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Komentar k publikaci

Uvod

RS je chronické, zanétlivé onemocnéni centrdlniho nervového systému, které se
vyznacuje demyelinizaci a axonalni ztratou. Je nejcastéjsi pficinou invalidity u mladych lidi.
Az 50 % postizenych ztrati schopnost samostatné chiize nebo prace do 15 let od stanoveni
diagndzy. Nevratné axonalni poskozeni mulze nastat dfive, nez dojde k rozvoji prvnich
klinickych pfiznaki. Proto se intenzivné hledaji nové markery, které umozni vcasnou
diagnoézu a 1écbu, coz by vedlo ke zpomaleni procesii onemocnéni, které vedou k nevratnému
poskozeni nervového systému. Proteomickd analyza CSF zjistila fadu proteinl, jejichz
koncentrace byla zvySena u pacienti s RS (Stoop et al, 2010). Byly jiz publikovany
proteomické studie predstavujici kandidaty na biomarkery u RS (Ottervald et al., 2010), kde
byly rtizné podskupiny RS porovnany s rtznymi kontrolnimi skupinami. Tyto studie
prokéazaly velkou Skélu potencionalnich biomarkert, pravdépodobné v dusledku riiznych
proteomickych pfistupit a velkou heterogenitou RS. VétSina dosud publikovanych praci se
zaméfuje na majoritni ¢ast proteomu CSF - na proteiny. Bylo vSak prokazano, Ze kromé
vlastnich proteinii tvofi fadu diagnosticky zajimavych molekul polypeptidové povahy také
endogenni €1 nativni peptidy, které se nalézaji v nizkomolekuldrnim segmentu proteomu CSF.
Tyto peptidy mohou byt produkovany protedzami, které jsou specificky regulovany pfi
probihajicim patologickém procesu. Abnormalni aktivace protedz a endogenni proteolytické
aktivity byla popsana 1 v miSni tkani u modelu RS (Jain et al., 2009). Da se predpokladat, ze
diky kontaktu s CSF se vznikajici nativni peptidy mohou uvoliiovat do této tekutiny, kde pak
mohou byt vyuzity jako specifické indikatory RS ¢i jejich jednotlivych subtypti.

Cilem této studie bylo nalézt zmény v nizkomolekularnim segmentu proteomu CSF a

zjistit, jaké nativni peptidy a v jakém mnozZstvi se nachéazeji v mozkomis$ni moku mezi



pacienty s CIS a RR RS oproti zdravé populaci. Takovéto polypeptidy mohou byt potencidlni

nové diagnostické markery a mohou pfispét k novym poznatkiim o patogenezi onemocnéni.

Metodika

Analyzovali jsme celkem 26 vzorkti mozkomisniho moku (11 pacient s CIS a RR RS
a 15 vzorkli zdravych kontrol). Vlastni analyza byla zalozena na pfistupu, pfi némz jsou
nativni peptidy separovany na kapalinovém chromatografu (LC) a analyzovany tandemovym
hmotnostnim spektrometrem (MS). Ke kvantitativnimu porovnani hladin analyti mezi
skupinami pacientl byla vyuZzita metoda isobarického znaceni pro relativni kvantifikaci. Ke

zpracovani dat byl pouzit Perseus software.

Vysledy

Identifikovali jsme celkem 26 proteini, které byly zménény oproti zdravym
kontrolam. Tyto proteiny jsou adenosine deaminase CECR1, Cadherin-6, Calsyntenin-3,
Chitinase-3-like protein 2, Dermcidin, Fibrillin-1, Histone H2B, Histone H4, Ig y-1
chain C region, Ig heavy chain V-II region NEWM, Ig heavy chain V-III region BRO,
Ig heavy chain V-III region GAL, Ig heavy chain V-III region WEA, Ig k chain C
region, Ig « chain V-I region Lay, Ig « chain V-II region TEW a Ig « chain V-II region
GMo607, Ig « chain V-III region SIE a Ig k chain V-III region WOL, Immunoglobulin
J chain, Mannan-binding lectin serine protease 1, Metalloproteinase inhibitor 1,
Multiple epidermal growth factor-like domains protein 8, Protocadherin-10, Receptor-
type tyrosine-protein phosphatase 8, Receptor-type tyrosine-protein phosphatase v,
Reticulon-4 receptor, Zinc transporter ZIP10. Devét proteint bylo zastoupeno v niz§im

mnozstvi, 17 proteint bylo zastoupeno ve vétSim mnozstvi.
Diskuze a zavér

Celkem tfi znami identifikovanych proteinti prokazali Kroksveen et al. (2012)
u nemocnych s RR RS. Jednalo se o Ig y-1 chain C region, Ig heavy chain V-III region
BRO a Ig « chain C region. Tyto proteiny maji vyznamnou roli v po¢atecni aktivaci
komplementu. Chitinase 3-like protein 2 je povazovan za rizikovy faktor ve vztahu

k nevratné progresi RS (Hinsinger et al., 2015). V nasi praci byl prokazéan signifikantni



vzestup tohoto proteinu oproti zdravé populaci. Vyznam dalSich proteint, jejichZ
zménu jsme pozorovali u pacientll s RS, neni doposud uspokojivé vysvétlen a bude

predmétem dalSiho zkoumani.
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Komentar k publikaci

Uvod

Jednim ze zakladnich 1€kt pro CIS nebo RR RS je INFB-1b. Pfesny mechanismus jeho
aktivitu subsetu Thl T-lymfocyti pomoci indukce tvorby IL-10. SniZuje produkce
prozanétlivého cytokinu IL-17. Vede k omezeni prezentace antigenu a proliferace T-
lymfocyth. Snizuje prostupnost hematoencefalické bariéry zablokovanim adheznich interakci,
tlumenim uc¢inku matrixovych metaloproteaz a migrace leukocyth (Markowitz, 2007;
Anderton et Liblau, 2008; Chen et al., 2009; Chabot et al., 1997). V této praci byly vysetieny
jednotlivé populace lymfocytlh u nemocnych s RS (CIS a RR RS). Cilem bylo najit znaky,

které jsou ovlivnény u nemocnych 1é€enych INFB-1b.

Metodika

Do studie bylo zatazeno celkem 97 pacientll (25 muza a 72 Zen), ktefi byli 1éceni pro
CIS nebo RR RS INFp 1-b (ve form¢ podkozni injekce, v ddvce 250 pg obden). Nemocnym
byly odebrany vzorky krve pted zahajenim 1€¢by a po péti letech 1€cby s cilem zjistit zmeény
lymfocytarnich populaci. Jednalo se o lymfocyty, CD4+ T-lymfocyty, CD8+ T-lymfocyty,
CD 19 (B lymfocyty), natural killer — NK buiky (CD3-/CD16+56+), CD3+/CD69+ buiiky,
CDS5 bunky, CD25 bunky, CD3+/CD25+ bunky, CD5+/CD19+ bunky, CD4+/CD45RO+



buniky, CD8+/CD38+ buiky, CD 38 buiky, CD4+/CD45RA+ buiiky, CD69 protein, CD40
protein, CD 40L v absolutnich i relativnich hodnotach a absolutni hodnotu leukocytt. K

analyze definovanych znakl byla pouzita pritokova cytometrie. Ke statistickému zpracovani

byl pouzit program MATLAB® (MathWorks, Inc., USA).

Vysledky

Signifikantni pokles byl po péti letech na hladiné vyznamnosti 1 % zjistén u
absolutnich i relativnich hodnot proteinu CD69, absolutnich i relativnich hodnot CD8+ T
lymfocyti, celkového poctu leukocytli a absolutnich hodnot NK bun¢k. Signifikantni pokles
na hladiné¢ vyznamnosti 5 % byl zji§tén u absolutni hodnoty lymfocyti, relativnich hodnot
CD4+ T lymfocytt, relativnich hodnot CD3+/CD69+ bunék a absolutnich hodnot
CD8+/CD38+ bun¢k.

Diskuse

Bylo zjisténo signifikantni snizeni parametru CD69. CD69 je specificky antigen
ovlivityjici proliferaci specifickych genid a moduluje imunitni odpovéd’ (Llera et al., 2001).
Inhibuje zrani Thl17 T-lymfocytd, které maji pravdépodobné rozhodujici roli
v imunopatogenezi RS (Gonzélez-Amaro et al., 2013). Obdobné¢ jako Zafranskaya et al.
(2007) jsme prokazali signifikantni pokles CD8+ T-lymfocyti. CD8 T-lymfocyty pfitomné v
1ézich maji regulacni funkci ve vztahu k progresi onemocnéni. Zprostiedkovavaji supresi Th-
lymfocytl prostfednictvim sekrece perforinu, ktery je pro Th-lymfocyty cytotoxicky. Rovnéz
zpisobuji transekci axonll a zvySuji vaskularni permeabilitu (Kasper et Shoemaker, 2010).
CD3+/CD69+ predstavuje Casn¢ aktivované T-lymfocyty, CD69 se exprimuje na buiikach
(na vsech leukocytech) uz 4h od piisobeni aktivatoru, tj. jesté pifed vznikem nové DNA blastt
(tzn. pfed bunénou proliferaci), ale jejich exprese klesa uz po 24h. CD8+/CD38+ piedstavuji
aktivované cytotoxické/supresorové T-lymfocyty, jejich zvySena hodnota je u infekénich
onemocnéni a typicka je vy$si hodnota u HIV pacientii. Ve sledované praci byl zaznamenan

pokles CD8+/CD38+. Pokles jsme zaznamenali rovnéz u NK bun¢k.



Zavér
Byt’ pfesny mechanismus u¢inku INFB neni znam, 1écba INFf snizuje aktivitu RS a
oddaluje konverzi do sekundarné progresivni formy. Studie prezentovala nékteré parametry

periferni krve, které byly ovlivnény dlouhodobou 1é¢bou INFf-1b.
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Uvod

Jednim z Gc¢innych preparati v [é€bé RS je GA. Plsobeni GA je imunomodulacni. GA
tlumi zanét a soucasné ma 1 vlastnosti neuroprotektivni. GA zplsobuje presmyk od aktivity
subsetu Thl T-lymfocyti k aktivit¢ subsetu Th2 T-lymfocytd. Subset Thl T-lymfocytl je
odpovédny za rozvoj cytotoxické reakce.Thl T-lymfocyty produkuji prozanétlivé cytokiny
interferon y (INFy), Tumor Necrosis Factor B (TNFp) a interleukin 2 (IL-2). Naproti tomu
Th2 subset T-lymfocytii piisobi v antagonistickém vztahu k Thl subsetu T-lymfocyti a
jsou monocyty a dendritické bunky méni GA funkci CD4+ and CD8+ T-lymfocytd. Vaze se s
vysokou afinitou na molekuly MHC (hlavni histokompatibilni komplex) II. tfidy na buiikdch
prezentujici MBP (bazicky protein myelinu) a takto znemoZznuje predkladani antigennich
fragmentll odvozenych od MBP. Tedy kompetuje s imunogennimi fragmenty MBP o
receptory na autoreaktivnich T-lymfocytech a ty pravdépodobné anergizuje nebo zptsobuje

jejich apoptozu (Ziemssen et Schrempf, 2007).

Metodika

Ve studii byly analyzovany vysledky 72 pacientii (12 muzt a 60 Zen), kteti byli 1é¢eni
pro CIS nebo RR RS GA (ve formé podkoZzni injekce, v davce 20 mg denng). Nemocnym
byly odebrany vzorky krve pfed zahdjenim 1écby a po péti letech 1é€by s cilem zjistit zmény
lymfocytarnich populaci. Jednalo se o lymfocyty, CD4+ T-lymfocyty, CD8+ T-lymfocyty,
CD 19 (B lymfocyty), natural killer — NK buiiky (CD3-/CD16+56+), CD3+/CD69+ bunky,
CDS5 buiiky, CD25 bunky, CD38 buiiky, CD3+/CD25+ buiiky, CD5+/CD19+ buiiky, CD4+/
CD45RO+ buiky, CD8+/CD38+ bunky, CD4+/CD45RA+ buiky, CD69 protein, CD40
protein, CD 40L v absolutnich i relativnich hodnotach a absolutni hodnotu leukocyti. K



analyze definovanych znaki byla pouzita pritokova cytometrie. Ke statistickému zpracovani

byl pouzit system R (r-project.org).

Vysledky

Po péti letech 1éCby byl zjistén signifikantni pokles absolutnich i relativnich hodnot
bun¢k CD3+/CD69+, absolutnich i relativnich hodnot proteinu CD69, relativnich hodnot
bun¢k CD8+/CD38+ a relativnich hodnot bunék CD38. Signifikantni vzestup byl zaznamenéan
u absolutnich i relativnich hodnot buné€k CD5+/CD45RA+ a absolutnich hodnot bunck
CD5+/CD45RO+.

Diskuse

Obdobné jako u lécby INFB-1b, rovnéZ u dlouhodobé 1écby GA jsme prokazali
statisticky vyznamné ovlivnéni proteinu CD69, bun¢k CD8+/CD38+ a CD3+/CD69+. Navic
byl zaznamenan pokles relativnich hodnot buné¢k CD38. Jejich funkce ovliviiuje imunitni

odpovéd’ (Malavasi et al., 2008).

CD4+/CD45RO+ patii mezi pamétové pomocné T-lymfocyty, tzn. lymfocyty, které se
dostaly do kontaktu s antigenem. Tato populace se méni béhem véku, nejvyssi je v pozdnim
veku. CD4+/CD45RA+ jsou naivni pomocné T-lymfocyty, tzn. lymfocyty, které se jeste
nedostaly do kontaktu s antigenem, tato populace se méni béhem vé&ku, nejvyssi je v periferii
novorozencl. V nasi analyze byl prokazan vzestup hodnot téchto bunck. CD4+/CD45RO+
lymfocyty potlacuji aktivaci genu NLRP3, ktery ma jednu z klicovych roli v aktivaci zanétu
(Beynon et al., 2012). Prokazany vzestup CD4+/CD45RO+ lymfocytt tak miize ukazovat na

jeden z mechanismu piisobeni GA.



Zavér
GA snizuje riziko exacerbace onemocnéni pomoci nckolika znamych

imunomodula¢nich mechanismi, pfesto neni jeho piesny mechanismus uc¢inku znam. Studie

prezentovala nékteré parametry periferni krve, které byly ovlivnény dlouhodobou 1écbou GA.
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Uvod

Mezi etablované léky pro RR RS patii INFB-1a 44ug, DMF a fingolimod. Cilem
projektu, resp. vystupem z analyzy z registru ReMuS, bylo srovnat ucinnost subkutdnné
podavaného INFfB-1a 44 pg, DMF a fingolimodu u pacientll s RR RS u nemocnych, kterym
byla zahajena tato 1é¢ba do 90 dni od pocatku relapsu v realné klinické praxi v Ceské

republice.

Metodika

Do projektu bylo zahrnuto celkem 279 pacientli s RR RS, ktefi prod¢€lali pti 1écbé
prvni linie (INFB-l1a 22 pg 3 x tydné, INFB-la 30 pg Ix tydné, INFB-1b 250 ug obden,
teriflunomid 14 mg denné, GA 20 mg denné nebo GA 40 mg 3 x tydné) jeden relaps a kterym
byla lécba zménéna bud’ na INFB-la 44 pg nebo na DMF ¢i fingolimod. Sledovanymi
parametry byly ro¢ni pocet relapsti (ARR), doba do dalSiho relapsu, zastoupeni pacientl bez
relapsu a zména EDSS po roce 1écby u jednotlivych preparati béhem 1 let¢ho obdobi od

zmény léCby.

Vysledky

Po zméné terapie doSlo u vSech tii sledovanych preparati béhem ro¢ni observace
k signifikantnimu zlepSeni analyzovanych parametrt. Pfi porovnani skupiny pacient s 1é¢bou
INFB-1a 44ug (83 pacientll) versus fingolimod nebo DMF (196 pacientil) bylo ve druhé

skupiné vyznamnéj$i zlepSeni v parametru ARR a zména EDSS. Po sparovani pacientli na



terapii INFB-1a 44ug se skupinou lécenou DMF nebo fingolimodem v poméru 1:1 metodou
propensity score matching (83 vs 83 pacientll) zlstal signifikantni vliv na zlepSeni
sledovanych parametrii pfed a po zmén¢ terapie v obou skupinach, neprokazali jsme ale jiz

signifikantni rozdil efektu mezi skupinami.

Diskuze a zavér

INFB-1a 44 ug, DMF i fingolimod prokézaly svou ucinnost v fad¢ studii, pokud doslo k jejich
nasazeni z divodu nedostate¢n¢ ucinné predchazejici 1éCby (Schwid et al., 2005; Cohen et al.,
2010; Fox et al., 2012). Vystupy z analyzy z registru ReMuS ukazuji, Ze eskalace 1¢é¢by na

INFB-1a 44ug, DMF i fingolimod pfiznivé ovlivituje parametry zménu EDSS a ¢as do dalSiho



