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ABSTRAKT

Roztrousena sklerdza (RS) piedstavuje demyelinizacni onemocnéni centralniho
nervového systému se znaimou autoimunitni etiologii. V soucasné dobé mame
k dispozici diagnosticka kritéria, ktera umoziuji stanoveni diagnézy jiz po prvni
atace klinickych priznakl. Zaroven je vyuzivana fada 1ékd, kterymi mtizeme
redukovat aktivitu onemocnéni a oddalit stadium nevratné invalidity. Prognozu
individualniho pacienta a adekvatni 1écbu vSak zatim urujeme jen nedokonale na
zaklad¢ klinické zkusenosti a magnetické rezonance mozku. Pfesnéjsi prognostické
ukazatele u RS chybi.
Cile prace: 1. Vytipovat vhodny prognosticky imunologicky parametr periferni
krve u pacientd s RS v rizném stadiu onemocnéni a 1écby; 2. Popsat skupinu
pacientt lécenych autologni transplantaci kmenovych bun¢k (ASCT) nebo
allogenni transplantaci kmenovych bunék (alloSCT) ve vztahu k efektu,
nezadoucim ucinktim a vhodnym indika¢nim kritériim k této 1écbe.
Pacienti a metody: V prvni ¢asti studie bylo zahrnuto 33 pacientt s klinicky
izolovanym syndromem, 17 pacientd s RS lé¢enych natalizumabem a 14 pacienti
s agresivni RS lé¢enych ASCT. U pacienti byl hodnocen neurologicky nalez
pomoci standardni §kaly EDSS (Expanded Disability Status Scale) a pfitomnost
relapst pred zahajenim vybrané 1éCby a ve 3., 6., 12. a 24. mésici od zahajeni
1é¢by. Ve stejnych intervalech byl proveden odbér periferni krve a pomoci
prutokové cytometrie stanoveno zastoupeni zakladnich lymfocytarnich subpopulaci
a hladiny intracelularnich cytokind. Ke statistickému zpracovani bylo vyuZito t-
testu, ANOVA a regresni analyzy. Ve druhé ¢asti byla zpracovana klinicka data
(EDSS, pocet relapst, dlouhodoba 1é¢ba RS, nezadouci G¢inky) 26 pacientt
lé¢enych ASCT na nasem pracovisti v letech 1998-2008. Zaroven byly popsany
dvé kazuistiky pacientek lécenych alloSCT (u RS a dalsiho demyelinizacniho
onemocnéni CNS — neuromyelitis optica (NMO)). Statistické zpracovani
zahrnovalo Kaplan-Meierovu kiivku se zjisténim progression free survival (PFS) a
porovnani PFS vytipovanych skupin pacientt pomoci Coxova F testu.

Vysledky: Graficky byl zpracovan paralelné v absolutnich (abs) i
procentualnich (%) hodnotach vyvoj jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci
v prab&hu dvouletého sledovani u vSech tii skupin pacienti. V ramei souhrnné
analyzy byl nalezen statisticky vyznamny rozdil ve vstupni hodnoté CD19+abs B-
lymfocytl u pacientd bez progrese versus s progresi (p=0,01), hodnocené vyvojem
EDSS ve 24. mésici sledovani. Absolutni hodnota 0,2 CD19+lymfocyti pred
lécbou odlisila pacienty bez progrese oproti pacientiim s progresi se sensitivitou
81% a specificitou 46%. Prediktivni potencial byl statisticky vyznamnéjsi vyuzitim
kombinace vstupni hodnoty absCD19+ lymfocyti s CD3+% lymfocyty ve 3.
m¢ésici od zahajeni terapie (p<0,001).
V ramci druhé ¢asti prace bylo dosazeno intervalu bez progrese (PFS) u celé
skupiny pacientl 1é¢enych ASCT 70,8% po tiiletém a 29,2% po Sestiletém



sledovani. PFS v ramci tfiletého sledovani u pacienti s relaps-remitentni RS byl
84,4% ve srovnani s 60% u pacientil se sekundarné-progresivni RS (p=0,00002).
PFS po tiech letech ve skuping pacientt s délkou trvani RS < 5 let ¢inil 82,3% ve
srovnani s 61,8% ve skuping pacientt s délkou trvani RS > 5 let (p=0,00217).
Statistické vyznamnosti dosahl rovnéz rozdil mezi kiivkami PFS u pacientl

s vékem pod 35 let oproti star§im pacientim (p=0,01118). Lécba ASCT v nasem
souboru byla relativné bezpecna, mortalita spojend s vykonem byla 0%. Dobte
tolerovanou a u¢innou se ukazala byt také 1écba alloSCT u dvou pacientek

s demyeliniza¢nim onemocnénim CNS.

Zavér: V ramci prace byl nalezen mozny prediktivni faktor progrese invalidity u
RS - absolutni hodnota CD19+ B-lymfocytt periferni krve. Prace ukéazala na
vhodnost dalsiho vyzkumu zékladnich imunologickych parametrt periferni krve ve
vztahu k predikci RS. V praci byla dale definovana vhodna indikaéni kritéria pro
lécbu ASCT, ktera byla vyhodnocena jako relativné bezpecna. Lécba alloSCT
ukéazala mozny potencial k ovlivnéni autoimunitnich onemocnéni CNS vcetné
prognosticky neptiznivé NMO. Také tato metoda 1é¢by byla u dvou referovanych
pacientek dobfe tolerovana.

ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) represents a demyelinating disease of the central nervous
system with known autoimmune etiology. Currently new diagnostic criteria are
used allowing us to diagnose MS early after first relapse of clinical symptoms.
Several drugs are available to reduce disease activity and postpone later MS stages
with irreversible disability. Prognosis of an individual patient and accurate
treatment is however defined only imperfectly based on our clinical experience and
brain magnetic resonance imaging. Specific prognostic markers are missing.

Aims: 1. To identify suitable prognostic immunological marker from peripheral
blood of MS patients in different disease stages and under different treatment
regimens; 2. To describe group of MS patients treated with autologous stem cells
transplantation (ASCT) or allogeneic stem cells transplantation (alloSCT) with
respect to efficacy, adverse events and accurate patient selection.

Patients and methods: In the first part of the study we involved 33 patients with
clinically isolated syndrome, 17 MS patients treated with natalizumab and 14
patients with aggressive MS treated with ASCT. Disability measured by Expanded
Disability Status Scale (EDSS) as well as relapse rate were evaluated before
treatment (baseline) and after 3, 6, 12 and 24 months after treatment initiation. In
the same time-points peripheral blood was drawn and basic lymphocyte
subpopulations and intracellular cytokines were examined using flow cytometry.
T-test, ANOVA and multiple regression analysis were used for statistical analysis.
In the second part of the study we collected clinical data (EDSS, relapse-rate, long-



term MS treatment, adverse events) of 26 MS patients treated with ASCT (during
period 1998-2008). We described two case-reports of alloSCT treatment as well (in
MS and other demyelinating CNS disorder — neuromyelitis optica (NMO)). For
statistical analysis Kaplan-Meier curve with progression free survival (PFS)
calculation was used together with comparison of PFS of selected patient
subgroups using Cox F test.

Results: Two-year follow-up of peripheral blood lymphocyte subpopulations in all
three groups of patients (percentage (%) and absolute (abs) values) was described.
Inter-group analysis showed significant difference in CD19+abs lymphocyte count
at baseline between progressors and non-progressors measured by EDSS at month
24 (p=0.01). Threshold of 0.2 in CD19+abs lymphocyte count at baseline
distinguished progressors and non-progressors with sensitivity 81% and specifity
46%. Predictive potential was statistically even more significant combining
baseline CD19+abs lymphocytes and CD3+% lymphocytes at month 3 (p<0.001).
In the second part, at 3 and 6 years of follow-up 70.8% and 29.2% of patients
treated with ASCT respectively were free of progression. Within three-year follow-
up PFS was 84.4% in relapsing-remitting patients and 60% in secondary-
progressive patients (p=0.00002). In the group of patients with MS duration < 5
years PFS achieved 82.3% in comparison with 61.8% in patients with MS duration
> 5 years (p=0.00217). There was also statistically significant difference between
PFS in patients under age of 35 and older patients (p=0.01118). Treatment related
mortality was 0% and ASCT procedure was relatively safe. Also alloSCT
treatment was well-tolerated and effective in both patients with demyelinating CNS
disorder.

Conclusion: Possible predictive marker of disability progression in MS was found
in this study — absolute CD19+ B-lymphocyte count in peripheral blood. This work
has shown that further research of basic immunological markers in peripheral
blood is advisable in connection to MS prediction. In this work selection criteria
for ASCT treatment were defined and treatment was evaluated as relatively safe.
AlloSCT treatment showed possible efficacy in autoimmune diseases of the CNS
including NMO with known poor prognosis. In our two patients even this
treatment was well-tolerated.

1. UVOD

1.1. Etiologie roztrousené sklerozy a imunitni systém

Roztrousena skleroza (RS) s prevalenci kolem 170/100 000 obyvatel
predstavuje v Ceské republice nejéastéjsi autoimunitni onemocnéni centralniho
nervového systému (CNS) (Havrdova 2001; Vachova 2010). Etiologie onemocnéni
je multifaktorialni s podilem vnitinich (genetickych) faktort i faktorti zevniho



prostiedi. VSechny dosud znamé rizikové faktory pro rozvoj RS maji v souladu
s autoimunitni podstatou onemocnéni jednoznaény vztah k imunitnimu systému.
Dysimunitni podstatu RS potvrzuje také charakter loZisek v CNS s pfitomnosti
perivaskularnich lymfocytarnich infiltratd a prikazem cetnych bunék piirozené i
specifické imunity a jejich zanétlivych pusobkl. V neposledni fade pak
imunopatogenezi onemocnéni potvrzuje také i¢innost imunomodulacnich a
imunosupresivnich 1écebnych postupt, které jsou v souc¢asné dobé v 1écbé RS
vyuzivany (Abbas a Lichtman 2005).

V patogenezi RS dochazi k uplatnéni vétsiny bunécnych a humoralnich
mechanismil pfirozené i specifické imunity. Ustfedni role je stale ptisuzovéana T-
lymfocytim. Aktivované T-lymfocyty nesouci povrchovy znak CD4 produkuji
prozanétlivé cytokiny interleukin-2 (IL-2), interferon gamma (IFN-y) a tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNF-o) (Voskuhl, Martin et al. 1993), které stimulujici
expresi adhezivnich molekul na endotelialnich bunkach hematoencefalické bariéry.
Tim je umoznén transendotelialni prestup autoagresivnich lymfocytd do CNS - tzv.
homing do mista vyskytu ptislusného autoantigenu (Hickey 1991). Cytotoxické T-
lymfocyty, které exprimuji na svém povrchu molekulu CDS, jsou schopny pomoci
serinovych proteaz a perforind pfimo poskodit nervova vlakna (Medana, Martinic
et al. 2001).

Kromé T-lymfocytt je v 1ézich CNS u RS znama pfitomnost také
plazmatickych bunék a B-lymfocyti (Baranzini, Jeong et al. 1999). Zakladnimi
markery B-lymfocytt jsou molekuly CD19 a CD20. Ve srovnani s nezanétlivymi
chorobami CNS je u RS nalézan zvyseny pocet B-lymfocyti a plazmatickych
bunék v mozkomisnim moku (Cepok, Jacobsen et al. 2001). Naproti tomu byl
pozorovan nizsi po¢et B-lymfocyti v periferni krvi ve srovnani se zdravymi
kontrolami, coz lze teoreticky vysvétlit presunem téchto bunek do kompartmentu
CNS u RS (Kreuzfelder, Shen et al. 1992). Zaroven bylo poukazano na roli
specifické humoralni imunity v udrZzovani procest v chronické fazi RS, kdy
dochazi spise ke kompartmentalizaci zanétu do tkani CNS za hematoencefalickou
bariéru. Pro to svéd¢i nalez aberantni lymfoidni tkan€ — ektopickych folikuld na
meningéch pacientd s RS (Magliozzi, Howell et al. 2007).

Ptirozeni zabijeci (natural killers, NK-bunky) exprimujici povrchové
molekuly CD16 a CD56 jsou buiiky fazené k pfirozené imunité organizmu. U
pacientii s RS byl popséan snizeny pocet a dysfunkce NK-bunék v periferni krvi
oproti zdravym kontrolam (De Jager, Rossin et al. 2008). NK-buriky navic
expanduji v periferni krvi béhem u¢inné imunosupresivni a imunomodula¢ni
terapie a jejich pocet koreloval s potlacenim zanétu u RS na magnetické rezonanci
MR) (Bielekova, Catalfamo et al. 2006).

Imunitni buiiky maji riiznou schopnost sekrece solubilnich proteinti nebo
glykoproteint, tzv. cytokint, které jsou nastrojem chemické komunikace mezi
bunkami pfirozené a specifické imunity v oblasti humoralni i bunécné. Pro potieby
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procesu: interferon gamma (IFN-y), tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) a
interleukiny 2, 4, 10 a 12 (IL-2, IL-4, IL-10, IL-12).

Ptitomnost IFN-y byla prokazéana v loziscich RS v CNS i v periferni krvi
(Traugott a Lebon 1988). Pokles poctu T-lymfocytl produkujicich IFN-y a IL-4
predchazel aktivité¢ RS na MR, coz Ize vysvétlit moznym piesunem téchto bunék
do kompartmentu CNS pfi zanétlivé aktivité onemocnéni (Giovannoni, Silver et al.
2000). U aktivni, relabujici RS byly popsany zvysené hladiny IFN-y v periferni
krvi (Frisullo, Nociti et al. 2008).

Také TNF-a byl prokazan v 1ézich RS, navic se schopnosti pfimé
destrukce myelinu (Selmaj, Raine et al. 1991). V periferni krvi byla popsana
korelace mezi vstupnim poc¢tem CD4+ lymfocyti produkujicich TNF-a a vyvojem
loziskového postizeni v T2-vazeném obraze na MR v pribéhu tfiletého sledovani
(Killestein, Kalkers et al. 2001).

Alelicka varianta alfa fetézce receptoru pro IL-2 (IL2RA) je spojena
s vy88im relativnim rizikem rozvoje RS dle genetickych studii (Weber, Fontaine et
al. 2008). Opakované byla popsana vyznamna korelace mezi koncentraci IL-2 a
jeho receptoru v séru a aktivitou onemocnéni (Adachi, Kumamoto et al. 1990;
Sharief a Thompson 1993).

Statisticky vyznamny pokles IL-4 v periferni krvi koreloval s vyskytem
aktivnich 1ézi na MR stejné jako hladina IFN-y, coz Ize obecné pfisoudit Gcasti
obou cytokinti na zanétlivém procesu za hematoencefalickou bariérou (Franciotta,
Zardini et al. 2000).

V sekundarné progresivni fazi RS byla nalezena statisticky vyznamna
korelace mezi vysokou koncentraci IL-10 v periferni krvi a nizkym stupném
invalidity a nizkym poctem 1ézi v T2-vaZeném obraze na MR (Petereit, Pukrop et
al. 2003).

Zvysena hladina IL-12 v periferni krvi u pacienti s RS byla pozorovana
ve spojeni s akutni exacerbaci onemocnéni (Clerici, Saresella et al. 2001) i
s progresivni fazi onemocnéni (Filion, Matusevicius et al. 2003).

1.2. Roztrousena skleréza a klinicky izolovany syndrom — definice relapsu a
progrese, diagnosticka Kritéria

Relaps (ataka) onemocnéni je definovan jako vyskyt novych/znovu se
objevivsich neurologickych pfiznakl nebo zhorSeni stavajicich ptiznakd, které trva
konstantn€ > 24 hodin, a neni vysvétlitelné zvysenim t€lesné teploty. Piiznaky,
které se objevi do 30 dnt od pocatku ataky jsou hodnoceny jako jedna ataka
(Compston 2006). Pfiznaky RS zahrnuji poruchy zraku, hybnosti, citlivosti,
poruchy rovnovahy, dysartrii, dysfagii, sfinkterové dysfunkce, poruchy nélady a
kognice (Havrdova 2001).



Progrese onemocnéni je definovana vétSinou autord jako trvalé zhorSeni
neurologickych priznaku trvajici > 6 mésicti (Schumacker, Beebe et al. 1965;
Poser, Paty et al. 1983; Confavreux, Compston et al. 1992).

Standardni $kalu k hodnoceni neurologického nalezu u pacienta s RS
predstavuje Kurtzkeho skala Expanded Disability Status Scale, EDSS, v rozsahu 0-
10 bodt (Kurtzke 1983). Hodnocen je funkéni systém zrakovy, kmenovy,
motoricky, cerebelarni, sensoricky, sfinktery a cerebralni (nalada, kognice).

1.3. Pruabéh a prognéza onemocnéni

U zhruba 85% pacientl se klinicky RS v prvni fazi projevi vyskytem
akutnich relapst nasledovanych rtizné¢ dlouhym obdobim remise. Jedna se o relaps-
remitentni formu RS (RR-RS). Prvni relaps suspektni z rozvoje RS dle klinickych
priznaki a nalezii na paraklinickych metodach je pak oznacovan jako klinicky
izolovany syndrom (CIS). U pfirozeného, lécbou neovlivnéného prubéhu RS byl
popsan prechod RR-RS do nasledujici faze tzv. sekundarné progresivni RS (SP-
RS) nejcastéji v horizontu 10-20 let od poc¢atku onemocnéni (Compston 2006).
Klinicky ve fazi SP-RS jiz vétSinou nejsou pfitomny relapsy a dominuje pozvolna
progrese neurologické invalidity. U zhruba 10% pacientll onemocnéni probiha bez
relapsi progresivné od samotného pocatku — jedna se o tzv. primarné-progresivni
RS (PP-RS).

V soucasné dob¢ stale nemame k dispozici kvalitni prognostické markery,
které by jednoznacné ukazaly progndzu pacienta se stanovenou diagnézou RS.
Neznalost prognozy znamena rovnéz neschopnost zvolit odpovidajici intenzitu
1é¢ebnych postupti u individualniho pacienta, coz muze zpusobit jak nedostatecnou
1écbu na stran¢ jedné, tak neadekvatni lécbu s pfevazujicimi nezddoucimi ucinky
na stran¢ druhé. Prognozu RS v ramci souéasné klinické praxe odhadujeme na
zaklade klinickych ukazateli - prognosticky nevyhodny vyssi vék v dobé pocatku
nemoci, muzské pohlavi, charakter ptiznakd prvni ataky (sfinkterové, motorické a
cerebelarni obtize) a polysymptomaticky zacatek, reziduum po prvnim relapsu,
kratky interval mezi relapsy a vyssi frekvence relapsi béhem prvnich let
onemocnéni (Weinshenker, Bass et al. 1989; Confavreux, Vukusic et al. 2003;
Bergamaschi 2006). Z MR ukazatel je prognosticky dilezita pfitomnost a objem
lozisek na vstupni MR pii stanoveni diagnozy (Tintore, Rovira et al. 2006; Fisniku,
Brex et al. 2008).

1.4. Lécba RS — interferon beta, natalizumab, ASCT

V ramci 1écby RS je ve vztahu k praci podrobnéji uvedena 1écba
interferonem beta, natalizumabem a autologni transplantaci kmenovych bunék.



1.5. Interferon beta (IFN-B)

V 1écbé RS vyuzivame komplexniho imunomodulac¢niho efektu IFN-f:
snizeni aktivace i priniku autoagresivnich T-lymfocyti do CNS, snizeni produkce
prozanétlivych cytokind (IFN-y, TNF-a, aj.) a naopak zvysSeni tvorby
zasadnich pro prezentaci antigenu CD4+ lymfocytim, zlepSeni funkce regulac¢nich
T-lymfocyti, usnadnéni apoptdzy aktivovanych T-lymfocytt, a dalsich funkci
(Havrdova 2001).

Vlivy IFN- in vivo na zakladni imunitni subpopulace periferni krve
nejsou podle dosavadnich praci jednoznaéné, byt mize v pribéhu 1é¢by dojit
k signifikantnim zménam ve srovnani s nalezy pred zahajenim 1éby (napf. snizeni
poétu NK-bun¢k) (Mirowska, Skierski et al. 2003).

Aktualné v klinické praxi vyuzivame v 1é¢bé CIS a RR-RS rekombinantné
vyrabéné preparaty IFN-B-1a a IFN-B-1b. Uinnost 1é&by standardné hodnotime
podle klinické a MR aktivity onemocnéni. Bohuzel takto ale nejsme kvalitn¢
schopni stanovit neu¢innost 1é¢by diive nez v horizontu 12 mésict, coz je
z hlediska pokracujiciho zanétlivého procesu v CNS nedostatecné.

1.6. Natalizumab

Natalizumab je humanizovana monoklonalni protilatka, ktera je namifena
proti adhezivni molekule a4 1 integrinu na povrchu lymfocyti.

V periferni krvi byl vétSinou autorti popsan oc¢ekavany zvyseny pocet
jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci (nejvice B-bunééné linie), které zde
zustavaji po zablokovani vstupu do CNS natalizumabem (Putzki, Baranwal et al. ;
Krumbholz, Meinl et al. 2008).

Vysledky klinické studie s natalizumabem prokazaly pfiblizné
dvojnasobnou ucinnost ve srovnani s dosavadnimi léky prvni volby (Havrdova,
Galetta et al. 2009). Zaroven s G¢innosti 1€k s sebou nicméné ptinesl také
potencionalni riziko zavazné komplikace — virové oportunni infekce CNS, tzv.
progresivni multifokalni encefalopatie (PML). Riziko této komplikace jednoznacné
souvisi s pfitomnosti JC viru v organismu (cca 50-60% populace), s délkou
podavani natalizumabu a piedchozi imunosupresivni 1é¢bou (Kappos, Bates et al.).

1.7. Vysokodavkovana imunoablace s podporou autolognich
hematopoetickych kmenovych bunék

V piipad¢ agresivniho pribéhu RS s vysokou frekvenci relapst a rychlou
progresi neurologického deficitu, 1ze zvazit off-label 1é¢bu vysokodavkovanou
imunoablaci s podporou krvetvornych kmenovych bunék (ASCT — autologous
stem cells transplantation).

10



Prvni centra se véetné Ceské republiky za¢ala vénovat této 16¢bé u RS
v 90. letech (Fassas, Anagnostopoulos et al. 1997; Kozak, Havrdova et al. 2000).
V letech 2002 a 2006 byly publikovany souhrnné vysledky z
celoevropského registru EBMT — The European Group for Blood and Marrow
Transplantation (Fassas, Passweg et al. 2002; Saccardi, Kozak et al. 2006), kde
bylo zahrnuto 183 pacientt ze 45 center prevazné s progresivni formou RS a
prumérnym stupném EDSS 6,5. V ramci tfiletého sledovani bylo dosazeno
intervalu bez progrese (progression-free survival, PFS) u 63% pacientd.

Z hlediska bezpecnosti byla s vykonem spojend mortalita (treatment-
related mortality, TRM) podle tidaji EBMT z 1. 2006 5,3% (Saccardi, Kozak et al.
2006), podle analyzy z r. 2008 2,3% (Fassas a Mancardi 2008).

Zakladni predstava o efektu ASCT u autoimunitnich onemocnéni je
zalozena na principu zni¢eni imunitniho systému véetné autoreaktivnich klond T-
lymfocytl intenzivni cytostatickou 1é¢bou s néslednou rekonstituci imunitniho
systému z vlastnich kmenovych bunék za jinych nez ptivodnich ontogenetickych
podminek (Havrdova 2001; Mancardi a Saccardi 2008). Je v§ak znamo, ze klony
T-lymfocyti rozpoznavajici antigeny CNS (myelinovy bazicky protein) jsou po
ASCT do jednoho roku opét vytvoreny (Sun, Popat et al. 2004), k obnové NK-
bunék a B-lymfocytti dochazi dokonce jiz do tii mésicti po ASCT (Burt, Cohen et
al. 2003; Nash, Bowen et al. 2003). Dilezity je ov§em charakter subpopulaci
obnovovanych imunitnich bunék: po dvou letech od ASCT (rezim cyklofosfamid a
celotélové ozareni) byla prokazana zvysena tvorba naivnich CD4+ lymfocyti
pivodem z thymu na tkor nizsiho zastoupeni pamétovych CD4+ lymfocyta.
Zaroven byla prukazna vétsi receptorova diversita T-bunék ve srovnani
s predtransplanta¢nim vySetfenim (Muraro, Douek et al. 2005). V dospélém véku
obnovena thymopoéza z kmenovych bunek tak miize byt zodpovédna za nastaveni
autotolerance po ASCT.

1.8. Neuromyelitis optica

Neuromyelitis optica (NMO) piedstavuje vzacné autoimunitni
onemocnéni CNS s dominantnim postiZzenim optickych nervli a michy.
Patofyziologicky se jedna o onemocnéni charakterizované autoimunitnim zanétem
s dulezitou tlohou protilatkové specifické imunity (B-lymfocyty, plazmatické
bunky). Revidovana diagnosticka kritéria pro NMO byla publikovana v r. 2006
(Wingerchuk, Lennon et al. 2006). V 1&cbé NMO vyuzivame v ptipadé relapsu
stejné jako u RS methylprednisolon nebo pii jeho nedostate¢ném efektu sérii
plazmaferéz. V dlouhodobé preventivni 1€cbe je doporucovan azathioprin,
rituximab, cyklofosfamid a mitoxantron (druha volba), pfipadné v dalsi linii
intraven6zni imunoglobuliny, methotrexat a mykofenolat mofetil. Doporucenou
variantu 1é¢by piedstavuje také chronicky plazmafereticky program (Sellner,
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Boggild et al.). Efekt transplantace kmenovych bunék dosud u vétsi skupiny NMO
pacient popsan nebyl.

1.9. Allogenni transplantace kmenovych bunék u autoimunitnich onemocnéni

Jesté vyssi ucinnost v 1é¢beé agresivnich autoimunitnich chorob ve
srovnani s ASCT lze teoreticky ocekavat u allogenni (heterologni) transplantace
(alloSCT) kmenovych buné€k od ciziho darce. U RS byl nejprve popsan efekt
alloSCT pouze na jednotlivych kazuistikach pacientil se sou¢asnou
hematoonkologickou diagnozou, pro kterou bylo nutno pfistoupit k alloSCT.
Vysledky byly u nékterych pacienti pozitivni (Pasagian-Macaulay, Aston et al.
1997), ale jsou popsany i ptipady, kdy alloSCT nevedla ke stabilizaci RS (Lu,
Storek et al. 2009). Zasadnim limitem k provedeni kvalitni studie s cilem zjistit
efekt 1é¢by alloSCT u RS je vysoka mortalita vykonu (5-45%). V ramci registru
EBMT byla retrospektivné zpracovana data souboru 35 pacientdl s autoimunitnimi
chorobami, ktefi byli z divodi této samotné diagndzy 1éceni alloSCT (Daikeler,
Hugle et al. 2009). Jednalo se o heterogenni soubor pacienti, ale celkové dosahlo
alesponi ¢aste¢né remise 78% pacientl na 70,7 mésict. Mortalita spojena s 1é¢bou
alloSCT dosahla v tomto souboru 20%. Dosud nebyla publikovana zadna data o
provedeni alloSCT u pacienta s NMO.

2. CILE PRACE

1. podrobné retrospektivné definovat skupinu pacientdl s agresivni roztrousenou
sklerdzou, kteti byli v Centru pro demyeliniza¢ni onemocnéni Neurologické
kliniky 1. LF UK a VFN v Praze 1éceni vysokodavkovanou imunoablaci

s podporou autolognich hematopoetickych kmenovych bunek v letech 1998-2008
s cilem nalézt klinické ukazatele budouci odpovidavosti na tuto 1é¢bu a zptesnit
indikaci k této 1é¢bé

2. popsat efekt a bezpecnost allogenni transplantace kmenovych bunék na
ptipadech dvou pacientek s autoimunitnim onemocnéni CNS (RS a NMO)

3. prospektivné sledovat vyvoj jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci a
produkci intracelularnich cytokin v periferni krvi u tif skupin pacienti:

A) pacientu s klinicky izolovanym syndromem lécenych interferonem beta

B) pacienti s relaps-remitentni roztrousenou skler6zou Iécenych natalizamabem
C) pacientt s agresivni roztrousenou skler6zou lé¢enych vysokodavkovanou
imunoablaci s podporou autolognich hematopoetickych kmenovych bunék

4. korelovat jednotlivé lymfocytarni subpopulace a produkci intracelularnich
cytokint v periferni krvi pacientt v§ech tfi skupin pfed zahajenim a v prubéhu
lécby s klinickou aktivitou onemocnéni vyjadienou poctem atak a progresi
neurologické invalidity (parametr EDSS) s cilem najit spole¢ny imunologicky
prognosticky ukazatel aktivity onemocnéni
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3. PACIENTI A METODY

Vsichni pacienti zafazeni do sledovani v ramci této prace jsou v péci
Centra pro demyelinizacni onemocnéni Neurologické kliniky 1.LF UK a VFN
v Praze. Pacienti byli o vyzkumu podrobné informovani a podepsali informovany
souhlas.

3.1. Pacienti zaiazeni do imunologického sledovani — 1. ¢ast prace

V prvni ¢asti prace bylo zatazeno do sledovani celkem 33 pacientd s klinicky
izolovanym syndromem (CIS) 1é¢enych interferonem beta-1a 30 pg
intramuskularné jedenkrat tydné (Avonex®), 17 pacientl s relaps-remitentni RS
lé¢enych natalizumabem (Tysabri®) v davce 300 mg intravendzné v intervalu 4
tydntl a 14 pacientd s RS lé¢enych ASCT.

Tabulka ¢. 1: Zakladni charakteristiky sledovanych skupin pacientl

CIS
- interferon beta RS — natalizumab | RS - ASCT
Pocet pacientll 33 17 14
Pomér zeny:muzi 22:11 9:8 7:7
Primérny vek pfti zahajeni 1é¢by/CIS v
letech (median) 31(29) 33 (28) 31(188)
Primérna délka trvani RS pfi zahajeni
1é¢by v letech (median) - 10 (8,5) 6 (5)
Primérny stupent EDSS pii zahdjeni
1é¢by/CIS (median) 3,0 (4,0) 3,5 (4,0) 4,5 (4,0)
Pocet pacientll se zménou 1écby
v priub&hu 24-mési¢niho sledovani 7 4 4
Pocet pacientl vyfazenych v prubéhu
24-mési¢niho sledovani 0 4 0
CIS — klinicky izolovany syndrom ASCT — imunoablace s podporou autolognich kmenovych bunék
RS — roztrousena skleroza EDSS - Expanded Disability Status Scale

Schéma sledovani pacienta zahrnovalo zhodnoceni neurologického nalezu
(EDSS) a provedeni odbért periferni krve k analyze véetné imunologickych
parametru pfed zahajenim 1é¢by (vEetné kortikosteroidu v ptipadé CIS) a dale ve
3., 6., 12. a 24. mésici 1écby. Za potvrzenou progresi neurologického nalezu bylo
pritom povazovano zhorSeni o > 1 stupen na skale EDSS (pii EDSS < 5) nebo
zhorSeni o0 > 0,5 stupné na Skale EDSS (pti EDSS > 5) trvajici konstantné alespon
6 mésicu.

13




3.2. Pacienti s roztrousenou sklerézou lé¢eni vysokodavkovanou imunoablaci
s podporou autolognich hematopoetickych kmenovych bunék (ASCT) -
desetileté sledovani (2. ¢ast prace)

Retrospektivné byla zpracovana klinicka data 26 pacientl s RS 1é¢enych
ASCT v letech 1998-2008 (charakteristika souboru shrnuta v Tabulce €. 2).
Lécba ASCT zahrnovala: 1. mobilizaci kmenovych bunék z kostni diené do
periferni krve (cyklofosfamid a faktor stimulujici granulocytarni kolonie
filgrastim); 2. pfipadné zpracovani §t€pu (ex vivo = in vitro purging pomoci
pozitivni selekce CD34+ nebo negativni selekce T-lymfocytll) a zamrazeni
kmenovych bungk; 3. chemoterapeuticky rezim tzv. BEAM (BCNU=carmustin,
etoposid, cytosin arabinosid, melfalan); 4. vraceni kmenovych bunék do krevniho
ob¢hu pacienta, tzv. pievod (den 0); 5. podani antithymocytarniho globulinu
(ATG) - tzv. in vivo purging.

Tabulka ¢. 2: Zakladni charakteristiky pacientl 1é¢enych ASCT v letech 1998-2008

Cela skupina RR-RS SP-RS

Pocet pacientli 26 11 (42%) 15 (58%)

Pomér zeny:muzi 15:11 6:5 9:6

Veék pii ASCT v letech (median) 32 (188) 28 (27) 35 (35)

Délka trvani RS pii ASCT v letech (median) 8(7) 54) 10 (189)

3 (Jacobs, 3 (Jacobs,

Cookfair et Cookfair et

Délka trvani progresivni faze u SP-RS al.) - al.)

Stupenn EDSS pti ASCT - prumér (median) 5,5(6,0) 4,5 (4,5) 6,5 (6,5)

In vitro Cisténi $tépu 7 (27%) 3 (27%) 10 (67%)

Podani ATG (in vivo purging) 16 (62%) 9 (82%) 6 (40%)

Dvojité ¢isténi §tépu (in vitro + ATG) 2 (8%) 1 1
Primérna délka sledovani pfi analyze dat v mésicich

(median) 69 (66) 43 (19) 89 (96)

Pacienti byli vySetfovani pied 1écbou ASCT a poté pravidelné v intervalu
Sesti mésicti po 1é¢bé ASCT az do ¢ervna 2009. Hodnoceni zahrnovalo stupen
EDSS, poéet atak, dlouhodobou 16¢bu po ASCT a nezadouci u¢inky. Casné
nezadouci Ucinky byly definovany jako nezadouci ti€inky, které se vyskytly
v prvnich 100 dnech po ASCT (po dni 0). VSechny ostatni nezadouci ucinky, které
se objevily po vice nez 100 dnech od ASCT, predstavovaly pozdni nezadouci
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G&inky. Umrti spojené s transplantaci (TRM — transplant related mortality) je
definovano jako jakékoliv umrti, které nastava v obdobi prvnich 100 dni po ASCT
(Fassas, Passweg et al. 2002; Saccardi, Kozak et al. 2006).

3.3. Allogenni transplantace kmenovych bunék v 1é¢bé autoimunitnich
onemocnéni — kazuistika RS a NMO

58-leta pacientka s RS, prvni akutni pfiznaky onemocnéni vr. 1988 -
vertigo a instabilita, diagndza stanovena v r. 1992 pfi stupni EDSS 3,5. V dalsich
letech byla faze onemocnéni hodnocena jako SP-RS. Kromé¢ kortikosteroidi byla
pacientka lé¢ena piechodné oralnim cyklofosfamidem (1995-1997). V zaii r. 2000
byla u pacientky stanovena diagnéza myelodysplastického syndromu a pacientka
byla indikovana k 1é¢bé alloSCT. Lécba byla provedena v bieznu r. 2001
s vyuzitim ablativniho rezimu (BuCy?2 - busulfan, cyklofosfamid) a kmenovych
bunék od HLA shodného piibuzného darce (bratr). Neurologicky nalez byl v dobé
lécby alloSCT hodnocen stupném EDSS 4,0. Po provedeni alloSCT probihaji
pravidelné hematologické kontroly véetné hodnoceni darcovské krvetvorby
(chimerismu). Neurologické sledovani v pribéhu let 2001-2012 zahrnovalo
neurologické vysetieni (EDSS) ve tfimési¢nich intervalech a MR mozku ve
dvouletém intervalu.

36-leta pacientka s diagnozou neuromyelitis optica, prvni piiznaky v r.
1998 — opticka neuritis vpravo. V nasledujicich tiech letech pacientka prod¢lala tii
ataky s rezidualnim postizenim zraku a v r. 2002 byla zah4jena 1écba interferonem
beta. Postupné byly u pacientky vyzkouseny v§echny doporu¢ované 1é¢ebné
postupy, a poté byla v r. 2009 provedena autologni transplantace kmenovych
bunék — taktéz bez efektu. V dubnu r. 2011 bylo pfistoupeno k 1é¢bé alloSCT
(rezim s fludarabinem, cyklofosfamidem a ATG, kmenové bunky od HLA
shodného neptibuzného darce). Neurologicky nalez byl v dobé 1é¢by alloSCT
hodnocen stupném EDSS 6,5. Po provedeni alloSCT probihaji pravidelné
hematologické kontroly véetné hodnoceni chimerismu, neurologické vySetfeni
probiha v tiimésicnich intervalech (hodnoceni relapst, EDSS, titr NMO-IgG
protilatek v krvi, MR mozku a michy). Titry NMO-IgG protilatek jsou testovany
metodou nepfimé imunofluorescence s vyuzitim komeréniho kitu Neurology
Mosaic 17, Euroimmun.

3.4. Metody vySetieni lymfocytarnich subpopulaci a intracelularnich cytokini

Plna periferni krev byla inkubovana v pfitomnosti pfislusné monoklonalni
protilatky (CD3-FITC (fluorescein isothiocyanate), CD3-PerPC (peridinin
chlorophyll protein), CD4-PerPC, CD8-PerPC, CD19-PerPC, CD5-PerPC,
CD16+56-PerPC, HLA-DR-PE (phycoerythrin), CD45RA-FITC, CD14-FITC);
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Po lyzac¢ni a promyvacich fazich, byla
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provedena Sestibarevna analyza pritokovym cytometrem FACSCanto
(Fluorescence Activated Cell Sorter, BD Biosciences) se softwarem BD
FACSDiva 5,03 (BD Biosciences).

Ke stanoveni intracelularnich cytokint byly imunitni buniky plné periferni
krve nejprve kultivovany a stimulovany - lymfocyty za pfitomnosti Brefeldinu A
(BFA), forbol 12-myristat 13-acetatu (PMA) a ionomycinu, monocyty za
pritomnosti lipopolysacharidu (LPS) a Brefeldinu A. Nasledné byly buiky
oznaceny monoklonalni protilatkou proti povrchovym antigenim (CD3, CD14),
fixovany, permeabilizovany a ozna¢eny monoklonalnimi protilatkami proti
intracelularnim cytokiniim (TNFa-FITC, IFNy-FITC, IL2-PE, IL4-PE, IL10-PE,
IL12-PE). Intracelularni cytokiny byly analyzovany na vyse uvedeném
pratokovém cytometru. T-lymfocyty byly ohrani¢eny pomoci FSC (forward
scatter) a CD3; monocyty byly ohrani¢eny pomoci SSC (side scatter) a CD14.

3.5. Statisticka analyza

Analyza dat dlouhodobé¢ sledované skupiny pacientti 1écenych ASCT
zahrnovala vypocet intervalu bez progrese (PFS — progression free survival)

s vyuzitim Kaplan-Meierovy kiivky, porovnani PFS jednotlivych skupin pomoci
Coxova F testu a porovnani incidence relapsi (tzv. relapse-rate) pomoci
neparametrického parového sign testu.

Pro porovnani sledovanych skupin ve vztahu k imunologickym
parametrim byl pouzit dvouvybérovy (neparovy), oboustranny Studentlv t-test.
ANOVA (Analysis Of Variance) test byl vyuzit pii hodnoceni rozdili vyvoje
jednotlivych imunologickych parametrii mezi sledovanymi skupinami. K nalezeni
mozného predikéniho ukazatele pro jednotlivé parametry vyvoje onemocnéni byla
pouzita mnohocCetna regresni analyza, pfi¢emz statisticky nevyznamné ukazatele
byly postupné z analyzy vylouceny. Vesker¢ statistické vypoéty byly provedeny
pomoci programu STATISTICA 8 (StatSoft, Inc. Tulsa, OK, USA). Rozhodovaci
kiivka pro zhodnoceni diagnostické piesnosti predikéniho faktoru vzhledem ke
klinickému parametru byla vypocitana pomoci aplikace dostupné na webovych
strankach: http://www.jrocfit.org.

4. VYSLEDKY

4.1. VysledKky retrospektivniho sledovani skupiny pacientii 1é¢enych
vysokodavkovanou imunoablaci s podporou autolognich hematopoetickych
kmenovych bunék (ASCT) v letech 1998-2008

1. cely soubor 26 pacientid byl zahrnut do analyzy, délka sledovani
dosahla 11-132 mésict (median 66 mésich). Interval bez progrese (progression free
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survival, PES) - méfeny pomoci zmény hodnoty EDSS — ¢inil 70,8% po tiiletém a
29,2% po Sestiletém sledovani (Graf. ¢. 1).

2. PFS v ramci tiiletého sledovani u pacientii s RR-RS (n=11, délka
sledovani 11-132 mésict, median 19 mésict) byl 84,4% ve srovnani s 60% u
pacient se SP-RS formou onemocnéni (n=15, délka sledovani 30-130 mésicu,
median 96 mésicl) — Graf ¢. 2. (F(2, 26) = 16,65527, p = 0,00002).

Graf. ¢. 1 Graf ¢. 2
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3. v hodnoté PFS nebylo dosazeno statisticky vyznamného rozdilu mezi
pacienty s EDSS < 6 (n=8) a EDSS > 6 (n=18).

4. skupina pacientti s délkou trvani choroby méné nez 5 let dosahla
signifikantné lepsiho vysledku PFS, F(4, 24) = 5,745650, p = 0,00217. PES po
tiech letech ve skuping pacientd s délkou trvani onemocnéni < 5 let (n=6, délka
sledovani 11-132 mésicti, median 18 mésicti) ¢inil 82,3% ve srovnani s 61,8% ve
skupin€ pacientl s délkou trvani RS > 5 let (n=20, délka sledovani 14-130 mésicu,
median 73 mésicu).

5. statistické vyznamnosti dosahl rozdil mezi kiivkami PFS u pacient
s vékem pod 35 let oproti star$im pacientim, F(12, 16) = 3,468337, p=0,01118. U
vsech pacientl starSich 35 let progredoval neurologicky nalez méteny Skalou
EDSS pred dosazenim konce Ctyfletého sledovani.

6. median ro¢niho poctu relapst v roce pied 1é¢bou ASCT byl 2 (1.
kvartil 1, 3. kvartil 2), zatimco median ro¢niho poctu relapst v prvnich dvou letech
po ASCT byl 0 (1. kvartil 0, 3. kvartil 1). Rozdil byl statisticky vyznamny (Sign
test, p = 0,045).

Dlouhodoba 1é¢ba RS po ASCT zahrnovala interferon beta (n=2),
glatiramer acetat (n=9), intraven6zni imunoglobuliny — IVIG (n=13), intraven6zni
pulzy cyklofosfamidu (n=5), intravenozni pulzy mitoxantronu (n=1) a azathioprin
(n=5). Jeden pacient byl 1é¢en mykofenolat mofetilem, dva pacienti byli 1é¢eni
cyklosporinem A. Vsichni pacienti byli po ASCT dlouhodobég 1éceni nizkou
davkou kortikosteroidti (do maximalni denni davky ekvivalentni 10 mg
prednisolonu oraln¢).
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Umrtnost spojena s 1é&bou ASCT (transplant related mortality) byla
v naSem souboru pacientt 0%. V prib¢hu dlouhodobého sledovani (vice nez 100
dnti po ASCT) byly zaznamenany celkem dveé imrti. 49-letd Zena zemiela 30
mésicti po ASCT na extramuralnim pracovisti pro komplikovanou, pozdné
diagnostikovanou peritonitidu. Ve druhém piipadé byl u 40-letého muze
diagnostikovan 39 mésicti po ASCT zhoubny tumor CNS glioblastoma multiforme,
na ktery pacient 60 mésicti po ASCT zemfel.

Casné nezadouci uéinky béhem prvnich 100 dnii po ASCT byly
vyhodnoceny u 25 pacientt (data jedné pacientky byla skartovana). Zahrnovaly
febrilni neutropenii (n=14), sepsi (n=10), infekci mocovych cest (n=7), prijem
(n=16) a tézkou mukositidu stupné II-III (n=11). Jedna pacientka vyvinula bolesti
kloubi s pozitivitou revmatoidniho faktoru 2 mésice po ASCT.

Pozdni nezadouci ucinky (po vice nez 100 dnech po ASCT) zahrnovaly
zavaznou sepsi (n=1, 6 mésict po ASCT), recidivujici herpetické infekce — labialni
herpes simplex virus typu I a vysev varicella zoster viru v genitalni oblasti s akutni
mocovou retenci (n=1, 9 mésicti po ASCT), chronickou hepatitis typu B (n=1, 24
mésicti po ASCT) a glioblastoma multiforme (n=1, 39 mésicti po ASCT). Jedna
pacientka vyvinula 15 mésict po ASCT ziskanou pozitivitu inhibitoru faktoru VIII
koagula¢ni kaskady.

4.2. Prospektivni sledovani vyvoje lymfocytarnich subpopulaci a
intracelularnich cytokinu v periferni krvi

V ramci prace bylo zpracovano dvouleté sledovani lymfocytarnich
subpopulaci periferni krve u pacientt s RS vsech tii zvolenych skupin
v procentualnich (%) a absolutnich (abs) hodnotach. Statisticky rozdil v zakladnich
subpopulacich (CD3+, CD4+, CD8+, CD19+, CD16+56) mezi jednotlivymi
skupinami byl signifikantni po korekci mnohocetného testovani.

Graf €. 3: Piiklad grafického zpracovani dvouletého sledovani subpopulace
CD3+ lymfocytt (% a abs hodnoty)
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4.3. VysledKky statistického zpracovani lymfocytarnich subpopulaci a
intracelularnich cytokini souhrnné u vybranych tfi skupin pacienti ve vztahu
ke klinické aktivité onemocnéni

V ramci souhrnné analyzy vsech tii vybranych skupin pacienti byly
porovnany jednotlivé imunologické parametry (vstupni hodnota pted 1é¢bou,
hodnota ve 3. a 6. mésici 1éCby) s pritomnosti relapsti RS mezi 6. a 24. mésicem
sledovani. V testovanych parametrech nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
v imunologickych parametrech (absolutni a procentualni hodnoty subpopulaci)
mezi pacienty bez relapsu a pacienty s relapsem.

Dale byly porovnany jednotlivé imunologické parametry (lymfocytarni
subpopulace v absolutnich i procentualnich hodnotach) v ¢asovych intervalech
pred lécbou a ve 3. a 6. mésici 1é¢by u pacientd bez progrese invalidity a pacientl s
progresi mezi 6. a 24. mésicem sledovani.

Ze vstupnich hodnot imunologickych parametru pted 1é¢bou byl prokazan
statisticky vyssi absolutni pocet CD19+ lymfocytt u pacientl bez progrese versus
s progresi (p=0,01, primér 0,19 versus 0,11). U vySetfovanych parametrti ve 3.
mésici 1éCby byl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi pacienty bez progrese
a s progresi v absolutni hodnoté CD3+ lymfocytt (p=0,057). V 6. mésici 1é¢by
byly nalezeny statisticky signifikantni rozdily mezi pacienty bez progrese a
s progresi u parametru CD3+% (p=0,04), CD19% (p=0,014), CD5+% (p=0,028),
CD3+abs (p=0,002), CD4+abs (p=0,007) a CD8+abs (p=0,002).

Pro dalsi analyzu byly vyuzity imunologické parametry z doby pred
lé¢bou a po trech mésicich 1écby. Mnohocetna regresni analyza (pocinajici vSemi
parametry vstupnimi a v mésici 3) ukazala statisticky signifikantni schopnost
absolutni hodnoty CD19+ lymfocytt pfed zahajenim 1é¢by predikovat hodnotu
EDSS v mésici 24 (-F(1,54)=21,04, p<0,001, R2=0,27, R=0,53).

Vstupni absolutni hodnota CD19+ lymfocytd dohromady s procentualni
hodnotou CD3+ lymfocytii ve 3. mésici sledovani pak ukazaly predikéni potencial
ve vztahu k hodnoté EDSS v mésici 24 s jeste vyssi statistickou vyznamnosti (-
F(2,49)=15,6, p<0,001, R2=0,39, R=0,62).

Absolutni hodnota 0,2 CD19+lymfocyti pied [écbou odlisila pacienty bez
progrese oproti pacientiim s progresi k 24. mésici sledovani se sensitivitou 81% a
specificitou 46%.

4.4. Hodnoceni lécby allogenni transplantaci kmenovych bunék u dvou
pacientek s autoimunitnim onemocnénim CNS (efektivita a bezpe¢nost)

Lécba alloSCT byla u pacientky s RS provedena v bieznu r. 2001 bez
znamek akutni reakce $té€pu proti hostiteli (graft versus host disease, GVHD)
s dosazenim 100% chimerismu darcovské krvetvorby. Pfechodna imunosupresivni
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profylaxe zahrnovala cyklosporin A a mykofenolat mofetil oralné. Nedoslo
k rozvoji zadnych ptiznakt chronické GvHD a pacientka ztistava jedenact let po
1é¢bé alloSCT hematologicky v kompletni remisi. Neurologicky pacientka do
leto$niho roku 2012 zistava bez vyznamné progrese objektivniho neurologického
nalezu (EDSS 4,0) i MR nalezti. Lécba RS po alloSCT zahrnuje prednisolon 5 mg
obden oraln¢ (2001 - dosud) a od r. 2008 dosud pro dvé ptechodna zhorSeni
paraparézy dolnich koncetin dale intravendzni imunoglobuliny v davce 15 gramt
jedenkrat mésicné.

Lécba alloSCT byla u pacientky s NMO provedena v dubnu r. 2011.
Akutni GVHD dosahla stupné 2, nedoslo k rozvoji chronické GvHD pfi profylaxi
cyklosporinem A. Bylo dosazeno stabilnich 100% chimerismu darcovské
krvetvorby. Neurologicky byla alloSCT provedena ve fazi vysoké frekvence
relapsi NMO a pfi stupni EDSS 6,5. 18 mésict po 1é¢b¢ alloSCT zatim nedoslo
k rozvoji nového relapsu NMO. Dochazi priibézné ke zlepSovani neurologického
nalezu (aktualni stupeit EDSS 6,0) a mirné regresi a dale v ¢ase stabilizaci nalezd
na MR. Poprvé od stanoveni diagn6zy NMO u této pacientky doslo k poklesim
hodnot titrd NMO-IgG na nemeéfitelné hodnoty. Z neurologického hlediska je
pacientka po alloSCT dosud (fijen 2012) bez specifické NMO 1é¢by.

5. DISKUZE

Roztrousena skler6za (RS) predstavuje chronické zanétlivé onemocnéni
centralniho nervového systému s prokdzanou autoimunitni etiologii. Existujici
skupina 1éka vyuZzivanych v 1é¢bé RS ma statisticky vyznamny efekt na snizeni
poctu a zavaznosti akutnich relapsi a oddaleni progresivniho stadia onemocnéni
s nartstem trvalé invalidity. Onemocnéni ale zatim neni vylécitelné a bohuzel
mame velmi malou schopnost predikovat prognézu dal§iho prubéhu choroby a
zvolit individualn€ adekvatni intenzitu 1écby.

V praci byla retrospektivné zpracovana data skupiny 26 pacientl s RS
lé¢enych autologni transplantaci kmenovych bunék (ASCT) na nasem pracovisti
v letech 1998-2008. Délka sledovani dosahla 5,5 let (median), coz predstavuje
jednu z nejvétsich a nejdéle sledovanych skupin (celosvétove je odhadovan pocet
takto IéCenych pacientd s RS na 400-500 pacienti (Mancardi and Saccardi 2008)).
V nasi skupiné bylo dosazeno hodnoty zakladniho ukazatele — intervalu bez
progrese (progression free survival, PFS) — 70,8% po tiech letech od 1écby ASCT.
PFS vsak bylo vyrazné niz$i u celé skupiny po Sesti letech sledovani — 29,2%.
Délky sledovani Sesti let dosahlo z celkového poctu 26 pacientti ovsem pouze 13
pacientt, z toho 10 pacientll jiz v pokrocilejsi, sekundarné-progresivni fazi
choroby. Vliv faze a tize onemocnéni na vysledny efekt 1écby ASCT byl dale
analyzovan na jednotlivych podskupinach pacienti v ramci tfiletého sledovani.
Prokazali jsme, Ze kratké trvani onemocnéni (do péti let od prvnich pfiznakt RS),
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nizsi vek (do 35 let) a dosud relabujici prubéh onemocnéni vedou k lepsimu
vysledku 1écby ASCT méfené ukazatelem PFS. Neprokazali jsme jednoznacny vliv
stupné invalidity métené na skale EDSS na ucinek lécby ASCT, coz bylo

v minulosti publikovano (Burt, Cohen et al. 2003).

U nasi skupiny pacientl byla viibec poprvé zpracovana podrobné lécba
RS pied a po ASCT. Vétsina pacienti neméla zadnou specifickou 1é¢bu RS
v prvnim roce po ASCT. Imunomodulacni 1é¢ba byla zahajena v piipadé relapsu
onemocnéni nebo pii progresi neurologického nalezu o > 0,5 stupné EDSS skaly.
Odpovidajici pocet pacient s relabujici nebo progredujici formou onemocnéni byl
po ASCT lé¢en imunodula¢nimi 1éky, tedy tento faktor zasadné neovlivnil rozdilny
prubeh PFES kiivek u obou skupin pacienti. Piipadna 1é¢ba po ASCT zahrnovala
stejné preparaty jako ptred 1é¢bou ASCT, tedy vliv na sniZeni poctu relapsi lze
jednoznacné ptipsat proceduie ASCT, ktera je chapana jako postup resetujici
imunitni systém. U Zadného pacienta nebylo v prvnich tiech letech po ASCT nutno
pristoupit k eskalaci 1é¢by na pulzy cytostatik (cyklofosfamid, mitoxantron), nebo
na jiz dostupnou monoklonalni protilatku natalizumab.

Lécba ASCT v nasem souboru byla relativné bezpec¢na, mortalita spojena
s vykonem (transplant related mortality, TRM — definovana jako umrti do 100 dnt
po ASCT) byla 0%. V ramci pozdnich nezadoucich u¢inkti byl zaznamenan 15
mésicti po ASCT ptipad vzacného sekundarniho autoimunitniho onemocnéni —
ziskaného inhibitoru koagulacniho faktoru VIII. Nejedna se o onemocnéni bézné
asociované s RS. Zde se vSak jedna o jiz druhy ptipad ziskané hemofilie u pacienta
s RS po 1é¢bé ASCT, pricemz prvni hlasena pacientka v feckém centru vyvinula
krvacivé komplikace 25 mésict po ASCT a na tuto komplikaci zemfela
(Kaloyannidis, Sakellari et al. 2004). Jednomu pacientovi z naseho souboru byl 39
m¢ésict po ASCT diagnostikovan primarni tumor CNS, glioblastoma multiforme.
Na tuto komplikaci pacient zemiel 60 mésicti po ASCT. Riziko indukce malignity
po pouziti stiedné intenzivnich chemoterapeutickych rezimi je obecné velmi nizké
(Gratwohl, Passweg et al. 2005; Saccardi, Kozak et al. 2006). Podle dosavadnich
znalosti nedavame tuto malignitu do jednoznacné souvislosti s 1é¢bou ASCT,
vlastni RS nebo jeji pfedchozi imunosupresivni/cytostatickou 1écbou, byt
kombinaci vSech uvedenych imunosupresivnich lécebnych rezimi jako rizikovy
faktor nemuzeme zcela vyloudit.

V préci byly dale popsany kazuistiky dvou pacientek s autoimunitnim
demyelinizacnim onemocnénim CNS, u nichz byla z rizného divodu provedena
allogenni transplantace kmenovych bunék. V prvnim piipadé se jednalo o
pacientku jiz v sekundarné progresivni fazi RS, ktera musela podstoupit 1é¢bu
alloSCT pro vedlejsi diagnézu myelodysplastického syndromu. V tomto pfipadé
byl vyuzit ablativni rezim, darcem kmenovych bun€k byl HLA shodny bratr
pacientky. Lécba byla velmi dobfe tolerovana (bez zndmek akutni ¢i chronické
GvHD) a méla ptiznivy vliv na dlouhodobou (11 let sledovani) stabilizaci RS.
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Pokud se podivame na dostupna data v literatufe pouze ve vztahu k RS, jednalo se
zatim o 10 pacienti 1éCenych alloSCT véetné nasi pacientky: 3 pacienti s RR-RS, 4
pacienti s progresivni formou RS, u 3 pacientli nebyla faze onemocnéni
zaznamenana. 7 pacienti bylo léceno alloSCT pro hematonkologickou diagnozu, u
3 byla primarnim dvodem k 1é¢bé samotna RS, z cehoz vyplyva, Ze prevazovalo
vyuziti ablativnich rezimi. Darci kmenovych bun¢k byli HLA identi¢ti sourozenci
(n=6), HLA shodni sourozenci (n=3) nebo HLA shodny nepfibuzny darce (n=1).
Ve vztahu k autoimunitnimu onemocnéni bychom mohli logicky pfedpokladat, ze
vétsi efekt muze byt dosazen obnovou neptibuzné darcovské krvetvorby.

V jediném takovém piipad¢ vSak ke stabilizaci RS nedoslo (Lu, Storek et al. 2009).
Vsichni pacienti, u nichz byla primarnim divodem k alloSCT samotna RS, z 1écby
profitovali a dosahli alespon ¢astecné stabilizace. Lécba byla relativné dobie
tolerovana. Z desiti pacientd bylo popsano jedno umrti (10%) ve spojitosti

s alloSCT.

V této praci je dale popsana kazuistika pacientky s NMO, ktera byla
lé¢ena alloSCT po ptedchozim selhani veskeré konvencni 1€cby i autologni
transplantace kmenovych bunék. Jedna se o unikatni pacientku, protoze podobny
pripad dosud nebyl publikovan. U této pacientky je k dispozici 18-mé&si¢ni
sledovani po alloSCT 1é¢b¢ a zatim lze statut jeji choroby oznadit za ,,disease free®,
protoze nedoslo k Zadnému relapsu ¢i progresi neurologického nalezu, nedoslo
k progresi nalezu ¢i znamkam aktivity onemocnéni na MR a navic doslo
k vymizeni patognomickych protilatek IgG proti aquaporinu 4. Lécba alloSCT byla
tolerovana velmi dobfe a pacientka je od alloSCT bez specifické NMO 1écby. Na
zaklade vysledki u této pacientky je mozno také u NMO zvazovat 1é¢bu alloSCT u
nepfiznivého a standardni lé¢bou nedostate¢né ovlivnitelného prub&éhu
onemocnéni. V té€chto piipadech se jiz vyse uvedené riziko mortality spojené
s vykonem blizi riziku umrti v souvislosti se samotnym autoimunitnim
onemocnénim. Z nasi zkusenosti vyplyva doporuceni k Setrnéjsimu non-
myeloablativnimu rezimu a vyuziti nepfibuzného, HLA shodného darce.

Ve druhé Casti prace byly prospektivné studovany ve vztahu
k imunologickym markertim tfi skupiny pacient. Zamérné byly zvoleny skupiny
pacientil v rizném stadiu onemocnéni s cilem najit obecny ukazatel dalsi prognozy
RS bez ohledu na dosavadni pribéh onemocnéni. Vyzkum zahrnoval imunologické
parametry periferni krve (zakladni lymfocytarni subpopulace a intracelularni
cytokiny), protoze toto vysetfeni je z hlediska jak samotného pacienta tak
z hlediska laboratorniho a finan¢niho relativné dobte dostupné.

Prvnim vysledkem prace bylo konzistentni dvouleté sledovani
imunologickych parametrt periferni krve. Podle nasich znalosti se jedna o dosud
jediné obdobné sledovani zahrnujici absolutni i procentudlni hodnoty jednotlivych
lymfocytarnich subpopulaci v intervalu sledovani dvou let.
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U skupiny pacienti 1é¢enych ASCT byla pozorovana v souhlasu
s predchozimi pracemi imunitni rekonstituce. Dominovala dlouhodoba deplece
CD4+ lymfocyti, u nichz nedoslo k Gplné Gpravé na hodnoty pred ASCT ani po 24
meésicich sledovani, a naopak velmi rychla obnova CD8+ lymfocyti a NK-bunek
(Te Boekhorst, Lamers et al. 2006). V souladu s pozorovanim u pacientl se
systémovym lupus erythematodes 1é¢enych ASCT (Alexander, Thiel et al. 2009),
doslo u nasi skupiny pacientli s RS rovnéz k rychlé obnové B-lymfocytl na pocty
prevysujici hodnoty pied ASCT vcetné hodnot z 24. mésice sledovani. Podle
Alexandra et al. dochazi po ASCT u SLE pacientt piedevsim k obnové naivnich
B-lymfocyti, zatimco obnoveni pamétovych B-lymfocytd je mnohem pomalejsi.
Tento fakt miize byt spojen s navozenim autotolerance po 1é¢bé ASCT.

U skupiny 1é¢ené natalizumabem byl pozorovan narist poc¢tu vsech
zakladnich subpopulaci v periferni krvi - CD4+, CD8+, CD19+ lymfocyti a NK-
bunék. Ve shodé s diive publikovanou praci Putzkiho et al. (Putzki, Baranwal et
al.) zvyseni poctu B-lymfocytl bylo doprovazeno relativnim poklesem poctu
CD4+ lymfocytt, coz mize byt dilezité pro dalsi vyzkum mechanismi uc¢inku
natalizumabu i jeho bezpecnosti, predev§im ve vztahu k mozné komplikaci virové
oportunni infekei progresivni multifokalni leukoencefalopatii.

U skupiny pacientil s CIS nebyly nalezeny v prubéhu 1écby interferonem
beta signifikantni zmény v lymfocytarnich subpopulacich. To mize byt vysvétleno
efektem léku piedevsim na funkci nikoli absolutni pocet jednotlivych imunitnich
bunék (Zafranskaya, Oschmann et al. 2007).

V ramci hledani prediktivniho imunologického ukazatele jsme se
soustfedili na statistické vyhodnoceni parametri ziskanych souhrnné u pacientt
vSech tii skupin pied 1é¢bou a ve 3. a 6. mésici 1é€by ve vztahu k pritomnosti
relapst a progrese v prubéhu dvouletého sledovani. Zvoleny byly pravé hodnoty
pred 1é¢bou a v prvnich mésicich 1é¢by, protoze to je optimalni doba k hodnoceni
prognodzy s moznosti piizpisobeni intenzity terapie. Popsali jsme statisticky
vyznamnou korelaci mezi absolutnim po¢tem CD19+ B-lymfocyti v periferni krvi
pred zahajenim 1é¢by (vSechny tii skupiny dohromady) a progresi invalidity
méfenou pomoci zhorSeni na $kale EDSS v prubéhu dvouletého sledovani. Vyssi
statistické vyznamnosti bylo mozno dosahnout spojenim vstupni hodnoty CD19+
lymfocytt a CD3+ lymfocyt 3 mésice po zahajeni 1écby. Vzhledem ke snaze
predikovat prib¢h onemocnéni co nejdiive na pocatku nebo optimalné jesté pied
zahajenim 1éCby jsme se dale vénovali piedevsim parametru CD19+ lymfocyti. U
absolutni hodnoty CD19+ lymfocyti pfed zahajenim 1éby jsme byli schopni urcit
prahovou hodnotu ve vysi 0,2, ktera odliSuje pacienty s progresi a bez progrese
v nasledujicich dvou letech 1écby, a to se sensitivitou 81% a specificitou 46%.

V patofyziologii autoimunitniho zanétu byly stavény u RS do poptedi
fadu let vyhradné T-lymfocyty. Dlouho je v§ak popisovana také piitomnost B-
lymfocytl a plazmatickych bunék v 1ézich RS (Esiri 1980; Baranzini, Jeong et al.
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1999) a produkty téchto bunék - oligoklonalni pasy — jsou vyuzivany pies 20 let
v diagnostice RS. B-lymfocyty byly prokazany dale v ektopickych folikulech na
meningach pacientd s RS (Magliozzi, Howell et al. 2007).

Jednoznacné pak roli B-lymfocytti v autoimunitnim procesu RS potvrdila
statisticky vyznamna u¢innost humanizované monoklonalni protilatky proti
povrchovému antigenu B-bunék CD20 ocrelizumabu ve fazi II klinického zkouseni
u RR-RS na sniZeni poctu relapsti onemocnéni a aktivnich 1ézi na MR (Kappos, Li
et al.).

V nasi praci koreloval vyssi pocet B-lymfocytt v periferni krvi pred
1é¢bou (souhrnné zpracovani pacientl v riizném stadiu onemocnéni a pred jednim
ze tii riznych druht 1é¢by) s lepsim klinickym statutem vyjadfenym pomoci
progrese invalidity v nasledujicich dvou letech sledovani. Prace nebyla zaméfena
na etiopatogenetické vysvétleni tohoto fenoménu, nicméné je mozno diskutovat
priciny této prognosticky ptiznivé role vyssiho poctu B-lymfocytt periferni krve u
pacientti s RS. Hypoteticky by vyssi pocet B-lymfocyti mohl znamenat aktivni
zanétlivou fazi onemocnéni, u které prevazuje autoimunitni zanét nad irreverzibilni
neurodegeneraci. V takovém piipad¢ lze o¢ekavat efektivitu
progrese invalidity. Nicméné¢ této zjednodusené predstavé neodpovidal fakt, Ze ani
jeden ze zvolenych 1ékt nevedl k dlouhodobé redukei poctu B-lymfocytd
v periferni krvi. Navic primérna délka trvani onemocnéni deset let u ASCT
skupiny a Sest let u natalizumabové skupiny pfi zahajeni 1é¢by rovnéz vede k
pochybnostem o plné zanétlivé fazi choroby bez vlivu neurodegenerace.

Do uvahy pfichazi dale ptesun B-lymfocyti do kompartmentu periferni
krve s naopak relativné malym zastoupenim téchto zanétlivych bunék
v kompartmentu likvoru a tim celého CNS. Recentné byla publikovana prace, ktera
prokazala spojitost mezi vynikajici odpovidavosti na 1é¢bu natalizumabem, niz§im
poctem B-lymfocytti a produkci IgM a ¢astecné i1 IgG v likvoru pacientd s RR-RS
interleukin 10 produkujicich B-lymfocytl (regulacnich B-bunék) na celkove
zvyseném poctu buné€k této subpopulace v periferni krvi u pacient s lepsi
prognézou ve vztahu k progresi invalidity v nasledujicich dvou letech (Fillatreau,
Gray et al. 2008).

6. ZAVER

Vysledky prace 1ze shrnout do dvou zakladnich oblasti:
1. byla zpracovana desetileta klinicka data pacientt s agresivnim prubé¢hem RS, u
nichz selhaly konvencni postupy 1écby, a ktefi byli 1éceni off-label
vysokodavkovanou imunoablaci s podporou autolognich kmenovych bunék. Z
vysledkl byla definovana skupina pacientd, ktera mtize z uvedené 1é¢by profitovat

24



— pacienti s délkou trvanim choroby do péti let, do 35 let véku a s jesté relabujicim
prubéhem RS, u nichz pievazuje zanétlivy proces nad irreverzibilni
neurodegeneraci. Zaroven byly zpracovany kazuistiky dvou pacientek

s demyeliniza¢nim onemocnéni CNS, které profitovaly z 1éCby allogenni
transplantaci kmenovych bunék. V piipadé onemocnéni NMO jako primarni
indikace k této 1é¢bé se jedna o dosaZeni unikatni stabilizace agresivniho
autoimunitniho onemocnéni. Lécba byla v obou pfipadech dobie tolerovana a
miZze byt do budoucna vzata do Givahy u autoimunitnich onemocnéni CNS

s nepfiznivym pribéhem a selhanim standardni 1écby.

2. byl dokumentovan vyvoj lymfocytarnich subpopulaci v absolutnich i
procentualnich hodnotach v pribéhu dvouletého sledovani u tii skupin pacienti

s demyeliniza¢nim onemocnénim (CIS lé¢eny interferonem beta, RS 1é¢ena
natalizumabem nebo autologni transplantaci kmenovych buné¢k). Byl nalezen
mozny prediktivni faktor klinické progrese onemocnéni nasledujicich dvou letech
— absolutni hodnota CD19+ B-lymfocytl pfed zahajenim terapie respektive
kombinace vstupni absolutni hodnoty CD19+ lymfocytt s procentualni hodnotou
CD3+ lymfocytl ve 3. mésici od zah4jeni terapie. Prediktivni hodnota téchto
imunologickych faktorli musi byt samoziejmé ovétena na velkych populacich
pacientt, nicméné prace jednoznacné prokazala, Ze sledovani zakladnich
lymfocytarnich subpopulaci periferni krve u pacientti s RS ma sviij vyznam a je
hodno dalsiho vyzkumu.
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