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Zoznam pouzitych skratiek

CIS klinicky izolovany syndrém

CLA+T pamitové s antigénom asociované T- lymfocyty
CNS centralny nervovy systém

CSF cerebrospinal fluid

DMD disease modifying drug

EAE experimentalna autoimunitna encefalomyelitida
EBV virus Epstein- Barovej

EDSS  expended disability status scale- rozsirena skala k postideniu disability
HHV-6  T'udsky herpesvirus- 6

IL6 interleukin 6

IL 8 interleukin 8

IL 10 interleukin 10

IL 23 interleukin 23

IVIG intravendzne imunoglobuliny
(A2 intravendzne
JCV John Cunningham virus

MBP bazicky protein myelinu

MHC  hlavny histokompatibilny komplex
MOG s myelinom asociovany glykoprotein
MR  magnetické rezonancia

MS multiple sclerosis

MxA  myxovirus rezistencie proteinu A



NAbs neutralizacné protilatky

PLP  proteolipid protein

PML progresivna multifokalna leukoencefalopatia
PP RS primarne progresivna forma RS
RIS  radiologicky izolovany syndrom
RP RS relabujuca progredujuca forma RS
RR RS relabujuca remitentna RS

RS roztrusena skler6za

SP RS sekundérne progresivna forma RS
TLR toll-like receptor

Qalb albuminovy kvocient

VEP  zrakové evokované potencialy



1 Uvod

Praca ma teoreticko-empiricky charakter. V prvej Casti (teoretickej) sa nachadza analyza
roztrasenej sklerozy, vratane jej epidemiologie, etiopatogenézy, foriem, klinickych priznakov
a paraklinickych vySetreni. Dalej sG spracované si¢asné moznosti terapie a diferencialna

diagnostika RS.

Dizertac¢na praca sa v empirickej Casti zaobera v prvej faze vybranymi zapalovymi markermi
v likvore a sére pacientov s novodiagnostikovanou roztrusenou skler6zou (RS) v porovnani
s kontrolnou skupinou. V druhej faze sa zaobera porovnanim tychto markerov s ostatnymi

parametrami.

Empiricka cast’ je zalozena na vstupne stanovenej hypotéze, ze niektoré zapalové markery
v sére a likvore by mohli mat’ zmenenu hladinu v ¢ase prvych symptomov RS v porovnani
s kontrolnou skupinou. Zarovenn by mohli vyjadrovat’ intenzitu zdpalu a predikovat’ priebeh
choroby. Vyskumna ¢ast’ je zamerana v prvej faze na analyzu vybranych markerov, t.j.
interleukinu 6 (IL 6), interleukinu 8 (IL 8), interleukinu 10 (IL 10), beta-2-mikroglobulinu

a orosomukoidu. V druhej faze je analyzovana korelacia s albuminovym kvocientom (Q alb).

Vysledky naSho vyskumu mozu poslazit ako podklad k rozsirenejSiemu vyskumu
zaoberajiceho sa hladanim suvislosti medzi likvorovym, event. sérovym obrazom

a klinickym priebehom RS.



VSeobecna Cast’



2 Roztrusena skleroza

Tato kapitola sa zaobera popisom roztrisenej sklerdézy, tj. jej epidemmiologiou,

patofiozologiou, klinickym obrazom a Vv neposlednej rade aj moznost’ami sti¢asnej liecby.
2.1 Definicia RS

Roztrasena sklerdéza je autoimunitné zapalovo-demyelinizaéné ochorenie centralneho
nervoveého systému (CNS). Zapalové procesy sa uplatiiujii najmé v pociatocnych stadidch RS.

V neskorsich stadidch prevazuju neurodegenerativne procesy.
2.2 Epidemioldgia, genetika a rizikové faktory RS

RS je najcastejSou pricinou neurologickej invalidity mladych dospelych T'udi. Prvé priznaky
sa vig§inou objavujii medzi 20. - 40. rokom Zivota. Castejsie st postihnuté Zeny (70%). Bolo
zistené, ze vyskyt choroby rastie so stipajucou zemskou Sirkou. Na zdklade tohto zistenia
mozeme rozdelit’ zem podl'a vyskytu RS na oblast’ vysoko rizikovl s prevalenciou choroby
nad 30/100 000 obyvatelov (severnd Europa, sever USA, Kanada, juzna Australia, Novy
Zéland), oblast’ stredne rizikovu s prevalenciou 5 - 29/100 000 obyvatel'ov (juzna Europa, juh
USA, severna Australia) a oblast’ nizko rizikovu s prevalenciou pod 5/100 000 obyvatel'ov
(1). Tento fakt sa dava do savislosti so slneCnym svitom a vplyvom vitaminu D na imunitny
systém. V niekolkych §tididch bolo dokazané, Ze vysoka sérova koncentricia vitaminu D
koreluje so zniZzenou aktivitou MS a naopak, Ze nizka sérova koncentracia koreluje s vysSou

aktivitou choroby (2).

V stcasnosti sa predpokladd, ze rozvoj RS spustaji faktory vonkajSieho prostredia
u geneticky predisponovanych jedincov. Gén zodpovedny za klasicky mendelovsky prenos
nebol zisteny. V Stadiach zameranych na genetické faktory bolo zistené, Ze vyskyt RS
u jednovajecnych dvojciat je cez 25 %, u dvojvajecnych dvojciat je vyskyt okolo 2 - 3 %.

Doteraz bolo popisanych cca 60 genetickych faktorov podiel’ajucich sa na vzniku RS (3).

Stadie na dvojéatach ukézali, Ze genetickd vnimavost je vyrazne ovplyvnena
environmentalnymi vplyvmi (4). Doélezitymi ovplyviujucimi faktormi st vplyvy zivotného
$tylu (diétne opatrenia, fajéenie) a dolezity je aj vplyv infekcii. Dalsimi rizikovymi faktormi
s hormonalne vplyvy a stres. Relativne novozistenym rizikovym faktorom je aj obezita
v dospievani. Dal§imi potencionalne rizikovymi faktormi st organické rozpustadla a praca na
smeny. Na druhej strane sa predpokladd, ze cytomagelovirusy, alkohol a kofein znizuju

riziko rozvoja choroby (5).
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Z infekcii bola zistena asociacia medzi rozvojom RS a 'udskym herpesvirusom - 6 (HHV-6)
a virusom Epstein Barrovej (EBV). Podiel EBYV infekcie na rozvoji RS bol dokumentovany
na pacientovi so sekundarne progresivnou RS, ktory dosiahol remisiu po podani infuzie
s cytotoxickymi T bunkami. Tato terapia mala zni¢it EBV infikované B-lymfocyty
(6).VSeobecne, pacienti s RS maji sérovl pozitivitu EBV (7). Predpokladéd sa, ze CD4 +
T- lymfocyty rozpoznavaji EBV a myelinové epitopy. Tym by mohla EBV infekcia spustit’
prozépalovy vplyv T-lymfocytov na myelin CNS. Daliia teéria predpoklada, Ze
nekontrolovana produkcia protilatok spdsobena EBV infikovanymi autoreaktivhymi B
lymfocytmi moze viest' k rozvoju RS prostrednictvom opsonizacie myelinu pre cytopatické
reakcie makrofagov a faktorov komplementu. V neposlednej rade sa predpoklada indukcia
ektopickych lymfatickych struktir EBV infikovanymi B-lymfocytmi, ktoré vstupuji do CNS
(8). Hoci presny mechanizmus uc¢inku EBV u RS nie je znamy, je vysoko pravdepodobné, Ze

zohrava v patogenéze tejto choroby dolezitt ulohu.

Dalsim délezitym faktom je zistenie vyznamného podielu érevnej mikroflory v patogenéze
RS. Vyskumy poukazuju na to, Ze populacia efektorovych a regulacnych buniek zahrnutych
Vv patgenéze RS modze byt spojend s lymfatickym systémom creva (9). Vzt'ah medzi CNS,
imunitnym systémom a mikrobiomom (¢revnou flérou) vedie k vplyvu mikroorganizmov na
rozvoj RS. Nedavne Stadie ukdzali, ze ur€itd mikrobidlna populédcia v Creve spdsobuje
prozapalovy stav, o mdze viest’ k rozvoju RS. Na druhej strane, iné druhy baktérii a ich
antigénne produkty moZu ochranit CNS pred rozvojom zapalovych procesov. V prenose
bakterialnych antigénov z traviaceho traktu az k CNS hra dolezita ulohu systém GALT (gut-
associated lymphoid tissue). Jedna sa o najva¢si imunitny systém v tele. Crevné baktérie
prechadzaju cez lymfaticky systém, ktory je spojeny s traviacim traktom. Boli skimané r6zne
baktérie, ktoré su sudastou ¢revnej mikroflory (9). Specifické bakteridlne antigény, ako
napriklad PSA =z Bacteroides fragilis, prostrednictvom migracie do CNS sprostredkuju
interakcie medzi ¢revnou mukézou amozgom (10). Daldi vyskum ukézal zniZenu

koncentraciu Faecalibacterium u pacientov s RS.

Na zéklade doteraz zistenych skuto€nosti sa teda predpokladaju pri rozvoji RS vzajomné
interakcie faktorov Zivotného prostredia s faktormi genetickymi, epigenetickymi

a Strukturdlnymi variantami DNA.
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2.3 Etiopatogenéza RS

Presné etiopatogenéza RS nie je stidle znama V tejto kapitole bude pojednavané o znamych
mechanizmoch podielajucich sa na RS. A taktiez o procesoch,ktoré¢ sa na rozvoji RS

podiel’aju pravdepodobne.
2.3.1 Zakladny prehlad autoimunitnych pochodov u RS

Zapal u RS je spdsobeny autoimunitnymi procesmi prebiehajucimi hlavne v skorych fazach
choroby. Neurodegenerativne procesy sa objavuju najmi v neskorSich Stadiach RS. Pre toto
ochorenie st typické zapalové infiltraty, predovSetkym v bielej hmote mozgu, kde sa
nachadzaju aktivované T-lymfocyty, makrofagy a menej aj B-lymfocyty. T-lymfocyty su
pravdepodobne aktivované uz na periférii, predovSetkym v hlbokych krénych uzlinach. Po
aktivacii tychto autoreaktivnych T-lymfocytov (napr. i banalnou infekciou) dochadza k ich
proliferacii a prestupu do cielového tkaniva (t.j. v pripade RS do CNS), kde spustaju
zépalové procesy, vratane produkcie prozapalovych cytokinov (11). Vysledkom tychto
zapalovych procesov je poskodenie myelinu a oligodendrocytov v 1ézii. Takto
demyelinizované vlakno straca schopnost’ viest’ elektrické impulzy spravne (12) a exprimujt
sa na niom bunky hlavného histokompatibilného komplexu (MHC I). Vldkno sa zaroven stdva
viditelné pre CD8 + cytotoxické T-lymfocyty, ktoré d’alej poskodzuju nervové vlakno.
Taktiez aktivované B- lymfocyty prestupuju cez hematoencefalicku bariéru, infiltruja

perivaskularne priestory a produkuju antigén - Specifické protilatky (13).

Neurodegenerativne procesy su spdsobené aktivaciou mikroglii a sprostredkované oxidacnym
stresom a excitotoxicitou. Strata axonov v bielej a Sedej hmote CNS je pritomnd uz v skorych

Stadiach RS a koreluje s kognitivnym deficitom a trvalym postihnutim.
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Obr. €. 1 Zakladny prehl'ad patofyziologie RS (14)

° produkce
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Obr. 8-1: Schéma patogeneze RS. K aktivaci antigen-specifickych T lymfocytt (Th1) dochézi na periferii,
nejspfie v hlubokych krénich uzlindch, rozpozndnim antigenu zpracovaného makrofigy a prezentované-
ho ve $térbiné MHC molekuly II. t¥idy (MHC II). Aktivovany lymfocyt exprimuje adhezivni molekuly
(AM); témi je schopen kontaktu s hematoencefalickou bariérou (HEB), piekracuje ji a v cilové tkéni je
reaktivovan piitomnosti antigenu. Produkci prozanétlivych cytokind aktivuje perivaskuldrni makrofé-
gy a mikroglii, iniciuje vytvofeni zanétlivého loZiska a atrahuje do tkdné dal3f zanétlivé builky vCetné
B lymfocytt, které vytvateji v meningach dlouhodobé shluky podobné lymfatickym uzlindm. Pasobky
makrofagt a lymfocytd vedou k destrukei myelinu, ktery je obalen protildtkami a pohlcovdn makrofagy,
&m? se dostévajf dalsi antigeny z rozpadajici se tkané lymfocytiim (antigenni $ffenf - antigen spreading).
Demyelinizované axony exprimuji na svém povrchu MHC molekuly I. t¥idy (MHC 1) a jsou diky tomu
rozpoznatelné pro CD8 pozitivni lymfocyty. Ty produkuji perforiny, vedouci k prasknutf axonu nasatim
extracelularni tekutiny roz§ifenymi péry v membrané axonu.

Vysvétlivky: trimolekularni komplex (MHC molekula - antigen - receptor lymfocytu).

0DC - oligodendrocyt, CNS - centralni nervovy systém.
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2.3.2 Uloha T-lymfocytov u RS

To, ze u RS hraju T-lymfocyty ddlezitu tlohu, je zname uz dlho. Zakladna hypotéza sa opiera
o existenciu autoreaktivneho T-lymfocytu, ktory ma receptory pre antigény CNS. Ku styku
autoagresivnych T-lymfocytov s antigénmi CNS dochadza v hlbokych krénych uzlinach.
Predpokladané antigény st sucastou myelinu, t.j. bazicky protein myelinu (MBP), proteolipid
protein (PLP), s myelinom asociovany glykoprotein (MOG). Autoreaktivny T-lymfocyt
pretrvava v lymfatickom systéme na periférii v inaktivovanom stave. Po aktivacii napr.
banalnou infekciou autoreaktivny T-lymfocyt prestupuje cez hematoencefalicku bariéru a
putuje k cielovému lozisku. V mozgu reaguje na ciel'ovy antigén, aktivuje mikroglie a spusta
prozapalové procesy. Nasledne dochadza k destrukeii myelinu v CNS. Takto
demyelinizované nervové vldkno strdca schopnost vedenia elektrického impulzu. Na
demyelinizovanom vldkne sa exprimuji molekuly hlavného histokompatibilného komplexu
(MHC) I. triedy. Vlakno sa stava viditeIné pre cytotoxické T-lymfocyty triedy CD8+, ktoré
d’alej poskodzuju vlakno vyplavovanim perforinov. Perforiny roz$iruji pory bunkovej
membrany a tym dochédza k prieniku extracelularnej tekutiny do bunky. Vysledkom tychto
procesov je vysoka energetickd naro¢nost’ prenosu informacii vlaknom (15). Okrem CD8+
T-lymfocytov st v aktivnych léziach pritomné aj pomocné induktorové CD4+ T-lymfocyty
(16).

Pocas niekol’koro¢nych §tadii boli diferencované subtypy T-lymfocytov, pricom lymfocyt
ThO mé potencial sa rozvijat do akéhokol'vek subtypu. Boli diferencované subtypy Thl a
Th2, ktoré maju protichodné regulacné ucinky. Thl produkuje ako kl'i€ovy cytokin interferon
gama s cytotoxickou funkciou pri virusovych alebo bakteridlnych infekciach. Th2 produkuje
napr. interleukiny 4 a 5, zodpoveda za regulaciu B-lymfocytov a produkciu protilatok. U RS
dochadza k akumulacii Thl lymfocytov a aktivovanych makrofagov v 1éziach v CNS (16).

V sucasnej dobe je vela dokazov o tom, ze RS je najmd CD4+ Th1/Th17 sprostredkovana
choroba. Toto tvrdenie je zalozené najmid na vysledkoch zo S§tidie experimentalnej
autoimunitnej encefalomyelitidy (EAE) na zvieratdch (mysSiach, potkanoch, opiciach). EAE je
navodena subkutannou imunizaciou aktivovanymi neuroantigénmi (myelin Specificky CD4+
Thl) alebo blastickymi bunkami Thl7. Tieto autoreaktivne CD4+ T-lymfocyty su
dostacujtce k vyvolaniu zapalovej demyelinizaénej choroby podobnej RS (17).

Dolezitymi lymfocytmi v patogenéze RS st vysSie zmienené lymfocyty Thl7, ktoré boli
najdené v aktivnych 1éziach u pacientov s RS. Pre vyzrievanie lymfocytov do tohto subtypu je

nutna pritomnost’ prozapalovych a regulacnych cytokinov, napr. IL 6, IL 17, IL 21, IL 23 atd’.
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Aktivita lymfocytu Thl17 je regulovana dal§im subtypom T-lymfocytov, tzv. Treg
lymfocytom. V 1éziach RS sa vSak tieto T reg lymfocyty nevyskytuja (16).

Postupne pribuda stale viac studii zaoberajucich sa tlohou melatoninu u RS a s tym suvisiaca
d’alsia uloha T-lymfocytov. Koza je hlavnym orgénom, ktory je citlivy na expoziciu
slne¢ného Zziarenia. Hladina melatoninu je zdvisla na expozicii svetla. Skiima sa suvislost’
medzi expoziciou svetlom a rizikom rozvoja RS. V kozi u predisponovanych jedincov
cytokiny pritahuju pamétové s antigénom asociované T-lymfocyty (tzv. CLA+ T-lymfocyty),
ktoré sa potom podiel’aju na udrziavani lokalneho zapalu. Po odozneni tohto zépalu vSak CLA
+ lymfocyty pretrvavaju v cirkuldcii a niektoré znich moézu prestupovat’ cez
hematoencefalickt bariéru do mozgu a spustit’ tym zapalova odpoved” v CNS. Prostriedkom
na skimanie suvislosti medzi zapalovym loZiskom na kozi a rozvojom RS je skiimanie
sérovych hladin chemokinu CCL27. CCL27 je uvolfiovany aktivovanymi keratinocytmi a je
zvySeny u zapalovych postihnuti koze (18). Praca, ktord dokladuje zvySené hladiny tohto
chemokinu u pacientov s RS, bola publikovana v januari 2017 Nataliyou L. Blatt a kol. Tato
skupina autorov predpoklada tiez, ze vySSie hladiny CCL27 u MS suvisia so sezonnymi

zmenami slne¢ného Ziarenia a jeho vplyvu na kozu.

2.3.3 Uloha B-lymfocytov u RS

V minulosti bola tuloha B-lymfocytov vV patogenéze autoimunitnych chordb, vratane
roztrasenej sklerdzy, povaZzovana za minoritni. AZ relativne neddavno bola, okrem ulohy
T-lymfocytov, v imunopatogenéze RS zistena aj vyznamna uloha B-lymfocytov.

B- lymfocytarna odpoved’ je regulovana T-lymfocytmi. Predpoklada sa, Ze u autoimunitnych
chorob dochadza k nespravnej kontrole dozrievania B-lymfocytov uZz v germinalnych
centrach atym je poskytnuty priestor pre vznik autoreaktivnych B-lymfocytov. Dalej je
mozné, ze pri dozrievani B-lymfocytov kooperacia medzi receptormi imunitného systému
(ako st toll-like receptory-TLR) areceptormi B-lymfocytov umoziuje B-lymfocytom
dosiahnut” aktivaény prah a prekrocit’ tym toleranciu imunity (19).

Stadie ukazali, ze B-lymfocyty u RS st lokalizované vo viacerych subkompartmentoch CNS,
t.j. v _mozgomiechovom moku, v parenchyme a meningach (20). U RS dochadza lokalne
k diferenciacii B-lymfocytov. Tieto B-lymfocyty u RS exprimuji v mozgomiechovom moku
a vmozgovych léziach predovSetkym antigén CD 20 (16). B-lymfocyty sa nachadzaju
v aktivnych infiltratoch u skorého Stadia RS. Su lokalizované jednak perivaskularne a jednak

v okolitom parenchyme. Akumlicia B-lymfocytov na leptomeningach je typickd pre
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progresivne formy RS (21). Stidie zaoberajuce sa cytologiou likvoru zistili, ze vztah medzi
poctom B-lymfocytov a ostatnymi bunkami v likvore méze byt spojeny so zavaznostou RS
a progresiou choroby. Najmé, Ze vyssi pocet B-lymfocytov (prevaha B-lymfocytov v likvore)
je spojeny s rychlejSou progresiou choroby, zatial ¢o nizs$i pocet B-lymfocytov (prevaha

monocytov V likvore) je spojend s pomalSou progresiou choroby (22).

Stale vSak ostava otazka, aka je presna uloha B-lymfocytov u RS. Na patogenéze RS sa mozu
podielat’ produkciou protilatok, transportom autoantigénov z tkaniva k sekundarnym organom
imunitného systému, d’alej prezentaciou autoantigénov T-lymfocytom a sekréciou cytokinov
(23). B-lymfocyty su obzvlast efektivne v prezentacii antigénov T-lymfocytom.
T-lymfocytom perzentujt antigény, ktoré st najskor rozpoznané B cell receptorom (BCR).
B-lymfocyty d’alej reguluju lokélnu zapalovi odpoved’ T-lymfocytov aj myeloidnych buniek,
a to sekréciou prozapalovych aj protizépalovych cytokinov (24).

Dalsim zaujimavym faktom je, ze komplementovy C2 receptor exprimovany CD27
B-lymfocytmi je tiez koreceptorom u virusu Epstein- Barovej (EBV), kde sa uplatiuje pri
infikovani B buniek (25). Vac¢sina buniek v MS 1éziach st CD27 antigén pozitivne, a tym sa
teda aj vysvetl'uje suvislost’ a uloha EBV infekcie u RS (26).

Autoreaktivne T-lymfocyty aj B-lymfocyty a ostatné zlozky autoimunitnych pochodov su

ter¢om biologickej liecby RS, €1 uz sticasnej alebo vyskumne;.

2.4 Formy RS

RS ma niekol’ko foriem. Su to klinicky izolovany syndrom (CIS), relabujlica remitentnd RS
(RR RS), sekundarne progresivna forma RS (SP RS), primarne progresivna forma RS (PP
RS), relabujuca progredujica forma RS (RP RS). CIS je v podstate prvy atak RS, s rizikom
konverzie do definitivnej RS. NajcastejSou formou je relabujuca remitentnd RS, kedy po
ataku s fokalnym alebo multifokalnym postihnutim dochadza k remisii ochorenia. Po prvom
ataku dochadza k relapsu ochorenia cca u 25 % pacientov, u 50 % pacientov v priebehu 3
rokov. U niektorych pacientov konvertuje RR RS do $tadia sekundarnej progresie, kedy uz
nedochadza krelapsom aremisiam, ale k postupnému zhorSovaniu neurologickej
symptomatiky. U PP RS nedochadza po prvom ataku k Gprave neurologickej symptomatiky,
td postupne progreduje anema atakovity charakter. U vzacnej formy RP RS dochadza

postupne K progresii neurologického deficitu, ale sucasne dochadza k rozvoju atakov. Pri
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relapse sa vicsinou neurologicky deficit este prehibi. Okrem tychto klasickych foriem, ktoré
sa prejavia klinickym deficitom, ¢i uz pri ataku alebo pri progresii choroby, rozliSujeme este
radiologicky izolovany syndrom (RIS). Pacient s RIS ma vysoko suspektny nalez na MR
z demyelinizatného ochorenia typu RS, ale bez akychkol'vek klinickych symptémov

sved¢iacich pre RS. U tychto pacientov si véc¢Sinou pritomné oligoklonalne 1gG v likvore
(33).

2.5 Symptomy RS

Klinicka symptomatika u RS je roznoroda a zavisi na lokalizacii demyeliniza¢nych loZisk
mozgu a miechy. Jednym z najCastejSich prvych priznakov je retrobulbarna neuritida
prejavujica sa zahmlenym videnim, bolestami pri pohybe bulbu, vypadkami zorné¢ho pol’a,
poruchou farbocitu. Dal§imi &astymi inicidlnymi priznakmi si poruchy citlivosti rézneho
charakteru (hypestézie, parestézie, dysestézie). Poruchy hybnosti byvaji centralneho typu
S vyS$imi reflexami a pozitivnymi patologickymi koznymi reflexami, a najmi v neskorSich
stadiach sprevadzané spasticitou. Casto byvaju demyelinizaéné loziska lokalizované
infrantentorialne v oblasti mozgového kmefia, apreto moézu byt pritomné priznaky
postihnutia roznych hlavovych nervov. Naj€astejSie sa vyskytuju poruchy okohybnych nervov
sprevadzané nystagmom a diplopiou. Menej €asto sa vyskytuje postihnutie nervus trigeminus
anervus facialis. Dal§im &astym priznakom je cerebelarny syndréom vyjadreny poruchou
koordinacie pohybov, poruchou rovnovahy, dysartriou, atypickou sakadovanou mozoc¢kovou
recou, intenénym tremorom a nystagmom. Pokial' sa tieto priznaky vyskytuji v tivode
choroby, mozno predpokladat’ agresivnej$i priebeh RS. U chorych sa dalej vyskytuju
sfinkterické poruchy, a to U niektorych uz pri prvych priznakoch. Byvaji r6zneho charakteru:
Casté nutkanie na mocenie, urgentné mocenie, inkontinencia, retardacia alebo retencia mocu.
Vzhl'adom k tomu, Ze ide o chorobu mladych l'udi, je vel'mi invalidizujici vyskyt sexudlnych

dysfunkecii u zien aj muzov.

U niektorych pacientov dochddza k rozvoju epileptickych zachvatov a dysautondmnych

poruch (napr. dysfagia, obstipacia, ortostaticka hypotenzia a porucha srdcového rytmu).

RS je Casto spojena aj s pSychiatrickymi symptémami. NajCastejSie st to depresie a anxieta.
Moéze sa vyskytnit' emocna inkontinencia, kedy sa striedajii nekontrolované stavy St’astia,
smutku bez zjavnej vyvolavajucej pri¢iny. S progresiou choroby dochadza k rozvoju

kognitivnych portch. Vysoké percento pacientov si stazuje na tUnavu, ktord je u RS
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multifaktoridlna. Podiel'a sa na nej prenos nervového vzruchu mensim poctom nervovych
vldkien, pritomnost’ zapalovych cytokinov a protilatok difizne v CNS a vplyv tychto
protilitok na normalnu neurotransmisiu (15). Na obrazku 2 si prehladne zndzornené

najcastejSie klinické priznaky RS.

Hlavni symptomy

RoztrousSené sklerozy

CNS:

- nava Zrak:

- kognitivni - nystagmus
poruchy - 0. neuritida

- deprese - diplopie

- nestabilni nalada Reéd:
- dysartrie

Krk:
- dysfagie

Svaly:
- slabost
- kieCe
- ataxie

Citlivost:
- bolest

- hypostézie
- parastézie

Stieva:
- inkontinence
- prijem nebo

zacpa

Mocova s.:

- inkontinence

- Castost nebo
zadrzovani

Obr. 2 Klinické priznaky RS (27)
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K posudeniu a vyjadreniu zdvaznosti neurologického deficitu pouzivame v dneSnej dobe skalu
EDSS (expended disability status scale - rozSirena Skala k postdeniu disability), tzv.
Kurtzkeho skala. Tato skila ma 10 stupniov a hodnoti jednotlivé funkéné systémy, t.j.
zrakovy, kmenovy, motoricky, mozockovy, senzitivny, sfinkterovy a mentalny (28).Prehl'ad

skaly EDSS je na obrazkoch 3 a 4.

Obr. 3 Grafické znazornenie skaly EDSS (29)

"4 N

A
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ks,
b

|

7|Dbgln"'

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 9.0
o minirmssl moderate  refatively disability assistance  restrktedto  restikledto  conlined
disability disability disability seyee affectsdaily requiredto  wheelchair bedor to bed
disability routine work wheelchair
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Obr. 4 Kurtzkeho $kala EDSS (30)

0 normalni neurologicky nalez (vSechny FS stupen 0)

1 4dné disabilita, minimalni neurologicky nélez v 1 FS (stupen 1)

1,5 74dné disabilita, minimalni neurologicky nélez ve vice nez 1 FS (stupné 1)

2 minimalni disabilita v 1 FS (1 FS stupen 2, ostatni 0 nebo 1)

2.5 minimalini disabilita ve 2 FS (2 FS stupen 2, ostatni 0 nebo 1)

3 lehka disabilita v 1 FS (1 FS stupen 3, ostatni 0 nebo 1)
nebo mirna disabilita ve 3-4 FS (3-4 FS stupef 2, ostatni 0 nebo 1) a zaroven chiize bez omezeni

35 chodici, ale se stfedni disabilitou v 1 FS (1 FS stupen 3) a 1-2 FS stupné 2
nebo 2 FS stupné 3
nebo 5 FS stupné 2 (ostatni FS stupné 0 nebo 1)

4 schopnost chize bez pom(icky a odpocinku na alespor 500 m, cinnost 12 h denné navzdory relativné tézké
disabilité sestavajiciz 1 FS stupné 4 (ostatni 0 nebo 1)
nebo kombinace nizich stupAd presahujici limity predchozich stuprd

45 schopnost chiize bez pomiicky a odpocinku na alespori 300 m, ¢innost po vétsinu dne, tézka invalidita
sestavajici z 1 FS stupné 4 (ostatni 0 nebo 1)
nebo kombinace nizsich stupid presahujici limity predchozich stupid

5 schopnost chize bez pomicky a odpocinku na alespori 200 m (ekvivalentem FS je 1x stupen 5
a ostatni 0 nebo 1 nebo kombinace nizsich stupfii prekracujici definici pro stupen 4,5

55 schopnost ujit bez pomoci a odpocinku 100 m

6 nutna jednostranné opora (hil, berle) k ujiti alespori 100 m bez prestavky nebo s prestavkou

6,5 chiize s oboustrannou oporou (hole, berle) na alespor 20 m bez prestdvky

7 pacient neni schopen ujit ani 20 m s oporou, pfevazné odkdzan na vozik, na kterém se prepravuje sam, travi
na voziku bdéle alespon 12 h

7,5 pacient nenf schopen ujit s pomocf vice nez nékolik krokd, omezen pouze na vozik, potfebuje pomoc pfi
transportu na vozik a jizdé na ném

8 pacient prevazné odkazan na lizko nebo vozfk, ale vétsinu dne travi mimo l6zko, jsou zachovany nékteré

| sebeobsluzné schopnosti - obecné moznost uzite¢ného pouziti hornich koncetin

8,5 pacient vétéinu dne upoutany na liizko, mé urcitou schopnost uzivat hornich koncetin, zachovény nékteré
sebeobsluzné schopnosti

9 bezmocnost, pacient upoutany na ltzko, schopny jist a komunikovat

9,5 zcela bezmocny lezici pacient, neschopny efektivné komunikovat a jist/polykat

10 smrt v disledku RS

20




2.6 Paraklinické vySetrenia

RS je podl'a McDonaldivych revidovanych kritérii predovSetkym diagnoza klinicka. (Obr.5).

Ale Standardne sa vyuzivaji aj paraklinické vySetrenia. Pomocnou vySetrovacou metddou

v diagnostike RS je najmd zobrazenie mozgu a miechy pomocou magnetickej rezonancie

(MR), kde najdeme demyelinizacné loziska, ktoré stt v T2 vazenych obrazoch a v sekvenciach

FLAIR hyperintenzivne. Typické uloZenie je suprantenoridlne V mozgovych hemisférach

periventrikularne a juxtakortikdlne, d’alej infratentoridlne v ktorejkol'vek casti mozgového

kmena a mozocku. Loziska RS byvaju pritomné aj v mieche, a to najcastejsie v kréne;j.

Obr. 5 McDonaldove revidované kritéria (31)

Tab.1 Revidovand McDonaldova diagnosticka kritéria roztrousené sklerézy (Podman, 2010)

Klinicky obraz Klinicky obraz Dopinujici tdaje potfebné k dg RS
ATAKY OBJEKTIVNI LEZE
2 nebo vice* 2 nebo vice 24dné, Klinicka symptomatika je dostadujici
2 nebo vice 1 - diseminace v prostoru gie MR mozku: z 1 T2 léze minimainé ve 2 ze 4 MS typickych
oblasti ONS (periventrikularné, juxtakortikalng, Infratentoriding nebo v mise) nebo
- dalsi klinicka ataka z jiné lokalizace
1 2 nebo vice - diseminace v {ase podie MR (soutasna pfitomnost asymptomatické Gd enhancujici 16ze
a neenhancujicl léze) nebo nova T2 a/nebo
Gd enhanculici léze na nasledujici MR ve srovnani k MR vstupni nebo
druh3 klinicka ataka
1 - diseminace v prostoru podle MR mozku: =172 l82e minimainé ve 2 ze A MS
typickych oblasti CNS (periventrikularné, juxtakertikaing, infratentoriding nebo v mise)
- diseminace v ¢ase podie MR (soutasna pfitomnost asymptomatickeé Gd enhancupici [8ze
a neenhanculici léze nebo nova T2 a/nebo Gd enhancujici iéze
na nasledujici MR veé srovnani k MR vstupni nebo
- dalsi kiinicka ataka z jiné lokalizaca
0 1 progrese nemodi po 1 rok (retro- i prospektivng) a nejméné 2 ze 3 nasledujicich
(progrese od polatku) = pozitivil MR mozku: 2 1 T2 iéze minimaing ve 2 ze 4 MS typickych oblasti CNS

(periventnkuldrma, juxtakortikding, infratentoriding nebo v mige) s pozitivnimi VEP
« pozitivné MR michy (2 3 vice fokainich T2 lézD)
» pozitivni likvor na OCB a/nebo a6 syntéza

“Ataka (relaps) je definovana jako paclentem udivané nebo objektivié pozorovatedné objevend se
novych neurologickych obtiZi, event. zhoreni pfiznaka stavajicich, typickd pro akutni vzplanuti
demyelinizacniho onemocnénd, trvajici minimdiné 24 hodin trvale mimo infekéni onemo<néni a febrilie,

Zlatym Standardom je vySetrenie mozgovomiechového moku (likvoru) a zhodnotenie syntézy

oligoklondlnych IgG pésov (pomocou elektroforézy zhodnotenim ich pritomnosti alebo

nepritomnosti v sére a likvore). V sticasnosti je uz Standardne zavedené aj vySetrenie volnych

lahkych retazcov kappa a lambda.
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Na zaklade pritomnosti alebo nepritomnosti oligoklonalnej syntézy IgG rozliSujeme 5

vzorcov (Obr.6):
Vzorec | - nepritomnost’ oligoklonélnej syntézy, jedné sa o normalny nélez,

Vzorec Il - oligoklondlna syntéza pritomna iba v likvore, jedna sa o lokdlnu syntézu IgG,

typicky vzorec pre RS,

Vzorec Il - pritomnost’ oligoklonalnej syntézy IgG v likvore aj sére, ale v likvore je prevaha

pasov, tiez u roztrisenej sklerdzy alebo chronickych infekcii CNS,

Vzorec IV- identicky pocet oligoklonadlnych IgG péasov v sére aj livore, typické pre systémoveé

ochorenia,

Vzorec V- pritomnost monoklondlneho paraproteinu v likvore, typicky nalez pre myelom

a monoklonalne gamapatie.

Obr.6 Obrazok porovnavajuci normalny a patologicky nalez (RS) pri elektroforéze (32)

Oligoclonal Bands in CSF

normal abnormal

-
s

Oligoclonal Oligoclonal
Bands Bands {
absent present

CSF Plasma CSF Plasma
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Poslednou bezne vyuzivanou pomocnou metdodou je vySetrenie zrakovych evokovanych
potencialov (VEP). U pacientov s RS, ktori mali atak s retrobulbarnou neuritidou, najdeme pri

tomto vy3etreni predizenu latenciu viny P100.

2.7 Lie¢ba RS
Liecba RS zavisi na jej forme a priebehu.
2.7.1 Liecba CIS a RR RS

Na lie¢bu RS vo forme CIS alebo RRRS je v sti¢asnej dobe k dispozicii tzv. DMD (disease
modifying drug) terapie. Rozdel'uje sa na terapiu prvej a druhej linie. Ked'Ze sa jedna o
financne ndkladna liecbu, pri jej nasadzovani musia pacienti splnit’ urcité kritéria podla

uhradovej vyhlasky.
2.7.1.1 DMD terapia 1. linie

K preparatom lieCby prvej linie patria: interferon beta la (preparaty Avonex, Rebiff 22
a Rebiff 44), interferon beta 1b preparaty Extavia, Betaferon), glatiramer acetat (preparat
Copaxone) a teriflunomid (preparat Aubagio). Pre liecbu CIS sa moézu pozivat vSetky
uvedené preparaty okrem Rebiffu 22, ktory nemé schvélent tthradu. Pre liecbu RR RS sa

mozZu pouzivat’ vSetky uvedené preparaty.

Nasadit' terapiu z indikacie CIS aRR RS podl'a thradovej vyhlagky platnej v Ceskej

republike je mozné:

1. u pacientov s aktivnym zapalovym procesom S vysokym rizikom prechodu do klinicky
definitivnej RS, u ktorych bol prvy atak tak zavazny, Ze k jeho liecbe bolo nutné podat

kortikoidy intraven6zne a zarovein bola vyli¢end ina mozna diagndza.

2. pre liecbu pacientov s istou diagnozou atakovitej formy RS v remitentnom Stadiu choroby,
pokial’ je pritomnd vysoka aktivita choroby (t.j. 2 dokumentované a lieCené relapsy za 1 rok

alebo 3 relapsy za posledné 2 roky) a invalidita nepresahuje stupeiit EDSS 4.5.

Liecba sa ukoncuje pri neefektivite, t.j. 2 tazké relapsy za rok, EDSS zvySené o 1 stupen

behom 12 mesiacov, alebo pri strate schopnosti chodze.
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Dlhodobu liecbu (dlhsie ako 2 - 4 roky) musi schvalit' a zaroven garantovat’ veduci lekar
$pecializovaného pracoviska, t.j. Centra pre diagnostiku a terapii demyeliniza¢nich ochoreni.

(informdcie o uhradach cerpané z webovej stranky Www.sukl.cz)

2.7.1.1.1 Interferony

Do tejto skupiny patria preparaty:

Avonex- jednd sa o interferon beta 1 a, aplikuje sa intramuskularne 1x tyzdenne

Rebiff 22 a Rebiff 44 - su taktiez interferony beta 1a, aplikuja sa subkutanne 3x tyzdenne
Extavia, Betaferon- jedna sa o interferony beta 1b a aplikuju sa subkutanne obden
Interferdny st telu vlastné latky.

Popis mechanizmu uc¢inku interferénov je stc¢ast'ou obrazku 7.

Obr. 7 Grafické znazornenie mechanizmu G¢inku interferénu beta (34)

Obr. T Sch ické =3 = mmmnésldordzyamfstazésahu'merforonubate_

T lymifocyt je akti 2nim antigenu p Zi se a prestupuje hema barié

Ve tkani rozpoznava spoclﬂcky an&gen a produkovanymi prozi';éﬂivirni cytokzny akttvu[c makrofagy a mhoghl Do CNS jsou pﬁmhovany

i B lymfocyty a cy s lymfocyty, které sepodﬂql na niceni myelinu a axond. Interferon beta omezuje aktivaci a proliferaci specifickych
lyn-lfocyw kterym makrofag nabizi = a tim ife zanét v CNS: produkci prozanétiivych

cytoking (IL-71. TNF-c, 7NF-ﬂ IFN-wa dernyellnzacr Zvysuje pak P r0st ich lymfocyta produkujicich IL-10 a TGF-5.

MBP — myelinovy bazicky p
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Tieto preparaty znizuju polet atakov o 40%. Ucinnost lieby je monitorovana
prostrednictvom neutralizaCnych protilatok (NAbs), klinicky vyznam je pri hodnotach nad
100 TRU/ml. Ku stanoveniu biologickej uc¢innosti interferéonov pri vysokych titroch NAbs sa
stanovuje hladina myxovirus rezistencie proteinu A (MxA). Uplatiuje sa v procese
antivirusovej rezistencie a je indukovany interferonmi. Nizka hodnota MxA (pod 160)

znamena malu biologicku Gc¢innost’.

NajcastejSie neziaduce ucinky tejto terapie su flu-like syndrom (chripke podobny syndrém),
lokdlne reakcie po aplikacii, zmeny nalad, depresie, elevacia pecCetlovych enzymov,
lymfopénia, trombocytopénia, tvorba protildtok proti Stitnej zlaze a liekmi indukovany

systémovy lupus erythematosus.
2.7.1.1.2 Glatiramer acetat

Do tejto skupiny patri jediny preparat s roznou davkou ucinnej latky, a to Copaxone 40 mg,
ktory sa aplikuje subkutanne 3x tyzdenne alebo Copaxone 20 mg, ktory sa aplikuje kazdy den

subkutanne.

Chemicky je glatiramer acetat zmes peptidov, ktoré su zloZzené z aminokyselin alaninu,
lyzinu, tyrozinu a kyseliny glutamovej. Tieto peptidy napodobiiuji autoreaktivne epitopy
MBP. Mechanizmus u¢inku nie je presne znadmy. Predpoklad4d sa ale indukcia antigénne
Specifickych imunoregula¢nych Th2 lymfocytov v periférii s ich naslednym prestupom cez
hematoenecefalicku bariéru do CNS. V CNS posobia ako inhibitiry poSkodzujucich Thl
lymfocytov a predpoklada sa aj produkcia neutrofnych faktorov, ktoré su schopné chranit
bunky pred poskodenim zapalom (35). Mechanizmus u¢inku glatiramer acetatu je

znazorneny na obr.8.
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Obr. 8 Mechhanizmus uc¢inku glatiramer acetatu (36)

NajcastejsSim neziaducim ucinkom tejto liecby su lokalne reakcie charakteru zatvrdlin az
lipodystrofii. Dal§im moZnym neziaducim u¢inkom je systémova postinjekéna reakcia
s vazodilatdciou, néavalmi tepla, bolestou na hrudi, dusSnostou, palpitdciami alebo

tachykardiou.

2.7.1.1.3 Teriflunomid

Preparatom z Gi¢innou latkou teriflunomid je Aubagio. UZiva sa 14 mg teriflunimidu denne, je

jedinym peroralnym preparatom v DMD terapii 1. linie.

Jedna sa o aktivny metabolit leflunomidu, ktory sa pouziva v terapii revmatoidnej artritidy.
Viaze sa na mitochondridlny enzym dihydroortat dehydrogenazu, ¢im inhibuje syntézu
pyrimidinov u rychlo proliferujucich buniek. Pyrimidin je potrebny pre rychlo sa deliace
aktivne T-lymfocyty a B-lymfocyty K replikacii DNA (37).  Mechanizmus ucinku

teriflunomidu je zndzorneny na obr. 9.
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Obr. 9 Mechanizmus G¢inku teriflunomidu (38)
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Teriflunomid je vSeobecne tolerovany dobre, ale moZu sa vyskytnut’ neziaduce G€inky. Medzi
neziaduce Uc¢inky patria gastrointestinalne t'azkosti, elevacia peceiiovych testov, utlm kostnej
drene, vypadavanie vlasov a zvySenie krvného tlaku. U niektorych pacientov sa zvysuje
frekvencia infekcii, najmd hornych dychacich ciest. V Givode lircby sa mdze vyskytnut' aj
vypadavanie vlasov, ale podl'a §tudii sa kvalita aj mnozstvo vlasov v priebehu prvého polroka

obnovia (37).

Zvysenl opatrnost’ je potrebné mat pri lie¢be zien vo fertilnom veku, pretoZe tento preparat
ma teratogénny potencial a zaroveih ma dlhy eliminaény pol&as, 8 mesiacov az 2 roky. Zeny
vo fertilnom veku by preto mali uzivat' pocas liecby teriflunomidom ucinnt antikoncepciu

(39).

V pripade neziaducich Uc¢inkov alebo zistenia gravidity je moZznd zrychlend eliminacia
teriflunomidu z organizmu. K dispozicii sti dve moznosti. Prvou je uzivanie cholestyraminu
v davke 8 g 3x denne po dobu 11 dni. Druhou moZznost'ou je uZivanie aktivneho uhlia v davke
50 g denne po dobu 11 dni. Castejsie pouzivanou je prva moznost. Kontrolné odbery hladiny
teriflunomidu v krvi sa robia 12. deil od zaciatku uZzivania cholestyraminu a d’alsia kontrola
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S odstupom d’alSich 14 dni. Obidva vysledky musia byt negativne, t.j. hladina teriflunomidu
pod 0,02 mg/l. Pokial by bola jedna alebo obidve skusky pozitivne, musi sa eliminacny

proces opakovat’ (40).
2.7.1.2 DMD terapia 2. linie

K preparatom liecby druhej linie patria: dimethyl fumarat (preparat Tecfidera), fingolimod
(Gilenya), natalizumab (Tysabri) a alemtazumab (Lemtrada). Kazdy z tychto preparatov ma
podl'a tihradovej vyhlasky rozdielne podmienky nasadenia a preto budi popisané tthradové

podmienky pri kazdom preparate zv1ast.
2.7.1.2.1 Dimethyl fumarat
Nasadit’ tuto terapiu podl'a thradovej vyhlasky platnej v Ceskej republike je mozné:

1. U pacientov s RR RS, u ktorych st znamky nepriaznivej progndzy ochorenia, a u ktorych
doslo aj napriek liecbe DMD 1. linie k rozvoju aspoil jedného stredne t'azkého alebo t'azkého

relapsu.

2. U pacientov s rychlo progredujicou zavaznou formou RR RS, ktori prekonali najmenej dva
relapsy behom jedného roku a sti¢asne vykazujui jednu alebo viac gadolinium enhancujtcich

1ézii na MR mozgu alebo zvysenie objemu T2 1ézii v porovnani s predchadzajicou MR.

Podl'a thradovej vyhlasky k liecbe dimethyl fumaratom nie st indikovani pacienti s hodnotou
EDSS nad 5.0. Liecba je ukoncend alebo prerusena pri vyskyte zadvaznych infekcii az do
okamihu ich vyrieSenia. Dalej, pokial je inefektivita lie¢by, napr. pri progresii disability
(zvysenie EDSS o 1 stupeni behom 12 mesiacov) alebo ak pacient prekonal pri tejto terapii

dva t'azké relapsy za rok.
(informacie o uhraddch cerpané z webovej stranky Www.Sukl.cz)

Jedna sa o peroralny preparat s uzivanim v davke 240 mg 2x denne. V Studiach bolo dokazané

znizenie poctu relapsov za rok o 32 % a 69 % aktivnych 1ézii na MR v porovnani s placebom.

Presny mechanizmus ucinku dimethyl fumaritu nie je znamy. Isté je, ze po uziti je
metabolizovany esterdazami ¢revnych buniek na svoju aktivnu formu, ktorou je monomethyl
fumarat. Dalej sa predpoklada aktivécia transkripéného faktoru Nrf2. Prostrednictvom tohto
faktoru sa zvySuje expresia proteinov napomahajicich ochrane bunky pred oxidativnym
stresom. Dalej inhibuje produkciu prozapalovych cytokinov —a chemokinov (41).

Mechanizmus uc¢inku je zndzorneny na obrazku 10.
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Najcastejsie neziaduce ucinky vyskytujiice sa najmi v uvode terapie su navaly tepla v tvari,
niekedy s nutnostou uZivania st¢asnej terapie kyselinou acetylsalicylovou. Dal§imi ¢astymi
neziaducimi U¢inkami su gastrointestindlne problémy s nauzeou, vomitom, bolestami brucha
a hnackami. Preto by sa v ramci preventivnych opatreni mal dimethyl fumarat uzivat’ s jedlom
alebo pocas jedla. Dal§im preventivnym opatrenim je postupné nasadenie terapie, kedy lie¢bu
zaCiname poloviénou davkou 2x 120 mg denne po dobu 1 - 4 tyzdiov a aZ potom
prechadzame na plné davkovanie 2x 240 mg denne. Do mesiaca traviace t'azkosti vo vaésine
pripadov ustupuju. Niekedy symptomaticky podédvame antacida, omeprazol alebo iné
inhibitory proténovej pumpy (43). Z odberov je nutné sledovat’ hladiny pecetiovych enzymov
a lymfocytov. V studiach bol pozorovany pokles absolutneho poétu lymfocytov asi o 30 %
V porovnani s hodnotami pred nasadenim terapie, ale vo vécSine pripadov boli hodnoty
v medziach normy. Pri poklese absolatneho po&tu lymfocytov pod 0,5x1 0%1 je doporuené

liecbu prerusit’ (44).

2.7.1.2.2 Fingolimod
Nasadit’ tato terapiu podl’a uhradovej vyhlasky platnej v Ceskej republike je mozné:

1. U pacientov s RR RS, u ktorych st znamky nepriaznivej prognozy ochorenia a u ktorych
doSlo aj napriek liecbe DMD 1. linie k rozvoju aspon jedného stredne tazkého alebo t'azkého

relapsu.

2. U pacientov s rychlo progredujiucou zavaznou formou RR RS, ktori prekonali najmenej dva
relapsy behom jedného roku a sucasne vykazuji jednu alebo viac gadolinium enhancujucich

1ézii na MR mozgu alebo zvySenie objemu T2 1ézii v porovnani s predchddzajicou MR.

Podl'a thradovej vyhlasky k liecbe fingolimodom nie st indikovani pacienti s hodnotou EDSS
nad 5.5. Liecba je ukoncend pokial je inefektivita liecby, napr. pri trvalej progresii disability
(zvySenie EDSS o1 stupen behom 12 mesiacov mimo ataku alebo pri strate schopnosti
chodze, t.j. dosiahnutie EDSS nad 6.5), alebo ak pacient prekonal pri tejto terapii dva tazké

relapsy za rok.

(informdcie o uhraddch cerpané z webovej stranky Www.sukl.cz)
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Jedna sa 0 peroralny preparat, podavany v davke 0,5 g 1x denne. Fingolimod je modulator
sfingosin 1- fosfatového receptoru, je metabolizovany sfingosin kindzou na aktivny metabolit
fingolimod fosfat, ktory sa viaze na S1P; receptor v lymfocytoch. Mechanizmus jeho G¢inku
spoc¢iva v inhibicii infiltracie autoreaktivnych lymfocytov z lymfatickych uzlin do CNS (45,
obr.10). Dochadza vlastne k zadrZzaniu lymfocytov v lymfatickych uzlinach a tym nastane ich
deplécia v krvnom obehu az na 30 % povodnych hodnét. Tento efekt je reverzibilny a po
vysadeni fingolimodu z liecby sa pocet lymfocytov vracia do pdvodnych hodndt (46).
V stadiach bol zisteny pokles relapsov za rok o055 % ataktiez pokles aktivity
V magnetickorezonanénych parametroch v porovnani s placebom. Vzhladom k vysSie
uvedenému mechanizmu u¢inku je jednym z neziaducich ucinkov liecby aj lymfopénie.
Pokial' poklesne absolutny pocet lymfocytov pod 0,2 g/l je nutné liecbu ukondit.
S lymfopéniou suvisi aj d’al$i neziaduci G¢inok a tym je rozvoj infekcii najméd hornych ciest
dychacich a herpetickych infekcii. Pred nasadenim terapie je Standardné odobrat’ krv na
protilatky proti virusu varicella zoster a v pripade negativity IgG protilatok je nutné podstupit’
o¢kovanie pred zahajenim lie¢by. Dalsim neZiaducim uéinkom je rozvoj makularneho edému
a preto by sa fingolimod nemal nasadzovat’ u pacientov s anamnézou uveitidy a u diabetikov,
u ktorych bol dokazany zvySeny vyskyt makularneho edému. Sfingosin fosfatové receptory
sa nachadzaju okrem imunitného systému, aj v CNS av kardiovaskularnom systéme.
Pdésobenim na kardiovaskuldrny systém moze fingolimod vyvolat’ zavazné bradyarytmie,
preto je jeho nasadenie u pacientov s uz znamou bradyarytmiou kontraindikované. TaktieZ je
nasadenie kontraindikované u pacientov uZivajlcich betablokatory alebo antiarytmika triedy
la (napr. chinidin, prokainamid, disopyramid) a triedy Ill. (napr. amiodaron, sotalol).
Vzhladom k tymto skuto¢nostiam je pred nasadenim terapie nutné doplnit’ EKG vySetrenie a
v Ceskej republike je zavedena monitoricia pomocou EKG Holter v trvani 6 hodin pri
nasadeni terapie, to znamena pri uziti prvej tabletky fingolimodu. Dalej sa nutné pravidelné

odbery pecenovych enzymov (46,47).

2.7.1.2.3 Natalizumab
Nasadit’ tato terapiu podl'a Gthradovej vyhlasky platnej v Ceskej republike je mozné:

1. U pacientov s RR RS, u ktorych su znamky nepriaznivej progndzy ochorenia a u ktorych
doslo aj napriek liecbe DMD 1.1 inie k rozvoju aspon jedného stredne t'azkého alebo tazkého

relapsu.
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2. U pacientov s rychlo progredujicou zavaznou formou RR RS, ktori prekonali najmenej dva
relapsy behom jedného roku a sti¢asne vykazuju jednu alebo viac gadolinium enhancujtcich

1ézii na MR mozgu alebo zvySenie objemu T2 1ézii v porovnani s predchadzajucou MR.

Liecba natalizumabom je ukoncend pokial je inefektivita liecby, napr. pri trvalej progresii
disability (zvySenie EDSS o 1 stupeii behom 12 mesiacov mimo ataku, alebo pri strate
schopnosti chodze, t.j. dosiahnutic EDSS nad 6.5) alebo ak pacient prekonal pri tejto terapii

dva tazké relapsy za rok.
(informdcie o uhradach cerpané z webovej stranky Www.sukl.cz)

Natalizumab sa podéva v infazii, ktord obsahuje 300 mg ucinnej latky. Infizia sa aplikuje raz
za 4 - 6 tyzdiov intravendézne. Natalizumab je humanizovand anti alfa 4 integrin
monoklonalna protilatka, ktord viaze alfa 4 subjednotku a4B1 a 04p7 integrinov, blokuje ich
viazbu k endotelidlnym receptorom hematoencefalickej bariéry, ¢im zabrafiuje prestupu
lymfocytov do CNS atym zmierfiuje zapal CNS. Natalizumab taktiez inhibuje interakcie
medzi 04 pozitivnymi leukocytmi, fibronektinom a osteopontinom (48 a obr.10). Podrla stadii
dochadza k znizeniu vyskytu relapsov za rok o 68 % a znizeniu progresie postihnutia o 54 %.
U niektorych pacientov sa po podani vyskytuje hypersenzitivna reakcia, nauzea, zvracanie

a bolesti hlavy. Extrémne vzécna je elevacia pecenovych enzymov.

Ako najzavaznejsi neziaduci ucinok je rozvoj progresivnej multifokalnej leukoenecefalopatie
(PML). PML méze byt smrtel'na a je sposobend JC (John Cunningham) virusom (JCV). Virus
JCV ma asi polovica I'udi v organizme andkaza sa objavi ako bezpriznakova infekcia
Vv detstve. Virus potom pravdepodobne preziva v oblickach, v kostnej dreni a lymfatickom
tkanive. Natalizumab ovplyviiuje imunitny dohl'ad v CNS tym, ze brani vstupu lymfocytov
cez hematoencefalicku bariéru. Doteraz nie je jasny mechanizmus, vd’aka ktorému dochadza
k mutacii nutnej k ziskaniu neurovirulencie a vstupu virusu do CNS. Po vstupe do CNS
dochadza k nekontrolovate'nému mnozeniu JCV v oligodendrocytoch a astrocytoch. Klinicky
sa PML moéze spociatku podobat’ aktitnemu ataku RS s r6znorodymi symptomami. Najvacsie
riziko preto spociva v nerozpoznani PML ajeho zdmenu za relaps RS. Pri objaveni sa
epileptickych zachvatov, fatickych portuch a poruch kognitivnych funkcii u pacientov v terapii
natalizumabom je nutné mysliet’ na moznost’ PML. Riziko rozvoja tejto zdvaznej komplikacie
stipa s dizkou podavania terapie (za bezpetné sa povazuje podavanie prvé 2 roky). Vyssie
riziko je aj pri predchadzajicom podévani imunosuoresivnej terapie a pri pozitivite protilatok

proti JCV (49). V ramci zachovania, ¢o najvyssej bezpecnosti pri podavani tejto terapie sa
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doporucuje kontrola protilatok proti JCV. A to nielen beznd hladina protildtok, ale dnes
existuje uz senzitivnej$i marker oznaCovany ako protilatkovy index JCV. Riziko rozvoja PML
vyrazne stipa, pokial' je jeho hodnota vécsia ako 1,5 (50). Pri liecbe natalizumabom je
doporucena kontrola tohto indexu kazdych 6 mesiacov, v pripade narastu kazdé 3 mesiace.
Sucasne sa doporucuje doplnit MR v rovnakom rezime, najcitlivejSie na dokaz PML st
FLAIR sekvencie. V pripade vyslovenia podozrenia na PML sa d’alej dopliia vy3etrenie
likvoru, kde v pripade pritomnosti tejto zavaznej infekcie je pozitivita JCV. Liecbu
natalizumabom je nutné vysadit uz pri podozreni na PML alebo pri vysokej hodnote

protilatkového indexu JCV.

2.7.1.2.4 Alemtuzumab

Alemtuzumab je poslednym z pouzivanych DMD liekov. Jeho thrada v sucasnosti nie je
presne vymedzena na www.sukl.cz. Lie¢bu tymto preparatom je nutné dat’ schvalit’
individualne. Je zaradena medzi DMD terapiu 2. linie a pouziva sa u pacientov s VySOKo
aktivnou RS. Terapie sa podava v dvoch intervaloch. V prvom roku sa poda 5x12 mg
alemtuzumabu v infazii 5 dni idacich po sebe. Druhy rok sa poda 3x 12 mg alemtuzumabu 3

dni iduce po sebe.

Alemtuzumab je monoklondlna protilatka proti povrchovému proteinu CD 52, ktory sa
vyskytuje na mnohych bunkach, vratane monocytov, T-lymfocytov a B-lymfocytov (51).
Fyziologicka tloha proteinu CD 52 nie je doteraz zndma. Po naviazani alemtuzumabu na
povrchovi molekulu CD 52 dochadza k rychlej a efektivnej eliminacii cirkulujucich buniek
nesucich protein CD 52 a to aj prostrednictvom komplementom sprostredkovanej deplécie.
Mechanizmus u¢inku je zndzorneny na obr. 10. Za kratku dobu po aplikéacii alemtuzumabu
dochadza k poklesu lymfocytov v krvi. Dynamika repopulécie u jednotlivych buniek po lieCbe
alemtuzumabom je r6zna. Ako prvé sa v periférnej krvi objavia B-lymfocyty a monocyty, a to
v priemere 3 -6 mesiacov od zacatia liecby. K repopulacii T-lymfocytov, a najméa CD4+
T-lymfocytov, dochadza pomalsie. Normalne hladiny dosiahnu za 2 - 3 roky a povodnt
hladinu, aka bola pred lie¢bou az za 5 rokov od zahéjenia lie¢by (52). Uginnost alemtuzuabu
bola v studiach porovnavana s interferonom beta la. Vysledkom tychto $tidii je mensi pocet
relapsov za rok u pacientov lieenych alemtuzumabom v porovnani s interferonom beta 1la.

Znizenie vyskytu poctu atakov za rok pri liecbe alemtuzumabom sa udava v rozmedzi 49 %
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v §tudii Care MS 1II a 55 % v §tudii Care MS [ v porovnani s lieCbou interferonom beta 1a.
V tychto stadidch bola zistend menSia progresia disability u pacientov lieCenych
alemtuzumabom. V neposlednej rade bol dokazany vplyv tejto monoklonalnej protilatky na
magnetickorezonanéné parametre. 82 - 85 % pacientov nemalo Ziadnu gadollinium
enhancujicu léziu, 52 - 54% pacientov nemalo ziadne nové loZisko na T2 véazenych

obrazoch, takisto bola zistena mens$ia miera atrofie mozgu (52, 53, 54, 55).

NajcastejSim neziaducim ucinkom liecby je infuzna reakcia sprevaddzana bolestou hlavy,
exantémom, zimnicou, teplotou, pruritom a pocitom dusnosti. Vd’aka premedikacii (podanie
methylprednisolonu intraven6zne, antipyretik a antihistaminik pred kazdou infuziou) byvaju
vSak prejavy minimalne. V stidiach bol dokdzany zvySeny vyskyt herpetickych infekcii, preto
sa podava v priebehu liecby alemtuzumabom a nasledné tyzdne po nej acyklovir, ¢im vyskyt
herpetickych infekcii vyznamne klesol. Pred zacatim lie¢by je nutné pacientovi vySetrit
krvny obraz vratane diferencidlneho rozpocétu bielych krviniek, hladinu horménov Stitnej
zlazy, sérové hladiny urey a kreatininu, mocovy sediment a panel protilatok proti
hepatitidam. Dalej je vhodné vysetrit' protilatky proti HIV a doplnit’ tuberkulinovy test.
Vzhl'adom k vySSiemu vyskytu d’alSich autoimunitnych chordb pri liecbe alemtuzumabom je
nutnd monitoracia pacienta po dobu 4 rokov od posledného podania alemtuzumabu. Kazdy
mesiac sa kontroluje krvny obraz a diferencidlny rozpocet, sérové hladiny urey a kreatininu,

mo¢. Kazdé tri mesiace sa kontroluje hodnota TSH (thyroid- stimulujici hormoén) (56).
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Obr. 10 Mechanizmy G¢inku dimethyl fumaratu, fingolimodu, natalizumabu, alemtazumabu

a niektorych d’alSich preparatov (42)
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2.7.1.3 DalSie moZnosti lie¢by

Daldimi moznostami lie¢by pacientov s RR RS a CIS st moznosti vyuZitia tzv. klasickych
imunosupresiv. Uz niekol’ko desiatok rokov sa k spomaleniu progresie choroby a eliminacii
atakov pouziva azathioprin. U RS vsak jeho indikacia nebola nikdy schvalena, a to aj
napriek tomu, ze sa vyuziva pri liecbe mnohych inych autoimunitnich chordb. Jeho
pouzivanie u RS je teda ,,of label“. Azathioprin je purinovy derivat s lymfostatickycm
efektom, je cytotoxicky aj pre prekurzory hematopoetickych buniek. Dalej sa v lietbe RS
vyuziva metotrexat. Jedna sa o antagonistu kyseliny listovej. Spdsobuje kompetitivnu
inhibiciu enzymu dihydrofolat reduktazy a tym inhibuje syntézu DNA. Nasledne dochddza
k poklesu poétu B-lymfocytov aj T-lymfocytov. Dalsim z tejto skupiny lieciv je mofetil
mykofenolat, ktory suprimuje lymfocytarnu proliferaciu  a expresiu povrchovych T

bunkovych antigénov (61). Vzhladom k riziku rozvoja zavaznych neziaducich uéinkov
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(trombocytopenia, lymfopenia, anémia, infekcie atd’.) sa v dneSnej dobe od ich nasadzovania

upusta.

V pripade neefektivity DMD terapie 1. alebo 2. linie alebo v pripade ich intolerancie,
pristupujeme k liecbe intravenéznymi imunoglobulinmi (IVIG) v davkovani 0,4 g/kg/den
1x mesacne. Mechanizmus G¢inku IVIG je komplexny a rozsiahly. Blokuja a moduluja Fc
receptory na makrofagoch, neutralizuji antiidiotypové protilatky, inhibuji tvorbu
autoprotilatok, moduluju funkciu cytokinov, redukuji komplementom sprostredkované

tkanivové poSkodenie a moduluju T celularne funkcie (62).
2.7.2 Pripravované nové moznosti terapie MS

Niekol'ko d’alsich lieciv z kategérie DMD je stale vo vyskumnom procese a niektoré z nich
snad’ budi v dohl'adnej dobe uvedené na trh. Aj preparaty, ktoré sa eSte v beznej praxi
nevyuzivaji, maju za ulohu zniZenie aktivity autoreaktivnych buniek a viaéSina z nich
sposobuje pokles absolutneho poc¢tu lymfocytov v sére. Cladribine znizuje pocet
B-lymfocytov aj T-lymfocytov. Je to purinovy cytotoxicky analég. Ocrelizumab primarne
znizuje pocet B buniek a jednd sa o monoklonalnu anti CD 20 protilatku. Daclizumab
inhibuje aktivovné T bunky, je to protildtka proti znaku CD 25, ¢o je alfa podjednotka
receptoru pre IL-2 (57). Miesta pdsobenia v imunitnom systéme s u tychto preparatov

rozdielne, niektoré z ich su zobrazené na obr.10.

2.7.3 Liecba progresivnych foriem RS

Pre liecbu progresivnych foriem RS nemame doteraz spol'ahlivé preparaty a nazory na liecbu

sa lisia.
2.7.3.1 Lie¢ba primarne progresivnej formy RS

Do dneSnej doby nebola zistend spol'ahlivd a hlavne G¢inna liecba PPRS. Prebehli mensie
Stidie s rdoznymi preparatmi. Nebol zatial dokazany presvedCivy efekt pri liecbe
cyklofosfamidom, metylprednisolonom, mitoxoantronom, azatioprinom alebo metotrexatom.
Utinnost DMD terapie 1. a 2. linie pouzivanej pri terapii CIS a RR RS taktiez nebola doteraz
spolahlivo dokazand, okrem fingolimodu. Priebezné vysledky Stadie u PP RS s tymto
preparatom sa javili byt’ sl'ubné, ale zatial’ nebola schvalena terapia fingolimodom u PP RS
(58).
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V stadii hodnotiacej efekt podavania intravenéznych imunoglobulinov (IVIG) 1x mesa¢ne
u progresivnych foriem RS bol dokézany efekt IVIG u PPRS, aj ked’ vysledky boli skor na
spodnej hranici vyznamnosti. U pacientov bola oddialena progresia ochorenia priemerne o 13
tyzdiov (p = 0,036) a takisto bola zniZzena progresia disability hodnotena pomocou EDSS

(59). Téato liecba sa v dnesnej dobe pouziva uz bezne.

V bezZnej praxi sa pouziva aj pulzné podavanie methylprednisolonu i.v. podl'a r6znych schém,
ale je skor zaloZena na empirickych skusenostiach, validné data o efektivite kortikoidov u PP
RS chybaju (60).

2.7.3.2 Lietba sekundarne progresivnej formy RS

Utinnost terapie IVIG u SPRS nebola na rozdiel od PP RS dokéazana. Na rozdiel od PP RS
bol v stadiach dokazany efekt podavania imunosupresivnej terapie, a to mitoxantronu a
cyklofosfamidu v réznych davkovacich schémach. Ked'ze sa ale jedna o lie¢bu, ktora moze
mat’ zdvazné neziaduce UCinky, je nutné nasadenie takejto terapie starostlivo zvazit.
Cyklofosfamid moéze sposobit’ rozvoj hemoragickej cystitidy, alopeciu, infertilitu alebo
indukované malignity. Liecba mitoxantronom je zase spojena s rizikom kardiotoxycoty (60).
Vzhl'adom k tymto moznym neziaducim téinkom je nutné pred nasadenim vylucit’ akukol'vek
malignitu (odbery na onkomarkery, ultrazvukové vySetrenie brucha, RTG srdca a pl'tc, u Zien
gynekologické vysetrenie). Dolezité behom liecby je sledovat’ absolutny pocet lymfocytov
v sére. NajcastejSie pouzivané davkovacie schémy st Harvardské schéma (podanie 1g
methylprednisolonu i.v. (1.deft) + cyklofosfamid 800 mg/m? 1x mesacne pocas prvého roku
Ix za 6 tyzdhov pocas 2. roku a 1x za dva mesiace pocas 3.roku), Edanovo schéma (1g
methylprednisonu + 20 mg mitoxantronu i.v. 1x mesa¢ne po dobu 6 mesiacov) Hartungovo

schéma(1g methylprednisonu + 5 - 12 mg mitoxantronu/m? kazdé 3 mesiace).
2.7.4 Liecba ataku RS

Zlatym Standardom lieCby ataku je podavanie pulzov methylprednisolonu v davke 3-5g
intraven6zne v 3-5 dnoch po sebe iducich (t.j. 1g denne). U pacientov s horsou toleranciou
methylprednisolonu méZeme podavat mensSiu davku denne rozdelent do viacerych dni.
U pacientov, u ktorych nedoslo k regresii neurologického deficitu po podani i.v. kortikoidov,
nasadzujeme peroralne kortikoidy zostupne (opdt’ methylprednisolon alebo prednisolon).
Vzhladom k moznym neZiadGicim U€inkom kortikoidov preventivne nasadzujeme antacida
alebo blokatory protonovej pumpy k ochrane zaZivacieho traktu, substituujeme vapnik

avitamin D vramci prevencie osteoporozy. Dalej je dolezitd monitoracia krvného tlaku
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a glykémii (najma u diabetikov). Pri intolerancii alebo alergii na Kkortikoidy volime
alternativnu lieCbu ataku, ktorou je podavanie IVIG v davke 0,4g/kg/den a taktiez 3-5 dni po
sebe iducich. V pripade tazkého ataku nereagujucej na podavanie kortikoidov je metdodov
vol'by podanie plazmaferézy, ktoa ma podla niektorych dostupnych zdrovoj az 85% efekt na

regresiu neurologického deficitu (63).

2.7.5 Symptomaticka a podporna terapia

Dolezitou a neodmyslitelnou stcastou terapie RS je symptomaticka a podporna terapia.
Castym priznakom u RS najmi pri progresii choroby je spasticita. K jej zmierneniu moézeme
pozivat’ centralne myorelaxancia (napr. baclofen, tizanidin alebo tetrazepam). V sucasnosti sa
Casto pristupuje k lokalnej terapii s aplikdciou botulotoxinu do spastického svalu.

U zévaznejSej formy spasticity dolnych koncatin moZzno zvézit zavedenie baclofenovej

pumpy (64).

Pacienti s RS maja ¢asto problémy s chodzou. Existuje zatial’ jediny liek, ktory dokaze tymto
pacientom pomdct’ a tym je fampridin, ktory sa pouZziva u pacientov v rozmedzi EDSS 4-7,
davkovanie je 10mg 1-0-1. Fampridin je 4 aminopyridin, ktory blokuje draslikové ionové
kanaly a zabraniuje prestupu draslika cez tieto kanaly, ¢im predlzuje repolarizaciu a zvySuje
akény potencial na demyelnizovanych axénoch. Tymto procesom modze byt viac impulzov
prenesenych do CNS, atym sa zlepSuje rychlost chdédze aredukuje sa pocit rigidity
a spasticity. Efekt bol v studiach objektivizovany, napr. pouzitim znameho 25 foot walk testu,
ktory pacienti podstupili pred zahajenim liecby a pocas lie¢by fampridinom. (65). V stadiach
bolo dokazané, ze wupacientov, ktori uZivali fampridin doSlo k poklesu uZivania

myorelaxancii, kortikosteroidov i antidepresiv (66).

Casto sa vyskytujii neuropatické bolesti, ktoré je mozné ovplyvnit' podanim gabapentinu,

pregabalinu alebo krabamazepinu.

Dal§im Zivot zneprijemiujiicim symptémom su sfinkterické poruchy, ktoré je mozné zmernit
podavanim anticholinergik, myorelaxanciami alebo lokalnou aplikaciou botulotxinu.
U niektorych pacientov je nutnd pravidelna autokatetrizacia k uplnemu vyprazdneniu

moc¢ového mechura.

Vysoké percento pacientov trpi psychickymi poruchami, naj¢astejSie anxiozne depresivnymi

syndrémami. Je dolezité tieto priznaky zachytit v€as a nasadit’ pacientovi (idedlne
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V spolupraci s psychiatrom) vhodnt antidepresivhu medikaciu a zabezpeéit' pacientovi

podpornu psychoterapiu.

Dal$ou neoddelitelnou suc¢astou je pravidelna rehabilitacia v prevencii spasticity alebo jej
zmierneniu, s nacvikom koordinacie pohybov a posilnenim svalstva. Stcastou komplexnej

starostlivosti 0 pacienta by malo byt’ aj socialne poradenstvo. (64,67)
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Specialna cast’
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3 Hladiny vybranych zapalovych markerov v likvore a sére u pacientov s RS (pilotna

Stidia)

V kapitole cislo tri bude predstavend pilotna Studia, jej ciel’, pouzité metoédy a interpretacia
vysledkov. Zber dat bol zahdjeny na Neurologickej klinike Fakultnej nemocnice Olomouc v T.

2011.

3.1 Ciel’ vyskumu a hypotéza

Cielom pilotnej Stadie bolo zistit' rozdiely v hladindch vybranych zapalovych markerov
u pacientov s RS v porovnani s kontrolnou skupinou. Na zac¢iatku vyskumu sme predpokladali
na zaklade preStudovania dostupnej literatiry, ze hladiny niektorych markerov moézu byt’
u pacientov s RS uz v obdobi prvych klinickych priznakov RS, t.j. v obdobi prebiehajucich
zapalovych procesov. Pre na§ vyskum sme zvolili pit markerov, a to interleukin 6 (IL-6),

interleukin 8 (IL-8), interleukin 10 (IL 10), beta-2 mikroglobulin a orosomukoid.
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3.2 Subor pacientov a metodika

Stadia bola schvalend etickou komisiou. Vietci pacienti pred vykonanim lumbalnej punkcie
podpisali informovany suhlas. Vyskum bol zalozeny na vysetreni séra a likvoru pacientov
s RS apacientov z kontrolnej skupiny. Do kontrolnej skupiny boli zaradeni pacienti
s nezdpalovym postihnutim CNS, napr. s bolestami hlavy, vertigom, bolestami chrbta atd’.
Lumbalna punkcia bola utychto pacientov indikovana z diferencidlne diagnostickych
dovodov, k vyluceniu patologickych procesov v oblasti CNS. U pacientov so suspektnou RS
bola lumbélna punkcia vykonana v ¢ase prvych klinickych priznakov kompatibilnych s RS.
Diagnéza RS bola na zdklade splnenia McDonaldovych revidovanych kritérii stanovena
u vietkych pacientov zaradenych do vyskumu. Ziadny ztychto pacientov nebol pred
vykonanim lumbalnej punkcie lieceny kortikoisteroidmi ani inou dostupnou liecbou, ktora by
mohla skreslit’ hladiny vySetrovanych markerov v sére alebo likvore. Lumbélna punkcia bola
vykonané atraumatickou ihlou za aseptickych podmienok. Kazdému ucastnikovi Studie bolo
odobranych 10 ml likvoru a 10 ml séra Vrovnakom case. Odbery boli predmetom
hematologického, imunologického a biologického testovania. U vSetkych pacientov
v zékladnom vySetreni likvoru bol podet buniek v medziach normy, tak ako aj hladina
bielkoviny, t.j. bez znamok neuroinfekcie. U pacientov neboli ani Ziadne iné znadmky

prebiehajuceho zapalu v ¢ase vykonania lumbalnej punkcie.

3.2.1 Meranie hladin biomarkerov

Pre meranie hladiny IL-6 sme v nasej $tidii pouzili metddu ELISA (chemiluminiscenéna
sekven¢naimunometrickd analyza s pevnou fazou, znacena enzymom,
IMMULITE®/IMMULITE® 1000 IL-6, katalogové ¢islo LK6PZ, LK6P1). Inkubaéné cykly:
2x 30 minuat. Analyticka citlivost: 2 pg/ml. Referen¢né medze: likvor 0-18 pg/ml, sérum 0-5,9
pg/ml.

Pre meranie hladiny IL-8 bola tiez pouzita metéda ELISA (IMMULITE®/IMMULITE®
1000 IL-8, katalogové cislo LK8P1). Inkubacné cykly: 1x30 minut. Analyticka citlivost’: 2
pg/ml. Referen¢né medze: likvor 0-62 pg/ml, sérum 0-62 pg/ml.
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Ta istd metoda bola pouzita aj pre meranie hladiny IL-10, a to IMMULITE®/IMMULITE®
1000 IL-10, katalogové ¢islo LKXPZ, LKXP1. Inkubacné cykly: 1x60 mintt. Analyticka
citlivost: 1 pg/ml. Referen¢ni medze: likvor 0-39 pg/ml, sérum 0-9,1 pg/ml.

Hladiny beta-2-mikroglobulinu boli merané imunonefelometriou zosilnenou cCasticami za
pouzitia syst¢tmu BN* II a BN ProSpec®. Referencné medze: likvor 0,2-2 mg/l, sérum 1-3
mg/l. Varia¢ny koeficient (CV): likvor 2,7%, sérum 2,7 %.

Hladiny orosomukoidu boli tiez merané imunonefelometriou zosilnenou ¢asticami za pouzitia
systétmu BN* II a BN ProSpec®. Referenéné medze: likvor 1,8-4,5 mg/l, sérum 0,3-1,3 g/l.
Variacny koeficient (CV): likvor 3,3%, sérum 3,8%.

3.2.2 Statisticka analyza

Vysledky boli Statisticky spracované. Bol pouzity software SPSS verzia 15 (SPSS Inc.,
Chicago, USA). Subory boli v kategorickych parametroch porovnavané pomocou Fisherovho
exaktného testu. K porovnaniu kvantitativnych parametrov bol pouzity Mann- Whtney U test.
Vek bol porovnavany Studentovym t-testom. Normalita dat bola kontrolovana Shapiro-

Wilkovym testom. Testy boli vykonané na hladine vyznamnosti 0,05.

3.3 Vysledky

Do vyskumu bolo V pilotnej Stidii zaradenych 66 pacientov. VySetrenie likvoru a séra
podstupilo 38 pacientov s novodiagnostikovanou RS, spliiujicich revidované McDonaldove
kritéria (25 Zien; 13 muzov; median 35,8 £ 9,1 rokov) a 28 pacientov z kontrolnej skupiny (20
zien, 8 muzov; median 39,7 £ 13,0 rokov). Neboli zistené¢ ziadne Statisticky vyznamné
rozdiely v demografickych tdajoch medzi pacientmi s RS a kontrolnou skupinou.
Demografické uidaje st uvedené v Tabulke 1.

V skupine s RS boli v likvore najdené Statisticky vyznamne vyssie hladiny IL-8 (52,8 (41,6-
68,3); p<0,001, Mann-Whitney U test) a beta-2-mikroglobulinu (1,26 (1,03-1,37); p=0,007,
Mann-Whitney U test). Ziadne rozdiely medzi skupinami neboli nijdené u ostatnych

markerov (IL-6, IL-10 a orosomukoid) v likvore ani v sére (Tabul’ka 2 a 3, graf 1 a 2).

Tab.1 Charakteristika pacientov

RS (n=38) Kontroly (n=28) p
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Zeny

25 (65.8%)

20 (71.4%)

0.790

Vek

35.8+09.1

39.7+£13.0

0.182

Tab. 2 Hladiny vySetrovanych markerov v likvore

Hladiny RS Kontrolna skupina p
Median + SD (min- Median + SD (min-
max) max)
IL-6 (pg/ml) 2.1+ 1.48(2.0-9.1) 2.1+0.83(2.0-5.8) 0.607
IL-8 (pg/ml) 52.8 + 15.65 (32.5-92.3) | 36.8+9.11 (24.1-60.2) <0.0001
IL-10 (pg/ml) 5.0 +0.58 (5.0-8.4) 5.0 +0.12 (5.0-5.6) 0.841
Beta-2-microglobulin (mg/l) | 1.26 + 0.22 (0.91-1.82) 0.96 + 0.34 (0.6-2.03) 0.007
Orosomucoid (mg/l) 4.57 +2.57 (0.0-9.29) 5.00 +2.44 (0.0-10.1) 0.348
SD — smerodatna odchylka
Tab.3 Hladiny vySetrovanych markerov v sére
Hladiny RS Kontrolna skupina p
Median = SD (min- Median + SD (min-
max) max)
IL-6 (pg/ml) 2.0+ 1.54 (2.0-9.5) 2.0+ 0.78 (2.0-5.0) 0.489
IL-8 (pg/ml) 7.7+36.74 (5.0-232.0) | 7.2+ 7.16 (5.0-42.3) 0.896
IL-10 (pg/ml) 5.0 +£2.36 (5.0-18.1) 5.0 +1.09 (5.0-10.7) 0.228
Beta-2-microglobulin (mg/l) | 1.53 +0.63 (1.26-5.12) | 1.61 +0.56 (1.02-3.97) | 0.626
Orosomucoid (g/l) 0.76 £0.24 (0.41-1.28) | 0.77 +£0.24 (0.47-1.58) | 0.311

SD — smerodatna odchylka
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Kvartilovy box graf 1 znazornujuaci hladinu IL-8 u pacientov s RS v porovnani s kontrolnu

skupinou
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Pozndmbka: Horizontdlne hrany obdliznikov reprezentujii 25.-75.percentil, horizontdlne tucné
linie vniitri obdlznikov predstavujii median. Vertikdlne ciary kolmé na obdlzniky maximdlne a
minimalne datové hodnoty v rozmedzi 1,5interkvartlovej vzdialenosti. Koliecka a hviezdicky

symbolizuju odlahlé a extremne datové hodnoty.
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Kvartilovy box graf 2 zndzornujici hladinu beta 2 mikroglobulinu u pacientov s RS

Vv porovnani s kontrolnou skupinou
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Pozndmka: Horizontdlne hrany obdllznikov reprezentujii 25.-75.percentil, horizontdlne tucné
linie vniitri obdlznikov predstavujii median. Vertikdlne ciary kolmé na obdlzniky maximdlne a
minimalne datové hodnoty v rozmedzi 1,5interkvartlovej vzdialenosti. Koliecka a hviezdicky

symbolizuju odlahlé a extrémne datové hodnoty.

45



3.4 Interpretacia vysledkov pilotnej Studie

Zistili sme Statisticky vyznamne zvySené hladiny IL-8 a beta-2 mikroglobulinu v likvore
u pacientov s RS v ¢ase prvych klinickych priznakov RS, ¢o potvrdilo nasu hypotézu, ze uz
skoré zapalové procesy u RS sa odrdzaji v zmenenych hladinach likvorovych markerov.
Zmeny V hladinach ostatnych S$tudovanych biomarkeroch (IL-6, IL-10, orosomukoid)
Vv likvore neboli zistené. Taktiez neboli zistené zmeny v sérovych hladindch vysSetrovanych

markerov.
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4 Hladiny vybranych zapalovych markerov v likvore a sére u pacientov s RS (extenzia
Studie)
V kapitole ¢islo 4 su predtsvené vysledky rozsirenej Stadie. Extenzia spocivala v rozsireni

poctu pacientov v skupne s RS a taktiez v kontrolnej skupine.
4.1 Ciel’ vyskumu a hypotéza

Ciel'om extenzie Studie bolo potvrdit’ vysledky z pilotnej Studie na v)¢Som pocte pacientov,

aby bolo mozné s vysledkami pracovat’ v d’alSom vyskume.
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4.2 Subor pacientov a metodika
Bola pouzita rovnaka metodika a rovnaka analyza biomarkerov ako v pripade pilotnej Stadie
(vid’. kapitola 3.2). MenSie rozdiely boli iba v Statistickom spracovani, ked’ pri Statistickej

analyze pohlavia bol pouzity Chi-kvadrat test.

4.3 Vysledky

Do vyskumu bolo zaradenych 204 pacientov. VySetrenie likvoru a séra podstapilo 102
pacientov s novodiagnostikovanou RS, spliiujucich revidované McDonaldove kritéria (70
zien; 32 muzov; median 37,5 rokov) a 102 pacientov z kontrolnej skupiny (79 zien, 23
muzov; medidn 40 rokov). Neboli zistené Ziadne Statisticky vyznamné rozdiely
v demografickych tidajoch medzi pacientmi s RS a kontrolnou skupinou. Demografické udaje
st uvedené v Tabulke 4.

V skupine s RS boli v likvore najdené Statisticky vyznamne vysSie hladiny IL-8 (median 59
vs. 43, p < 0,0001, Mann-Whitney U test) a beta-2-mikroglobulinu (median 1,27 vs. 1,09, p <
0,0001, Mann-Whitney U test).Zaujimavym vysledkom bolo $tatisticky vyznamné znizZenie
hladiny IL-8 v sére (median 8,0 vs. 9,7, p = 0,018) v porovnani s kontrolnou skupinou. Ziadne
rozdiely medzi skupinami neboli najdené u ostatnych markerov (IL-6, IL-10 a orosomukoid)

Vv likvore ani sére neboli zistené (Tabulka 5 a 6, graf 3,4 a 5).

Tab. 4 Charakteristika pacientov

RS Kontrolna skupina p
(n=102) (n=102)
Vek median (min-max) 37.5 (16-59) 40 (18-74) 0,145
Zeny 70 (68.6%) 79 (77.5%) 0.156
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Hladiny RS Kontrolna skupina p
Median (min-max) Median (min-max)

Likvor beta 2 mikro (pg/ml) | 1,27 (0,69-5,49) 1,09 (0,38-2,59) <0.0001

Tab.5 Hladiny IL-8 v likvore a sére

Tab. 6 Hladiny beta-2-mikroglobulinu v likvore

Hladiny RS Kontrolna skupina p
Median (min-max) Median (min-max)

Likvor IL-8 (pg/ml) 59.1 (5.0-188.0) 42.5 (22.8-166.0) <0.0001

Sérum IL-8 (pg/ml) 8.0 (0-43.8) 9.65 (0-58.2) 0.018
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Kvartilovy box graf 3 znazoriiujuci hladiny IL-8 v likvore u RS v porovnani s kontrolnou

skupinou
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Pozndmka: Horizontdlne hrany obdllznikov reprezentujii 25.-75.percentil, horizontdlne tucné
linie vniitri obdlznikov predstavujii medidn. Vertikélne ciary kolmé na obdlzniky maximdlne a
minimalne datové hodnoty v rozmedzi 1,5interkvartlovej vzdialenosti. Koliecka a hviezdicky

symbolizuju odlahlé a extremne datové hodnoty.
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Kvartilovy box graf 4 znazornujtci hladinu IL-8 Vv sére u pacientov s RS v porovnani

s kontrolnou skupinou
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Pozndmka: Horizontdlne hrany obdllznikov reprezentujii 25.-75.percentil, horizontdlne tucné
linie vniitri obdlznikov predstavujii median. Vertikdlne ciary kolmé na obdlzniky maximdlne a
minimalne datové hodnoty v rozmedzi 1,5interkvartlovej vzdialenosti. Koliecka a hviezdicky

symbolizuju odlahlé a extrémne datove hodnoty.
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Kvartilovy box graf 5 znazornujaci hladiny beta-2-mikroglobulinu v porovnani s kontrolnou

skupinou
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Pozndmbka: Horizontdlne hrany obdliznikov reprezentujii 25.-75.percentil, horizontdlne tucné
linie vniitri obdlznikov predstavujii median. Vertikdlne ciary kolmé na obdlzniky maximdlne a
minimalne datové hodnoty v rozmedzi 1,5interkvartlovej vzdialenosti. Koliecka a hviezdicky

symbolizuju odlahlé a extrémne datové hodnoty.
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4.4 Interpretacia vysledkov rozsirenej Studie

Boli zistené Statisticky vyznamne zvySené hladiny IL-8 a beta-2-mikroglobulinu v likvore
u pacientov s RS, ¢o potvrdilo vysledky pilotnej Stadie. Hladiny ostatnych Studovanych
markerov v likvore boli v norme. Zaujimavym vsak bolo zistenie, Ze hladina IL-8 u pacientov
S RS v sére je signifikantne znizena. Ostatné hladiny vySetrovanych markerov v sére neboli

vyznamne zmenené u pacientov s RS v porovnani s kontrolnou skupinou.

Vysledky zmenenych hladin IL-8 v sére aj likvore nastolili d’al$iu otazku: Ci nemdze ast’ IL-
8 do CNS prechadzat’ cez poruSenti hematoencefalickt bariéru, a preto je v sére jeho znizena

hladina. Na tejto hypotéze bola zalozend d’alSia ¢ast’ vyskumu.
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5 Hladiny interleukinu 8 v sére a likvore a jeho korelacia s Q alb

V kapitole ¢islo 5 budu predstavené vysledky zatial’ poslednej fazy vyskumu. V tejto faze sme

predpokladali poskodenie hematoecefalickej bariéry v pociatoénych Stadiach RS.
5.1 Ciel vyskumu

Na zéaklade vysledkov z pilotnej Studie a z fazy extenzie sme si stanovili dalsi ciel’, tj.
korelaciu IL-8 s Q alb. Pred zacatim tejto fazy sme stanovili hypotézu: Vzhl'adom k tomu, ze
u pacientov s RS bola zistena v extenzivnej $tadii niz$a hladina IL-8 v sére a vysSia hladina
IL-8 v likvore, sme vyslovili predpoklad, Ze ¢ast’ IL-8 moze do CNS prestupovat’ z periférie a
Cast’ sa tvorit de novo v CNS. Na zaklade toho sme vyslovili d’al§i predpoklad a to, Ze
hematoencefalickd bariéra je poruSena uz pocas prvych §tadii rozvoja RS, ked’Zze lumbalna
punkcia u nasich pacientov bola vykonand v ¢ase prvych klinickych symptomov choroby.

Ako marker dysfunkcie hematoencefalickej bariéry sme zvolili Q alb.
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5.2 Stbor pacientov a metody

Aj tato Cast’ Stadie bola schvalena etickou komisiou a vSetci pacienti podpisali informovany
suhlas. Subor pacientov tvorili pacienti z extenzivnej fazy Stadie a do siboru sme pridali aj
niekol’ko novych pacientov s novodiagnostikovanou RS. Nikto z pacientov nebol pred
vykonanim lumbalnej punkcie lieCeny kortikosteroidmi ani inou lieCbou, ktora by mohla

zmenit hladiny vySetrovanych markerov.

Cielom bolo zistit’ korelaciu medzi hladinami IL-8 v likvore a Q alb. Q alb je bezrozmerna

veli€ina a vyjadruje pomer hladiny albuminu v likvore a sére:
Qalb= albumin(CSF)/albumin (sérum)

Albuminovy kvocient je zavisly na veku (Tabulka 7).

Tab.7 Normalne rozmedzie Q-albuminu v zavislosti na veku

Vek Primerna hodnota | rozmedzie
18-30 3.7 1.7-5.7
31-40 4.0 1.8-6.2
41-50 4.6 2.0-7.2
51-60 55 2.1-8.9

5.2.1 Stanovenie hladiny biomarkerov

Pre meranie hladiny IL-8 bola pouzita metéda ELISA (IMMULITE®/IMMULITE® 1000 IL-
8, katalogové Cislo LK8P1). Inkubacné cykly: 1x30 minut. Analyticka citlivost 2 pg/ml.
Referen¢né medze: likvor 0-62 pg/ml, sérum 0-62 pg/ml

Q albumin je bezrozmernd veli¢ina. Hladiny albuminu v sére a likvore su stanovené

nefelometricky. Kvocient je stanoveny vypoctom.
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5.2.2 Statistické spracovanie
Pri Statistickom spracovani bol pouzity software IBM SPSS Statistics 22 and SPSS software
version 15. Spermanova korela¢na analyza a Chi-square test boli pouZité pri spracovani

korelacie medzi IL-8 a Q alb.Testy boli vykonané na hladine signifikancie 0,05.
5.3 Vysledky

Do tejto Studie bolo zaradenych 115 pacientov s novodiagnostikovanou RS splitujucich
McDonaldove revidované diagnostické kritéria. Spermanovou korela¢nou analyzou bola
zistena silna korelacia medzi hladinami interleukinu 8 v likvore a Q albuminom (r=0.414,

p<0.0001) (Tabulka 8, graf 6)

Tabul’ka 8 Korelacia medzi IL-8 a Q albuminom

Q- alb
IL-8 Correlation coefficient (r) 0.414
p <0.0001
n 115

Graf 6. Bodovy korela¢ny graf korelacie medzi 11-8 v likvore a Q albuminom
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5.4 Interpretacia vysledkov korelacie IL-8 a Qalb

Statistickym spracovanim bola dokdzana vyznamna korelacia medzi IL-8 a Qalb, ¢o by mohlo
zodpovedat’ porusenej hematoencefalickej bariére uz v po¢iatoénych $tadiach RS. Cas IL-8 by

mohla teda prestupovat’ cez poruSenti hematoenecefalickt bariéru do CNS.
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6 Diskusia

Vysledkom z pilotnej Studie boli signifikantne zvySené hladiny IL8 a beta-2 mikroglobulinu
Vv likvore. Tieto vysledky potvrdzuju pritomnost zapalovych procesov v ¢ase prvych
klinickych priznakov u pacientov s RS. Existuje niekol’ko Studii zaoberajucich sa vySetrenim
zapalovych markerov v sére a likvore pacientov s RS. Vysledky $tadii nie su jednotné, ¢o je
pravdepodobne spdsobené klinickou roznorodost'ou Studovanych populécii. Niektoré Stadie sa
zaoberali skimanim inych biomarkerov ako my a maji vel’'mi zaujimavé vysledky. Martin TB
a kol. (68) analyzoval sérové koncentracie 13 prozapalovych a protizapalovych markerov. U 7
Znich boli zistené Statisticky vyznamné zmeny hladin u pacientov sRS vV porovnani
s kontrolnou skupinou. Stale viac diskutovanym markerom je interleukin 23 (IL-23). Wen SR
(69) zistil jeho zvysenu hladinu. V d’alsom vyskume (70) bola zistena zvySena hladina 1L-23,
ktory pochddza z monocytov derivovanych dendritickych buniek a nasledne bola zistend
zvysena mRNA interleukiu 23 u pacientov s RS. Existuje mnozstvo zaujimavych studii
S prinosnymi vysledkami, ale dalSia cast' diskusie bude venovana markerom, ktoré su
sucast’ou naSho vyskumu.

Beta 2- mikroglobulin je stcast'ou histokompatibilnych antigénov na povrchu buniek a hra
dolezitu Ulohu v medzibunkovych interakciach. Nachadza sa najmd na povrchu bielych
krviniek, predovsetkym na B-lymfocytoch. Bolo zistené, ze hladiny beta-2-mikroglobulinu
koreluju s aktivitou choroby u viacerych autoimunitnych ochoreni. Je pouZzivany aj ako
farmakodynamicky marker interferonu beta, ktory sa pouziva v liecbe RS (71, 72). Toto
tvrdenie koreluje snaSim vysledkom. Na druhej strane, niektoré d’alSie $tadie zmeny
Vv hladinach beta 2 mikroglobulinu u RS nepotvrdili (12, 73). Na zaklade tychto skuto¢nosti
modzeme povedat, Ze Gloha u beta 2 mikroglobulinu u RS nie je stale jasna.

IL-8 je zapalovy chemokin, ktory pritahuje a aktivuje neutrofily a subpopulacie lymfocytov.
Ma silny angiogénny efekt. Je produkovany mnohymi bunkami, ako st napr. monocyty,
lymfocyty, granulocyty, fibroblasty, endotelialne bunky a astrocyty. V likvore st jeho hladiny
elevované u zapalovych procesov v CNS (74). IL-8 je tiez zodpovedny za poskodenie
hematoencefalickej bariéry a migraciu imunitnych buniek do CNS. V jednej stadii (75) bol
zisteny efekt podavania vysokodavkovanych kortikoidov na hladiny IL-8, kedy po podani
kortikoidov doSlo k poklesu sérovych hladin IL-8. Sérové hladiny byvaju znizené tiez
u pacientov lieCenych interferonom beta la v porovnani s nelieCenymi pacientmi s RS (76).
Dalsie dve publikované $tadie potvrdzuju tieto vysledky a ich autori nasli signifikantne vyssie

hladiny IL-8 v likvore behom ataku RS relapse (77, 78). Skuto¢nost’, ze IL-8 je spojeny
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s aktivitou choroby RS bola vyuzita aj v dalSich vyskumoch. Neuteboom RF et al. (79)
skumali hladiny IL-8 u pacientov s RS behom tehotenstva. Vysoké sérové hladiny I1-8 pocas
prvého trimestra boli spojené s vysokym rizikom rozvoja poporodného relapsu. Dalsia $tudia
porovnavala hladiny interleukinov u2 typov RS (optikopinanej formy aformy klasickej).
Zvysené hladiny IL-8 boli zistené u obidvoch foriem, ale u optikospinalnej boli signifikantne
vySSie v porovnani s klasickou formou. Podla tej istej Stadie IL-8 koreluje aj s mierou
disability a teda s EDSS (80).

U dalsich vySetrovanych markerov (IL-6, IL-10, orosomukoid) sme Vv nasej praci nenasli
rozdiely v sérovych alebo likvorovych hladinach.

IL-6 je prozapalovy cytokin. M6zZe byt zodpovedny za syntézu imunoglobulinov v CNS (81).
V uvedenej Studii (81) boli zistené u vacSiny pacientov s RS nizke sérové hladiny IL-6.
V rovnakej $tudii boli zistené zvySené hladiny IL-6 v likvore u pacientov s RS as inymi
zépalovymi neurologickymi chorobami. Vysledky nekorelovali s intrathekalnou syntézou
IgG. Urcity stupen korelacie zavislosti sérovych koncentracii IL-6 a EDSS bol zisteny v praci
Stelmasiaka et al. (82).

IL-10 je protizapalovy cytokin. B bunky produkujtice IL 10 regulujii autoimunitné choroby,
vratane RS (83). Existuje niekol’ko vyskumov zaoberajucich sa terapiou RS interferonmi
a glatiramer acetatom a ich vplyvom na produkciu niektorych cytokinov, vratane IL-10. Praca
Pula R. et al (84) ukazuje efekt glatiramer acetatu na CNS. Okrem iného poukazuje aj na
zvySenu sekréciu I1-10 po terapii glatiramer acetatom.

Mala molekula orosomukoidu je schopna prestupovat’ cez hematoencefalicki bariéru.
Koncentracia orosomukoidu je zvySend u malignych procesov postihujucich CNS (12).
Zvysené hladiny v likvore sa moézu u niektorych pacientov s RS (50 - 60%) objavit' po
niekol’koro¢nom trvani choroby (85). V rovnakej S§tadii boli zistené znizené hladiny

orosomukoidu u sekundarne progresivnej RS.

V dalsej faze vyskumu bola praca rozsirena zo strany velkosti suboru, v ktorej sa potvrdili
sigmifikantne vysSie hladiny interleukinu 8 a beta-2 mikroglobulinu u pacientov s RS
V porovnani s pacientmi z kontrolnej skupiny. Na druhej strane, po Statistickom spracovani
sme zistili d’al$i zaujimavy vysledok ato zniZenie sérovych hladin IL-8 u pacientov s RS
V porovnani s kontrolnou skupinou. Na zaklade tychto vysledkov sme vyslovili hypotézu, Ze
u pacientov s RS moéze cast’ IL-8 v CNS pochadzat’ z periférie a do CNS prestupuje cez

porusent hematoencefalicki bariéru. Cast’ IL-8 je tvorena v CNS de novo. Vysledky
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potvrdzuju pritomnost’ zapalovych procesov v oblasti mozgu a miechy uz v pociato¢nych

Stadiach.

Uz vyssie bolo uvedené, ze IL-8 je produkovanym mnohymi bunkami a ze prave tento
cytokin zohrava doélezita ulohu v imunopatogenéze RS. Zaujimava Studia sa zaoberala
vztahom hladin IL-8 a poSkodenim zraku po akutnej optickej neuritide (86). V tejto Stadii
boli pacienti sledovany po dobu 6 mesiacov po rozvoji akatnej optickej neuritidy. Vysledky
potvrdzuju, ze vysSie hladiny I1-8 koreluju s mierou funkéného postihnutia zraku, vysSie
hladiny 1I-8 koreluji s nedostato¢nou upravou zraku po ataku. Rovnaka skupina autorov
predstavila d’al$iu pracu zaoberajucu sa IL-8 (87). V tejto praci bolo zistené, zZe vysSie
hladiny IL-8 su spojené s klinickou progresiou ochorenia u pacientov s radiologicky
izolovanym syndromom. Dalej zistili, 7¢ vy3sie hladiny IL-8 u CIS s@ spojené s vys§im
rizikom konverzie do klinicky definitivnej RS. Podl'a stidie Tomioku a Matsuiho (88) hladiny

IL-8 mo6zu poskytnit’ uZitoéné informacie pre hodnotenie imunitnej reakcie v CNS.

V sucasnosti existuje vel'a stadii zaoberajiicich sa DMD terapiou a efektom tychto preparatov
na sérové likvorové hladiny biomarkerovu RS. Jedna z tychto $tudii poukazuje na znizenie
sérovych hladin 8 cytokinov (TNFa, IFNy, S100B, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-17, and IL-23)
u pacientov s RS liecenych interferonmi a natalizumabom v porovnani s nelieCenymi
pacientmi s RS (89).

Vyskumy zapalovych cytokinov nie su dolezité iba na poli RS, ale taktiezZ u inych chorob. Za
povS§imnutie stoji napr., ze likvorové hladiny IL-8 st vyssie u pacientov s lupus erythematosus
postihujtaci CNS (90).

Niektoré dalsie vyskumy potvrdili nase vysledky aich autori nasli signifikantne vys$Sie

hladiny IL-8 v likvore pocas relapsu RS (77,82).

Na zaklade doterajsich vysledkov ulohy IL-8 u RS jeho funkcia nie je stale znama. Takmer
vSetky Studie vSak potvrdzuju zvySené hladiny IL-8 behom relapsu. IL-8 je doélezitym
chemokinom podiel'ajicim sa na zapalovych procesoch v CNS. Stale vSak nie je jasné, i je
IL-8 u RS nachadzajuci sa v CNS vylu¢ne de novo, alebo ¢i sa na jeho zvySenej hladine
podiela aj cast’ IL-8 z periférie, ktory by prestupoval do CNS cez porusent hematolikvorovu

bariéru.

Na druhej strane v niektorych stadiach boli potvrdené vyssie hladiny IL-8 aj Vv sére

u pacientov s RS alebo boli hladiny v medziach normy. Tieto zistenia su v kontraste
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s vysledkami nase prace, v ktorej sme zistili jeho zniZzené hladiny. Na zdklade vysledkov sme

preto predpokladali i porusenie hematoenecefalickej bariéry uz v skorych stadiach RS.

Hematoenecefalicka bariéra je porusend u viacerych postihnuti CNS, vratane ischémie,
roztrusenej skler6zy, Alzheimerovej choroby. Vysetrenie hodnoty Q albuminu je najbeznejsie
pouzivanou metédou k posudeniu porusenej funkcie hematolikvorovej bariéry. V praci
Chalbota et al. (91) neboli zistené Ziadne rozdiely v hodnotach Q alb u pacientov s RS
v porovnani s kontrolnou skupinou. Studia bola koncipované tak, aby do nej boli zaradeni
pacienti rovnakych vekovych skupin v obidvoch vySetrovanych skupinach. Neporusena
hematoencefalicka bariéra je nevyhnutna pre udrzanie homeostazy mozgu (92). Iba niektoré
substancie su schopné prestupu hematoencefalickou bariérou. Porusenie tesnych spojeni
hemtoencefalickej bariéry a poruSena regulacia transportnych mechanizmov vedie Kk jej
zvySenej permeabilite. Tento proces tak podporuje rozvoj mnohych neurologickych ochoreni
(91). Hodnota Qalb koreluje s hladinami vaskularneho endotelidlneho rastového faktoru,

ktory sa podiel'a na funkcii hematoencefalickej bariéry (93).

Pri pritomnosti aktivnych demyelinizanych loZisk v CNS dochddza k masivnemu zvySeniu
perameability hemtoencefalickej bariéry. Naopak u inaktivnych remyelinizaénych 1ézii je
bariéra naruSend minimalne alebo vobec. V stadiach na zvieratdch s aktivnymi
demyelinizaénymi loZiskami boli pozorované znizeni hodnoty Qalb, u zvierat s neaktivnymi
léziami boli hodnoty Qalb v normalnom rozmedzi (94). V minulosti aj v stcasnej dobe
prebieha pomerne vel'a $tadii zaoberajucich sa poSkodenou hematoenecefalickou bariérou.
Zaujimavy vyskum sa zaobera deliriom a jeho suvislosti s dysfunkciou bariéry (95), ale
nepotvrdila sa stuvislost medzi §tudovanymi parametrami. V&ac¢sina pacientov (88%) mala
intaktnt integritu hematoencefalickej bariéry. U d’alSich chorob, ako st nadorové postihnutia
mozgu, syndrom Guillain-Barre a chronicka zapalova demyeliniza¢na polyneuropatia, bola
dysfunkcia bariéry dokazana (96). Z rovnakej Studie vySiel zaujimavy vysledok vyznamnej

korelacie Qalb s vdahou body mass indexom.

Na =zaklade vysledkov vysSie uvedenych S$tadii moézeme povedat, Zze porusSend
hematpenecefalickd bariéra by mohla korelovat s mierou prebiehajucich zapalovych
procesov. Na druhej strane vyskumy zaoberajuce sa neurodegenerativnymi chorobami zistili
taktiez porusenu funkciu heatoenecefelickej bariéry, a to U progresivnej suoranukledrnej
paralyzy, multisystémovej atrofie (97), ako aj u amyotrophickej lateralnej sklerozy (98).

Zaujimavé vysledky priniesla Studia Uhera et al. (99), ktora popisuje, Ze zvySené hodnoty
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Qalb v obdobi prvych klinickych priznakov RS su spojené so zvac¢Senim postrannych komor
a atrofiou mozgu v priebehu 48 mesiacov. V tej istej stadii bolo zistené, ze vyssie hodnoty
Qalb  koreluju s vda¢Sou mierou progresie disability a dosahuju vysSich hodnoét EDSS
v priebehu 48 mesiacov. Tato praca zaroven potvrdzuje poruSent integraciu

hematoencegfalickej bariéry v skorych stadiach RS.
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7 Zaver

Na zaklade vysledkov nasej Studie nemozeme povedat, ze cytokin IL-8 ma hlavni ulohu
Vv etiologii RS, pretoze rozdiely hladin v likvore st iba 1,39 (t.j. 0 39 % ) a v sére iba 0,83 (t.].
0 17 % nizs8ie) u pacientov s RS v porovnani s kontrolnou skupinou. Korelacia IL-8 a Q alb je
asi 16 %. Na zaklade tychto skuto¢nosti mozeme povedat’, ze IL-8 pravdepodobne nehra
primarnu ulohu v patogenéze RS, ale ako sucast’ celého komplexu dejov ma urcite

V etipatogenéze RS vyznam.

Na zaklade naSich vysledkov, vysSie uvedenych stadii a mnohych d’al§ich prac mo6zZeme vo
vSeobecnosti povedat, ze prozéapalové aj protizapalové cytokiny hraju doélezita tulohu
v patogenéze RS. Ked'ze procesy u RS st komplexné deje, bude nutné hl'adat’ aj hladiny
d’alSich biomarkerov, ktoré mo6zu byt u RS zmenené. Je dolezité taktiez hl'adat’ suvislosti
medzi hladinami biomarkerov a mierou progresie disability v ¢ase, ¢o by mohlo byt

predmetom d’alSicho vyskumu na nasej klinike.

Je dolezité, aby nad’alej prebichali Studie zaoberajuce sa etiopatogenézou RS a ulohou
sérovych a likvorovych hladin v nej. Vysledky tychto $tadii nas krok po kroku postvaju
k pochopeniu tejto invalidizujicej choroby mladych TPudi. V stcasnej dobe uz existuju
moznosti zmiernenia priebehu a progresie RS ato len vdaka prebichajucim vyskumom,

vd’aka ktorym bolo mozné DMD terapiu zacielit’ na konkrétnu Cast’ imunitného systému.

Dalsim prinosom tychto vyskumov je na zéklade hladin niektorych biomarkerov predikovat
priebeh choroby. Zmenené hladiny niektorych biomarkerov (ako napr. IL-8) azmenené
hodnoty inych parametrov, ako napr. zmenené hodnoty Qalb, koreluju s rychlejSou
progresiou choroby, ¢i uz vyjadrenou progresiou Vv Skdle EDSS alebo zhorSenim

magnetickorezonanénych parametrov (predovsetkym progredujlca atrofia mozgu).
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8 Sihrn

V tejto Casti dozertacnej prace je strucné zhrnutie nasich vysledkov.

8.1 Stihrn slovensky

Roztrasend skleroza je chronické zapalové demyelinizacné autoimunitné ochorenie
centrdlneho nervového systému. Je najcastejSou pri¢inou invalidity mladych TI'udi. Vo
vSeobecnosti plati, ze v prvej faze sa uplatiiuji hlavne zépalové procesy a neskdr nastupuju
neurodegenerativne procesy. Zakladna hypotéza sa opiera o existenciu autoreaktivneho T-
lymfocytu, ktory prichadza do styku s antigémni CNS na periférii, a to najméd v hlbokych
krénych uzlinach. Tymito antigénmi st zlozky myelinu. Po styku s nimi pretrvava
autoreaktivny T-lymfocyt v inaktivovanom stave v lymfatickom systéme na periférii. Po jeho
aktivacii napr. banalnou infekciou dochadza K proliferacii tychto lymfocytov a nasledne
k prestupu cez hematoencefalicki bariéru. V CNS reaguje na cielovy antigén, aktivuje
mikroglie a spusta zapalové procesy. Vysledkom tychto dejov je demyelinizacia nervového
vlakna, ktorej vysledkom je spomalenie vedenia elektrického impulzu. Dochadza k spusteniu
celej kaskady dejov, ktoré postupne vedu k destrukcii nervového vlakna.

A7 relativne nedavno bola zistena aj iloha B-lymfocytov v patogenéze RS. Ich presna funkcia
nie je znama. Na patogenéze RS sa pravdepodobne podielaji produkciou protilatok,
transportom autoantigénov z tkaniva k sekundarnym organom imunitného systému, d’alej
prezentaciou autoantigénov T-lymfocytom. Bolo zistené, Ze B- lymfocyty st lokalizované
Vv roznych subkompartmentoch CNS (v likvore, parenchyme aj meningéch).

Vsetky tieto procesy su sprevadzané produkciou cytokinov. V nasom vyskume sme sa
zamerali na zistovanie hladin niektorych z nich v ¢ase prvych klinickych priznakov RS.
Predmetom nasho skiimania bolo vySetrenie séra a mozgovomiechového moku pacientov
s novodiagnostikovanou RS a pacientov z kontrolnej skupiny, ktori boli hospitalizovani na
Neurologickej klinike Fakultnej nemocnice Olomouc v rokoch 2011-2016. Kontrolnt skupinu
tvorili pacienti s nezapalovym postihnutim CNS (napr. pacienti s vertigom, bolestami hlavy
alebo chrbta). U tychto pacientov bolo likvorologické vySetrenie indikované z diferencialne
diagnsotickych dovodov. Pacienti zaradeni do skupiny s RS splnili McDonaldove revidované
kritéria pre RS a lumbalna punkcia bola u nich vykonana v ¢ase prvych klinickych priznakov
choroby.

Vyskum prebiehal v niekolkych fazach. Pred zahdjenim vyskumu sme si vybrali po
prestudovani dostupnej literatiry 5 zapalovych markerov, ktoré by mohli mat zmenené

hladiny u pacientov s RS v porovnani s kontrolnou skupinou. Tymito markermi st IL-6, IL-8,
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11-10, orosomukoid a beta-2-mikroglobulin. V prvej pilotnej ¢asti vyskumu sme vySetrili 38
pacientov s novodiagnostikovanou RS a 25 pacientov z kontrolnej skupiny, v demografickych
udajoch neboli po Statistickom spracovani zistené vyznamné rozdiely. Po Statistickom
spracovani bolo zistené, ze u pacientov s RS su signifikantne vysSie hladiny IL-8 v likvore
(52,8 (41,6-68,3); p<0,001, Mann-Whitney U test) a beta-2-mikroglobulinu v likvore (1,26
(1,03-1,37); p=0,007, Mann-Whitney U test). V hladinach ostatnych vysetrovanych markerov
v likvore ani sére neboli zistené $tatisticky vyznamné rozdiely.

Na zéklade tychto vysledkov bola Studia rozsirena, o sa tyka poctu pacientov. V d’alSej faze
bolo teda vySetrenych celkom 204 pacientov, 102 s novodiagnostikovanou RS a 102
pacientov z kontrolnej skupiny. V demografickych tdajoch opdt’ neboli zistené Statisticky
vyznamné rozdiely. V tejto faze Stadie boli potvrdené vysledky z pilotnej stadie. V skupine
s RS boli v likvore najdené S$tatisticky vyznamne vyssie hladiny IL-8 (median 59 vs. 43, p <
0,0001, Mann-Whitney U test) a beta-2-mikroglobulinu (median 1,27 vs. 1,09, p < 0,0001,
Mann-Whitney U test).Zaujimavym vysledkom bolo Statisticky vyznamné znizenie hladiny
IL-8 v sére (median 8,0 vs. 9,7, p = 0,018) v porovnani s kontrolnou skupinou. Ziadne
rozdiely medzi skupinami neboli najdené u ostatnych markerov (IL-6, IL-10 a orosomukoid)
Vv likvore ani sére neboli zistené.

Vzhl'adom k tomu, Ze u pacientov s RS bola zistena v extenzivnej $tudii nizSa hladina IL-8
v sére a vysSia hladina IL-8 v likvore, sme vyslovili predpoklad, Ze ¢ast’ IL-8 moéze do CNS
prestupovat’ z periférie a Cast’ sa tvorit’ de novo v CNS. Na zaklade toho sme vyslovili d’alsi
predpoklad a to, Ze hematoencefalicka bariéra je poruSend uz pocas prvych Stadii rozvoja RS.
Na zhodnotenie miery poskodenia hematoencefalickej bariéry sme zvolili Qalb a korelovali
tuto bezrozmernu veli¢inu s IL-8 v CSF. Po Statistickom spracovani sme zistili vyznamnu
korelaciu medzi tymito dvoma parametrami, o by mohlo potvrdzovat’ nasu hypotézu.
Niektoré §tudie nase predpoklady potvrdzuju, ale niektoré st naopak s nimi v kontraste.
Zaverom moOZeme povedat, ze vySetrovanie likvoru a vyskum likvorovych markerov je
dolezitou sucast'ou na ceste odhalovania etiopatogenézy RS. Na zaklade hladiny niektorych
cytokinov v sére a likvore by v buducosti mohlo byt mozné predikovat’ priebeh choroby.
Dalsim prinosom vyskumu biologickych markerov a zistenie ich ilohy v etipatogenéze RS by
mohlo priniest’ novy pohl’ad na liecbu tejto zavaznej choroby.

Vysledky tohto vyskumu by mohli byt’ podkladom pre d’alSie Stadie na nasej klinike.
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8.2 Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory-demyelinating disease of central nervous
system. MS is the most common neurological reason of disability in young people. The
inflammation is caused by autoimmune processes especially appearing in the early stages of
MS. The neurodegenerative processes appear mainly in later stages of MS. The basic
hypothesis is based on the existence of autoreactive T-lymphocyte,that react with antigens of
the central nervous system (CNS) in the periphery, especially in the cervical lymph nodes.
These antigens are the part of myelin. After the contact between T-lymphocyte and antigen
the inactive autoreactive T-lymphocyte persists in the periphery. After the activation (e.g.by
any infection) T-lyphocytes proliferate and pass into the CNS, where T-lymphocytes initiate
the inflammatory processes. The result is demyelination of nerve fibers and the spread of
electrical impulse is decresed on them.

Relatively recently was found out that also B- lymphocytes have some role in the
pathogenesis of MS but the exact function is still unknown. The role of B- lymphocytes in RS
is probably the production of antibodies, transport of antigens and presentation of antigens to
T- lymphocytes. There was also found out that B lymphocytes are localized in different
compartments of CNS (in the cerebrospinal fluid- CSF, in the parenchyma and meninges).

All of these processes are accompanied by production of cytokines. In our study we
hypothesized that the levels of some markers could be changed in MS in comparison with
controls. We studied five inflammatory markers (interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8),
interleukin-10 (IL-10), beta-2-microglobulin, orosomucoid). The study was based on CSF and
serum examination in patients with MS and the control group, who were hospitalized in our
department in years 2011-2016. In the control group were patients with non-inflammatory
disease of CNS (e.g. headache, vertigo, back pain etc.). The lumbar puncture was indicated
from differential diagnostic reasons, to exclude other pathological processes of CNS. In the
MS patients, the lumbar puncture was indicated and performed for diagnostic purposes in
cases suggestive of MS, at the time of the first clinical symptoms compatible with MS. The
diagnosis of MS was confirmed in all patients included in MS group. All patients included in

the MS group fulfilled the McDonald’s revised diagnostic criteria.

In the pilot study we investigated a group of 66 patients. CSF and serum examinations were
performed in 38 patients with newly diagnosed MS and 28 patients in control group patients.
No statistically significant differences in demographic data between MS patients and control
group were found. Significantly higher CSF levels of I1L-8 (52.8(41.6-68.3); p<0.001, Mann-
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Whitney U test) and beta-2-microglobulin (1.26 (1.03-1.37); p=0.007, Mann-Whitney U test)
in MS patients group were found. No differences in other CSF markers (IL-6, IL-10 and

orosomucoid) and serum levels of all markers between both groups were found.

Based on the results from pilot study we decided to perform the extension of the study. We
investigated a group of 204 patients. CSF and serum examinations were performed in 102
patients with newly diagnosed MS and 102 control group patients. No statistically significant
differences in demographic data between MS patients and control groups were found.
Significantly higher CSF levels of IL-8 (p<0.0001, Mann-Whitney U test) were found in the
MS patient group. There was one interesting result, the statistically significant lower serum
levels of IL-8 (p=0.018, Mann-Whitney U test) were found in the MS patient group.The
serum and CSF levels of IL-8 were in normal range in control group. Based on our results, we
hypothesized that IL-8 could partially come from the periphery, and that IL-8 could penetrate
through the damaged blood brain barrier. This may be the reason that IL-8 is increased in CSF
and decreased in serum in patients with MS. On the other hand, there were general opinions
that the IL-8 is produced de novo in the CNS. We chose the dimensionless value Q alb for
evaluation of the blood brain barrier damage.Spearman’s analysis showed a moderately strong
correlation between IL-8 and Q-alb (r=0.414, p<0.0001). The results could partially confirm

our hypothesis.

In coclusion, we could say that the examination of CSF and research of CSF markers are the
important part on the way of discovery the MS pathogenesis. Based on levels of some
cytokines maybe we could be able to predict the progression of the disease. The knowledge of
new biomarkers, that are important in MS pathogenesis, could be also beneficial for the

development of new treatment.

The results of this research coul be the background for other studies in our clinic.
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Abstract Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory
demyelinating disease of the central nervous system.
Autoimmune inflammation is common in the early stages
of MS. This stage is followed by the neurodegenerative
process. The result of these changes is axon and myelin
breakdown. Although MS is according to McDonald’s
revised diagnostic criteria primarily a clinical diagnosis,
paraclinical investigation methods are an important part in
the diagnosis of MS. In common practice, magnetic reso-
nance imaging of the brain and spinal cord, examination of
cerebrospinal fluid (CSF) and examination of visual evoked
potentials are used. There are an increasing number of
studies dealing with biomarkers in CSF and their role in the
diagnosis and treatment of MS. We hypothesized that the
levels of some markers could be changed in MS in com-
parison with controls. We studied five inflammatory
markers [interleukin-6 (IL-6), interleukin-8, interleukin-10
(IL-10), beta-2-microglobulin, orosomucoid]. CSF and
serum levels of inflammatory markers were assessed in 38
patients with newly diagnosed MS meeting McDonald’s
revised diagnostic criteria and in 28 subjects as a control
group (CG). Levels of beta-2-microglobulin and interleu-
kin-8 in CSF were found to be significantly higher in MS
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patients in comparison to CG (p < 0.001 resp. p = 0.007).
No differences in other CSF markers (IL-6, IL-10 and
orosomucoid) and serum levels of all markers between
both groups were found. The levels of two studied
inflammatory markers were found to be increased at the
time of first clinical symptoms of MS. Research on the role
of inflammatory and neurodegenerative markers in MS
should continue.

Keywords Interleukin-6 - Interleukin-8 - Interleukin-10 -
Beta-2-microglobulin - Orosomucoid

Introduction

Multiple sclerosis is an inflammatory demyelinating dis-
ease of the central nervous system. The inflammation is
caused by autoimmune processes especially appearing in
the early stages of MS. The neurodegenerative processes
appear mainly in later stages of MS. The disease is char-
acterized by many inflammatory infiltrates especially in the
white matter, where T-lymphocytes and macrophages are
activated (also fewer B-lymphocytes). T-lymphocytes are
probably activated in the periphery. After activation these
specific lymphocytes proliferate into the final tissue and
initiate the inflammatory lesion by the production of many
pro-inflammatory cytokines. The damage of myelin and
oligodendrocytes is followed in this lesion. The demye-
linating fibre loses the ability to spread electric impulses,
and the cells of major histocompatibility complex I (MHC
I) are also expressed. Through these processes the fibre
becomes visible for CD8 cytotoxic lymphocytes, which
damage this fibre. The neurodegeneration is caused by
microglia’s activation and mediated by oxidative stress and
excitotoxicity. The axon loss in white and grey matter is
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present in early stages of MS and correlates with the
cognitive deficit and also with the permanent disability.

Generally, relapses are the clinical equivalent of the acute
focal inflammation, and progression is caused by chronic
neurodegeneration. The standard diagnostic test in patients
with suspected MS is the examination of the intrathecal
synthesis of IgG antibodies. However, it is important to
discover the more detailed mechanism causing MS. One of
these methods is the examination of CSF and levels of
inflammatory and neurodegenerative markers in CSF.

The aim of our study was to ascertain levels of some
inflammatory markers in MS patients in comparison to the
control group. Based on the results of previous studies and
the availability of testing in our laboratory, we chose five
inflammatory markers (IL-6, IL-8, IL-10, beta-2 micro-
globulin, orosomucoid) to investigate their CSF levels at
the time of first clinical symptoms of MS.

Methods

The study was approved by the Institutional Ethics Com-
mittee, and all patients have signed an informed consent to
lumbar puncture.

The study was based on CSF and serum examination in
patients with MS and the control group. In the control
group were patients with non-inflammatory disease of CNS
(e.g., headache, vertigo, back pain, etc.). The lumbar
puncture was indicated from differential diagnostic rea-
sons, to exclude other pathological processes of CNS. In
the MS patients, the lumbar puncture was indicated and
performed for diagnostic purposes in cases suggestive of
MS, at the time of the first clinical symptoms compatible
with MS. The diagnosis of MS was confirmed in all
patients included in MS group. All patients included in the
MS group fulfilled the McDonald’s revised diagnostic
criteria. None of our patients had been treated by cortico-
steroids before the lumbar puncture.

The lumbar puncture was performed by means of
atraumatic needle under aseptic conditions. About 10 ml of
CSF was taken along with around 10 ml of blood from
each participant. The serum and CSF were the subject of
haematological, immunological and biological testing. The
protein CSF level and cell count were normal in all
patients, without signs of neuroinflammation. There were
also no signs of any other inflammation at the time of
lumbar puncture.

Biomarker selection and measurement

CSF and serum were analyzed to assess the levels of
five inflammatory markers: interleukin-6, interleukin-8,
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interleukin-10, beta-2-microglobulin, orosomucoid, avail-
able for testing in our laboratory at the study onset.

The principle of measurement of IL-6 levels used in our
study was ELISA (solid-phase, enzyme-labelled, chemilu-
minescent sequential immunometric assay, IMMULITE®/
IMMULITE® 1000 IL-6, Catalogue Number: LK6PZ,
LK6P1). Incubation Cycles: 2 x 30 min. Analytical sen-
sitivity: 2 pg/ml. Reference limits: CSF 0-18 pg/ml, serum
0-5.9 pg/ml.

For measurement of IL-8 ELISA was also used (IM-
MULITE®/IMMULITE® 1000 IL-8, Catalogue Number
LKS8P1). Incubation Cycles: 1 x 30 min. Analytical sen-
sitivity: 2 pg/ml. Reference limits: CSF 0-62 pg/ml, serum
0-62 pg/ml.

The same method was used also for measurement levels
of IL-10. IMMULITE®*/IMMULITE® 1000 IL-10, Cata-
logue Number: LKXPZ, LKXP1. Incubation Cycles:
1 % 60 min. Analytical sensitivity: 1 pg/ml. Reference
limits: CSF 0-39 pg/ml, serum: 0-9.1 pg/ml.

Levels of beta-2-microglobulin were measured by par-
ticle-enhanced immunonephelometry using the BN* Il and
BN ProSpec®™ System. Reference limits: CSF 0.2-2 mg/l,
serum 1-3 mg/l. Coefficients of variation (CV): CSF
2.7 %, serum 2.7 %.

Levels of orosomucoid were also measured by particle-
enhanced immunonephelometry using the BN* II and BN
ProSpec® System. Reference limits: CSF 1.8-4.5 mg/l,
serum 0.3-1.3 g/l. Coefficients of variation (CV): CSF
3.3 %, serum 3.8 %.

Statistical analysis

Then, the results were statistically processed using SPSS
software version 15 (SPSS Inc., Chicago, USA). The cat-
egorical data were compared by Fisher's exact test.

The Mann—Whitney U test was used to compare quan-
titative parameters. The age was compared by the Student’s
t test. The normality of data was checked by the Shapiro—
Wilk test. Tests were made at the significance level of 0.05.

Results

We investigated a group of 66 patients. CSF and serum
examinations were performed in 38 patients with newly
diagnosed MS meeting McDonald’s revised diagnostic cri-
teria (25 females, 13 males; mean age 35.8 £ 9.1 years)and
in 28 control group patients (20 females, 8 males; mean age
39.7 £ 13.0 years). No statistically significant differences
in demographic data between patients and control group
were found. The demographic data are shown in Table 1.
Significantly higher CSF levels of IL-8 (528
(41.6-68.3); p < 0.001, Mann—Whitney U test) and beta-2-
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microglobulin (1.26 (1.03-1.37); p = 0.007, Mann—Whit-
ney U test) in MS patients group were found. No differ-
ences in other CSF markers (IL-6, IL-10 and orosomucoid)
and in serum levels of all markers between both groups
were found (Tables 2, 3; Figs. 1, 2).

Table 1 Characteristic of patients

Discussion

We identified increased levels of IL-8 and beta-2 micro-
globulin in CSF. These results confirm the presence of
inflammatory processes at time of the first clinical symp-
toms of MS.

There have been multiple studies investigating the
levels of inflammatory markers in the cerebrospinal fluid
in MS. Their results are not entirely consistent, which

MS (n = 38) Controls (n = 28) P probably results from the great clinical diversity of the
Females 25 (65.8 %) 20 (71.4 %) o790 studied populations. There are studies which examine a
Age 158 + 0.1 39.7 4+ 13.0 0.182  wider range of biomarkers, which are not included in our
research and have interesting results. Martins et al.
Table 2 ‘Levels of invesligated Levels Multiple sclerosis Control group 2
markers in CSF Median = SD (min-max)  Median + SD (min-max)
IL-6 (pg/ml) 2.1 £+ 148 (2.0-9.1) 2.1 £ 0.83(2.0-5.8) 0.607
IL-8 (pg/ml) 52.8 £ 15.65 (32.5-92.3) 36.8 £ 9.11 (24.1-60.2) =0.0001
IL-10 (pg/ml) 5.0 £ 0.58 (5.0-8.4) 5.0+ 0.12(5.0-5.6) 0.841
Beta-2-microglobulin (mg/1) 1.26 £ 0.22 (0.91-1.82) 0.96 £ (.34 (0.6-2.03) 0.007
Orosomucoid (mg/T) 4.57 £ 2.57 (0.0-9.29) 5.00 £ 2.44 (0.0-10.1) 0.348

SD standard deviation

Table 3 ‘Levels of investigated Levels Multiple sclerosis Control group P
markers in serum Median £ SD (min-max) Median £ SD (min—-max)
IL-6 (pg/ml) 2.0 £ 1.54 (2.0-9.5) 2.0 £ 0.78 2.0-5.0 0.489
IL-8 (pg/ml) 7.7 £ 36.74 (5.0-232.0) 7.2 £ 7.16 (5.0-42.3) 0.896
IL-10 (pg/ml) 5.0 &+ 236 (5.0-18.1) 5.0 £ 1.09 (5.0-10.7) 0.228
Beta-2-microglobulin (mg/1) 1.53 + 0.63 (1.26-5.12) 1.61 &+ 0.56 (1.02-3.97) 0.626
Orosomucoid (g/1) 0.76 £0.24 (0.41-1.28) 0.77 £ 0.24 (0.47-1.58) 0.311

SD standard deviation
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Fig. 1 Box graph showing statistically significantly higher levels of
interleukin-8 in MS patients in comparison to controls
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Fig. 2 Box graph showing statistically significantly higher levels of
beta-2-microglobulin in MS patients in comparison to controls
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Z. Matejcikovd et al.

(2011) analyzed the serum concentrations of 13 proin-
flammatory and anti-inflammatory markers. Significant
increases between patients and control subjects were
found in seven of them. Another frequently discussed
marker is the cytokine interlenkin-23 (IL-23). IL-23 was
found significant elevated in study by Wen et al. (2012).
The study by Vaknin-Dembinsky et al. (2006) reported
an increase in the levels of IL-23 secreted from mono-
cyte-derived dendritic cells as well as increased mRNA
production of both IL-23p19 in MS patients. There is
also a more comprehensive study by Modvig et al
(2013) dealing with the interrelation among biomarkers
of inflammation, demyelination and neurodegeneration in
acute optic neuritis and to assess their association with
MS risk. In that study, it was found that the CSF bio-
markers of leukocyte infiltration (CXCL13, MMP-9,
CXCL10) are associated strongly with MS-risk parame-
ters, whereas CHI3L1 and MBP correlated with MRI
findings (dissemination in space), but not with CSF MS-
risk parameters and osteopontin and NF-L do not cor-
relate with any MS-risk parameters. However, in the
following discussion, we will focus on the markers we
have included in our study.

Beta-2 microglobulin is the part of histocompatibility
antigens on cell surfaces. It plays an important role in
intercellular interactions and is used as a cell turnover
marker. It is mostly found on white blood cells (especially
B lymphocytes). Beta-2- microglobulin has been found to
correlate with disease activity in several autoimmune dis-
orders. It is also used as a pharmacodynamic marker of
interferon beta, which is used for treating MS patients at
the present time (Bagnato et al. 2003; Bjerrum et al. 1988).
This outcome correlates with our conclusion. However, no
other studies showed differences in serum and CSF levels
of beta-2 microglobulin in MS patients in comparison to
controls (Sladkova et al. 2011; Carrieri et al. 1992). As a
result, there are inconsistent results concerning beta-2-
microglobulin in MS patients today. Additional studies of
beta-2-microglobulin are needed.

Interleukin-8 (IL-8) is an inflammatory chemokine. It
attracts and activates neutrophils and a subpopulation of
lymphocytes. It also has a strong angiogenic effect.
Interleukin-8 is produced by many cells such as mono-
cytes, lymphocytes, granulocytes, fibroblasts, endothelial
cells and astrocytes. It is elevated in CSF in inflamma-
tory processes of CNS (Bielekova et al. 2012). Inter-
leukin-8 is also responsible for blood-brain barrier
disruption and the migration of immune cells to the
CNS. According to one very interesting study on the
effect of high-dose corticosteroids on levels of interleu-
kin-8, the blood levels of interleukin-8 decrease after
therapy (Mirowska-Guzel et al. 2006). The serum levels
are also decreased in MS patients receiving interferon
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beta la therapy in comparison to untreated MS patients
(Lund et al. 2004). Two other studies also confirm our
results, and their authors found a significant rise of CSF
levels of IL-8 in MS during relapse (Bartosik-Psujek and
Stelmasiak 2005; Franciotta et al. 2001). The fact that
IL-8 is associated with disease activity was used in other
research. Neuteboom et al. (2009) researched levels of
IL-8 in MS patients during pregnancy. High serum levels
of IL-8 during the first trimester were associated with a
high risk of postpartum relapses. Another study com-
pared levels of interleukins in two types of MS (opti-
cospinal and conventional). Elevated levels of IL-8 were
found in both groups. However, in opticospinal MS the
levels were significantly higher than in conventional MS.
According to this study, elevated levels of IL-8 also
correlate with Expanded Disability Status Scale (EDSS)
(Ishizu et al. 2005). All of these studies suggest that IL-8
is an important chemokine in the inflammatory phase of
MS. The results of our study also confirm these findings.

We found no statistically significant levels of the other
three biomarkers (IL-6, IL-10, orosomucoid) in our study.

Interleukin-6 (IL-6) is the proinflammatory cytokine.
It might be responsible for immunoglobulin (Ig) syn-
thesis in the CNS (Maimone et al. 1991). Low levels of
IL-6 were found by Maimone et al. (1991) in most sera
from MS patients and also in patients with non-inflam-
matory neurological disease. Other results of this study
indicate increased CSF levels of IL-6 in MS patients and
also in patients with inflammatory neurological disease,
without correlation to intrathecal synthesis of IgG. Some
degree of dependence between serum IL-6 concentration
and the level of EDSS were ascertained by Stelmasiak
et al. (2000).

Interleukin-10 (IL-10) is an anti-inflammatory cytokine.
B cells producing IL-10 regulate autoimmune diseases,
including MS (Hirotani et al. 2010). There are some studies
dealing with therapy of MS by interferons and glatiramer
acetate (GA) and their effect on the production of some
cytokines, including IL-10. The study by Pul et al. (2011)
shows the effect of GA on CNS. Among other things,
increased secretion of IL-10 after therapy by GA was
found.

The small molecule of orosomucoid is able to transgress
the blood-brain barrier (BBB). Its concentration increases
in malignant CNS processes (Sladkova et al. 2011). The
increased CSF levels can occur in some MS patients
(50-60 %) after several years of disease duration (Adam
et al. 2003). Decreased levels of orosomucoid in secondary
progressive MS were found in the same study.

In the future, we intend to broaden the spectrum of
available inflammatory markers including, e.g., IL-23 and
also to include comparison with patients suffering from
other inflammatory and infectious diseases of the nervous
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system, such as meningitis, encephalitis and inflammatory
demyelinating polyradiculoneuropathy.

Conclusion

The levels of two studied inflammatory markers were
found to be increased at the time of first clinical symptoms
of MS. The increased levels of IL-8 were also confirmed in
other studies. Thus, IL-8 seems to be an important che-
mokine in the inflammatory phase of MS. The second
marker with elevated levels was beta-2-microglobulin, for
which, however, other studies in MS patients have yielded
inconsistent results. As the aetiology of MS is still
unknown, research on inflammatory and neurodegenerative
markers in MS should continue.
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Cerebrospinal fluid and serum levels of interleukin-8 in patients with multiple sclerosis

and its correlation with Q-albumin

Abstract

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory-demyelinating disease of the central
nervous system (CNS). Autoimmune inflammation is common in the early stages of MS and
is followed by neurodegenerative processes. The result of these changes is axon and myelin
breakdown. The paraclinical examination methods are an important part of the diagnostic
process. Magnetic resonance imaging of the brain and the cervical spinal cord and an
examination of cerebrospinal fluid (CSF) are common paraclinical examinations. An
increasing number of studies deal with CSF and serum levels of biomarkers and their role in
MS. We hypothesized that the level of interleukin-8 (IL-8) could be different in MS patients
than in controls. These differences may be related to damage of the blood-brain barrier
(BBB). BBB damage is quantified by the quotient of aloumin (Q-alb).

Methods: CSF and serum levels of IL-8 were assessed in 102 patients with newly diagnosed
MS meeting McDonald’s revised diagnostic criteria and in 102 subjects as a control group.

We then correlated these results with Q-alb.

Results: Levels of IL-8 in CSF were significantly higher in MS patients than in controls
(Mann-Whitney U test, p<0.0001). Serum levels of IL-8 were significantly lower in MS
patients than in controls (Mann-Whitney U test, p=0.018). Spearman’s correlation analysis
proved a significant correlation between levels of IL-8 and Q-alb.

Conclusion: As the etiology of MS is only partially known, research dealing with biomarkers
in MS should continue. Better knowledge of etiology can provide a new perspective,

especially for treatment.

Keywords: interleukin-8, Q-albumin, blood-brain barrier, cerebrospinal fluid
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Introduction

Multiple sclerosis is an autoimmune inflammatory-demyelinating disease of the central
nervous system. Inflammatory processes appear especially in the early stages of MS. The
stage of inflammation is followed by neurodegenerative processes. The disease is
characterized by many inflammatory infiltrations, especially in the white matter, where
various cells (T-lymphocytes, macrophages, fewer B-lymphocytes) are activated. T-
lymphocytes are probably activated in the periphery. After activation, these specific
lymphocytes proliferate into the final tissue and initiate inflammatory lesions by producing
many pro-inflammatory cytokines. MS is probably trigger off by immune reaction at the
myelin like figures in periphery. It is followed by the proliferation and activation of
autoreactive T- lymphocytes (Kieseier et al., 2006). The result of the inflammation is damage
of the myelin and oligodendrocytes in the lesion. The demyelinating fiber loses the ability to
spread electric impulses correctly (Sladkova et al., 2011), and the cells of major
histocompatibility complex I (MHC 1) are also expressed. The fiber becomes visible for CD8
cytotoxic lymphocytes, which damage this fiber. Activated B-lymphocytes also penetrate
through BBB, infiltrate perivascular spaces and produce antigen - specific antibodies
(Hemmer et al., 2006).

The activation of the microglia, subsequent oxidative stress, and excitotoxicity cause
neurodegeneration (Kieseier et al., 2006). The axon loss in white and gray matter correlates

with cognitive deficit and also with permanent disability.

In general, relapses are the clinical equivalent of acute focal inflammation, and progression is
caused by chronic neurodegeneration. An examination of the intrathecal synthesis of IgG
antibodies is the standard diagnostic test in patients with suspected MS.

However, it is important to discover the more detailed mechanisms causing MS. One method
for uncovering these mechanisms is the examination of CSF and the serum levels of some

biomarkers.

The first aim of our study was to ascertain the levels of IL-8 in MS patients in comparison to
controls. The second aim of our study was to find the connection between IL-8 levels and the
destroyed BBB.
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Methods

The study was approved by the Institutional Ethics Committee, and all patients signed an

informed consent form agreeing to a lumbar puncture.

The first comparison of the study was based on CSF and serum examination in patients with
MS and the control group (patients with non-inflammatory diseases of CNS, e.g. headache,
vertigo, and back pain). The lumbar puncture was indicated and performed for diagnostic
purposes in patients with suspected MS (during the first relapse of the disease, i.e. clinically
isolated syndrome). None of our patients had been treated by corticosteroids before the
lumbar puncture. The aim of the study was to assess CSF and serum levels of IL-8 and
compare these levels between the group of MS patients and the control group. We tried to find

inflammatory changes in the early stage of MS.

The purpose of the second comparison was to determine if there was a correlation between
CSF levels of IL-8 and Q-alb. Q-alb compares the level of aloumin in CSF and serum, i.e. Q-

alb= albumin(CSF)/albumin(serum). The quotient is dependent on the age (Table 1).

The lumbar puncture was provided by means of atraumatic needle under atraumatic
conditions. About 10 ml of CSF was taken along with around 10 ml of blood from each
participant. The protein CSF level and cell count were normal in all patients, without signs of
neuroinflammation. There were no signs of any other inflammation or any other disease at the

time of lumbar puncture in either groups.
Biomarker measurement

This study used the ELISA principle of measurement levels of IL-8 (solid-phase, enzyme-
labeled, chemiluminescent sequential immunometric assay, IMMULITE®/IMMULITE®
1000 IL-8, Catalog Number LK8P1). Incubation Cycles: 1x30 minutes. Analytical sensitivity:
2pg/ml. Reference limits: CSF 0-62pg/ml, serum 0-62pg/ml.

Q- albumin is a dimensionless index. The levels of albumin in serum and CSF are determined

by nephelometry. The quotient is subsequently determined by calculating.
Statistical analysis

The results were statistically processed. Software IBM SPSS Statistics 22 and SPSS software

version 15 were used for data analysis.

89



Age was compared using the Mann-Whitney U test. Gender was processed by Chi-square test.
The Mann-Whitney U test was also used to compare quantitative parameters (levels of IL-8).
Spearman’s correlation analysis and the Chi-square test were used for the correlation between

IL-8 and Q-alb. Tests were made on the level of significance of 0.05.
Results

In the first comparison, we investigated a group of 204 patients. CSF and serum examinations
were performed in 102 patients with newly diagnosed MS meeting McDonald’s revised
diagnostic criteria (70 females, 32 males; median age 37.5 years) and 102 control group
patients (79 females, 23 males; median age 40 years). No statistically significant differences
in demographic data between the patient and control groups were found. The demographic

data are shown in Table 2.

Significantly higher CSF levels of I1L-8 (p<0.0001, Mann-Whitney U test) were found in the
MS patient group. Statistically significant lower serum levels of IL-8 (p=0.018, Mann-
Whitney U test) were found in the MS patient group (Table 3, Figures 1 and 2). The serum
and CSF levels of IL-8 were in normal range in control group.

In the second comparison, we investigated a group of 115 patients with newly diagnosed MS
meeting McDonald’s revised diagnostic criteria. We analyzed the same group of MS patients
like in the first comparison, and we added 13 more MS patients, who had the same

characteristics as 102 MS paients. Spearman’s analysis showed a moderately strong

correlation between IL-8 and Q-alb (r=0.414, p<0.0001). (Table 4, Figure 3).

Discussion

In the first comparison, we identified increased CSF levels of IL-8 and decreased serum levels
of IL-8 in the MS patients in comparison to the controls. We identified a positive correlation
between CSF levels of IL-8 and Q-alb in the second comparison. Q-alb is a dimensionless
index expressing the degree of the damage of the BBB. Based on our results, we hypothesized
that IL-8 could partially come from the periphery, and that IL-8 could penetrate through the
damaged BBB. This may be the reason that IL-8 is increased in CSF and decreased in serum
in patients with MS. On the other hand, there were general opinions that the IL-8 is produced
de novo in the CNS. The results also support the presence of inflammatory processes in the

early stages of MS.
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IL-8 is an inflammatory chemokine. It attracts and activates neutrophils and a subpopulation
of lymphocytes. It also has a strong angiogenic effect. IL-8 is produced by many cells,
including monocytes, lymphocytes, granulocytes, fibroblasts, endothelial cells, and astrocytes.
It is elevated in CSF in inflammatory processes of CNS (Bielekova et al., 2012). Another
study of MS dealt with the relationship between levels of IL-8 and visual impairment after
acute optic neuritis (Rossi et al., 2014, a). In this study, patients were followed for six months
after acute optic neuritis. The results confirmed that higher levels of IL-8 correlated with
functional visual outcomes: the higher levels correlated with incomplete recovery. The same
group of authors performed another study of IL-8 (Rossi et al., 2014, b). They found that high
central contents of IL-8 were associated with clinical progression in subjects with
radiologically isolated syndrome, and also to the risk of conversion to MS in subjects with
clinically isolated syndrome. According to Tomioka and Matsui (Tomioka et al., 2014) ,
levels of IL-8 can provide useful information for assessing ongoing immune reactions in the
CNS.

There are many studies dealing with disease-modifying drugs and their effect on serum and
CSF biomarkers in MS. One such study showed reduced serum levels of eight cytokines
(TNFa, IFNy, S100B, IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-17, and IL-23) in MS patients treated with
interferons and natalizumab in comparison to drug-naive MS patients (O’Connell et al.,
2014).

One very interesting study about IL-8 levels was not related to MS, but the results are
noteworthy: they found that CSF levels of IL-8 are higher in patients with lupus
erythematosus affecting CNS (Yoshio et al., 2016).

IL-8 is responsible for BBB disruption and the migration of immune cells to the CNS.
According to one very interesting study on the effect of high-dose corticosteroids on levels of
IL-8, the blood levels of IL-8 decrease after therapy (Mirowska-Guzel et al., 2006).

Another study confirms our results, with their authors finding a significant rise of CSF levels
of IL-8 in MS during relapse (Bartosik-Psujek, Stelmasiak, 2005)

In contrast to our study, there is study by Lund et al. (2004) that demonstrate the serum 11-8
are significantly higher in untreated MS patients compared to controls and are significantly

reduced in MS patients receiving interferon-betala therapy.
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The association between IL-8 and disease activity has been explored in other research.
Neuteboom et al. (2009) researched levels of IL-8 in MS patients during pregnancy. High
serum levels of IL-8 during the first trimester were associated with a high risk of postpartum
relapses. Another study compared levels of interleukins in two types of MS (opticospinal and
conventional). Elevated levels of IL-8 were found in both groups. However, in opticospinal
MS, the levels were significantly higher than in conventional MS. According to this study,
elevated levels of IL-8 also correlate with the Expanded Disability Status Scale (EDSS)

(Ishizu et al., 2005). Based on these studies the role of IL-8 is still not clear. Almost all

studies confirm that CSF levels of IL-8 is increased during the relapses and IL-8 is the
important chemokine during the inflammatory processes in CNS. This result is also in
correlation with our study. There is still not clear if the IL-8 is produced only in CNS in MS
patients or if there is present also IL-8 production in the periphery. In some studies there are
normal serum levels of IL-8 in MS, the other studies confirm increased serum levels of IL-8.
In contrast, in our study we found out decreased serum levels of IL-8 in MS patients. It is
important to determine if the increased levels of IL-8 in MS is related to impairment of the
BBB.

The BBB is impaired in several diseases, including ischemia, multiple sclerosis, and
Alzheimer's disease. The investigation of Q-alb is the most common and established method
to evaluate the damage of the BBB. A study by Chalbot et al. (2010) did not find a significant
difference in Q-alb between MS and age-matched healthy controls. An intact BBB is essential
for maintaining the proper brain homeostasis (Choi, Kim, 2008). Only some substances
transfer through the BBB. A disruption of the tight junction of the BBB and the dysregulation
of transporters increase the permeability of the BBB. This process supports the development
of many neurological diseases (Chalbot et al., 2010). Q-alb was also correlated with levels of

vascular endothelial growth factor (Hamzaoui et al., 2009).

Actively demyelinating lesions showed massive increase in BBB permeability; in inactive or
remyelinated lesions, BBB damage was either minimal or absent. Reduced Q-alb was
observed in animals with actively demyelinating lesions; in animals with inactive lesions, the
Q-alb was normal (Kitz et al., 1984). Many studies have dealt with various diseases and BBB
impairment. A study by Hov dealt with delirium and BBB dysfunction (Hov et al., 2016). The
majority of patients (88%), had intact BBB integrity. BBB dysfunction was found with brain
tumors, Guillain-Barre syndrome, and chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy
(Brettschneider et al., 2005). The same study found a significant correlation of Q-alb with
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weight and body mass index (BMI). Based on this study, there is a hypothesis that BBB
impairment could be related to inflammatory processes. On the other hand, some studies
dealing with neurodegenerative diseases confirmed that BBB is also disrupted in progressive
supranuclear palsy, multisystem atrophy (Jesse et al., 2010), and amyotrophic lateral sclerosis
(Leonardi et al., 1984). The study by Uher et al. (2016) reports that increased Q-alb at clinical
onset of MS was associated with enlargment of lateral ventricles and volume loss of the brain
over 48 months. In the same study was also reported that higher Q-alb was assiociated with
higher Expaned Disability Scale over 48 months. Based on the studies of Q-albumin is likely

that BBB could be interrupted in the early stage of MS.

Based on the results of our study, we can not say that IL-8 has the major role in MS etiology
because the difference in CSF levels is only 1.39 (that means 39% up) and in serum levels
only 0.83 (that means 17% down) in MS patients in comparison to control group. Our results
also show that the correlation between IL-8 and Q-alb is only 16%. Based on this results we
also could say that IL-8 has not probably the primary role in MS.

On the other hand, there is a suggestion that cytokines, in general (not only IL-8), play really
important role in inflammatory processes, including MS. This study was the pilot research. It
is needed to find out the levels of other biomarkers and find the relationships between the
markers, and also between the biomarkers and disability progression. In the extension study

will be necessary the cooperation with immunologists.

There are many studies dealing with etiology of MS and the role of serum and CSF levels in
MS etiology. Based on them, we can say that there are many factors that have an impact on

the etiology of MS. Some of them are known, but many of them are still unknown.

Conclusion

The study of biomarkers in MS patients should contribute to understanding the etiology of
MS. The change of the levels of biomarkers and BBB impairment in early stages of the

disease seems to be partially beneficial for predicting the further course of MS.
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Tab.1 The normal range of Q-albumin depending on age (normative index)

Age average range

18-30 3.7 1.7-5.7
31-40 4.0 1.8-6.2
41-50 4.6 2.0-7.2
51-60 5.5 2.1-8.9

Tab. 2 Characteristic of patients

Multiple sclerosis Control group p
(n=102) (n=102)
Age median (min-max) 37.5 (16-59) 40 (18-74) 0,145
Females 70 (68.6%) 79 (77.5%) 0.156
Tab.3 Serum and CSF levels of interleukin-8
Levels Multiple sclerosis Control group p
Median (min-max) Median (min-max)
CSF IL-8 (pg/ml) 59.1 (5.0-188.0) 42.5 (22.8-166.0) <0.0001
Serum IL-8 (pg/ml) 8.0 (0-43.8) 9.65 (0-58.2) 0.018
Tab.4 The correlation between levels of IL-8 and Q-alb
Q- alb
IL-8 Correlation coefficient (r) 0.414
p <0.0001
n 115
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Figure 1 Box graph showing statistically significantly higher CSF levels of interleukin-8 in MS
patients in comparison to control group
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Figure 2 Box graph showing statistically significantly lower serum levels of interleukin-8 in
MS patients in comparison to control group
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Figure 3 The graph showing the correlation between Q alb and IL-8
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T a B lymfocyty a ich uloha u roztrisenej sklerozy

Suhrn: Roztrusena sklerdza je autoimunitné zapalovo-demyelinizacné ochorenie centralného
nervového systému. Zapalové procesy sa uplatiuja hlavne v pociatonych Stadiach
roztrasenej sklerdzy. V neskorsich stadiach prevazuji neurodegenerativne procesy. Pre RS su
charakteristické zapalové infiltracie (najmad v bielej hmote), v ktorych sa nachadzajua
aktivované bunky, tj. T- lymfocyty, makrofagy av mensej miere iB- lymfocyty.
Autoreaktivne T aB lymfocyty maju v patogenéze rozrisenej sklerdézy rozne funkcie
a uplatituji sa na demyelinizacii nervovych buniek a poskodeni axénov. Poznanie ich funkcie
je dolezité¢ pre pochopenie vzniku RS anasledne pre rozvoj biologickej lieCby. Okrem
autoimunitnych pochodov sa uplatiiuju aj environmentalne faktory (geografické, zivotny §tyl,
infekcie).

KPicové slové: roztrusena skleroza, T-lymfocyty, B- lymfocyty, autoimunitné procesy

Abstract: The multiple sclerosis (MS) is an autoimmune inflammatory demyelinating disease
of central nervous system. The inflammatory processes are present especially in early stages
of MS. The neurodegenerative processes play role especially in later stages. There are
characteristic inflammatory infiltrations (particularly in white matter) in MS. In these lesions
are activating cells, ie. T-lymphocytes, macrophages and B- lymphocytes. Autoaggressive T
and B lymphocytes have various functions in patogenesis of MS and play any role in the
demyelination of nerve fibers and damage of axons. The knowledge of their function is
important for understanding the MS and for development of the drugs modifying disease. In
addition to autoimmune processes, the environmental factors (geographical, lifestyle,

infections) have an important role in MS patogenesis.

The key words: multiple sclerosis, T lymphocytes, B lymphocytes, autoimmune processes

Uvod

Roztrisena skleréza (RS) je autoimunitné zdpalovo-demyeliniza¢né ochorenie centralneho
nervoveého systému (CNS). Zapalové procesy sa uplatiiuju hlavne v pociatonych Stadiach
roztrasenej sklerdzy. V neskorSich stadidch prevazuji neurodegenerativne procesy. Pre RS su
charakteristické zapalové infiltracie (najméd v bielej hmote), v ktorych sa nachadzaja

aktivované bunky, tj. T- lymfocyty, makrofagy a v mensej miere i B- lymfocyty. K aktivacii
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T-lymfocytov dochadza pravdepodobne na periférii (a to v hlbokych krénych uzlindch). Po
aktivacii tychto autoreaktivnych T- lymfocytov (napr. i banalnou infekciou) dochadza k ich
proliferacii a prestupu do ciel'ového tkaniva (tj. v pripade RS do CNS), kde spustaju zapalové
procesy, vratane produkcie prozéapalovych cytokinov (Kiesseir 2006). Vysledkom tychto
zapalovych procesov je posSkodenie myelinu a oligodendrocytov v 1ézii. Takto
demyelinizované vldkno straca schopnost’ viest’ elektrické impulzy spravne (Sladkova et al.
2011) aexprimuju sa na nom bunky hlavného histokompatibilného komplexu (MHC I).
Vlakno sa zaroven Stava viditeI'né pre CD 8 cytotoxické lymfocyty, ktoré d’alej poskodzuju
nervové vlakno. Taktiez aktivované B- lymfocyty prestupuju cez hematoencefalicku bariéru,
infiltruju perivaskularne priestory a produkuju antigen-Specifické protilatky (Hemmer et
al.2005).

Stadie na dvojéatich ukazali, Ze geneticka vnimavost je vyrazne ovplyvnena
environmentalnymi vplyvmi (Baker et al. 2017). Ddlezitymi ovplyviiujucimi faktormi st
geografické vplyvy (expozicia slnecného ziarenia a vplyv vitaminu D), vplyvy Zzivotného
stylu (diétne opatrenia, fajCenie) a dolezity je aj vplyv infekcii. VSeobecne, pacienti s RS maju

sérovu pozitivitu virusu Epstein-Barrovej (EBV) (Giovannoni a Ebers 2007).

Uloha T lymfocytov u RS

To, Ze u RS hraju T lymfocyty dolezita tilohu, je zname uzZ dlho. Zékladna hypotéza sa opiera
o existenciu autoreaktivnho T-lymfocytu, ktory ma receptory pre antigeny CNS. Ku styku
autoagresivnych T lymfocytov s antigénmi CNS dochadza v hlbokych krénych uzlinach.
Predpokladané antigeny su stcastou myelinu, tj. bazicky protein myelinu (MBP), proteolipid
protein (PLP), s myelinom asociovany glykoprotein (MOG). Autoreaktivny T lymfocyt
pretrvava v lymfatickom systéme na periférii v inaktivovanom stave. Po aktivacii napr,
banalnou infekciou autoreaktivny T- lymfocyt prestupuje cez hematoencefalickl bariéru a
putuje k cielovému lozisku. V mozgu reaguje na ciel'ovy antigen, aktivuje mikroglie a spusta
prozapalové procesy. Nasledne dochadza k deStrukcii myelinu v CNS. Takto
demyelinizované nervové vlakno straca schopnost’ vedenia elektrického impulzu. Na
demyelinizovanom vlékne sa exprimuju molekuly hlavného histokompatibilného komplexu
(MHC) Ltriedy. Vlakno sa stiva viditené pre cytotoxické T lymfocyty triedy CD8, ktoré
d’alej poskodzuju vlakno vyplavovanim perforinov. Perforiny rozsiruji poéry bunkovej
membrany a tym dochadza k prieniku extraceluldrnej tekutiny do bunky Vysledkom tychto

procesov je vysoka energetickd narocnost’ prenosu informacii vlaknom (Bednatik et al. 2010).
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Okrem CDS8 T lymfocytov st v aktivnych 1éziach pritomné aj pomocné induktorové CD4 T
lymfocyty (Havrdova et al. 2013).

Pocas niekol'koro¢nych studii boli diferencované subtypy T lymfocytov, pricom lymfocyt
ThO ma potencial sa rozvijat’ do akéhokol'vek subtypu. Boli diferencované subtypy Thl a
Th2, ktoré maju protichodné regulacné ucinky. Th1 produkuje ako klI'iCovy cytokin interferon
gama s cytotoxickou funkciou pri virovych alebo bakteridlnich infekciach. Th2 produkuje
napr. interleukiny 4 a 5. Zodpoveda za regulaciu B lymfocytov a produkciu protilatok. U RS
dochadza k akumulédcii Thl lymfocytov a aktivovanych makrofagov v lézidch v CNS
(Havrdova et al. 2013).

V sucasnej dobe su hojné dokazy o tom, ze RS je najmd CD4 Th1/Thl17 sprostredkovana
choroba. Toto tvrdenie je zalozené najmid na vysledkoch zo S$tadie experimentalnej
autoimunitenej encefalomyelitidy (EAE) na zvieratdch (mySiach, potkanoch, opiciach). EAE
je navodend subkutannou imunizéciou aktivovanymi neuroantigénmi (myelin Specificky CD4
Thl) alebo blastickymi bunkami Th17. Tieto autoreaktivne CD4 T lymfocyty su dostacujice
k vyvolaniu zapalovej demyeliniza¢nej choroby podobnej RS (Martin et al. 2016)

Délezitymi lymfocytmi v patogenéze RS st vysSie zmienené lymfocyty Th 17, ktoré boli
najdené v aktivnych l1éziach u pacientov s RS. Pre vyzrievanie lymfocytov do tohoto subtypu
je nutna pritomnost’ prozapalovych a regulac¢nich cytokinov, napr. IL-6, 1L-17, I1L-21, IL-23
atd. Aktivita lymfocytu Th17 je regulovana d’alsim subtypom T- lymfocytov, tzv. Treg
lymfocytom. V léziach RS sa vSak tieto T reg lymfocyty nevyskytuji. (Havrdova et al. 2013)

Postupne pribtda stale viac Stadii zaoberajucich sa ulohou melatoninu u RS a s tym stvisiaca
dal'Sia uloha T lymfocytov. Koza je hlavnym organom, ktory je citlivy na expoziciu
slne€ného Ziarenia. Hladina melatoninu je zavisld na expozicii svetla. Skiima sa suvislost’
medzi expoziciou svetlom a rizikom rozvoja RS. V koZi u predisponovanych jedincov
cytokiny pritahuju pamédtové s antigénom asociované T- lymfocyty (tzv. CLA+ T
lymfocyty), ktoré sa potom podielaji na udrziavani lokalniho zapalu. Po odozneni tohoto
zapalu v§ak CLA+ lymfocyty pretrvavaja v cirkulacii a niektoré z nich moZu prestupovat’ cez
hematoencefalicku bariéru do mozgu a spustit’ tym zapalovi odpoved’ v CNS. Prostriedkom
na skimanie suvislosti medzi zapalovym loZiskom na koZi a rozvojom RS je skiimanie
sérovych hladin chemokinu CCL27. CCL27 je uvolflovany aktivovanymi keratinocytmi a je
zvySeny u zéapalovych postihnuti koze (Blatt a kol. 2017). Praca, ktord dokladuje zvySené

hladiny tohoto chemokinu u pacientov s RS, bola publikovanad v januéri 2017 Nataliyou L.
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Blatt a kol. Tato skupina autorov predpoklada tiez, ze vysSie hladiny CCL27 u MS suvisia so

sezobnnymi zmenami slnec¢ného ziarenia a jeho vplyvu na kozu.

Uloha B lymfocytov u RS

V minulosti bola uloha B lymfocytov V patogenéze autoimunitnych chordb, vratane
roztrusenej sklerdzy, povazovana za minoritni. Az relativne neddvno bola, okrem ulohy T
lymfocytov, v imunopatogenéze RS zistena aj vyznamna Gloha B lymfocytov. B lymfocytarna
odpoved’ je regulovana T lymfocytmi. Predpoklada sa, ze u autoimunitnych choréb dochadza
Kk nespravnej kontrole dozrievania B lymfocytov uZz v germinalnych centrach, atym je
poskytnuty priestor pre vznik autoreaktivnych B lymfocytov. Dalej je mozné, Ze pri
dozrievani B lymfocytov kooperacia medzi receptormi imunitného systému, ako st toll-like
receptory (TLR), a receptormi B- lymfocytov umoziuje B- lymfocytom dosiahnut’ aktivaény
prah a prekro¢it’ tak toleranciu imunity (Zouali a Tsay, 2016).

B lymfocyty uRS su lokalizované vo viacerych subkompartmentoch CNS, tj. v
mozgomiechovom moku, Vv parenchyme a meningach (Michel et al. 2015). U RS dochadza
lokalne k diferenciacii B lymfocytov. Tieto B lymfocyty uRS exprimuju
v mozgomiechovom moku a v mozgovych 1éziach predovsetkym antigen CD 20 (Havrdova
a kol. 2013). B lymfocyty sa nachadzajii v aktivnych infiltratoch u skoré¢ho Stddia RS. Su
lokalizované jednak perivaskularne a jednak Vv okolitom parenchyme. Akumlacia B
lymfocytov na leptomeningach je typicka pre progresivne formy RS (Wekerle 2017). Studie
zaoberajlce sa cytologiou likvoru zistili, Ze vztah medzi po¢tom B lymfocytov a ostatnymi
bunkami v likvore moze byt spojeny so zavaznostou RS a progresiou choroby. Najmi, ze
vys§i pocet B lymfocytov (prevaha B lymfocytov v likvore) je spojeny s rychlejSou
progresiou choroby, zatial' ¢o niz§i pocet B lymfocytov (prevaha monocytov v likvore) je

spojena s pomalSou progresiou choroby (Cepok et al. 2001)

Stale vSak ostava otazka, aka je presnd uloha B lymfocytov u RS. Na patogenéze RS sa mo6zu

podiel'at’ produkciou protilatok, transportom autoantigénov z tkaniva k sekundarnym organom
imunitného systému, d’alej prezentaciou autoantigénov T lymfocytom a sekréciou cytokinov
(Krumbholz akol. 2012). B lymfocyty st obzvlast' efektivne v prezentacii antigénov T
lymfocytom. T lymfocytom perzentuju antigény, ktoré st najskér rozpoznané B cell
receptorom (BCR). B lymfocyty d’alej reguluju lokalnu zapalovi odpoved’ T lymfocytov aj
myeloidnych buniek, a to sekréciou prozéapalovych aj protizapalovych cytokinov (Michel et
al.2015).
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Dal§im zaujimavym faktom je, ze¢ komplementovy C2 receptor exprimovany CD 27 B
lymfocytmi je tiez koreceptorom u EBV, kde sa uplatiiuje pri infikovani B buniek (Ascherio
a Munger 2015). Vicsina buniek v MS 1éziach sa CD 27 antigen pozitivne, a tym sa teda aj
vysvetl'uje suvislost’ a tloha EBV infekcie u RS (Serafini et al. 2010).

Zaver

Je dolezité, aby prebiechali vyskumy zamerané na zistenie C¢o najpodrobnejsej
imunopatogenézy RS. Na zaklade niektorych faktorov by bolo mozné v buducnosti
predikovat’ priebeh tohto zdvaznéého ochorenia. A neposlednej rade je to dolezité pre rozvoj
moznosti liecby. Autoreaktivne T aj B lymfocyty a ostatné zlozky autoimunitnych pochodov

s ter¢om biologickej liecby RS, ¢i uz stcasnej alebo vyskumne;.

Dedikace: podporovan grantovym projektem IGA_LF_2017_020
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