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1 Uvod

Onemocnéni roztrouSenou sklerézou (RS) jsem si vybrala pfedevsim proto,
Ze jde o pomérné zavaznou chorobu postihujici mladsi populaci lidi. Pficemz

vice jsou ohrozeny zeny nez muzi.

Ovliviuje schopnost komunikace neurond mezi sebou a postihuje tak
centralni nervovy systém (CNS) jako celek. U onemocnéni RS Ize oCekavat
jakékoliv neurologické symptomy, které nasledné mohou vést az k celkove

invalidité postizeného.

RS je zajimavé onemocnéni nejen z pohledu neurologického, ale i po strance
imunologické zde nachazime mnoho uzite€nych poznatku, které mohou pfispét

k lepSi diagnostice a nasledné péci o pacienta.



2 Zadani - cil prace

Bakalarska prace je psana formou literarni reSerSe. Cilem prace je poukazat
na neurologické onemocnéni, a to pfedevsim z imunologického pohledu. Snaha
byla zjistit mozna diagnosticka kritéria nemoci, jeji psychické a fyzické projevy a

zZjistit mozné biomarkery onemocnéni.

Laboratorni ¢ast by méla poodhalit mozné metodiky stanoveni RS, téz

ukazat praci s biologickym materialem.

Cilem je i zjistit mozné rizikové faktory, které by mohly byt uziteCnym

pfinosem pro lékafe v ambulantnich poradnach.



3 Historie

Roztrousena skleréza (RS) je chronické autoimunitni onemocnéni CNS.
Dochazi pfi ném k napadeni myelinu za pomoci imunitniho systému. Nasledné

vznikaji rizné pfedevsim neurologické symptomy.
Po cela léta byly studovany pfedevSim pfiznaky, pfiiny a prabé&h nemoci.(4)

Moznost odhaleni roztrouSené sklerézy byla prakticky nemozna. HoreCka
mohla znacit jak banalni onemocnéni hornich cest dychacich, tak infekce Ci
zhoubné bujeni. Teprve nedavno byly odhaleny nékteré faktory spojeny pravé

s timto vaznym onemocnénim.(1)

Prvni zminky onemocnéni RS se datuji do 14. stoleti. Az ve 20. letech doslo
ke zvratu v Casné diagnostice této nemoci.(3) Néktefi historici udavaji jako prvni
rozpoznatelny pfipad RS Svatou Lidwinu Holandskou, narozenou v roce 1380.
AvSak velmi dobfe popsané onemocnéni RS se datuje do dob Augusta d'Este
(1794 — 1848), ktery byl vnukem Jifiho Il a bratranec kralovny Viktorie. V jeho

peclivé vedeném deniku zaznamenaval prubéh jeho onemocnéni.(2)

Az vroce 1868 dosSlo kjasné popsanému onemocnéni za pomoci
francouzského neurologa Jean-Martin Charcota, ktery pfi pitvé zpozoroval
zjizvenou tkan na mozku, tzv. plaky.(4) V dalSich letech pak dochazelo ke

zkoumani jak nemoci samotné, tak i k rozvoji terapie.(2)

Oficialné byla RS uznana jako nemoc az vroce 1870. Tehdy Dr.Walter
Moxen z Anglie a Edward Seguin z New Yorku pozorovali Sirokou Skalu
pacientld s neurologickymi pfiznaky. Téz bylo zdokumentovano, Zze nemoc

postihuje Castéji zeny neZz muze a Ze RS neni jen geneticky podminéna.(4)

V roce 1970 se zjistila souvislost s molekulami HLA-DW2 a HLA-DR2, které

se ukazaly byt specifické pfedevsim u Evropanl a Severnich Ameri¢an(.(12)

Posléze nastala snaha o lébu nemoci. V roce 1990 byly Ufadem pro
kontrolu potravin a lIéCiv (FDA) schvaleny prvni Iéky pro roztrouSenou sklerézu,
které spiSe podporovali imunitni systém. V roce 1993 byl pfi |IéCbé RS prokazan

dobry ucinek Interferonu B-1b (INF B-1b) a stal se tak prvni skute¢nou terapii pfi



této chorobé. V roce 1998 prokazali evropské studie pozitivni odezvu INF 3-1b i

pfi [éCbé sekundarné progresivni RS (SPMS).(3)

Poté nasledovaly uspésné pokusy sIFN B -la a s lékem Glatiramer

acetatem.

V prvni poloviné 20. stoleti doSlo krozmachu lékafskych objevl, které
pomohly dale studovat prubéh i pfiznaky nemoci. Kousky skladacky se vSak
spojily az vroce 1935 a to diky Dr. Thomasu Riversovi z Rockefellerova
institutu v New Yorku, ktery provadél pokusy s laboratornimi zvifaty. V roce

1940 vznikla nadace Narodni spolecnost RS, ktera podporovala vyzkum RS.

V roce 1960 bylo odhaleno, Ze imunitni systém napada myelin na axonech a

byla tak prokazana autoimunitni povaha onemocnéni.

Vroce 1980 vznikaly velké technologické pokroky, predevSim pak
zobrazovaci techniky jako MRI (magneticka rezonance), které jiz vedly ke
kvalitni diagnostice RS. Od roku 1981 uz MRI byla prvotnim diagnostickym

voditkem tohoto onemocnéni.

V roce 1990 se léCba RS opirala pfedevsim o interferon. OvSem od roku
2000 doslo k dalsim poznatkim, které mohly pomoci pfedchazet onemocnéni Ci
minimalizovat uC€inky nemoci. Jednalo se prfedevSim o ucinek vitaminu D

a o genetické predispozice onemocneéni.

Vyzkumy RS stale probihaiji, jejich snahou je pfedevsim v€asna diagnostika

nemoci a zlepSeni urovné zZivota nemocnych s RS.(4)



4 Roztrousena skler6za — obecné

Roztrousena skleréza (RS, anglicky: Multiple sclerosis MS) je pfedevsim
zanétlivé onemocnéni mozku a michy, kde fokalni lymfocytarni infiltrace vede
k poSkozeni myelinu a axonu (dlouhych neuronovych vybézku). Axony jsou

obaleny myelinem, ktery tvofi ochrannou vrstvu a urychluje vedeni vzruch.

Nejprve jde o zanét pfechodny, poté dochazi k demyelinizaci, ktera je trvala.
Patologické zmény se stavaji rozsahlymi a pFfechazeji v chronické
neurodegenerace. Onemocnéni je charakterizovano jako epizodicka
neurologicka dysfunkce. Abnormality indikuji distribuci zanétlivych 1ézi a ztraty

axonu.(5)

Passage of messages slong the 2won

Demyeclination In MS
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NA—\ "

Dstoned messages

Obrazek 1 Porovnani zdravého a demyelinizovaného neuronu
(zdroj: www.shutterstock.com, Demyelination In Multiple Sclerosis,
staZeno: prosinec 2015)

Na vzniku RS byl prokazan téz vliv Zivotniho prostfedi a vy3Si riziko RS bylo
sledovano i u jedincl srizikovymi genetickymi profily, jakymi jsou
napf. zastoupeni severni evropské populace, zastoupeni Zzen a muzl nebo

molekuly HLA Il. tfidy (viz nize samostatna kapitola 5. 1.).(5)

Dle nescCetnych vyzkumu se prokazal fakt, Zze prevalence RS v severni

evropské populaci je vysSi nez je tomu napfiklad u obyvatel jizni Australie Ci



Nového Zélandu.(21) Zaroven byla dokazana vétSi nachylnost k onemocnéni
RS u Zen oproti muzim, a to v poméru 2:1 (nékteré zdroje hovofi dokonce o

poméru 3:1).(5)

Pramérny vék nastupu RS je mezi 28. — 30. rokem Zivota u Zen, muzi pak

Vv pruméru asi o jeden az dva roky déle nez Zeny.(6)

Zjistilo se, ze nové epizody RS pfichazeji chaoticky. Symptomy RS se
hromadi a nasledné dochazi asi u 65 % pacientl k pfeskoku do sekundarni
progresivni faze, pfiemz asi u 20 % pacientl je progresivni od zacCatku

onemocnéni.

Klinicky obraz RS je ve vétSiné pfipadu dostateCnym prvotnim kritériem pro
vCasné stanoveni diagndzy. Laboratorni vysledky vykazuji abnormality bilé
hmoty mozkové, a to u vice jak 95% pacientl. Pro spravné urCeni diagnozy
musi byt provedena cela fada vySetreni (viz. kapitola 17.). Témér 80 % pacientu
pfichazi s akutni atakou, prvnim neurologickym problémem nazyvanym klinicky
izolovany syndrom (CIS). Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3., hlavni diagnostiku
RS zahrnuje prfedevsim vySetfeni magnetické rezonance (MRI — radiologicka
zobrazovaci metoda). Diky této metodé lze sledovat miru demyelinizace,

nasledné relaps-remitentni RS a posléze Ize odhadnout i miru atrofie mozku.(5)

Mozek s poskozenim
(léze), zpasobeno RS

Zdravy mozek

Obrazek 2 Porovnani zdravého mozku oproti mozku s lézemi u RS
(www.florence.cz, Pacientim s roztrouSenou sklerézou chybi komplexni péce, stazeno:
prosinec: 2015)
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Klinicky obraz se obvykle vyviji v pribé&hu nékolika desitek let. Jak jiz bylo
podotknuto, vice ohrozeny onemocnénim jsou zZeny. Mira recidivy se snizuje
béhem kazdého trimestru téhotenstvi, ale trojnasobné se zvysSuje v Sestinedéli,
a to predevS§im u zen, u kterych RS byla aktivni rok pfed otéhotnénim
(viz. kapitola 8). Riziko recidivy se téz zdvojnasobuje po virové expozici, a to
zejména u zanétl hornich cest dychacich a gastrointestinalnich infekci. Jako
zvySujici se riziko rozvijejici se RS byla prokazana pFedevsim infekce
Zzpusobena virem Epstein-Barrové. Je zde spojitost mezi virem Epstein-Barrové
a vlastnim proteinem, a to takova, Ze imunitni odpovéd proti viru neumysiné
zkfizené reaguje s myelinem a indukuje tak demyelinizaci. Etiopatogeneze
naznacCuje, ze B — burky tvofi protilatky pfi infekci virem Epstein-Barrove,
respektive hladiny protilatek koreluji s aktivitou nemoci. Naopak se sleduje,
Ze u parazitarnich onemocnéni dochazi k jakési ochrané pred aktivitou nemoci,

kdy se pfedpoklada mozna podpora T-regulacnich bunék.
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Obrazek 3 Souhrn moznych spoustécich faktori RS, uvedeno dle Van der
Valk, P., Amor, S. (zdroj: zdravi.euro.cz, Komplexni Ié¢ba roztrouSené sklerézy
mozkomisni, stazeno: leden 2016)

Globalni distribuci RS Ize velmi dobre zobecnit v zavislosti na vzdalenosti

severniho a jizniho polu,

kdy Castéjsi

vyskyt nemoci je pozorovan

u severoevropanu a naopak snizeny vyskyt je popisovan u jihoafriCana a asiatd,

to samozfejmé& s ohledem na migraci obyvatelstva. Zivotni prostiedi je tedy
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jednim z kritérii pro rozvoj RS, pfedevSim lze uvést nedostatek vitaminu D,
stravu, geomagnetismus, latky znecistujici ovzdusi, radioaktivita hornin, téz
cigarety a toxickeé latky. V neposledni fadé je na misté uveést genetiku, ktera je
spojena s rozvojem onemocnéni. RS ma rodinou recidivu kolem 20 %.
Souvislost s rozvojem RS Ize pfisoudit antigendm HLA , ktefi patfi k hlavnimu
komplexu tkanoveé slucitelnosti (major histocompatibility complex — MHC).
PfedevSim se jedna o skupinu HLA Il.tfidy, a to DR a DQ odpovidajici
haplotypim DRB1* 15:01, DRB5 *01:01, DQA1 *01:02 a DQ 82* 06:02.

Proces onemocnéni zacina se zvySenou migraci autoreaktivnich lymfocytu
pfes hematoencefalickou bariéru. Pficemz pfechod z fyziologického dohledu na
patologické kaskady vychazi z regulacnich vad a nasledné dochazi k imunitni
reakci v mozku. V patogenezi roztrouSené sklerézy hraji ustfedni roli
T-lymfocyty. Prokazany u lézi RS byly T-lymfocyty CD4+ a CD8+.(7) T-burky
CD4+ jsou Casté u akutnich lézi a T-bunék CD8+, jsou Castéji pozorovany u
chronickych lézi. Myelin specifické CD4+ T-lymfocyty mohou byt jednim
z mechanismd, které spoustéji rozvoj RS. Podobny ucinek je u CNS-reaktivnich
CD8+ T-bunék, které unikly imunologickému dohledu organismu.(8) T-bunky se
nachazeji ve vSech &tyfech popsanych histopatologickych subtypu RS. KliCova
role je pfisuzovana T-lymfocytdm vylu€ujicim interleukin 17 (IL-17), coz je
cytosin zvySujici produkci chemokin(, vyvolavajici pfesun monocyt a neutrofilt
do mist zanétu. Nékteré interferony jsou téz vyuzivany k IéCebnym ucelum.
K interferonim, které jsou s RS uzce spjaty patfi interferon y, podporujici

recidivu RS, zatimco interferon 8 snizuje frekvenci relapsu. (9)

Po neurologické strance se k diagnostice RS vyuzZiva mnoha vySetfeni.
Pomyslnou pomocnou rukou je vysledek mezinarodniho tymu odbornikd, ktefi
sestavili panel pro lepsi diagnostiku RS. Kritéria oznaCujeme jako
tzv. McDonaldova kritéria. Zahrnuji klinicka i paraklinicka laboratorni vySetfeni.
Soucasti vySetfovacich metod je i prokazatelnost T2 1ézi v €ase (DIT) i prostoru
(DIS). Kritéria jsou vS8ak vhodna predevSim u pacientl pfichazejici s tzv. klinicky
izolovanym syndromem (CIS).(10) Diagnosticka kritéria vyzaduji zvlastni
pozornost u déti, kde je riziko akutni roztrouSené encefalomyelitidy (ADEM).
VySetfeni mozku a michy pomoci magnetické rezonance (MRI) je dnes jiz

naprostym standardem, obdobné jako je tomu u vySetfeni neuromyelitis optika
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(NMO).(11) Dobré je téz sledovani akutnich demyelinizacich pfihod a
v neposledni fadé velmi vhodné vySetieni vizualnich evokovanych potencialt
(VEP).(10)

U vétsiny pacientl dochazi ke zdravotnim komplikacim, jako jsou zejména

infekce kize, hrudniku a mocového ustroji.

Stfedni doba smrti je asi 30 let od nastupu nemoci, coz pfedstavuje snizeni
délky Zivota o 5-10 let. (5)
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5 Predispoziéni faktory RS

5.1 Geneticka predispozice, molekuly HLA systému

Mnohé studie se zabyvaji imunogenetickym pozadim predisponujicim k RS.
Byly zkoumany molekuly HLA systému, jejich vliv na onemocnéni RS a

pravdépodobnost vyskytu u pfibuznych - dal§i generace pacientu s RS.

RS vykazuje komplexni potize, které jsou spojeny s poruchou chuize, ztratou
zraku, kfeCemi a unavou. Riziko RS je pro jednotlivce dano predevsim geny,

zatimco riziko populace je ovlivnéno Zivotnim prostfedim.

Ukazalo se, ze dédicnost je uzce spojena s HLA systémem, ktery souvisi
s imunitni odpoveédi lidskych leukocytl. Konkrétné se studie zamérily na HLA
molekuly Il. tfidy s alelami DQ a DR.(12) Konkrétné se jedna o haplotyp HLA
DRB1 * 1501, *0102 DQA1, DQB1 * 0602, T-bunécny receptor a na geny
imunoglobulinovych genu. V dédi¢nosti RS se ukazaly jako stézejni pravé
molekuly HLA. Nejprve byla prokazana souvislost dédi¢nosti s HLA antigeny
. tfidy, a to agA3 a agB7, nasledné bylo dokazano spojeni RS s HLA II. tfidy,
ato predevSim u haplotypu HLA DRB1 * 1501, DQAl * 0102 a
DQB1 * 0602.(6)

Geneticka vnimavost RS je jasné spojena s HLA systémem, ktery je umistén
na chromozomu 6p21 a 17922.(14) Zatimco HLA DRB1 * 1501 je spojen
pfedevSim s rozvojem rizika RS, molekula DRB5 se ukazala jako mozné riziko
pro progresi lidskych demyelinizacnich chorob. VSechny shromazdéné udaje
ukazuji, ze DRB1* 1501 nejen zvySuje pravdépodobnost vyskytu onemocnéni
RS, ale usnadriuje rozvoj T2 lézi, ¢imz zvySuje moznost poskozeni axon(
s naslednou degeneraci neuronll. Nasledkem pak muze byt az atrofie
mozku.(15) Vnimavost k RS byla také odhalena u HLA DR2.(16) Mapovaci
studie prokazali, Ze vyskyt HLA DRB1 * 1501, DQAL * 0102 a DQB1 * 0602 byl
ve vétSiné populace s RS, vyjimku tvofili pacienti ze Sardinie, kde byla spojitost
s DR3 a DR4 a u asijské populace nebyl nalezen Zzadny vztah k DR2.(17) RS je
zjevné spole¢nou chorobou pro mladé dospélé v severni Evropé, Severni
Americe a Australii, ale ne pro obyvatele arabské, africké a obyvatele Indie, kde

je vyskyt RS nizsi, i kdyz musime vzit v potaz migraci obyvatel.(18) Prokazan
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byl vyskyt kombinace DQB1 * 0201 a DRB1 * 0301 alely u africkych Ameri¢ana.
Stejné tak byla zjiSténa souvislost s HLA DR2 a DR3.(17) Stanoveni HLA
lokusti se provadi pomoci neradioaktivnich PCR technik (polymerazova
fetézova reakce) zalozenych na sekvencéné specifickych oligonukleotidovych

sondach.

HLA
MHC komplex
HLA-A — 3+ .
:- t21.32p
[T 21.31p
I W = P
W 21.2p
HLA-C = centromera
Sal A
T -
HLA-B - | | =
|
-
- ram
HLA-DR rameno
\‘-! ||
- -
HLA-DQ"’" -
| =
Haop” T

lidsky chromozom 6

Obrazek 4 Prehled umisténi HLA I. a Il. tfidy na lidském
chromozomu 6, zmény na chromozomu mohou zvySovat
pravdépodobnost vyskytu RS (zdroj: en.wikipedia.org, Human
leukocyte antigen, staZzeno: unor 2016)

Bylo zjisténo, Ze HLA molekuly pfispivaji asi 20% k celkové genetické

nachylnosti pro RS.(13)

Predispozice RS byla prezentovana na rodinnych studiich, které prokazuji
miru dédicnosti. Takeé studie, které probéhli na pacientech v Némecku potvrzuji
genetickou nachylnost k rizikovym alelam. Celkem bylo v Némecku provedeno
1700 analyz s 395 zdravymi kontrolnimi vzorky.(19) Riziko RS se projevilo u
jednovaje¢nych a dvouvajecnych dvoj¢at, sourozencu, ktefi maji shodné oba
biologické rodice i u sourozencl jen s jednim spoleénym biologickym rodi¢em.

Také pfibuzni jako jsou bratranci Ci sestfenice nebyli z tohoto rizika vyjmuti.
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Je patrné, Ze blizci pfibuzni postizené osoby maji zvySené riziko rozvoje RS.
Obecné Ize konstatovat, ze dochazi ke zvySeni rizik RS mezi prvnim a druhym
stupném pfibuznosti a samoziemé i mezi druhym a tfetim stupném

pfribuznosti.(22)

Zvysené riziko rozvoje RS je u sourozencu postizenych jedincd uvadéno
kolem 3 — 5 %. (14)

Celozivotni riziko RS v obecné populaci je asi 1 z 1000. U déti s postizenym
jednim rodic¢em je riziko asi 2 %, u déti s postizenymi obou rodi¢l je pak jesté
vy$Si. Riziko se dale zvySuje na asi 5 % u dvouvaje¢nych dvojcat a asi na 25 %

u dvojCat jednovajeCnych.

Jak se prokazalo, RS je v prvni fadé urCena geny a ne sdilenim familiarniho
prostfedi, i kdyz je dobré podotknout, Ze riziko populace muze byt ovlivnéno
zivotnim prostfedim. Rodinné studie se zaméfili na studium genl. To se

ukazalo byt pfinosné predevsim pro zjisténi genovych markert RS.(20)

Uzce spojen s imunitni odpovédi je tumor nekrotizujici faktor (TNF), ktery
muze byt také potencialnim kandidatem pro rozvoj RS. Pouzitim rozpustného
TNF receptoru se prokazal vyrazny vliv na aktivitu onemocnéni. Jeho zvySena
hladina v CSF i v séru byla u pacientl s RS jasné prokazana, coz naznacuje, ze

TNF je dllezitou slozkou v patogenezi RS. (31)

DalSim poznatkem je potencionalni nezavisla role tzv. AGER receptoru
(receptor pro Advanced Glycation End products - AGE), nazyvaného také
rozpoznavaci receptor. Je pfitomen napf. na lymfocytech, mononuklearnich
fagocytech a na vaskularnich endotelialnich burikach. Jde o transmembranovy
receptor rodiny imunoglobulinu, ktery uskute¢nuje pokrocilé glykace konec¢nych
produktd. V dusledku zvySené koncentrace ruznych ligandl, které se podili na
oxidativnim stresu, mize dochazet k poSkozeni tkani. PfedevSim se tak déje
disledkem neenzymatické glykace proteinQ, lipidd, nukleovych kysel, kdy
dochazi ke vzniku produktl pokrocilé glykace. Tyto procesy maiji vliv na rozvoj
onemocnéni jako je Alzheimerova choroba, cukrovka ¢i amyotroficka lateralni
sklerdza. Pfima role AGER u RS nebyla jesté zcela prokazana, ale dikazy ze

studii naznacCuji jeho ucast pfi aktivaci MBP (myelinovy bazicky protein),
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reaktivnich T-bunék CD4+. Blokaci AGER se zlepSuje onemocnéni tak, Ze
zabranuje pronikani T-bunék do CNS. Proto se zda byt AGER vérohodnym

kandidatem v pokroku u autoimunitnich nemoci jako je napf. RS. (24)
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6 Infekéni pri€iny

Roztrousena sklerdza je vedena jako autoimunitni stav. MizZe byt ovlivnéna
faktory Zivotniho prostfedi, a tedy i bakteriemi a viry. Uvedeny poznatek se
odviji od skutecnosti, Zze asi 90 % pacientd s RS ma v mozkomiSnim moku

vysoké koncentrace IgG. Navic je zfejmé, Ze nespravna funkce imunitniho

systému je spousténa silnou imunitni reakci v téle jedince.

| kdyZz dukazu o zvySeném riziku RS vuéi virovym a bakterialnim faktordm
pribyva, pfesto védci dosud neidentifikovali Zadny jasné dany spoustéc tohoto

onemocneéni.

K dalSim dukazdm podporujici teorii ovlivnéni RS virem je demyelinizaéni
encefalomyelitida, coz dokladaji i pokusy na zvifatech infikovanymi viry. Tyto

experimenty se vyuzivaji pfedevsim u vyzkumu RS.

Rada studii prezentovala fakta, kterd naznaduji, Ze jednim z moznych virti
ovliviiujici rozvoj RS muze byt virus Epstein-Barrové. Prokazalo se, Ze lidé
s vyS§8i urovni protilatek proti EBV maji vy$si pravdépodobnost vyskytu RS a

naopak, ze u lidi, ktefi nikdy nepfisli do styku s EBV se RS nikdy nerozvine.

Také védci z Australie zjistili spojitost s viry a potvrdili domnénku, Ze lidsky
herpes virus 6 (HHV — 6) se muze podilet jak na rozvoji RS, tak na vy3$8im riziku

relapsu.

Mezi dalSimi mozné Ccinitele rozvoje onemocnéni RS se fadi Clostridium
perfringens typ B. Bakterie produkuje toxin, ktery zpusobuje poSkozeni myelinu.

Studie napovidaji, Zze toxin muze byt potencialnim spoustéem RS.(26)

DalSi patogen, ktery byl spojen s RS je Chlamydophila pneumoniae. Bakterie
zpusobuje infekce dychacich cest a mulze nasledné vést k chronickym
onemocnénim a to v€etné RS. Mikrob byl identifikovan v mozkomiSnim moku u

nékterych nemocnych RS.(23)

V souCasné dobé probihaji dva hlavni projekty zaobirajici se otazkami
vztazenymi k RS. Prvni z nich je zaméfen na systémové infekce
(napf. nachlazeni), druhy projekt se vénuje problematice viru

Epstein-Barrové.(26)
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7 Neinfekéni rizikové faktory prostredi

Spojeni s RS se pfedpoklada u genu HLA DRB1 * 15 a depleci vitaminu D.
Vitamin D je hormon syntetizovany v klzi, téZ je mozné ho ziskat potravou.
Podil ve stravé je vS8ak mnohem mensSi nez pravé syntéza v epidermis pomoci
UV zafeni.(27) Vitamin D vznika ze 7-OH cholesterolu, nasledné je dvakrat
hydroxylovan a to vijatrech a vledvinach pravé na formu A1,
25-dihydroxyvitamin D3, tedy vitamin D. Analyzy provedené pomoci pratokové
cytometrie prokazaly specifické zvySeni povrchové exprese HLA DRB1 po
pridani vitaminu D. Zjistila se tak pfima funkCni interakce s hlavnim lokusem

urcujici genetickou nachylnost.(28)

Témto poznatkim jde vstfic i fakt zemépisného rozSifeni nemoci, kdy
slunecni zafeni je nutné pro tvorbu vitaminu D a hraje tak v populaéni etiologii
vyznamnou roli. SniZit prevalenci RS ¢i zavaznost choroby Ize i stravou bohatou
na ryby, tedy na vitamin D. Tuto mysSlenku podporuje i skute¢nost, Ze je velmi
Casty nedostatek vitaminu D u pacientd s RS. Vitamin D muze byt dobrym
inhibitorem RS. (27)
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8 Hormonalni status pacienti s RS

DelSi dobu je znamy fakt, Ze Zeny jsou vice nachylné k onemocnéni RS nez
muzi. Dokazan byl pokles aktivity RS u téhotnych Zen v poslednim trimestru
téhotenstvi. Toto naznacCuje, ze steroidni hormony mohou mit vliv na citlivost

i samotny pribéh onemocnéni.(29)

Studie potvrzuji jednak ochranny ucinek testosteronu, jednak vliv estradiolu v

posledni fazi t&€hotenstvi. (30) Podobné ucinky Ize pozorovat i u estriolu.(33)

Studie ukazuji na praimérnou miru recidivy rok pfed otéhotnénim, kdy udavaji
0,7 £ 0,9 na jednu Zenu za rok. V prvnim trimestru t€hotenstvi to je 0,5£1,3,
ve druhé triadé to je 0,6 + 1,6 a v prubéhu tretiho trimestru pak 0,2 + 1,0. Vzrust
aktivity RS byl pozorovan i u Zen v prvnich tfech mésicich po porodu a to na 1,2

+ 2,0. Nasledné doslo k vraceni stavu pfed téhotenstvim. (29)

Prokazalo se, Ze estradiol muze hrat roli pfi regulaci rovnovahy mezi
mohou mit vliv na pribéh RS se staly steroidni hormony terem dalSich
vyzkumnych analyz (napf. estron, estriol a progesteron). Uginek na sekreci
TNF-a i TNF-B byl potvrzen i u vSech ftfi estrogent. U progesteronu se
zvySovala sekrece IL-4. To naznacuje diferencialni uc€inek steroidnich hormonu
na vylu€ovani cytokin pomoci T-bunéCnych kloni CD4+ a zaroven zde
dochazi k podpofe domnénky, Ze podporuji protizanétlivé podminky. Prokazan
byl i dobry ucinek estriolu u experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy

i u kolagenem indukované artritidy.(31)

Stejné jako je tomu v dobé téhotenstvi, tak i v dobé menstruacniho cyklu zen
dochazi k ovlivnéni pribéhu RS.(35) Dotazované Zeny postizené RS, uvadély
pravidelné zhorSeni jejich symptomU v obdobi tésné pfed ¢i na zaCatku
menstruace. Naproti tomu postizené Zeny, které uzivaly antikoncepci,
nevykazovaly zhorSeni symptoml u RS v premenstruaénim obdobi, coz jasné
naznacuje ochranny uc€inek hormonu. Pohlavni steroidy tedy maji imunologické
ucinky pfi prevenci Ci 1éCbé experimentalni encefalomyelitidy a téZ se projevil

pozitivni u€inek na myelinizaci a demyelinizaci perifernich i CNS neuron(.(34)
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Je patrné, Ze estrogeny a progestiny mohou byt zakladem pro nové
terapeutické postupy, nebot oba typy hormonl se podileji na Zivotaschopnosti

neuronu a tvorbé& myelinu. (36)
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9 Patogeneze

Jak jiz bylo vySe popsano, RS je demyelinizaCni chronické zanétlivé
autoimunitni onemocnéni CNS. Pfesna etiologie RS neni znama a proto i 1é¢ba
RS je naroCna. Progrese onemocnéni muze nakonec vést az k tézkému

postiZzeni nemocného.

Primarni pfi€inou je zanét CNS, pfiemz specifické prvky nejsou prozatim
zcela objasnény. Etiologie a patogeneze RS byla diskutovana poslednich 50 let.
Dnes je znamo, Ze jde o komplexni onemocnéni s rlznymi Kklinickymi

I patologickymi fenotypy.(45)

Jednim z faktoru ovliviujicich vyvoj RS je genetika, dale pak environmentalni
a infekéni agens. Studie provedeny na zvifecim modelu RS, znamé jako EAE
(experimentalni autoimunitni encefalomyelitida) zjistili nékolik zakladnich bodu
v imunitnim systému - nékolik drah vedouci ktvorbé onemocnéni RS.
Pro pochopeni téchto cest je nezbytné nejprve pochopit nékteré zakladni body

imunitniho systému u RS.

Existuji dva hlavni typy imunitni odpovédi. Jedna se o pfirozené a adaptivni
imunitni odpovédi. Vrozena imunitni reakce je iniciovana mikrobialnimi
produkty, které aktivuji specifické receptory, zejména Toll — like receptory
(TLR). Aktivace specifickych podmnozin TLR se provadi molekulami patogend,
které jsou jedinecné pro rGzné skupiny patogenu. Vazba téchto molekul na TLR
vede k produkci cytosinu, které moduluji adaptivni imunitni odpovéd. Ovlivnéni
efektorové funkce T-bunék a B-bunék hraje roli jak v iniciaci, tak v progresi RS.
Kupfikladu, kdyz jsou aktivovany TLR, dendritické bunky se stavaji ,polozralé®
a indukuji regulaéni T-buriky k produkci inhibi¢nich cytosind, jako jsou IL-10
a TGF-p. Dendritické bunky dale zraji, zacnou polarizovat CD4+ a T-buriky se
zacnou diferencovat bud do Th1, Th2 ¢i Th17. Pokud se T-buriky diferencuji
na Th1, je zanét podporovan.(47)

Studie provadéné pomoci modelu EAE naznaduiji, Ze glatiramer acetat maze
aktivovat monocyty, které podporuji tvorbu Th2 bunék a vyvoj regulacnich
T-bunék, které pak pusobi proti zanétu.(46) Adaptivni reakce je zahajena

predlozenim specifického antigenu T-lymfocytim od bunék prezentujici antigen
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(APC). Do této skupiny se fadi B-bunky, dendritické burky, makrofagy a
mikroglie. Interakce mezi APC a T-burnikami je hlavni sloZzkou zahajeni adaptivni

imunitni odpovédi.(47)

Nékteré typy T-bunék a to v€etné CD4+ a CD8+ mohou byt aktivovany
pomoci APC. Efektorové bunky Th1, Th2 a Th17 jsou aktivovany konkrétnimi
interleukiny a zaroven specifické interleukiny vyluCuji. Cytokiny produkované
Th1 buikami jsou prozanétlivé, zatimco Th2 bunky vyluCuji protizanétlivé
cytosiny. Stejné jako Th1 i skupina Th17 podporuji zanét u RS. Receptory IL-17

jsou vidét u akutnich a chronickych plaki RS.

Obé skupiny téchto bunék migruji do CNS s naslednou demyelinizaci a
axonalni ztratou. Regulacni T-bunky (Treg) se podili na patogenezi RS, pficemz
pocCet Treg je stejny u pacientd a kontrolni skupiny RS, avSak u pacientd s RS
vykazuji snizenou funkci. Studie prokazali, Ze glatiramer acetat muze zvysit
funkci Treg tim, Zze zvySuje expresi CD4+, CD25+, FoxP3, CD31+ T-bunék.
T-bunky CD8+ jsou pfitomny u lézi RS a mohou mit regulaéni funkci pfi
progresi onemocnéni. Tyto bunky také potlauji proliferaci CD4+ bunék
za pomoci sekrece perforinu, tedy plsobi inaktivaéné. Buriky CD8+ podporuji
téz vaskularni permeabilitu a zpUsobuji smrt oligodendrocytd i gliovych bunék.

Cely tento vycet Ize pozorovat pravé u onemocnéni RS.

Naproti tomu B-bunky se stavaji plazmatickymi, schopnymi tvofit protilatky.
Pritomnost protilatek v mozkomiSnim moku pacientd s RS oznacdujeme jako
oligoklonalni skupinu. Skupina B-bunék produkuje kromé téchto protilatek

I protizanétlivé cytokiny.(46)

Patologickym znakem RS jsou plaky zanétlivé demyelinizace CNS. ZniCeni
myelinu je znakem plaku, i kdyZz se plak nevyznacCuje pouze ztratou myelinu.
Klasifikace plaku je zaloZzena na cCasové progresy i stupni zanétlivého

poskozeni. Patologické funkce CNS jsou odrazem vyskytu plaku.

Akutni plaky RS predstavuji nejranéjSi fazi tvorby lézi. Typickymi znaky
akutniho plaku jsou Spatné definovatelné okraje se ztratou myelinu, infiltrace
imunitnich bunék a parenchymovy edém. Imunitni bunky jsou zde zastoupeny

predevsim lymfocyty, monocyty a makrofagy.
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Chronickeé plaky se vyznacuji pfedevSim ztratou myelinu a glialnim zjizvenim.
Histologicky jsou hranice l|ézi vyraznéjSi, nez je tomu u plakd akutnich.
Pritomnost protilatek a komplementu je také vyraznéjsi u chronickych aktivnich
|ézi. Chronické tzv. némé léze se vyznacluji ztratou zanétlivych znakld podél
hranice chronickych aktivnich 1ézi a jsou doprovazeny uplnou ztratou

oligodendrocytu a snizenou hustotou axonu. (47)
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10 Bunécéna a humoralni imunita

Jednim z mnoha namétu pro studie RS je buné&na a humoralni odpovéd. Po
podavani riznych Iéka se sleduje odpovéd organismu na danou IéCbu a tvorba
protilatek. Bunécna imunita je pak pfedstavovana B-lymfocyty a T-lymfocyty,
NK buikami apod. Humoralni imunita se prokazuje pomoci pfitomnosti

oligoklonalnich IgG pasu a pomoci IgG indexu.

U pacientl s RS byla zaznamenana humoralni a buné¢na odpovéd pfi |éCbé
pomoci kopolymeru 1 (glatiramer). Zde vSichni pacienti vyvinuli reaktivni Ab,
které mély vrchol po 3 mésicich léCeni. Proliferatni odezva mononuklearnich
bunék periferni krve byla zpoCatku vysoka a postupné se sniZzovala. DoSlo
k tvorbé IgG1 a IgG2 Ab, pficemz IgG1 protilatky byly vy$Si nez IgG2. Avsak Ab
a reakce T-lymfocytd na MBP byly nizké a ani v prubéhu léCby se vyrazné
neménily. U pacientd Ié€enych interferonem nebyla bunéfna odpovéd zcela

potvrzena. (66)

10.1 T-burnky a Treg bunky

Patologie RS se zvelké Casti mUze pfipsat autoreaktivnim efektorovym
T-bunkam, které pronikaji hematoencefalitickou bariérou a dostavaji se do
CNS. U zdravych jedincd mohou regulaéni T-buriky (Treg) Fidit potencionalni
patogenni autoreaktivni T-bunky. Bunky Treg u pacientd s RS vykazuji
nedostate¢né regulacni schopnosti. Skute¢nost, ze autoreaktivni T-buriky jsou
nalézany v krvi zdravych jedincu, aniz by doSlo k autoimunitnimu onemocnéni,
ukazuje na dostatecnou kontrolu imunitni odpovédi organismu. Burnky Treg jsou
kliCovymi regulatory imunitni homeostazy.(69) Aktivni potlaceni regulacnimi
Treg burikami hraje zasadni roli pfi regulaci T-bunék a periferni toleranci in vivo.
Funkce Treg bunék u RS in vivo je snizena. Treg buriky byly definovany jako
CD4+ CD25+ FoxP3+ T-bunky, které jsou schopny modulovat imunitni funkci
riznych efektorovych bunék. Populace CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg bunék se
sklada ze dvou subpopulaci a to pfirozené se vyskytujici (nTreg) a vyvolané
¢i indukované Treg (iTreg). Diferencované subpopulace bunék Treg mohou byt
identifikovany na zakladé hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) II. tfidy
(kam Fadime napf. DC, DR, DQ alely). MHC-DR+ Treg bunky exprimuji vysoké
hladiny FoxP3 a predstavuji asi 20-30 % lidskych Treg bunék. Transkripéni
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faktor Forkhead Box P3 (FoxP3) je zasadni pro imunitni homeostazu. Byl
stanoven jako specificky marker pro Treg u mysi a jako bunécny povrchovy
marker lidskych bunék Treg. V mnoha studiich provadénych pravé na mysich
byla pozorovana zavada na funkci genu pro FoxP3. Nasledné dochazelo
predevsim k defektim na kizi, gastrointestinalni krvaceni, hepatosplenomegalii

a k tézke anémii.

Kromé modulace funkce CD4+ T-bunék, Treg reguluji i jiné imunitni burky,
jako jsou napf. CD8+ T-bunky, B-bunky a NK burky (pfirozeni zabijeci). Sila
stimulace T-bunék ovliviiuje, zda dojde k potlaceni &i proliferaci. V prabéhu
aktivace bunék produkujici IL-17 je nutna pfitomnost IL-18 a IL-6. Role
FoxP3+ Treg bunék v imunitni regulaci u zdravych jedinci a nemocnych RS,
stejné jako modulace imunitni funkce Treg prostfednictvim potlageni aktivace,
proliferace a cytosinl a nasledné mozné ovlivnéni dalSich bunék je dobie
znatelné na Obr. &. 5.(67)
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Obrazek 5 Ovlivnéni bunék pomoci T-reg bunék u zdravych a nemocnych RS
(zdroj: B. B. Gawlik and D. A. Hafler, www.springer.com, Regulatory T Cells in MS,
stazeno: kvéten 2016)
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Kapacita Treg bunék u pacientd s RS je snizena a navic tyto buriky vykazuji
efektorové T-bunécné funkce, jako je produkce IFN-y. Bylo zjiSténo, Ze Treg se
nepodileji na vzniku relapst u RS, spiSe reaguji na zanét. Jejich prioritni

snahou je obnova hemostazy.(68)

Autoreaktivni T-bufiky rozpoznavajici myelinovy antigen jsou pfitomny v
krevnim obéhu. Aktivace T-bunék je nezbytna pro indukci autoimunitniho

onemocnéni.

U zvifeciho modelu RS (EAE) se prokazalo ze, T-buriky specifické pro vlastni
antigeny zprostfedkovavaji u tohoto onemocnéni patologické zmény. Buriky
Th1 byly dosud povazovany za hlavni efektorové buriky zodpovidajici
za autoimunitni zanét. Patogenni roli u autoimunitnich i chronickych zanétlivych

stavu sehravaji i T-buniky CD4+ vylucujici IL-17. (70)
Cinnost Treg bunék se ukazuije jako dobra volba ve vyvoji terapie RS.

10.2 Léze a zanét

Samotny nazev RS je pojmenovan z feckého slova skleros (tuhy, zjizveny),
vychazi tak z mnoha jizev — |ézi vyskytujici se v mozku a miSe. Axonalni léze
RS mohou zpusobit trvalé neurologické dysfunkce. Neurologicka poSkozeni u
pacientd s RS jsou v korelaci s atrofii michy a mozkové kiry mozecku. Léze
nachazejici se v bilé hmoté maji patologicky vliv na funkci axond, coz je patrné

i na fezech mozku pfi 3D zobrazeni.(49)

V dnedni dobé& rozeznavame sedm ruznych druhtd lézi. NejCastgji
se nachazeji u kortikalnich Zil. Malé kortikalni Iéze jsou u RS pomérné Casté
a jsou viditelné na MRI. Léze jsou pfimo spojeny s neuropsychologickymi

deficity, epilepsii ¢i depresemi.(48)

Na MRI jsou vidét znatelné poruchy hematoencefalitické bariéry.
Na poskozeni myelinu se podileji mediatory zanétu nerv( blokujici vedeni
v uzlech, ale i bunécné efektorové mechanismy. Tyto procesy do jisté miry
ovliviiuji i zavaznost i trvani klinickych pfiznaki. Dobra reakce
na kortikosteroidy u akutnich recidiv dokazuje, Ze ustfednim bodem procesu

onemocnéni je zanét.(50)
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Nékteré studie ukazuji, Ze u progresivni RS mlze dochazet

k neurodegeneraci nezavisle na zanétu.

Zanét v mozku je pfitomen nejen u akutnich a recidivujicich stavd, ale téz
u primarnich i sekundarnich progresivnich nemoci. Infiltraty T-bunék a B-bunék

koreluji s aktivitou demyeliniza¢nich lézi.

U pacientl s RS byla zjisténa souvislost mezi zanétem a axonalnim

poranénim.(51)
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11 Epidemiologie

Rizik onemocnéni RS je mnoho. Shrneme-li ty nejhlavnéjsi, bude se jednak
jednat pravé o genetickou predispozici, ktera ma na vzniku onemocnéni
pfevaznou cCast. Znacnou roli vS8ak hraje i geologické rozmisténi obyvatel
(obr. €. 6).

I vysoke riziko nizké riziko
H pravdépodobné nizké riziko severojizni gradient
pravdépodobné vysoke riziko jiné riziko

Obrazek 6 Mapa svéta, ktera ukazuje incidenci RS, ktera je zavisla na
vzdalenosti od rovniku (zvySuje se)
(zdroj: ttps://commons.wikimedia.org/wiki/File:MS Risk no legend.svg,
stazeno: Cerven 2016)

Se spojenim geologického rozmisténi souvisi i tvorba vitaminu D, ktery se
ukazal jako mozny budouci inhibitor RS.(37) Podobné jako nedostatek vitaminu
D, mlze pusobit nepfiznivé i Spatna strava, ovzdu$i, radioaktivita, ale i

napf. geomagnetizmus.(38)

Geologicka mapa obyvatel, jejich zpusob Zivota (zivotosprava, Zzivotni
podminky apod.) maji do jisté miry vliv na rozvoj RS.

Za zminku jisté stoji i ,hygienicka hypotéza“, ktera ukazuje na vliv infek€énich
Ciniteld v détském véku, které mohou jistou mérou nasledné pfispivat k vyvoji
riznych imunologickych onemocnéni, a to véetné RS. Tyto faktory mohou
shnizovat spravnou imunitni odpovéd a tim jednoznacné pfispivaji
k rozvoji RS. (38)
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12 Pfiznaky a symptomy

Prvotni pfiznaky RS nejsou jednotvarné. Zatimco néktefi pacienti uvadéji
pfedevSim bolestivé syndromy, poruchy hybnosti, jini pak maji projevy
zavazneéjSiho charakteru, jakymi jsou napf. pomérné vzacné zapojeni
hlavového nervu, opticka neuritida doprovazena Casto ztratou zraku, dvojitého
vidéni (zanét zde postihuje zrakovy nerv a narusuje centralni vidéni) ochrnuti i

psychiatrické symptomy. Casté jsou i poruchy paméti a mysleni.

Vzhledem k tomu, Ze u RS dochazi k poSkozeni CNS, pocet symptomu je

rozsahly. Rozdilné pfiznaky u RS ¢asto vedou k diagnostickému dilema.

Pfibyva dikazl, Ze zavaznost klinickych projevd RS, neni jen vysledkem
rozsahu rozruSovani tkané, ale spiSe predstavuje komplexni rovnovahu mezi

poskozenim tkané, reparaci tkani a kortikalni reorganizaci.(87)
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13 Pribéh nemoci u RS

Z vySe uvedeného je jasné, Ze jde o onemocnéni znacné komplikované a
tudiz jednoznacny pribéh nemoci nelze zcela dobfe odhadnout. Jiz
z uvedenych skuteCnosti vyplyva, Ze zasadni roli v dalSim prabéhu nemoci
hraje uroven kvality zivota pacienta. Vliv na pribéh nemoci ma tedy
bezpochyby i prostfedi, ve kterém je pacient 1é€en (domaci & nemocnicni

prostiedi), klid a psychicka pohoda.

Jak prvotni ataka, tak dalSi pribéh onemocnéni neni vzdy stejny a mize se

pfipad od pfipadu znacné lisit.(39)

Byly zkoumany vztahy mezi naruSenim CNS (centralniho nervového
systému), energetického metabolismu a pfipadné progrese RS. Zakladem byla
hypotéza, Zze vSechny metabolity metabolismu extramitochondrialni glukézy
budou zvySené u sekundarnich progresivnich pacientd a s tim bude spojeno
i zhorSeni neurologickych potizi. Sledovala se koncentrace sorbitolu, fruktézy
alaktatu pomoci plynové chromatografie, hmotnostni spektrometrie
a enzymatickych metod ve vzorcich mozkomiSniho moku u nemocnych
pacientld a u zdravych kontrolnich vzorkd. Vysledkem bylo prokazané zvysSeni
vSech tfi metabolitd, nikoli vSak glukézy ¢&i myoinositolu (alkoholicky cukr).
Ve srovnani s kontrolami bylo vyrazné zvySeni vCSF u SP (sekundarné
progresivni), v mensi mife pak u pacientu s relabujici RS (RRMS). Kromé toho,
koncentrace sorbitolu a fruktézy v CSF (ne vSak laktatu — uzivan jako biomarker
mitochondrialnich poruch) koreluji pozitivné se skére EDSS (Expanded

Dissability Status Scale — rozSifena stupnice stavu invalidity).

Dysfunkce mitochondrialni oxidac¢ni fosforylace (vrozené ¢Ci ziskané)
prostfednictvim  zanétu vede kdeficitu bunéfné energie (snizeni
ATP - adenosintrifosfatu), ztraty = mitochondrialniho  transmembranového
potencialu a v kone¢né fazi i k apoptdéze bunék. Z toho vyplyva skutecnost,
Zze metabolismus glukézy je zvySen u pacientd s RS a je spojen s progresi
onemocnéni projevujici se zvySenym skore EDSS. Z vySe uvedeného je
zietelné, ze CSF metabolické profilovani muze byt uziteCné pro progresi
onemocnéni. ZvySena aktivita polyolové drahy - menSi metabolicka draha

glukdzy (zvyseni téz bylo prokazano u nékterych patologickych stavil, véetné
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hyperglykémie) byla spojena s demyelizaci axonu, téZ onemocnénim diabetes
melitus a poruch zpusobenych vzacnymi dédi¢nymi onemocnénimi polyolového
metabolismu. Tohoto muze byt v budoucnu vyuzivano k monitorovani terapii

zamérenych na prevenci progrese RS.

Ukazalo se, Ze nejlepSim ukazatelem progrese onemocnéni je pocet Iézi a
mira atrofie Sedé hmoty mozkové v prvnim roce onemocnéni. Ziskané udaje
naznacuji, ze rovnéz velmi dobrymi ukazateli progrese onemocnéni je EDSS
skore. (40)
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14 Psychické projevy RS

Velkou komplikaci v bézném Zivoté nemocného tvofi neurologické potize,
coz ma vyrazny vliv i na psychicky stav pacienta. Psychické problémy
nemocnych navazuji pfedevsSim na Spatny zdravotni stav, na fyzické problémy
zpusobené RS. Nasledné deprese proto nejsou u téchto pacientl zadnou
vyjimkou. Stavy jako nespavost, Unava, poruchy soustfedéni jsou zakladnim

vyc&tem psychickych problému postihujici nemocné s RS.(41)

Psychickym postizenim trpi i pfibuzni & dokonce oS$etfovatelé pacientd.
Partnefi se musi vyrovnat s pfitomnosti tohoto vazného onemocnéni ve své
rodiné a oSetfovatelé pacientd musi kazdodenné celit emocionalni tisni, ktera je
s léCbou RS spojena. Pfedmétem zkoumani se tak stala uroven stresu a jeji

dopad na bézny Zivot peCovateld.

Vysledek jasné ukazuje na vysoky stupen stresu a s tim spojenou i snizenou
kvalitu Zivota pecovatell. Prokazana byla pfredevSim uUzkost z postizeni
nemocnych RS. Hodnoceni bylo provedeno pomoci regresivni analyzy,

zkoumajici vztah mezi proménnymi pacienta a peCovatele.

Je dobré podotknout, Zze postoj peCovatell ¢i pfibuznych k pacientiim

znatelné ovliviiuje emocionalni tisen a tim i kvalitu jejich Zivota. (39)
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15 Vliv RS na fyzickou aktivitu

Kromé psychickych projevu je dobré zminit i projevy fyzické, kterymi se
zaobirala studie z Univerzity v Kalifornii. Studie pfimo testovala pohyblivou
aktivitu pfi onemocnéni RS a byla cilené vedena jako dotaznikové hodnoceni.

Byla provedena u 30 Zen s RS.

Mezi nejCastéjSi bariéry bézného Zivota se ukazaly byt dva zakladni
symptomy: Unava a bolest. Z vysledkl studie je patrné, Zze se stav vyrazné
Zlepsil pfi socialni podpofe nemocnych, coz je vyhodné pfedevsim pro zlepSeni

jejich kvality Zivota. (42)

Fyzické projevy jsou prvnim voditkem kurCeni diagnézy. Kromé jiz
zminénych bolesti a unavy Ize jmenovat dalSi velmi Casté projevy, a to napf.
ustni a obliCejové zmény. Mezi tyto fadime predevSim neuralgie trojklaného
nervu, dysartrie, dysfagie, obrna licniho nervu, téz zrakové symptomy. Tyto
spole¢né projevy se ukazaly jako stéZejni, nebot' vyskyt byl u 95 % dotazanych.
Prevalence byla analyzovana pomoci Chi-kvadrat testu (statisticky test),
pficemz studie vychazi ze 400 pacientt sRS. Vysledky poukazaly
na nejCastéjSi projevy, které jsou pomérné dosti dobfe rozeznatelné a to az
v 79,5 %. Je patrné, Ze pravé zubni Iékafi mohou velmi dobfe ur€it toto zavazné
destruktivni onemocnéni postihujici ustni a maxilofacialni komplex. Kromé
téchto fyzickych zmén se Ize Casto setkat i s dysfagii, ktera byla testovana
systémem zalozenym na EDSS (Expanded Disability Status Scale — rozSifena
stupnice stavu invalidity), dale posouzeni pohyblivosti Celisti a Celistniho kloubu,
zvykacich svall, potize s polykanim, kvalita a rychlost feci a vyslovnost slov.
Dale posouzeni zraku, kdy muze dochazet k rozmazanému vidéni, dvojitému
vidéni, mlze téz nastat horsi pohyblivost o¢i ¢i dokonce muze dochazet k uplné

ztraté zraku.

Potvrdilo se, ze uloha faktor(, jako je vék, pohlavi, uroven vzdélani di

pfedpoklad v rodiné neméla na vySe popsané projevy Zzadny vyznamny vliv.

Vzhledem ke znepokojivé prevalenci v severni polokouli jsou tyto studie

velmi pfinosné. (43)
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16 Klasifikace forem RS

Kromé relaps remitentni formy (RRMS - dochazi ke stfidani akutnich atak a
remisi) a primarné& progresivni formy (PPMS - dochazi k postupnému
zhorSovani problému) rozliSujeme dalsi dvé formy sekundarné progresivni

(SPMS - jiz probéhla RRMS forma) a odpocinkovou remitujici formu (RRMS).

Studie zabyvajici se rozdily pfedevSsim u PPMS a SPMS zjistily, Ze pocet a
velikost |ézi i atrofie mozku jsou podobné, ale skupina pacientu s SPMS maji
vySSi T1 a T2 léze. Dale se ukazalo, Zze pacienti s PPMS maji horSi kognitivni

poruchy (napf. pamét, slovni plynulost). (44)
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17 Diagnéza RS

17.1 Klinicka diagnéza

Kromé fyzickych a psychickych projevi RS se Iékafi zamérFuji na vySetieni
magnetické rezonance v prostoru (DIS) a Case (DIT). Nalez alespon jedné
typické lokality, a to juxtakortikalni, periventrikularni, infratentorialni a michy je

oznacovan jako tzv. rozsev v prostoru (DIS).(52)

Jako diseminace v €ase (DIT) postaCuje pfitomnost dvou kritérii, a to
pritomnost asymptomatické gadolinium |éze (enhancujici) a asymptomatické

(neenhancuijici) 1éze.(11)

Diagn6za primarni progresivni roztrousené sklerézy (PPMS) vyZaduje asi
1 rok progrese onemocnéni a pozitivni MRl mozku, T2 Iéze michy, oligoklonalni
pasy v mozkomiSnim moku, pfipadné pozitivni likvorovy nalez intratekalni

syntézy 1gG.(9)

Tato kritéria byla stanovena pomoci studii u pacientu, ktefi byli prezentovani
s velice typickymi demyelinizaCnimi syndromy, napf. zrakového nervu Ci
lokalizace na miSe. Avsak v klinické praxi tato kritéria nejsou dostacujici, nebot
mohou byt i pacienti s nespecifickymi neurologickymi pfiznaky. Urcita opatrnost
je na misté i u pacientl nad 50 let a u pacientd mladSich 20. let, kdy musi byt

vylou€eny i jiné choroby.

DalSim kritériem pro urCeni RS je pfitomnost zpozdénych vizualnich
evokovanych potenciald (VEP). Tento test umoznuje urcit spravnou i
poruSenou funkci mozku. JednoduSe ukazuje na poruchy v mozku ovlivAiujici
vidéni.(44)

Polemiku v diagnostice pak zpUsobila pozitivita CSF (cerebrospinal
fluid - mozkomidni mok), ktery miaze byt pouze do€asnym kritériem, a to diky
pritomnosti €i nepfitomnosti specifickych protilatek. Je vSak bezpochyby

primarnim vysSetfenim pfi podezfeni na RS.

Podobné jako VEP, se zacalo vyuZivat somatosenzorickych evokovanych

potencialu (SSEP), odhalujici problémy s michou. Obé tyto kritéria pak byly
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nové zaClenény do tzv. McDonaldovych kritérii (vyuzivaji pokroku
techniky - napf. MRI). (52)

17.2 Laboratorni diagnostika

17.2.1 Analytické metody a jejich vyuziti v praxi

Vyuziti analytickych metod je nezbytné napf. pfi stanoveni eikosanoidu, které
jsou mediatory zanétu a hraji podstatnou roli v mnoha patofyziologickych
procesech, jako jsou hypertenze, ateroskler6za, rakovina, revmatoidni artritidy,
Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, RS, epilepsie a fada dalSich.
K biosyntéze eikosanoidi z polynenasycenych mastnych kyselin (pfedevSim
kyseliny arachidonové) dochazi v zavislosti enzymu cyklooxygenazy a
cytochromu P450. Eikosanoidy jsou pfitomny v malych koncentracich
v biologickych tekutinach a tkanich, v€etné mozku. Pravé zde jsou tyto markery
dulezité pro udrzeni homeostazy a normalni funkce CNS (napf. ochrana
kortikalnich nervi pfed glutamatovou toxicitou). Zmény hladin téchto lipidd

v mozku pak vedou k mnoha onemocnénim vcetné RS.(57)

Cyklooxygenaza je pfitomna v téle v podobé tfi izoenzymu: COX-1, COX-2 a
COX-3. Pficemz COX-1 je zodpovédny za udrzovani homeostazy, COX-3 je
povazovan za variantu sestfihu COX-1 a COX-2, se podili na mnoha
zanétlivych procesech. COX-1 i COX-2 jsou v mozkové tkani a mohou
katalyzovat reakci, ktera prfeménuje Kkyselinu arachidonovou na stabilni
hydroxyendoperoxid (PGE2), ktery se dale pfevadi na primarni prostanoidy.
Tyto se dale déli na prostaglandiny (PGE2, PGF2, PGD2), prostacykliny (PGI2)
a tromboxany (TXA2), kdy pravé PGD2 je nejhojnéjSim prostaglandinem
syntetizovanym v CNS a chrani jeho funkce. PGE2 se podili na dozravani
mozku, je dullezity pro regulaci synaptické aktivity a plasticity a podili se

na procesech vedoucich ke klasickym znamkam zanétu a bolesti.(88)

Stanoveni eikosanoidd pomoci HPLC s UV detekci ¢i UPLC je pfili§ obtizné,
proto se konkrétné zde pfistupuje k mnohem vyhodnéjSi detekci pomoci napf.
plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (gas

chromatography-mass spectrometry, GC-MS) ¢i kapalinové chromatografie s
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hmotnostnim spektrometrem (liquid chromatography—mass spectrometry,
LC-MS). (57)

Pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii Ize stanovit i
dalSi neurospecificky marker N-acetylaspartat (NAA), ktery slouzi hlavné
k hodnoceni viability nervovych bunék. Axonalni posSkozeni a ztraty axonalnich
funkci jsou dulezitymi rysy patologie RS. Axonalni degenerace pak hraje hlavni
roli ve vyvoji pfetrvavajiciho zdravotniho postizeni. Dokazalo se, zZe nizSi
koncentrace NAA je spojena s mensi axonalni odezvou, s rostouci
demyelinizaci a funkénim poskozenim neuronu. Snizeni NAA souvisi i s nizSim

objemem mozku a hojné&jSimi T2 Iézemi, coZ jasné odrazi axonalni degeneraci.

NAA Ize pouzit jako biomarker pro progresi onemocnéni RS.(58)

Dalsi metody vyuzivané pro vySetfeni mozkomiSniho moku jsou
napf. elektroforéza, kterou Ize ur€it mnoho proteint, jako je albumin,
prealbumin, transferin a prfedevS§im imunoglobuliny. CitlivéjS§imi metodami se
muUze stanovit cela fada proteinl. V dnesni dobé existuje asi 400 protein(
detekovanych v normalnim CSF. Nékteré se ukazuji byt dobrymi markery pro
chorobné procesy v CSF. Velmi prikaznym ukazatelem RS je vySetfeni
na pfitomnost oligoklonalnich prouzkd (OCB, pasy IgG — imunoglobulinu G)
v CSF. Abnormalné zvySena intratekalni IgG syntéza tvofi zaklad OCB.
ZvySeny lgG index, znamy také jako ,Link Index® je pomér IgG v CSF/albuminu
v CSF a séroveho IgG/sérového albuminu. Pokud je tento pomér nad 0,7 jedna
se o abnormalni stav. Proto se v praxi vyuziva odecteni OCB v séru a CSF.
V minulosti se vyuZivalo techniky barveni stfibrem na agarosovych gelech, coz
bylo zdlouhavé a téZkopadné a proto se pozdéji pfistoupilo k imunoblotové
technice za vyuZiti nitrocelulézového papiru. Tato metoda sebou nese lepSi

reprodukovatelnost a rozliSovaci schopnost.

S pfichodem modernich technik, které generuji velké mnozZstvi dat
a poskytuji cenné informace nejen pro diagnostiku, ale i vyzkum lze urcit i fadu

markerq, které diive nebylo mozné stanovit a studovat.

Mezi mediatory zanétu sledované u pacientd s RS patfi prostaglandiny,
chemokiny, komplement C5b-9 a lymfokiny. Markery demyelinizace

oznacCujeme myelinové proteiny v CSF, markery remyelinizace v soutasné
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dobé nebyly Zzadné potvrzeny. Markery progrese jsou oznacovany
cytoskeletalni vlakna tzv. neurofilamenta , slozena ze tfi podjednotek, tedy
popisovany jako lehké, stfedni a tézké fetézce. Bylo zjisténo, ze lehké fetézce
jsou zvySeny v CSF u vétSiny pacientl s relaxujici, remitujici RS. Tézké fetézce
muzou byt zvySeny v CSF u pacientl s o€ni neuritidou €i RS. U RS se v séru a
CSF vyskytuji protilatky proti neurofilamentiim, které byly pozorovany
pfedevSim u recidivujiciho a progresivniho onemocnéni a mohou tak slouzit

jako markery progresivniho axonalniho poranéni.(59)

Pomoci hmotnostni spektrometrie a sekvenovacich technik bylo prokazano,

Ze i lidsky trypsin 4 mize byt zahrnut do patomechanismd RS.(60)

Své misto nasla i imunofluorescenéni laboratorni technika (IF), ktera je
v laboratofich v hojné mife vyuzivana nejen pro klinickou diagnostiku, ale i ve
vyzkumnych programech. Ve velké mife se pouziva IF napf. pfi zjiStovani
antigend (Ag) a to pomoci protilatek (Ab), které jsou konjugovany
s fluorescenénimi barvivy. Velmi Casto se vyuziva fluorescein isothiokyanat
(FITC) nebo tetramethylrhodamin isothiokyanat (TRITC). FITC absorbuje svétlo
pfi 495 nm a mezi jeho nevyhody se jednoznacné fadi citlivost vi¢i zménam
v pH a jeho pomérné snadna fotodestrukce. Vysledna fluorescence se nasledné
kvantifikuje pomoci pritokového cytometru ¢ za pomoci automatického

zobrazovaciho pfistroje.

RozliSujeme dva hlavni zpUsoby imunofluorescen¢ni metody a to pfimou a
nepfimou IF. V praxi se vyuziva Castéji nepfimé imunofluorescence, nebot’ jde
0 metodu vice citlivou, k dispozici je zesileni signalu a prfedevSim je mozné
pouzit komercné dodavané sekundarni Ab. Jsou levné, dodavané v mnoha
barvach a jsou podrobeny kontrole jakosti. U nepfimé IF se pracuje s primarni
Ab, ktera je neznaCend a Ab sekundarni, ktera je znacena fluoresceinem.
Nasledné dochazi ke kontaktu s Ag a tvorbé komplexu AgAb se znacenim, kdy

se posléze hodnoti tento komplex pod fluorescenénim mikroskopem. (61)
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Pro lepSi pfedstavu principu nepfimé IF poslouzi obr. €. 7.

O _substrat
o O produkt

o o e

enzym
" druha protilatka
I prvni protilatka

Obrazek 7 Princip nepfimé imunofluorescence a jeho nasledné znazornéni
pod fluorescenénim mikroskopem — cytoskelet a jadro buriky
(zdroj: www.dako.com/08002_ihc_staining_methods_5ed.pdf, staZeno: prosinec 2015)

Vyuziti v laboratofich nasla i metoda izokratické fokusace (IEF), pomoci které

Ize studovat supernatant IgG v postizenych mozkovych tkanich.(62)

17.2.2 Nejvyznamnéjsi analytické metody u RS - obecné

V soucCasné dobé je diagndza RS zaloZena na klinickych kritériich a to v€etné
pfiznakll a symptomU. Zarovern se vSak opira o fadu vySetieni, jako je MRI,
lumbalni punkce, identifikace zanétlivych proteinu. Pfistupuje se také k zarazeni
do tzv. McDonaldovych kritérii.(53)

Jak je zifejmé zKkapitol 17.2., diagnostiku RS usnadriuje fada
specializovanych laboratornich technik, které jsou v dnesni dobé nezbytnou
soucasti. Mezi nejvice vyuzivané techniky patfi napf. kapalinova
chromatografie, hmotnostni spektrometrie, imunofluorescenéni metody, ELISA

¢i vysokoucinna kapalinova chromatografie.

Metody vyuzivany at uz k diagnostice samotné ¢i slouzici k vyzkumu RS je
cela fada a jsou nutnosti pro ziskani kvalitnich dat.

17.2.2.1 Chromatografie - obecné
Chromatografie je separacni metoda, pfi které se rozdélované analyty
distribuuji mezi dvé Casti a to mobilni a stacionarni ¢ast. Principialné lze

chromatografii popsat jako metodu pfi niz dochazi k déleni smési latek dle jejich
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rozdilné rychlosti pohybu, kdy jsou slozky unaseny mobilni fazi (MF) a nasledné
rizné poutany k fazi stacionarni (SF). Fazi stacionarni mize byt rizné porézni
gel - porézni material, nejCastéji silikagel, oxid hlinity, celuléza apod. Fazi
mobilni pfedstavuje kapalina nebo plyn. BEhem mérfeni se zjiStuje retenCni Cas
a retencni rychlost a nasledné jsou data zpracovany do chromatografu pomoci

chromatogramu. (54)

Rozeznavame razné typy chromatografii. Pro lepsi pfehled slouzi uvedena

tabulka.

Tabulka 1 Typy chromatografii: déleni dle SF, MF, principu déleni, dle
podminek.

_- Dle principu déleni| Dle podminek

SLOUPCOVA PLYNOVA ROZDELOVACI | IZOKRATICKA
PAPIROVA KAPALINOVA GELOVA GRADIENTOVA
FLUIDNI ABSORBCNI
PLAZMOVA IONTOVA

17.2.2.2 Kapalinova chromatografie - HPLC

Kapalinovou chromatografii délime na kolonovou a ploSnou, pfi ¢emz
u kolonové chromatografie je stacionarni faze umisténa v koloné (nap¥. sklo) a
u plosné pak napf. na filtracnim papife. Mobilni faze je vybrana dle rozpustnosti
analytu v mobilni fazi a dle sily, kterou je latka zadrZzovana ve fazi stacionarni.
Jsou vybirana rozpoustédla dle jejich polarity, pficemz nesmi nikterak reagovat

se stacionarni fazi a ani nesmi naruSovat detekci.(55)
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V dnedni dobé se vyuziva predevSim tzv. vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC - high-performance liquid chromatogramy), ktera vyuziva
déleni smési latek za vysokého tlaku.

' ) <m’zkot|aké
sloupcova
P vysokoucinna (vysokotlaka)

(kolonova)
S 3 (HPLC,HRLC, ...)
— tenkovrstva ;
plosna <

papirova

Obrazek 8 Rozdéleni chromatografie, postaveni HPLC (zdroj: Image 025.jpg,
stazeno: prosinec 2015)

U HPLC metody je pouZita navic vysokotlaka pumpa, ktera pohani mobilni
fazi. Stacionarni fazi tvofi silikagel a fazi mobilni pak pufr s organickymi
rozpoustédly jako je napf. metanol. Integrace na stacionarni fazi probiha dle
polarity latek, pficemz vysoce polarni latky interaguji velmi malo, obracené je
tomu u latek nizkomolekularnich.

HPLC System

— Solvent =

3 min — -

-

HPLC Column Data

-_-}Injector
- [ e
i -

Pump Detector Waste T/

Obrazek 9 Schéma HPLC metody (zdroj: web.nmsu.edu, Waters HPLC/MS,
staZzeno: prosinec 2015)

HPLC technika je dnes jednou z nejpouzivanéjSich analyz a to nejen pro
diagnostiku RS. Uginnost separace zavisi na velikosti &astic, velikosti porli a
plochy stacionarni faze.

Velikost ¢astic HPLC kolon se postupné snizila, a to z 10 pym na 3 pm a tim

se i zvySila u€innost separace. U UPLC (modifikace HPLC) je dokonce velikost
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¢astic kolon na 1,7 um. V dusledku zvysené rychlosti analyzy UPLC se snizuje
mnozstvi pouZitého rozpoustédla, ¢imzZ sniZuji naklady na vyrobu a technika je
SetrngjSi k zivotnimu prostifedi. UPLC ma kromé jiného i velmi dobrou
schopnost udrzovat tlak. Kolony UPLC obsahuji pevné jadro, které zlepSuje tvar

piku.

Pro stanoveni prostaglandint (latky podobné hormonum) se vyuziva metody
UPLC-MS/MS, kdy separace probéhne béhem 4 minut. (56)

17.3 Protilatky vyskytujici se u RS

Protilatky zodpovédné za spravnou funkci imunitniho systému se nazyvaji
protilatky pfirozené. Laboratorné pripravené protilatky jsou oznalovany jako
monoklonalni protilatky (mAD), které maji stejné vlastnosti, ale jsou urCené proti
jedinému cily, proto jsou velmi specifické. Vytvofeny byly z B-lymfocyt. Diky

mADb Ize zkoumat nejen RS, ale i dalSi imunologicka onemocnéni.

Monoklonalni protilatky se staly ¢astym cilem pro vyzkum pacientd s RS.
Reaktivni Ab byly zkoumany pomoci aglutinacnich testt, tézZ metodou ELISA
(enzyme-linked immuno sorbent assay). Pouzity byly Ab proti izolovanému
lidskému myelinu. Buriky produkujici reaktivni Ab byly klonovany a mnoZzeny,
aby nasledné produkovaly mAb. Vysledky studie prokazuji specifické reakce

mADb pouze u pacientl s RS.(63)

Pro |éCebné ucCely RS jsou pouzivany nejen interferony, ale pravé i mAb.
Autoprotilatky a autoantigeny hraji vyznamnou roli pro imunopatogenezi,

diagnostiku a terapeutiku RS. (64)

Zanétlivé léze RS se vyznacuji vysokou infiltraci riznych bunéénych populaci
a rozpustnych mediatord imunitniho systému, jakymi jsou T-bunfky, B-buriky,
makrofagy, mikroglie, ale téz cytosiny, chemokiny a Ab. B-buiky a
autoprotilatky zaujimaji své misto jako biomarkery a to predevSim v detekci Ab
proti  myelinovému  bazickému proteinu (MBP) a myelinovému

oligodendrocytovému glykoproteinu (MOG).
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DalSi ddkaz o uloze Ab u RS poskytuji imunoglobuliny typu IgG a IgM
lokalizované u demyelinizovanych axonu a oligodendrocytd spolu s imunitnimi
komplexy byly detekovany u aktivnich lézi. Typ lézi | je zprostfedkovana
T-bufikami, kde dochazi k demyelinizaci vlivem makrofagl ¢&i jejich toxinu,
utypu lézi Il jsou hlavnimi pfedstaviteli T-bufiky a Ab. Obé& podskupiny
pomocnych T bunék (Th1, Th2) jsou zapojeny do patogeneze RS, avSak uloha

Th1 je vyraznéjsi.(65)

Vyznamnou molekulou sehravajici svoji ulohu pfi autoimunitni odpovédi je
aguaporin-4 (AQP4). Tato molekula je v astrocytech a tvofi transportni a
kontrolni kanal pro vodu v mozku. Zapojuje se i pfi rozvoji edému mozku. AQP4
se vyskytuje i vbunkach glie, epitelovych tkanich, plicich a ledvinach.
Pfi diagnostice RS je nutné brat v potaz diagnostiku neuromyelitis optika
(NMO), nebot' lécba je odliSna. Proto se urluji Ab proti AQP4, které jsou

specifické pro onemocnéni NMO.(5)

DalSi protilatky vySetfované pfi onemocnéni CNS jsou anti-MOG (myelinovy
oligodendrocytarni glykoprotein) a anti MBP (myelinovy bazicky protein). Jedna
se o Ab proti myelinu, které nalézame u onemocnéni RS. Protilatky anti-MOG
byly izolovany pomoci afinitni chromatografie a vazba Ab byla nasledné
detekovana za pomoci ELISA metody. MOG byl pozorovan u MBP,

T-bunécnych reaktivnich klonu.

Udaje ze studii, zkoumajici neurodegenerativni procesy v CNS. Reakce
zahrnuji multifaktorialni ztratu ochrany myelinu, imunologicky zprostfedkovanou
histotoxicitu, poSkozeni mitochondrii, metabolické zmény, zménénou signalizaci

¢i naznacuji zapojeni humoralnich imunitnich faktoru. (64)
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18 Lécba RS

V souCasné dobé existuje nékolik variant l1éCby tohoto onemocnéni. Mezi
nejvice uzivané je fazena injekCni terapie, novéjSi oralni formy a cilené

monoklonalni protilatky.

InjekCni terapie zahrnuje predevSim IFN-B a glatiramer acetat (GA).
Vyhodou téchto latek je skute€nost, Ze nezadouci u€inky se vyskytuji jen velmi
zfidka. Nevyhodou je fakt, Ze ne vSichni pacienti dostate¢né reaguiji, tudiz
ucinek maze byt pomérné nevyrazny. Jejich mechanismus ucinku je zaméren
na modulaci T Ilymfocytd, jejich diferenciaci a funkci, jedna se o
tzv. imunomodulaéni ucinek.(73) Do nedavné doby jedinym lékem u RS byl jiz
zminény interferon B-1b (IFN-B1b). Jde o endogenni cytosin, u kterého bylo
zietelné prokazano snizeni relapsl. Podavani téchto I[éka se provadi
v pravidelnych intervalech, pfi ¢emz mnozi pacienti pocituji chfipkové vedlejSi
ucinky razné zavaznosti. INF-B je také podavan pacientlim, u kterych byla
prokazana pouze jedina klinicka demyelinizace, tito pacienti jsou klasifikovani
jako pacienti s klinicky izolovanym syndromem. Kromé& INF-B1b je podavan
i INF-B1a, ktery prokazatelné sniZuje riziko relapsu. Prokazan byl vysSi ucinek
pfi vy§Si davce IFN-Bla. (72)

Glatiramer acetat je nahodny kopolymer ¢ty aminokyselin, ktery vyvolava
imunitni odpovéd na tolerogenni myelinovy basicky protein. Jeho afinita
k T-lymfocytovym receptorim potlaCuje odpovéd na dalSi souvisejici

imunogeny.

Mezi dalSi Iéky RS se fadi napf. Mitoxantron. Jedna se o velmi malou
molekulu, ktera je schopna projit pfes hematoencefalitickou bariéru a dochazi
nasledné k integraci s burfikami v CNS (centralnim nervovém systému).
Pfi uzivani je tfeba dbat na dlouhodobou bezpecnost, ktera je spojena s rizikem

kardiotoxicity a leukemii. Lék je Fazen mezi cytostatika.

Jak jiz bylo uvedeno, pfi |éCbé se musi brat ohled na pfipadnou toxicitu Ci
nezadouci uCinky lékd. Mitoxantronu je presto schvalen a uzivan pfi lécbé
sekundarni progresivni RS bez recidivy. Mnozi pacienti nejsou vSak dostatec¢né

informovani o kardiotoxickém ucinku Mitoxantronu, coz jasné naznacuji nékteré
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studie zabyvajici se timto tématem. VSeobecné previada nedostateCna
informovanost a podhodnoceni rizik spojené s touto 1éEbou. Podobné toxicky
jako Mitoxantron je i Cyklofosfamid a Methotrexat, které jsou vyuzivany k lécbé

u progresivni RS.

Kladribin je silnym imunosupresivnim agens, opét uzivan u progresivni RS.

Slouzi k selektivnimu odstranéni lymfocyta.

DalSim lékem pfi 1é€bé RS je Casto pouzivany Alemtuzumab, coz je
humanizovana 1gG1 monoklonalni protilatka namifena proti CD52, tedy
glykoproteinu na T-lymfocytech a B-lymfocytech, NK bunkach, dendritickych

burikach a vétSiné monocytd a makrofagu.

U jinych Iéka pro IéCbu RS, jakymi jsou napf. Natalizumab a Ocrelizumab,
Fumarat ¢i Laquinimod byl potvrzen protizanétlivy uc€inek. Tyto Iéky, stejné jako

Kanabinoidy (latky obsaZené v konopi) jsou stale ve fazi testovani.

Jak jiz bylo uvedeno, pfi |éCbach Casto dochazi k rlznym nezadoucim
ucinkim. NejCastéjSim uvadénym problémem jsou lokalni reakce v misté
vpichu, a to pfedevSim zarudnuti, otoky, bolesti, svédéni, modfiny, zanéty,
zatvrdnuti kGze, vyrazky Ci jina podrazdéni pokozky, véetné koznich nekréz a

lipoatrofie. Reakce se posléze odstupriovali na mirné, stfedni Ci tézké.

U lécby GA byly ¢asto hlaseny lipoatrofie. Pfi studii v Kanadé bylo dokonce
prokazana lipoatrofie u 45 % pacientl. GA je spojovan i s nékterymi alergickymi

reakcemi.

Lipoatrofie byla zjisténa i u pacientl s lécbou IFN-B, ovSem v mensim

procentualnim méfitku.

IFN-B1b byl spiSe spojovan s koznimi viedy, kopfivkami a nekrézami kize

v misté vpichu.

Cilem terapie je zabranit progresi onemocnéni, pfiemz ucinnost a

snasenlivost Iékd by méla byt co nejvétsi. (71)
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18.1 Lécba akutni ataky RS

Pod pojmem akutni ataky chapeme nové symptomy nemoci ¢i zhorSeny stav
symptomu stavajicich, na kterych se nepodili infekce ani prehfati a zaroven

musi tyto pfiznaky trvat alespon 24 hodin.

Lécbu akutni ataky je nutno zahajit co nejdfive, coz se provadi pfedevsim
pomoci kortikoidl sniZujici propustnost hematoencefalitické bariéry a snizujici
moznost pomnoZeni lymfocytd. Av8ak jak ukazaly nékteré studie, kortikoidy
jsou sice vybornou volbou, zdaleka vSak ne jedinou moznosti |€Cby akutnich

atak.

DalSim moznym |lékem je siran hofeCnaty. Zde byl prokazan ochranny ucinek
na integritu hematoencefalitické bariéry. Siran hofeCnaty zeslabuje propustnost
hematoencefalitické bariéry a zmirfiuje hematoencefaliticka poranéni, coz

prokazuiji i vysledky svételné a elektronové mikroskopie.

Hematoencefaliticka bariéra je komplexni skladba bunék, a to mozkovych
endotelialnich bunék, pericyty a jejich bazalni laminy, které jsou obklopeny a
podporovany astrocyty spolu s perivaskularnimi makrofagy. Bez této bariéry by
dosSlo k zaplaveni humoralnich neurotransmiterd krvi a doSlo by k naruSeni
normalni funkce centralniho nervového systému (CNS). Dysfunkce
hematoencefalitické bariéry je hlavnim charakteristickym znakem RS.
NejCastéjsi jsou u akutnich |ézi abnormality tésnych buné&nych spoju. ZvySeni

propustnosti koreluje se zavaznosti nemoci.

Siran hofeCnaty se pouziva kléCbé eklampsie (zavazny kieCovity stav
napf. u rodi¢ek), pficemz pravé eklampsie je spojena se zvysSenou propustnosti
hematoencefalitické bariéry a tim i tvorbou cerebralniho edému. Tato lé¢ba
v Casném stadiu mize otok mozku zmirnit a brani zvySené propustnosti bariéry,

coz by mohlo byt pfinosem u akutnich recidiv RS.(74)

Na lécbu akutnich atak jsou zaméfeny i zobrazovaci metody. V pribéhu
onemocnéni je mozné detekovat vyznamné zmény v parametrech MRI. MRI je
velice citliva metoda pro detekci fokalnich lézi u pacientd s RS. Sériové

vySetfeni jsou proto velmi uzite¢né pfi rozliSeni akutnich a chronickych Iézi RS.
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Identifikace lézi se ztratou myelinu je dulezitym hlediskem, nebot mohou byt

meéné citlivé na léCbu nez edematdzni a zanétlive 1éze.(11)

Nékteré zobrazovaci metody umozriuji zobrazeni nékterych funkcnich
vlastnosti mozkové tkané. Mezi tyto nepochybné patfi DWI metoda (difuzné
vazeny obraz). Na zakladé sméru difuze Ize pak urcit svazky bilé hmoty mozku.
Existuji studie, které se zabyvaly rozdilem u DWI u normalni bilé hmoty
a u pacientd s akutni RS a korelaci mezi EDSS a hodnotami ADC (aparentni
difuzni koeficient - ADC). ADC mapy jsou vyuzivany k lepSimu odliSeni nadoru
majici vysSi stupen malignity. Peclivé vySetfeni muze v€as odhalit abnormality

tkané u pacientl s RS. (75)

18.2 Lééba modifikujici chorobu

U recidivujici roztrouSené sklerézy se jako prvni volba podava GA ¢&i oba
intramuskularni interferony (IFN-B-1b, IFN-B-1a). Pro terapii relaps-remitentni
RS byla prokazana vyssSi ucinnost u lécby pomoci Alemtuzumabu oproti IFN-f3,
i kdyz dlouhodobé snizeni leukocytll je Casto spojené se zvySenym rizikem

zavaznych oportunnich infekci. (79)

Ukazalo se, ze terapie INF-B-1b, INF-B-1a i kopolymeru 1 snizuji frekvenci
relapsu az o 1/3 a zaroven snizuji rozsah patologickych lézi v mozku, coz

prokazuji i zobrazovaci vySetfovaci metody MRI.(84)

Nové podavané léky, jako jsou natalizumab, fingolimod ¢&i kladribin jsou sice

silnéjsi, ale také vice rizikové, coz by pfi Ié¢bé mélo byt brano v potaz.(76)

Pfi dlouhodobé terapii ¢asto dochazi k rGznym projevim, a proto je tfeba
dbat i na Zivotni uroven pacienta. Casto je tak vyvinuta snaha o nové preparaty
Ci zpUsoby aplikace Iékd. Pomérné nové je vyuziti endermologie (bunécna
stimulace). Provadi se u pacientl, u kterych dochazi k panikulitidé a lipoatrofii
pfi podavani GA, kdy se jedna o hlubokou mechanickou masaz. Pfi této
metodé Casem dochazi ke snizeni €i dokonce vymizeni indurace a zaroven se

tak pfispiva k posileni tolerance GA.(77)

Pfi takto obtizné terapii jsou podavany tzv. doplnujici 1éky. V sou€asnosti jde

napfiklad o lécbu IFN-B a pfidani dalSiho medikamentu, jako je
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adrenokortikotropni hormon (ACTH). ACTH muze mit imunomodulaéni
mechanismus. Pouzitim ACTH pulzni terapie doSlo v prubéhu ¢asu ke zlepseni

zdravi u pacientl s RS, coz naznacuje potencialni pfinos v 1éEbé. (78)

kombinace Mitoxantronu a GA dojde k dosazeni pfiznivych vysledku, naproti
tomu u kombinaci statinl, Natalizumabu a Azathioprinu sIFN-B nebyly

pozorovany prokazatelné lepsi vysledky.

Kombinaci urcitych |éku |ze dosahnout daleko lepSich vysledku &i pfipadné
minimalizovat druhotné nepfiznivé projevy a proto stale probihaji studie

zameérfujici se na tuto tématiku. (80)

Vyvazovani pfinosu a rizik je nedilnou soucasti pfed zahajenim kazdé lécby
RS.

18.3 Alternativni a symptomaticka lééba

Symptomaticka |é¢ba je zaméfena na odstranéni ¢&i snizeni pFiznaku
zhorSujicich se funk&nich schopnosti a na kvalitu zivota postizenych pacientu.
Navic se pomoci symptomatické |éCby muze alespon z €asti zabranit rozvoiji
sekundarniho télesného poskozeni pacientl. Pfed kazdou Ié¢bou je vSak nutné

dobfe zhodnotit celkovy stav pacienta.

Terapii RS se zabyva spole¢nost Consensus Group (MSTCG), ktera se

sklada

s Clend Lékarské poradni rady pro RS, ktera zahrnuje nékolik statu.
Doporuceni rady obsahuji znalosti a znalecké posudky zaloZzené na pfimych

dikazech a znanou meérou tak napomahaji Iékafim v ambulantnich

vigwiwv s

pfiznaky RS.
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Dulezitym pfedpokladem pro u€innou lé€bu je spravna klasifikace symptomu

prezentovanych pacientem. Pro lepSi pfehled nejbéznéjSich symptomu a IéCby

slouZi nize uvedena tabulka. (81)

Tabulka 2 Symptomy nemoci a jejich Iééba (vytvofeno z textu — odkaz 81)

Symptomy Specificka opatfeni Priklad léCivé latky
kifeCovitost fyzioterapie baklofen, tizanidin
amantadin, 4-aminopyridin,
unava snizeni télesné teploty N
L-karnitin
bolest Ty gabapentin, topiramat

dysfunkce mocoveého

ustroji

fyzioterapie,

spec.pomucky

oxybutynin, tolterodin,

darifenacin

stfevni dysfunkce

fyzioterapie,

spec.pomucky

projimadla, léky rozSifujici

stfevni motilitu

sexualni dysfunkce

M T

sildenafil, vardenafil,

tadalafil, klonidin

ataxie a tres

fyzioterapie

antiepileptika, beta-

blokatory

kognitivni dysfunkce

nacvik dochovanych
funkci a kompenzaci

deficitt

fysostigmin, donepezil

deprese

psychoterapie

sertralin, moklobemid

paroxysmalni

pfriznaky

T

karbamazepin, gabapentin

okohybné pfiznaky

T

methylprednisolon,

gabapentin

dysartrie a dysfonie

logopedie, neurologie

u disfonie => botulotoxin
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Doplnkova a alternativni medicina (CAM) neni jednotné chapana. Terapie
CAM muze byt v kazdé zemi jina a tato skute€nost se muze nasledné odrazet
i vinformovanosti u pacientd s RS, ktefi nemusi dostat jednotna a spolehliva

fakta o konvencni terapii.

V dnedni dobé jsou u alternativni terapie RS zmifiovany pfedevsim bylinné
léky, vitaminy a mineraly, marihuana a transdermailni gelova naplasti histaminu

a kofeinu.

CAM terapie je u RS pomérné vyrazné diskutovana, nebot ucinnost

a bezpecnost CAM terapii je variabilni. (82)
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19 Prognéza

Pro zjisténi prognozy u pacientl s RS se €asto pfistupovalo k jednoduchému
grafickému znazornéni zivota pacienta. Toto ilustrativni znazornéni RS se
ukazalo jako nejlepSi pro monitoring pocateCnich poruch, smyslovych poruch,

véku, pohlavi, relapsu i remisi.(83)

Prognéza pfirozeného pribéhu roztrousené sklerézy se urCuje pomoci
Kurtzkeho stupnice (Expanded Disability Status Scale - EDSS), a to v rozpéti
od nula do deseti. Prumérna vékova hranice pfi nastupu nemoci u remitentni

formy je 30 let, u progresivnich typl pak odpovida 37 letim pacienta.(84)

fv s

Do ukazatelU pFiznivéjSi prognézy patfi poruchy zrakového nervu, nizsi vék
pfi diagnoze RS, Zenské pohlavi a deldi interval mezi dvéma relapsy. Progn6zu
lze odhadnout i pomoci tzv. ,Index® progrese, dle kterého lze stanovit miru
malignity. Epidemiologicka skupina byla fazena spiSe do benigni kategorie,
avSak pacienti s ,Index® progrese 1,4 a vySSi, byly zafazeny do maligni

kategorie.(86)

Ze statickych dat vyplyva, Ze pridmérny nastup nemoci je kolem 30 roku
Zivota u remitentni formy a 37,3 let u progresivnich forem. Pro tzv. ,Cisté" faze
relapsu byl vék stanoven na 29,2 rokd a u relapst z nasledkd nemoci pak Cinil
33,9 let. Pozdni nastup nemoci, kratky interval mezi prvnimi dvéma relapsy a

vyskytem progresivni faze jsou spojeny se Spatnou prognoézou. (85)

Spojenim invalidniho skére s dobou trvani nemoci a interval mezi prvnimi

dvéma relapsy je dllezitym ukazatelem dalSiho postupu nemoci.(84)
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20 Zaver

Snahou této prace byl rozbor velmi zavazného a stale vice se rozsitujiciho

onemocnéni postihujici pfevazné mladou populaci lidi.

Bylo zde vyvinuto usili sjednotit projevy nemoci, diagnosticka kritéria a jeji
léCbu. Integrovat prevazné nejvyznamnéjSi mozné Cinitele nemoci a poukazat

na imunologicky orientovanou ¢ast onemocnéni.

V Casti laboratorni jsem se pak zaobirala pfevazné laboratornim vyzkumem a

diagnostikou nemoci.

Jednim z dllezitych bodl prace bych zminila faktory dédi€nosti a genetickou

predispozici onemocnéni, jako jsou molekuly II. tfidy HLA systému.

Vyty€eny byly hlavni imunologické body RS, mozné hormonalni zastoupeni
pfi jejim onemocnénim i pfi rozvoji RS. Shrnuty byly i ¢asté rizikové faktory a to
jak infekéni napf. virus Epstein — Barrove, tak rizikové faktory prostfedi, kde

stoji za pfipomenuti napf. vitamin D.

Dale bych rada vyzdvihla kapitolu o buné€né a humoralni imunité. Téz T-reg

buriky, které pfi RS nemaiji dostatecné regulacni ucinky.

RS je i vsouCasné dobé stale jedno z onemocnéni, které jesté nebylo
dostateCné prozkoumano. Pomoci novych studii se snazime ziskat dalSi
informace, které by vedli klepsi diagnostice i |é€bé nemoci, pfipadné by

pomohli zabranit dalSimu rozvoji nemoci.
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21 Souhrn

Autor: Vendula Lhotakova

Nazev: Roztrousena sklerdéza z pohledu laboratorniho pracovnika
Bakalarska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Studijni obor: Zdravotni laborant, kombinovana forma

Cil prace: Bakalafska prace je sepsana formou literarni reSerSe. Hlavni snahou
je poukazat na problematiku diagnostiky roztrousené sklerdzy, vytycCit jeji hlavni
rizikové faktory, vyzdvihnout imunologické pozadi a v neposledni fadé i najit

mozné biomarkery nemoci.

Hlavni poznatky: Roztrousena skler6za RS (Multiple sclerosis — MS) je
zanétlivé autoimunitni onemocnéni postihujici pfedevSim mladSi generaci lidi.
Pfi onemocnéni dochazi k poSkozeni myelinu — ochranné vrstvy axonu
(neuronovych vybézkl). VyznacCuje se zanétlivymi lézemi v mozku, které

zpusobuji dysfunkci centralni nervové soustavy.

Historie RS saha az do 14. stoleti, i kdyz ke zvratu v diagnostice nemoci doslo
teprve ve 20. letech. Diagnostika byla slozita, nebot projevy nemoci nejsou

jednotné.

S technologickym pokrokem se diagnostika pomérné zlepSila. V dnedni dobé se
opira predevSim o nejriznéjSi laboratorni vySetfeni zahrnujici predevSim
magnetickou rezonanci. Velmi pfinosné je vySetfeni mozkomisniho moku, ale

i dalSich marker(i nemoci.

RS je podminéna geneticky a imunologicky. T — bunky a Treg bunky sehravaji
v patogenezi nemoci znacnou roli. Vliv na onemocnéni maji i steroidni hormony.
K rozvoji nemoci pak fadime i dalSi faktory, jako je Zivotni prostfedi, strava, ale

také geologické rozmisténi obyvatel.

Zaveér: Drive se léCba RS opirala pouze o posileni imunitniho systému,
v dnesni dobé je k dispozici fada terapeutik, které znacné zlepSuji celkovy stav
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pacienta. | kdyz stale nejsou zjistény veSkeré pficiny nemoci, je jiz k dispozici
cela fada léku, které zlepSuji celkovy zivotni standard pacienta. Mozné
biomarkery RS mohou pomoci k rychlejSimu odhaleni nemoci, a tudiz i ke

vCasneé terapii.
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22 Abstract

Author: Vendula Lhotakova

Title: Multiple sclerosis — laboratory aspects

Bachelor work

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Field of study: Medical laboratory technician, combined study form

Background: Bachler work thesis is written as a literary review. The main effort
is to point to the diagnosis of multiple sclerosis, to set out its main risk factors
highlighted immunological background and last but not least, to find possible

biomarkers of disease.

Main findings: Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory auto-immune
disease affecting especially the younger generation. When the disease causes
damage to the myelin -protective layer of axons (neuronal projections), it is

characterized by inflammatory lesions in the brain causing CNS dysfunction.

MS history dates back to the 14th century , although the reversal in the
diagnosis of the disease occurred only in the 20s. Diagnosis is difficult because
symptoms of the disease are not uniform. With technological advances,
however, the diagnosis is considerably improved. Nowadays, diagnostic
processes are based on a particular variety of laboratory tests including
Magnetic resonance imaging. Very useful is the test of the cerebro spinal fluid,

as well as other markers of the disease.

RS is determined genetically and immunologically. T - cells and Treg cells play
a significant role in the pathogenesis of the disease. Steroid hormones also
have an impact on the diseases. To develop the disease, we classify also other
factors such as the environment, diet, as well as geographical deployment

of the population.
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Conclusions: Previously MS treatment relied solely on boosting the immune
system, nowadays it is a number of therapeutic methods which significantly
improves the general condition of the patient. Although still not identified all the
causes of the disease, it is already available to a number of drugs that improve
the overall standard of living of the patient. Potential biomarkers MS may help in

faster detection of the disease, and hence to early therapy.
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24 Seznam zkratek

Ab
ACTH
ADC
ADEM
Ag
AGER
Anti-MOG
APC
AQP4
ATP
CD
cIS
CNS
COP1
COX
CSF
DIS
DIT
DNA
DWI
EAE
EBV
EDSS

ELISA

FITC
FoxP3
GA
GC-MS
HBsAg

HLA / MCH

protilatka

adrenokortikotropni hormon

aparentni difuzni koeficient

akutni roztrousena encefalomyelitida

antigen

rozpoznavajici receptor,

protilatky proti MOG

antigen prezentujici bunky

aguaporin 4

adenosintrifosfat

bunky nesouci CD znaky, CD-buriky

klinicky izolovany syndrom

centralni nervovy systéem

kopolymer 1

cyklooxigenaza

mozkomis$ni mok, celebrospinal fluid

diseminace v prostoru, dissemination in space
diseminace v ¢ase, dissemination in time
deoxyribonukleova kyselina, deoxyribonucleic acid
difuzné vazeny obraz

experimentalni autoimunitni encefalomyelitida
Epstein-Barrové virus

rozSifena stupnice stavu invalidity, Expanded Dissability Status
Scale

analyticka enzymaticka metoda, enzyme — linked immuno sorbent
assai

fluorescein isothiokyanat

transkripéni faktor Forkhead Box P3

glatiramer acetat

plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
australsky antigen, hepatitis B surface antigen

hlavni histokompatibilni komplex, major histokompatibility complex
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HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie,

IF imunofluorescence

IgG /M imunoglobulin G/ M

IL interleukin

INF interferon

LC-MS kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem,
mADb monoklonalni protilatka

MBP myelinovy basicky protein, myelin basic protein
MF mobilni faze

MOG myelin oligodendrocytovy glykoprotein
MRI magneticka resonance

MS hmotnostni spektrometrie

MSTCG spole¢nost Consensus Group

NAA N-acetylaspartat

NK-bunky  pfirozeni zabijeci, natural killer cells
NMO onemocnéni neuromyelitis optika

NO oxid dusnaty

OCB oligoklonalni prouzky, oligoclonal band
PGE2 prostaglandin E2

PGF2 prostaglandin F2

PGD2 prostaglandin D2

PGI2 prostacykliny

PPMS primarni progresivni RS

RRRS relaps remitujici roztrousena skleréza
RRMS relaps remitujici roztrousena skleréza
RS/ MS roztrouSena skleréza, multiple sclerosis
SF stacionarni faze

SPMS sekundarné progresivni RS

SSEP somatosenzorické evokované potencialy
TLR Toll — like receptory

TNF tumor nekrotizujici faktor, tumor necrosis factor
T-reg T — regulaéni buriky

TRITC tetramethylrhodamin isothiokyanat
TXA2 tromboxyny
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UPLC ultra vysokotlaka kapalinova chromatografie,
uv ultrafialové zareni

VEP vizualni evokované potencialy
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