
0,991, p = 0,001) nez Zeny. Terapeuticky vysledek méten na zakladé QMGS po 1 roce sledovani u
nonthymomatdznich pacientt byl nejlepsi u pacientd 1é¢enych kortikosteroidy. Jejich QMGS se snizilo 0
2,27 bodu (p = 0,015) ve srovnéni s nonthymomatdznimi pacienty 1é¢enymi kombinovanou
imunosupresi, u kterych se primérna hodnota snizila o 2,22 boda (p = 0.044). Terapeuticky vysledek u
pacientd s thymomem byl 1 rok po TE vyznamné lepsi o 1,75 bodu (p = 0,005). I kdyz rozdily v QMGS
mezi jednotlivymi sledovanymi skupinami jsou minimalni, miZeme 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% nonthymomatdznich a 25%
thymomatdznich pacientt (Tab. 2). Mira relapst byla v nonthymomato6zni skuping 21,7% ve srovnani s
18,7% v thymomatdzni skupiné. Nebyl zadny vyznamny rozdil v po¢tu relapsi 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. 2), z ¢eho pro nas vyplyva, ze TE u téchto dvou skupin ma podobny tcinek
po 2 letech sledovani klinického stavu pacientl od operace. Proto miizeme tvrdit, ze hypotéza A u cile
¢.1, Ze ,,Pacienti s thymomem maji horsi pooperacni pribéh myastenickych priznaki po
thymektomii nez pacienti bez thymomu* se nepotvrdila.

Pti bliz§im zkoumani nonthymomat6zni skupiny jsme dospéli k zavéru, ze KSR bylo dosazeno 2 roky
po sledovani u 38% pacientu, kteri dostavali kortikosteroidy a u 24% pacientu, kteri dostavali
kombinovanou imunosupresivni terapii. Pouze 8% nonthymomatdznich pacienti po thymektomii
1é¢enych jenom pyridostigminem doséhlo statu KSR. Zlepseni myastenického stavu bylo zaznamenéno u
48% nonthymomatoznich pacientt po 2 letech TE obecné, nejlepsi vysledky byly ziskany ve skupiné
1écené kombinovanou imunosupresivni 1é¢bou (57%) a poté ve skupiné 1é¢ené kortikosteroidy (46%;
Tab. 2). Mira relapsu byla 21,7% a pouze 5 pacientd mé&lo progresi invalidity s vyssim QMGS (vice nez 5
bodil), takze jejich stav byl hodnocen jako “zhorSeni* a 3 z nich patfiili ke skupiné 1écenych
pyridostigminem (Tab. 2).

Hypotéza B u cile ¢. 1 se potvrdila, protoze piedoperacni terapie kortikosteroidy je dobrym
prediktivnim ukazatelem pozitivniho efektu thymektomie (nejvétsi pokles v QMGS po 1 roce
sledovani, vysoky podil pacientt, kteri dosahli statu KSR).

Zjistili jsme, Ze mezi pfedopera¢nim trvdnim onemocnéni MG u nonthymomatéznich pacientt a
odpovédi na TE (terapeuticky vysledek byl méfen dle QMGS, p = 0,64) neni Zadny vyznamny vztah.
Rovnéz ani u pacientu s relapsy nebo progresi QMGS po TE, jsme nepozorovali vyznamny vztah mezi
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predoperac¢nim trvanim onemocnéni a poétem relapsi (p = 0,177), nebo progresi QMGS (p = 0,243).
Proto muzeme tvrdit, ze hypotéza C u cile €. 1, Ze ,,Doba trvani generalizované myasthenia gravis
pied operaci u nonthymomatoznich pacienti vyrazné ovliviiuje terapeuticky efekt operace* se
nepotvrdila.

Vétsina pacienttt z nonthymomatozni skupiny bylo séropozitivnich (76%), 10 pacientt bylo dvojité
séronegativnich (anti-ACHR -, anti-MUSK -). Vsichni thymomat6zni pacienti byli séropozitivni. Kdyz
jsme porovnavali nonthymomatozni séropozitivni a séronegativni skupinu, pozorovali jsme, ze
séronegativni pacienti byli vétS§inou muzi (p = 0,001) a méli kratsi trvani nemoci (pramérmé 10 mésicu, p
=(0,04). Tyto dvé skupiny nevykazovaly rozdily v jinych kritériich, a jejich reakce na TE byly velmi
podobné (p = 0,368, Tab. 2). Proto miZzeme tvrdit, Ze hypotéza D u cile ¢&. 1, Ze ,,Séropozitivni a
séronegativni pacienti profituji z thymektomie stejné* se potvrdila.

18



Tab. 2 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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5.2.  Longitudinalni sledovani vyvoje lymfocytarnich subpopulaci, specifickych
protilatek a intracelularnich cytokina v periferni krvi u definovanych skupin
pacienti s generalizovanou MG po thymektomii

5.2.1. Treqg (CD4+CD25+)

Zkoumali jsme dynamické zmény CD4+CD25+ T bungk z periferni krve u thymomatdznich a
nonthymomatdznich pacienti S MG pied a po thymektomii.

Ptedoperaéni primérné hodnoty v % CD4+CD25+ T buné€k se vyznamné neliSily mezi viemi
sledovanymi pacienty s MG a zdravych kontrolami (p> 0,05) a rovnéZ se vyznamné nelisily mezi
pacienty s thymomem a bez thymomu (p=0,361). Take jsme nepozorovali vyznamné rozdily,
pokud jde o veék (p = 0,887) nebo pohlavi sledovanych pacienti (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 bunék Treg (2,72%, p
<0,001) u nonthymomatdznich pacientli Ié€enych kortikosteroidy a vyraznému nartstu (1,75%, p
= 0,008) u pacienti 1é¢enych kombinovanou imunosupresivni terapii. Prvni ¢ast hypotézy E
u cile ¢. 2 o vzristu procentuélniho podilu Treg bunék mezi lymfocyty
u nonthymomatoznich pacienti s konkomitantni imunoterapii rok po thymektomii se
potvrdila.

Z4dna vyznamna zména nebyla pozorovéana u pacientt, ktefi dostavali pouze pyridostigmin. U
thymomatdzni skupiny bylo pozorovano vyznamné zvyseni Treg bunék (2,9%, p <0,001) pfi
porovnani % hladin Treg pied operaci a 1 rok po ni. Nebyly nalezeny zadné statisticky
vyznamné rozdily v % Treg bun¢k mezi skupinou nonthymomatdznich séropozitivnich a
séronegativnich pacientii nebo mezi skupinou nonthymomat6znich a thymomat6znich MG
pacientl .

5.2.1.1.Vztah OMGS a Treg bunék u nonthymomatdznich pacientit

Prokazali jsme, Ze v ase po operaci signifikantné stoupaji Treg bunky u nonthymomatoznich
pacientl 1écenych néjakou formou imunoterapie a zlepSuji se myastenické ptiznaky (klesa
QMGS). Otézkou je, jak spolu souvisi hodnoty Treg bunék a QMG skore, kdyz predpokladame,
7e se stoupajici hodnotou Treg bunck bude klesat QMGS. Tuto druhou ¢ast hypotézy D u cile €.
2 jsme se snazili ovéfit ve ¢tyfech riznych variantach.

Vypocetli jsme primernou hodnotu Treg a primérnou hodnotu QMGS u kazdého
nonthymomatozniho 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 linearnino 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 piipadé¢ je ale kladny a neni
statisticky vyznamny. Piedpokladali jsme, Ze vyssi podil Treg bunék bude spojen s niz§im
QMGS a to hlavné u nontymomatdznich pacientti 1é¢enych néjakou formou imunoterapie
(skupina NonThymoma KS a skupina NonThymoma KS+AZA). Nicméné¢, ptimy vztah mezi
témito proménnymi nebyl potvrzen (p = 0,289). I kdyz jsme vzali do uvahy vSechny
thymektomované pacienty s MG (nonthymomatdzni a thymomatdzni), tak se nam rovnéz
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nepovedlo tento piimy 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 mnozstvi Treg buné€k, ale dle nasich zjiSténi to primo nesouvisi se
zlepSenim myastenickych priznaki.

5.2.2. Celkovy absolutni podet lymfocyt

Pocet lymfocytt statisticky vyznamné klesa v obdobi pied operaci a 1 rok po ni u vSech
sledovanych skupin pacientti, kromé skupiny nonthymomatdznich pacientt 1écenych
pyridostigminem. U pacientli bez thymomu Ié¢enych kortikosteroidy doslo k vyznamnému
poklesu celkového poctu lymfocytt 1 rok po operaci o 1,18 (p=0,006) ve srovnani s
piedopera¢nimi absolutnimi hodnotami lymfocytii. U nonthymomatdznich pacientii 1é€enych
kombinovanou IS doslo k signifikantnimu poklesu 6 mésict po operaci o 0,57 (p=0,001). A u
pacientl s thymomem jsme pozorovali rovnéz signifikantni pokles absolutni hodnoty poctu
lymfocytt 1 rok po operaci o 1,43 (p<0,001).

5.2.3. CD4 lymfocyty

Procentualni zastoupeni buné¢k CD4+ mezi lymfocyty klesa ve skuping 1é¢ené kortikosteroidy a
to v 6.mésici po thymektomii, kde vykazuje signifikantni pokles o 6,12% oproti pfedoperaénim
hodnotam (p=0,038). V jinych ¢asovych obdobich a skupindch jsme nezaznamenali signifikantni
vysledky.

5.2.4. CDS8 lymfocyty

Procentualni zastoupeni bunék CD8 mezi lymfocyty vykazuje signifikantni narast po provedeni
thymektomie. Konkrétné, u nonthymomatoznich pacientti Ié¢enych kortikoidy doslo 6 mésicti po
operaci k signifikantnimu narustu o 4,015% (p=0,04), u pacientt 1écenych kombinovanou IS
terapii doslo rok po operaci k nartstu o 3,84% (p=0,009) a u pacientti IéCenych jenom
pyridostigminem nedoslo k zadnym signifikantnim zménam v % podile CD8 lymfocytt. U
thymomatdznich pacientl byl zaznamenan Signifikantni nardst 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
naristem CD8+ bunék.

5.2.5. CD19 lymfocyty

Procentualni zastoupeni bunék CD19 po operaci vyznamné klesa. Béhem prvniho roku po
operaci byl zaznamenén statisticky vyznamny pokles (0 4,26%) CD19 bun¢k u
nonthymomatoznich pacienti 1é¢enych kortikosteroidy (p = 0,011), ale u pacientt 1é¢enych
kombinovanou IS terapii nebo Cisté pyridostigminem nedoslo k zadnym signifikantnim zménam
v % podile CD19 bun¢k . U thymomatoznich pacientil byl zaznamenan signifikantni pokles o
4,39% CD19 buniek v obdobi pfed operaci a 1rok po ni (p<0,001).
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5.2.6. Protilatky proti acetylcholinovym receptorum (antiAChR)

Mnozstvi protilatek se v Case 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.

5.2.7. Cytokiny TNF-o, IL-17, IEN-y

V hlading téchto cytokint nedochazi k vyznamnéj$im zménam ani v jedné ze sledovanych
skupin v danych ¢asovych intervalech po thymektomii.

5.2.8. Vyskyt protilatek SCMAb u thymomatdznich pacientu

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

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

U ndmi popisovaného piipadu pravdépodobné nejde jen o koincidenci zdanlivé nesouvisejicih
klinickych jednotek, ale o koexistenci se spole¢nym imunopatogenetickym pozadim a to zejména
na urovni B bunéénych mechanizmi. Zakladni spojitost nachazime v molekule IL-6, které
jednak stimuluje T a B buiiky a sou¢asné stimuluje sekreci imunoglobulint a indukuje syntézu
proteint akutni faze (Obr. 1).

MiZzeme konstatovat, ze hypotéza H u cile ¢.3 , Ze ,,Tyto ¢tyfFi klinicky heterogenni jednotky
na autoimunitnim podkladé maji pravdépodobné spoleéné imunopatogenetické pozadi,
které umoziiuje hledat spolecnou strategicky cilenou terapii® se potvrdila.
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Obr. 1 Schématické znazornéni centralni role molekuly IL-6 v imunopatogenezi v§ech 4

autoimunitnich jednotek a ocekavany terapeuticky efekt rituximabu a tocilizumabu (upraveno
podle Jakubikova et al., 2013)
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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 pfiblizné u 10-
15% pacientl s MG a jejich klinické projevy jsou Casto odlisné od nonthymomat6znich pacientii
s MG. Tendence nastupu MG s thymomy byva pozd¢&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 nonthymomatozni pacienti a muzi byli Castéji
postizeni thymomem ve srovnani se skupinou bez thymomu. Pfitomnost thymomu u MG je
obvykle spojena se $patnou prognézou (Tellez-Zenteno et al., 2001; Budde et al., 2001) a
terapeutickd odpoveéd’ po TE je obvykle méné ptizniva nez u pacientli s nonthymomatoézni MG.
Dalsi studie uvadi niz§i mnozstvi remisi a zvySenou mortalitu u pacientd s thymomatozni MG
(Jaretzki et al., 1988). V ptipadé komparativni analyzy nonthymomatdznich a thymomatoznich
pacientil v naS§em souboru musime konstatovat, Ze u nasich pacientli nebyly zddné vyznamné
rozdily mezi nonthymomatdzni a thymomatdzni skupinou tykajici se predopera¢ni zavaznosti
MG. (Tab. 1). Podobné jako Kim et al (Kim et al., 2007) jsme zjistili, Ze neurologické vysledky
po TE byly velmi podobné v téchto dvou skupinach pacientti s MG. Nebyly zjistény zadné
vyznamné rozdily v klinicke remisi nebo poctu relapstt mezi thymomatdzni a nonthymomatozni
skupinou béhem pooperaéniho sledovani. Kromé toho rozdily mezi vysledky QMGS 1 rok po TE
u thymomato6zni a nonthymomatdzni skupiny nebyly statisticky vyznamné a tendence zlepSovani
jejich klinického stavu byly téméf stejné (Tab. 2). Tyto zjisténi by mohla byt z ¢asti vysvétlena i
krat$i pfedoperacni dobou trvani onemocnéni MG u pacientd s thymomy, ktefi tedy podstoupili
TE dtive, nez pacienti bez thymomu. V nasi studii, pacienti s thymomat6zni MG podstoupili TE
do 8 mésicu po stanoveni diagndzy generalizované MG, zatimco pacienti s generalizovanou MG,
ktefi thymom neméli, podstoupili TE v priméru 17 mésicii po stanoveni diagnozy. I ptes tento
rozpor jsme nepozorovali vyznamny vztah mezi trvanim onemocnéni nonthymomat6zni MG
pred TE a terapeutickou reakci na TE (méfeno dle QMGS, p = 0,64). Néktefi autofi uvadéji, ze
benefit TE je vétsi a promptnéjsi, pokud je operace provedena co nejdfive po stanoveni diagndzy
generalizace MG (Monden et al., 1984; Kim et al., 2007). Rovnéz tvrdi, Ze nonthymomat6zni
pacienti dosahli lepSich vysledki, pokud TE byla provedena v podobném ¢asovém intervalu od
stanoveni diagndzy, nez u thymomato6znich pacientd. Praimérna doba myastenickych piiznakt od
stanoveni diagndzy generalizované MG az po provedeni operace byla sice vice nez dvakrat vyssi
u na$ich nonthymomaté6znich pacientti ve srovnani s thymomat6zni MG skupinou, ale
neurologické vysledky byly podobné. Nicméné, rozsifeny nazor, ze brzkd TE u
nonthymomatéznich MG pacientti ma vliv na nastoleni rychlosti poopera¢niho zlepSeni az
dosazeni kompletni stabilni remise, nebyl ovéfen v naSem souboru; trvani onemocnéni pied TE
nemélo vliv na neurologicky vysledek. Tento zavér potvrzuje 1 fakt, ze nonthymomatézni MG
pacienti s relapsy onemocnéni nebo progresi QMGS po TE nebyli ovlivnéni dobou trvani
onemocnéni pred TE (p = 0,177 ap = 0,243, v tomto poradi), takze ji nelze povazovat za
uziteCny prognosticky faktor.

Kdyz se zamétime Cist€¢ na nonthymomatozni skupinu nami sledovanych pacientti (s
podskupinami NonThymoma 0, NonThymoma KS a NonThymoma KS+AZA), tak mizeme
konstatovat, ze celkem 72% z nich me¢lo dobrou klinickou odezvu, kterad byla vyhodnocovana 24
mésici po operaci (kompletni stabilni remise a zlepseni stavu), co je vysledek podobny jinym
souborum thymektomovanych pacienti (Guillermo et al., 2004; Hatton et al., 1989; Busch et al.,
1996; Frist et al., 1991). Vétsina nonthymomat6znich MG pacientii v naSem souboru, ktefi
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dosahli KSR, bylo Ié¢enych konkomitantni imunosupresivni terapii (91%) a sou¢asné podobné
vysledky byly dosazeny u pacientu, kteti dosahli statu zlepSeni (82% z nich dostavalo bud’
kortikosteroidy nebo kombinovanou IS terapii). Skupina nonthymomat6znich MG pacientt
1é¢enych pied operaci pouze pyridostigminem tvofila jen 9% vsech pfipadi KSR a 18% vsech
ptipadi ze skupiny zlepSeni stavu. Tato pozorovani naznacuji, Ze samostatna 1écba thymektomii
bez soubézné imunosupresivni nebo imunomodula¢ni 1é¢by nestaci k dosazeni statu KSR dva
roky po zacatku sledovani u nonthymomatéznich MG pacientt.

Po odstranéni thymu dochazi ke zlepSovani myastenické symptomatiky i u dvojité
séronegativnich pacienti (antiAChR -, antiMuSK -) (Mantegazza et al., 2003; Guillermo et al.,
2004). V naSem souboru séronegativnich pacientt byla jejich reakce na TE podobné jako u
séropozitivnich nonthymomat6znich nebo thymomatdznich pacientd; také jsme zjistili, ze nejsou
pritomné zadné vyznamné rozdily v mnozstvi Treg, CD4, CD8 nebo CD19 lymfocyti
V porovnani se séropozitivnimi pacienty v jednotlivych ¢asovych intervalech po operaci.
Jedinym rozdilem byla kratsi doba trvani onemocnéni a pfevaha muzského pohlavi mezi
séronegativnimi pacienty.

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 mize 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
etal., 2002) a také zjisténo, ze funkéni aktivita cirkulujicich CD4+CD25+ T bunék u pacientt s
roztrousenou skler6zou ve srovnani s Treg buitkami od zdravych kontrol byla snizena (Viglietta
et al., 2004). Podobné Treg buriky od myastenickych potkanti u EAMG jsou mén¢ 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
pacientll s MG oproti zdravym kontrolam, coz je podobné zjisténi jako u dvou piedchozich studii
(Balandina et al., 2005, Huang et al., 2003). Po TE jsme pozorovali statisticky vyznamné
procentudlni zvySeni Treg bunck u vSech sledovanych skupin s vyjimkou téch, kteti byli 1éceni
pouze pyridostigminem; nejvyssi hladiny byly pozorovany u nonthymomatéznich pacientt
1écenych kortikosteroidy. Zda je tento jev pouhym dusledkem TE, neni zcela jasné. Kazdopadné
muizeme konstatovat, Ze nejvétsi pokles v QMGS po roce sledovani od TE, nejvétsi zvySeni %
Treg a CD8 lymfocyti a soucasné nejvétsi podil v dosazeni KSR po 2 letech sledovani bylo
pozorovano u nonthymomatoznich pacientt, ktefi uzivali predoperaéné kortikosteroidy. Rtizné
studie opakovan¢ prokazaly, ze kortikosteroidy vedou ke zlepSeni funkce Treg napf. u pacientl
s dg. SLE nebo MG (Suarez et al., 2006; Luther et al., 2009).

Pti vyzkumu U€inkl riznych imunosupresiv na Treg buné€nou proliferaci a funkci bylo
zji$téno, Ze rapamycin ma piekvapiveé pozitivni vliv na pocet Treg bunék (Zhang et al., 2010).
Na zéklad¢ naSich vysledkt mtizeme predpokladat, ze pfedoperacni terapie kortikosteroidy je
dobrym prediktivnim ukazatelem pozitivniho efektu thymektomie; nicmén¢ je zapotiebi vétsi
klinické studie s delsim trvanim, aby se jesté dikladnéji posoudil uc¢inek imunosupresivnich 1éki
na Treg bunky a jesté vice objasnil mozny vztah mezi Treg bunkami a TE (Berrih-Aknin, 2014).

V naSem projektu jsme jednoznacné potvrdili hypotézu, ze podil Treg bun€k mezi lymfocyty
se zvySuje v zavislosti na ¢ase po provedeni TE u MG pacientt, ktefi uzivaji souc¢asné néjaky
druh imunoterapie (kortikosteroidy nebo kombinovanou imunosupresi). Skute¢nost, ze u
nonthymomatéznich pacientl 1é¢enych jenom pyridostigminem TE nevedla ke statisticky
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wrwe

v jinych sledovanych skupinach, kde k elevaci Treg po operaci doslo (NonThymoma KS,
NonThymoma KS+AZA, Thymoma). Vzhledem k faktu, ze MG je v soucasnoti asi nejlépe jasné
definované autoimunitni onemocnéni, pokusili jsme se korelovat frekvence cirkulujicich
CD4+CD25+ T bungk s aktivitou klinického onemocnéni po TE u pacientt s MG. Zjistili jsme,
ze thymektomovani MG pacienti méli vyznamné vyssi podil CD4+CD25+ T buné¢k ve srovnani
s nethymektomovanymi MG pacienty pied operaci a u zdravych kontrol (p <0,001). Soub&zné s
nartastem Treg bun¢k jsme pozorovali i lepsi neurologické vysledky méiené podle QMGS, ale
nebyli jsme schopni prokazat pfimy vztah mezi vzestupem Treg bunék a snizenim QMGS. Dle
naseho nazoru se zda velmi pravdépodobné, Ze zlepSeni symptomi MG nenasleduje
bezprostiedné po zvyseni podilu Treg bunék.

V naSem projektu jsme ukdazali, ze podil CD4+ T bunék vyrazn¢ poklesl po TE jen ve skupiné
pacientti 1é¢enych kortikosteroidy (p = 0,038), zatim co se podil CD8+ T-bun¢k vyrazné zvysil
po TE ve vSech skupinach pacientt s vyjimkou téch 1écenych pouze pyridostigminem. Tyto
nalezy podporuji hypotézu, ze klinické zlepSeni po TE a soucasn¢ probihajici imunoterapii mize
byt v souvislosti se snizenou autoreaktivitou T bunék, coz je v souladu s poklesem CD4+ bunék
a nartistem CD8+ bunék.

Zvyseny pocet B lymfocytl se nachazi v brzliku u mladsich pacientl s casnym nastupem MG
(Berrih-Aknin et al., 2013). Kromé toho, u pacient s MG se prokazaly dtikazy o klonalni
expanzi B lymfocytt ve srovnani s kontrolami (Vrolix et al., 2014). V nasi studii doslo ke
statisticky vyznamnému poklesu podilu CD19 bun¢k (markerti B lymfocytt) u
nonthymomatoznich pacientti 1é¢enych kortikosteroidy a vysledky u thymomatdznich MG
pacienti také ukazaly vyrazny pokles CD19 bunék oproti hladindm pted TE a 1 rok po ni (p
<0,001).

Pti zkoumani vyskytu antistriatalnich protilatek u pacientti s thymomem a bez n¢ho jsme
dospéli k zaveéru, ze vyskyt protilatek SCMADb v krvi miiZze byt indikatorem pfitomnosti
thymomu. N¢ektefi autofi dokonce tvrdi, Ze SCMADb 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 pacientd.

V nasem projektu jsme se pokusili vyhodnotit rovnéz hladiny cytokini (IL-17, TNF-a a IFN-y),
které se dle nejnovéjSich poznatkii aktivné podileji na imunopatogenezi MG. Jejich hladiny
Vv riznych ¢asovych 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 pacientil s MG a vedlejsim nalezem byly vyrazné vykyvy v praimérnych hodnotach
téchto autoprotilatek. Tyto nalezy v podstaté potvrzuji n€kolik let znamy fakt, ze z klinického
hlediska titry anti-AChR protilatek jsou mezi pacienty zna¢n¢ variabilni a jejich hodnoty
nekoreluji s klinickou zavaznosti MG (Berrih et al., 1984; Spalek, 2008).

6.3. Diskuze cile ¢. 3

Je velmi pravdépodobné, ze asociace mezi CN, MG, pemphigus vulgaris a antifosfolipidovym
syndromem Vv nasi kazuistice sdili spole¢né imunopatogenetické pozadi a to hlavné na urovni B
bunéénych mechanizmi a molekuly IL-6 (Obr. 1). Byla vyslovena hypotéza, ze chronicka
stimulace B buné¢nych kloni, mliZze mit za nasledek projevy mnoha autoimunitnich onemocnéni
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a podobné i lymfoproliferativni poruchy jako je CN (De Marchi et al., 2004). Nase kazuistika
rovnez poskytuje diikazy na podporu tohoto tvrzeni. MG je Casto spojena s jinymi
autoimunitnimi onemocnénimi. V literatufe jsme identifikovali 5 podobnych piipadi se
soucasnym 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 parancoplastického
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 jedine¢na 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 pfitomnosti antigenu CD20 na lymfoidnich bunikach u HHV-8 pozitivnich pacienti
asociovanych s CN (Du et al., 2001) se zdalo byt logické, abychom se pokusili rituximab pouzit
Vv 1é¢bé pacienta se souc¢asnym vyskytem CN a MG. Kromé toho existuji mnoheé dtikazy, ze 1écba
rituximabem je u pacientii s MG prospésna (Lebrun et al., 2009; Zebardast et al., 2010). Klinicky
dopad 1é¢by monoklonalni protilatkou proti IL-6 — tocilizumabem- je u téchto onemocnéni
neznamy. Jeden experimentalni model prokézal, ze 1écba anti-IL-6 protilatkami potlacuje
probihajici EAMG pies mechanismy, které zahrnuji Th1, Th17 a B buné&¢nou inhibici (Aricha et
al., 2011).

7. ZAVER

V poslednich letech jsme svédky velkého pokroku v pozndni imunopatologickych déji u
autoimunitnich chorob. U fady z nich nachazime spole¢né imunopatogenetické mechanizmy,
které vedou k poruse funkce ¢i k destrukcei cilové tkané. Tuto skutecnost dokumentuje i klinicka
praxe, jako napf. ndmi prezentovana kazuistika. Zanétlivé prostiedi v cilovém orgadnu méni
funkci a plasticitu CD4+ bungk, coz vede k poskozeni funkce Treg lymfocytu. Tento
mechanizmus je typicky pro celou fadu autoimunitnich onemocnéni. Nové moznosti biologické
terapie, zaméfené na konkrétni cilovy antigen, davaji nové nadéje pacientiim s refrakternimi
formami jednotlivych autoimunitnich onemocnéni.

Hodnotili jsme vliv pfitomnosti thymomu na dopad TE u pacientii s MG na zakladé porovnani
poopera¢nich neurologickych vysledkti mezi thymomatéznimi a nonthymomatéznimi pacienty.
Zavérem lze konstatovat, ze thymomatdzni a nonthymomatdzni skupina profituje z thymektomie
stejné. Casteéné to mize byt vysvétleno krat$im predoperacnim trvanim generalizované MG u
skupiny pacientil s thymomem a rovnéz proto, Ze vSichni thymomatoézni pacienti uZivali
kombinovanou imunosupresi, kterd dle nasich zjisténi pozitivné ovliviiuje pooperacni prabéh jak
klinické symptomatiky tak imunitnich parametri (zvyseni Treg a CD8+ lymfocytt). Dale jsme
se zamé&fili na skupinu nonthymomatdznich pacientt, kdy jsme vyhodnocovali vliv TE na
vybrané subpopulace lymfocytl a neurologické vysledky v riznych casovych intervalech po
operaci v souvislosti s pfitomnosti nebo neptitomnosti konkomitantni imunoterapie. Byly
zjistény zvysené hladiny cirkulujicich CD4+CD25+ regulac¢nich T lymfocytt u Klinicky
stabilnich MG thymektomovanych pacienti uzivajicich bud’ kortikosteroidy nebo kombinovanou
imunosupresivni 1é¢bu. Tato pozorovani ukazuji, ze zvyseni procentualniho podilu CD4+CD25+
T bun¢k mezi lymfocyty u MG muze byt ve vztahu ke stabilité¢ onemocnéni, kde po TE pfi
sou¢asné imunoterapii dochazi k rozsifeni podilu CD4+CD25+ T bunék mezi lymfocyty.
Nemuizeme piesné urcit zda pozorovana asociace mezi TE, zvySenym procentualnim
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zastoupenim CD4+CD25+ T bunék a dobrym terapeutickym vysledkem byla diky benefitu
samotné TE nebo v disledku soucasn€ uzivané imunoterapie. Ale vzhledem k faktu, ze
nonthymomat6zni skupina, kterd 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 lymfocyta (CD4, CD8, CD19), jakoz i
jejich postinterven¢ni status po 2 letech sledovani byl nejhorsi ze v§ech sledovanych skupin MG
pacientd mizeme konstatovat, ze samotna TE bez konkomitantni imunoterapie nestaci ke
zvySeni poctu cirkulujicich Treg bunék a k navozeni kompletni stabilni remise. Dalsi poopera¢ni
zlepSovani myastenické symptomatiky muze trvat mésice nebo roky, takze je velmi obtizné
odlisit ucinky TE od u¢inkl imunosupresivnich 1ékt, které jsou ¢asto uzivany soucasné a
kontinualné po celou dobu sledovani.
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