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NEUROIMUNOLOGIA

BIOLOGICKA LIECBA ALZHEIMEROVEJ CHOROBY:
AKTUALNY STAV A BUDUCE TRENDY

Michal Novak, Eva Kontsekova, Branislav Kovacech
Neuroimunologicky Ustav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

Alzheimerova choroba patri medzi najcastejSie neurodegeneracie postihujuce ludi
v pokrocilom veku. Klinicky je charakterizovana poruchami pamate a Upadkom kogni-
tivnych funkcii veducich k demencii. Hlavnymi histopatologickymi znakmi st neurofi-
brilarne klbka a senilné plaky. Podstatnu zlozku neurofibrilarnych klbiek tvori patolo-
gicky modifikovany tau protein, senilné plaky pozostavaju z amyloidu beta. Hoci prvy
pripad bol opisany Aloisom Alzheimerom uz v roku 1907, vacsi pokrok v klinickej aj
v molekularno-biologickej oblasti vyskumu bol zaznamenany aZ poslednych 20 rokov.
Aj napriek intenzivnemu vyskumu doposial nebol najdeny Ziaden Ucinny liek, ktory by
zastavil alebo asporn spomalil priebeh ochorenia. V sticasnosti su velké nadeje vklada-
né do réznych imunoterapeutickych pristupov ¢i uz pasivnej alebo aktivnej imunote-
rapie. KedZe klucovu Ulohu v patogenéze ochorenia zohrava patologicky modifikovany
tau protein, perspektivnym pristupom v boji s tymto ochorenim je vyvoj imunoterapie
namierenej na patologické formy tau proteinu.
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IDENTIFIKACIA CIELOV PRE BIOLOGICKU TERAPIU ALZHEIMEROVEJ CHOROBY
— PATOLOGICKE FORMY NEURONALNEHO PROTEINU TAU

Branislav Kovacech, Peter Barath, Eva Kontsekova, Michal Novak
Neuroimunologicky Ustav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

V snahe poznat pri¢iny a mechanizmus neurofibrilarnej patoldgie v neurodege-
neracnych ochoreniach akymi st Alzheimerova choroba, frontotemporalna demen-
cia, Pickova choroba, kortikobazalna degenerdcia, progresivna supranuklearna obrna
a iné tauopatie sa principidlna Cast sucasného vyskumu tychto ochoreni orientuje
na identifikaciu patologickych foriem proteinov spdsobujlcich alebo podporujucich
postup patoldgie (Zilka et al., 2009a). Spolo¢nym menovatelom tauopatii je vyskyt
abnormalnych foriem proteinu tau v mozgu pacientov. Tieto formy vytvaraju neroz-
pustné, striebrom farbitelné agregaty, ktorych ¢aso-priestorovy vyskyt koreluje s od-
umieranim neurdénov a postupnym kognitivnym Upadkom pacientov. Doterajsi vys-
kum ukazuje, Ze niektoré z tychto abnormalnych foriem tau proteinu maju toxické
vlastnosti a priamo sp6sobuju dysfunkciu neurénov. Experimenty s regulovatelnou
expresiou transgénnych mutovanych tau proteinov vo zvieracich modeloch ludskych
neurodegeneracii naznacili, Ze odstranenie abnormalnych a toxickych tau proteinov
zastavi postup ochorenia a umozni regeneraciu neuronalnych funkcii. Identifikacia
tychto klucovych toxickych foriem tau proteinov v tauopatiach je preto prvym krokom
na vytvorenie Uspesnej terapie.
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REUMATOLOGIA

BIOLOGICKE PREPARATY V REUMATOLOGII — HISTORIA A SUCASNOST

Rovensky J, Buc M?, Kriska M*
!Ndrodny Ustav reumatickych choréb, Piestany
2LF UK Bratislava

V $tudii uvadzame histériu a stcasnost biologickych preparatov vyuzivanych hlav-
ne v reumatoldgii. Z nového vyvoja biologickych liekov zo skupiny zépalovych reu-
matickych choréb profituje hlavne reumatoidna artritida (RA). Z biologickych liekov
pouzivanych v terapii RA sa z historického hladiska pouzivaju najdlhsie lieky, ktoré
neutralizuju TNF (faktor nekrotizujuci nadory).

Poukazujeme na Strukturu biologickych liekov a na moZzny manazment RA liekmi
modifikujucimi priebeh choroby (od konvencénych cez biologické lieky — originéine,
alebo biosimilars). V strucnosti poukazujeme aj na terapeutické pristupy v liecbe RA.

BIOLOGICKA LIECBA PRI REUMATOIDNEJ ARTRITIDE

Lukac J, Lukacova O
Narodny ustav reumatickych choréb, Piestany

Reumatoidna artritida (RA) je chronické autoimunitnda zapalova reumatické choro-
ba. Liecba konvenénymi antireumatikami modifikujucimi chorobu (DMARDs) je Ucinna
iba u Casti pacientov s RA a Casto nevedie k zastaveniu progresie a dosiahnutiu nizkej
aktivity choroby. Az zavedenie biologickych liekov do klinickej praxe bolo skuto¢nym
prelomom v liecbe RA.

Biologicky liek (biofarmaceutikum) je liek vyrobeny jednou alebo viacerymi bi-
otechnologickymi metédami. Vyvoj biologickej liecby (BL) umoznili nové poznatky
o patogenéze RA. Biologicka liecba RA je cielena liecba, je zamerana na konkrétne
ciele v patogenetickom procese pri RA. SU nim cytokiny a bunky imunitného systému,
ktoré sa uplatnuju v patogenéze RA.

Biologicka liecba je Gcinna u viac ako 60 % pacientov, u ktorych Standardna liecba
mesiaca. Biologicka liecba zastavuje a spomaluje rontgenologicku progresiu choroby
a aZ u tretiny chorych navodzuje remisiu choroby.
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VYZNAM BIOLOGICKEJ LIECBY PRI JUVENILNEJ IDOPATICKEJ ARTRITIDE

Koskova E
Narodny Ustav reumatickych chordb, Piestany

Vznik pediatrickej reumatoldgie ako samostatného odboru v priebehu ostatnych
20 rokov umoznil obrovsky narast novych poznatkov, ktoré vyznamne ovplyvnili pro-
gndzu juvenilnej idiopatickej artritidy (JIA). K najdélezitejsSim milfnikom patril konsen-
zus expertov Eurépy a USA na jednotnom ndzve JIA, vytvorenie klasifikacnych kritérii
v r. 1994, ktoré sa opakovane reviduju. Pre hodnotenie klinickej odpovede na liecbu
bola v r. 1997 urobena standardizacia ukazovatelov znamych ako ,,core set” a v r. 2004
sa definovala klinicka remisia a inaktivita choroby. Napokon zavedenie biologickej lie¢-
by predstavuje revoluciu, ktora zasadne ovplyvnila priebeh a progndzu JIA.

Autorka prezentuje 9-rocné skusenosti liecby 63 pacientov s JIA vo veku do 18 ro-
kov s polyartikularnym postihnutim s etanerceptom (ETA), resp. adalimumabom(ADA).
Remisia choroby sa dosiahla u 32 pacientov (51 %). Neucinna anti-TNF liecba bola
u 7 pacientov (11 %) a pre zdvazné vedlajsie Ucinky sme liecbu ukoncili u 5 pacientov
(8 %). Vyznamnym prinosom biologickej liecby je vyrazné zrychlenie rastu, ktoré je
najvacsie po prvom roku liecby a kontinudlne pokracuje. Sledovanie bezpecnosti liec-
by z dlhodobého hladiska zostava stéle v centre pozornosti klinikov. Cennym zdrojom
informacii su narodné registre pacientov.

BIOLOGICKA LIECBA PRI ANKYLOZUJUCEJ SPONDYLITIDE

Zlnay M, Zlnay D
Narodny Ustav reumatickych chordb, Piestany

Biologicka liecba priniesla pre pacientov s ankylozujicou spondylitidou (AS) nové
perspektivy s viziou lepsej kvality ich Zivota a si¢asne pomohla blizSie pochopit hlboké
patogenetické procesy u tohto zdvazného reumatického ochorenia. V sicasnej dobe
sa v lieCbe AS uplatiuju inhibitory faktora nekrotizujiceho tumory (TNF), ktoré priaz-
nivo ovplyvnuju axialne, periférne i entezopatické prejavy zakladnej choroby. Biologic-
ka lieCba je indikovana u pacientov s AS, u ktorych zlyhala konvencna lie¢ba s nesteroi-
dovymi antiflogistikami (NSA), v pripade periférnej formy ochorenia aj sulfasalazinom,
a pretrvava u nich vysoka zapalova aktivita. Autori sa v ¢lanku zaoberaju postavenim
TNF-inhibitorov v liecbe AS, ako aj pri jej véasnych formach, tzv. non-radiografickej
axidlnej spondyloartritide. Sic¢asne poukazuju aj na dalSie rysujlice sa moznosti bio-
logickej lie€by, ktoré by v budicnosti mohli posluzit ako alternativa k anti-TNF terapii,
najma u pacientov s nedostato¢nou odpovedou na TNF-inhibitory.
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ALERGOLOGIA

ANTI-IGE LIECBA CHRONICKYCH RESPIRACNYCH CHOROB

Hrubisko M
OKIA OUSA a ULM SZU & OUSA, Bratislava

V predkladanom prehlade sa zameriame na choroby, ktoré sa radia medzi tzv.
respiracné alergdzy — prieduskovd astma, alergicka rinokonjunktivitida a rinosinusi-
tida s polypmi alebo bez tvorby polypov a moZnosti ich ovplyvnenia anti-IgE liecbou.
Vrodena dispozicia k nadmernej tvorbe Specifickych IgE protilatok (SIgE) voci beznym
antigénom prostredia sa povaZzuje za najvacsi rizikovy faktor pre vznik perzistujucich
alergickych ochoreni. Specifické IgE-protilatky sprostredkuju véasnt hypersenzitivnu
reakciu na antigénny podnet a je od nich zavisla aj oneskorena faza alergickej reakcie.
Eliminacia IgE z cirkulacie a z efektorovych buniek alergie pomocou anti-IgE protilatok
sa preto ponuka ako cielena liecba alergickych choréb. Za tymto Ucelom sa vyvinuli
humanizované neanafylaktogénne anti-IgE protilatky, pri ktorych sa na kostru fudskej
protilatky napoja Specifické fragmenty mysacej protilatky ktoré sa viazu na moleku-
lu IgE v oblasti jej konstantnej Fce3-domény. Takato anti-IgE protilatka nesposobuje
degranulaciu mastocytov / bazofilov a ma nasledovné charakteristiky: (1) viaZe sa na
vazbové miesto Fc-fragmentu, ktorym sa IgE spdja s vysokoafinitnym receptorom -
takto viazand IgE-molekula nemdZe reagovat ani s vysoko- (FceRl), ani s nizko- (FceRIl)
afinitnymi receptormi na efektorovych bunkach; (2) vytvara s IgE-molekulami triméry
alebo hexaméry, ktoré neviazu komplement; (3) vzniknuté komplexy anti-Ig — IgE su
malé a z tela sa odstranuju interakciou s Fcy-receptormi leukocytov, dosticiek a reti-
kulo-endotelového systému; (4) tym, Ze sa vyznamne znizi mnozZstvo cirkulujucich IgE
molekul, dochadza k disocidcii IgE z FceRl na bunkach a takto k ich dalSiemu vychy-
tavaniu; (5) postupnou eliminaciou IgE z cirkulacie aj receptorov stracaju FceRI svoj
substrat, a tak dochdadza k ich deexpresii a B lymfocyty povodne nesuce IgE receptory
prestavaj IgE produkovat.

Prototypom IgE-sprostredkovanej choroby su alergicka astma a alergicka rinokon-
junktivitida. Ide o chorobné stavy pri ktorych Standardne vychadzaju pozitivne testy
na detekciu SIgE protilatok (prick test, laboratdrne testy na detekciu SIgE). Avsak na-
jméa v dospelom veku sa u takmer polovice pacientov trpiacich prejavmi alergickej
nadchy a alebo astmy nedari IgE sprostredkovany mechanizmus dokazat — testy na
detekciu SIgE protilatok vychadzaju negativne. Napriek tomu je ale hladina celkového
IgE faktorom, ktory s dobre koreluje s prevalenciou aj ,nealergickej“ astmy. Studia
ktora sa zamerala na post-mortem analyzu vzoriek pluc pripadov fatalnej astmy uka-
zala vyznamne vyssie mnozstvo FceRl pozitivnych buniek v lamina propria v porovnani
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so vzorkami z pluc pacientov, ktori zomreli na inu pricinu, resp. s bioptickymi vzorkami
od pacientov s [ahSou formou astmy.

S anti-IgE liecbou (pripravok omalizumab) su v klinickej praxi 10 ro¢né skusenosti
a mame k dispozicii cely rad randomizovanych kontrolovanych studii ktorych vysledky
sU priaznivé z hladiska Gc¢innosti aj bezpecnosti. Liecba omalizumabom redukuje sym-
ptomy a spotrebu steroidov u pacientov s chronickou alergickou astmou. Zlepsenie
plucnych funkcii sa pozoruje iba u Casti pacientov. Jednoznacny a univerzalny deskrip-
tor uréujlci pacienta respondera nejestvuje, odporuca sa vyhodnotit vietky aspekty
ochorenia: hladina celkového IgE nad 75 IU/ml, prick testy a alebo Specifické IgE,
symptémy, pouZivanie zachrannej medikacie, plucne funkcie, navstevy pohotovosti
a hospitalizacie. Cim Castejsie a zdvaznejsie exacerbdcie st u pacienta v predchorobi,
tym vacdsi efekt anti-IgE liecby moZzeme ocakavat. Na zaklade relevantnych dékazov
z kontrolovanych studii sa anti-IgE liecbu stala standardnou stcéascou lie¢by najtazsich
astmatikov. Zatial plati aj poZiadavka dokazaného kauzélneho inhala¢ného alergénu,
ale v priebehu ostatnych rokov sa omalizumab skusa aj u pacientov s nealergickou
astmou, prvé studie ukazali povzbudivé vysledky, a tak mozno sa v budticnosti budu
indikac¢né kritéria upravovat — dokaz kauzalneho inhala¢ného ,,celoro¢ného alergénu
nebude podmienkou indikacie. Ak sa stav pacienta hodnoti ako jednoznacne zlepseny,
je vhodné v lie¢be pokracovat. Zatial nevieme ako dlho, ukazuje sa vsak, Ze u mnohych
pacientov pojde o celoZivotnu liecbu. Skusaju sa aj dalSie indikacie. Anti-IgE liecba po-
tenciuje efekt alergénovej imunoterapie. Vysledky studii u pacientov s atopickou derma-
titidou su nejednoznacné, naopak vysledky studii u pacientov s chronickou spontannou
urtikdriou viedli k registracii omalizumabu v tejto novej indikacii.

AZ na lahko zvySené riziko anafylaxie sa liecba omalizumabom ani pri dlhodobom
podavani nespdja s vyznamnymi neziaducimi ucinkami. Anafylaxia sa vyskytuje u 0,1 %
lieCenych, urtikdria po podani injekcie v 1,2 %. Nezistil sa zvyseny vyskyt parazitovych Ci
inych infekcii, ani onkologickych choréb.

ANTI-IgE U NERESPIRACNYCH CHOROB

Hochmuth Ludék
Alergologicka ambulancia, Il. interna klinika, FNsP v Banskej Bystrici

Biologicka liecba alergickych ochoreni sprostredkovanych IgE mechanizmom zna-
menala dolezity krok v rieSeni dovtedy tazko ovplyvnitelnych stavov. V klinickej pra-
Xi sa pouziva anti-IgE monoklonalna protilatka omalizumab, ktora je indikovana pre
lie¢bu tazkej astmy spifiajucej uréené kritéria. D4 sa ocakavat vyuZitie omalizumabu
aj pri dalsich ochoreniach sprostredkovanych IgE mechanizmom. V stuc¢asnosti prebie-
ha vySe 100 klinickych stadii s omalizumabom, z toho viac ako 40 u ochoreni inych
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nez astma. Najviac prac sa tyka chronickej spontannej urtikarie (CSU), ktora je od
roku 2013 schvélena ako indikacia liecby omalizumabom. V stc¢asnosti sa upresnuju
kritéria na vyber pacientov pre tuto liecbu a lieCebnd stratégia (davka lieku, inter-
val podavania, dizka lie¢by, kritéria hodnotenia efektivity a iné). Dalsie indikécie pre
liecbu omalizumabom zatial nie su schvalené. Publikované informacie sa zakladaju na
prebiehajucich kontrolovanych klinickych stadiach, otvorenych studiach a prezento-
vanych kazuistikach. V praci referujeme o jednotlivych oblastiach potencialneho pou-
Zitia omalizumabu. Aj ked respiraéné ochorenia nie st témou préce, pre Uplnost treba
spomenut pouZitie anti-IgE liecby pri sezénnej aj celoroénej nadche, pri sinusitide, pri
rieSeni nosovych polypov. Osobitni tlohu mdze mat omalizumab pri zlep$eni toleran-
cie a vysledku alergénovej imunoterapie, obzvlast pri rizikovejsich postupoch. Pri der-
matologickych ochoreniach okrem urtikarie sa hlad4d miesto omalizumabu pri atopic-
kej dermatitide — vysledky zatial nie su jednoznacné. Zatial len kauzistické referencie
sa tykaju mastocytdzy, buldzneho pemfigoidu a angioedému. V st¢asnosti dramaticky
narasta prevalencia potravinovych alergii a intolerancii. Vo vacésine pripadov je rie-
Senim len striktné vylucenie danych potravin z jedalnic¢ka. V pripade anafylaktického
typu alergie nikdy nemozno vyluéit riziko zavaznej reakcie pri ich nahodnom poziti.
Prdve tu sa vela oCakdva od anti-IgE lieCby a existuju uz viaceré prace so slubnymi vy-
sledkami. Eozinofilové ochorenia gastrointestinalneho traktu patria medzi vyznamne
narastajlce ochorenia. Aj ked' sa dosiahli slubné klinické vysledky pri ich liecbe omali-
zumabom, histologické a endoskopické vysledky doteraz neboli jednoznacné. Strucne
referujeme o dalich ochoreniach s moznostou liecby omalizumabom: o¢né prejavy
alergie, idiopaticka anafylaxia, hyper-IgE syndrom, Churg-Straussovej syndrom, aler-
gia na latex, aspirinova (a ina liekova) precitlivenost.

LATENTNA TUBERKULOZA — NEZIADUCI UCINOK BIOLOGICKEJ ANTI-TNF LIECBY

Zanova E'3, Kozakova D?, Rybar I3, Solovi¢ 12, Rovensky J'*
INarodny Ustav reumatickych chordb Piestany,
2Narodny Ustav tuberkuldzy, plticnych choréb a hrudnikovej chirurgie, Vysné Hagy,
3Slovenska zdravotnicka univerzita, Katedra reumatoldgie, Bratislava

Inhibicia faktora nekrotizujuceho tumorya (TNF) cestou podania anti-TNF proti-
latky vedie k potlacaniu patologického zapalového procesu na viacerych Urovniach,
a je preto v sucasnosti najefektivnejsou lieCebnou modalitou niektorych reumatic-
kych ochoreni. Na druhej strane TNF5 predstavuje doleZitu sucast odpovede ludského
imunitného systému na infekciu. Preparaty inhibujice TNF potlacaju imunitny sys-
tém a tym vplyvaju na imunitnd nerovnovahu. DIhodob3d terapeutickd inhibicia TNF
sa spaja s vyssim rizikom zavaznych infekénych komplikacii, predovsetkym s aktivaci-
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ou chronickej latentnej tuberkuldzy (LTBI) , sepsy, mykotickych a inych oportinnych
infekcii. U niektorych pacientov v lie¢be TNF-blokatormi sa mdze rozvinut nadoro-
vy proces, kongestivne srdcové zlyhanie, emyelinizaciua a iné neurologické poruchy,
pancytopéniu (infliximab, etanercept) a ,lupus-like” syndrém. Objavuju sa aj reakcie
na aplikaciu podavanej lieCby (injekcia, infuzia). Podla klasifikacie neziaducich ucinkov
vzplanutie LTBI prebieha ako imunodeficientna reakcia, typ y. Ma zvacsa velmi rychlu
progresiu, nema tendenciu ku ohraniceniu infekénych lozisk, a preto rychlo diseminu-
je v plficnom parenchyme a okoli. Je zname, Ze prevladaju mimoplucne lokalizacie.
Standardna diagnostika sa stava limitovanou. Pri reaktivdcii LTBI u pacientov lie¢enych
anti-TNF liecbou prevaZzuju viac ako 50 % formy mimoplucnej TBC (lymfaticka uzlina,
postihnutie komplexu pecen a slezina, urogenitalny trakt) a viac ako Stvrtinu tvori di-
seminovand forma. V porovnani, u ,normalnej, imunokompetentnej” populdcie sa
extrapulmonalna forma manifestuje v 15 % a diseminovana forma menej ako 1 %
pripadov.
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NEUROLOGIA

IMUNOPATOGENEZA A IMUNOTERAPIA SCLEROSIS MULTIPLEX

Buc Milan
Imunologicky Ustav Lekarskej fakulty UK, Bratislava

Sclerosis multiplex (SM) je autoimunitna choroba, pri ktorej dochadza k destrukcii
myelinovych obalov v CNS, periférny nervovy systém ostdva neporuseny. Pricina cho-
roby, podobne ako pri vdcsine autoimunitnych choréb, nie je znama; predpoklada sa
interakcia faktorov vonkajsieho prostredia s genetickou predispoziciou k chorobe. Zo
spustacich faktorov sa obviniuju virusy, ktoré mechanizmom molekulového mimikri
indukuju rozvoj imunopatologickych procesov. Vztah medzi virusmi a SM podporuju
aj udaje, Ze virusové infekcie ¢asto predchadzaju zachvaty choroby.

Geneticka predispozicia k chorobe vynikd najma v porovnani konkordancie vyvoja
choroby u monozygdnych dvojciat s dizygdtnymi; pomer je 26,0 : 2,4 %. Riziko choro-
by surodencov, vyjadrené indexom As, je 15,0. Riziko vyvoja SM je u pribuznych paci-
enta tiez vyssie ako medzi nepribuznymi. Z génov, ktoré sa spolupodielaju na vyvoji
SM su najznamejsie gény HLA-komplexu, konkrétne druhy najzndmejsi ancestralny
haplotyp HLA-DRB1*15:01, DRB5*01:01, DQB1*06:02, DQA1*01:02; vyskytuje sa az
u 70 % pacientov v porovnani s 20 % u zdravych. Naopak, ako protektivna sa ukazuje
alela HLA-A*02:01. Z inych génov, ktoré sa ddvaju do suvisu so SM, sa uvadzaju gény
pre apolipoprotein E (APOe). APOe3 a APOe4 sa spajaju so stratou neurénov; APOe2
je znakom miernejsSieho a APOe4 progresivnejsieho priebehu choroby u Zien; tento
genotyp sa spaja aj s kognitivnymi poruchami u muZov. Napokon najnovsie sa uvadza
spojitost medzi vyvojom SM a génovym polymorfizmom receptora pre IL-17.

Imunopatologicky proces sa zacina aktivaciou autoreaktivnych T-lymfocytov
na periférii. Ide o pomocné T-lymfocyty, ktoré patria T 1-subpopuldcii. Aktivované
T, 1-lymfocyty ndsledne zacnu produkovat cytokiny, z ktorych najdéleZitejsi pri SM je
IFN-y. Tento jednak aktivuje monocyty a jednak stimuluje endotelové bunky CNS, aby
do svojich membran zacali vbudovavat adhezivne molekuly, najma VCAM-1. Tieto in-
teraguju s adhezivnymi molekulami v membranach T-lymfocytov, ktoré sa tam tiez
objavuju pocas ich aktivacie, co umoznuje prilnutie T-lymfocytov na povrch cievy a ich
nasledny prestup do mozgu, do perivaskularneho priestoru, kde sa zaénu odohravat
inicidlne imunopatologické procesy. Tu sa dostdvaju do kontaktu s myeloidnymi den-
dritovymi bunkami (nie je jasné, ¢i pochadzaju z krvného obehu, alebo su sucastou
CNS), ktoré prostrednictvom svojich HLA-molekul druhej triedy prezentuju peptidy
pochadzajuce z myelinu, ¢im sa reaktivuju, za¢nu prenikat do parenchymu a produko-
vat prozdpalové cytokiny (najma IFN-y a TNF). Tieto nasledne stimuluju parenchymo-
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vé mikrogliové bunky, ktoré produkciou svojich cytokinov (IL-12, IL-23, osteopontin)
a toxickych mediatorov (reaktivne intermedialne produkty dusika a kyslika) poskodzu-
ju myelin, z ktorého sa uvolfuju dalSie autoantigény a ,circulus vitiousus” pokracuje
dalej (myelin tvori asi 40 % proteinov a 60 % lipidov). Na destrukcii myelinu sa po-
dielaju aj cytotoxické T-lymfocyty svojim perforinovo-granzymovym mechanizmom.
Sucasne dochadza aj k aktivacii B-lymfocytov; tychto je v plaku spociatku malo, ich
relativny pocet sa zvySuje aZ ked' sa loZisko stdva chronickym. Aktivacia B-lymfocytov
sa prejavi intracerebralnou syntézou IgG, ktoré su typicky oligoklonové.

Okrem MBP ako autoantigény este su aj PLP (proteolipidovy protein), MOG (mye-
linovy oligodendrocytovy glykoprotein), MAG (myelin-associated glycoprotein), aB-
krystalin a iné. Na polarizacii imunitnej odpovede do T, 1-typu sa podiela aj nedo-
statoCna syntéza neuropeptidu Y (NPY). Ide o peptid, ktory inhibuje sekréciu IFN-y
a zvySuje syntézu IL-4, Co naznaluje, Ze posuva rovnovahu medzi T 1- a T,2-lymfo-
cytmi smerom k T, 2-lymfocytom. Pri SM, v porovnani so zdravymi, sa v cerobrospi-
nalnej tekutine NPY nachadza v zniZzenych hladinach. T-lymfocyty od chorych s SM
Vo zvy$enej miere exprimuju CD26, ¢o je peptidaza, ktora dokaze degradovat aj NPY,
¢im by v sa mikroprostredi, v ktorom sa autoimunitny proces odohréva, vytvaral jeho
nedostatok. Nasledna nedostatoCnd aktivécia receptorov (Y1) podpori vyvoj T, 1-imu-
nitnej odpovede.

Nepriamym dbékazom toho, Ze SM je autoimunitna choroba, v ktoré primarnu ulo-
hu hraja T, 1-lymfocyty, sU aj udaje, Ze SM-pacienti netrpia, alebo len malo, alergi-
ou. Naopak, zvySend aktivita T 1-lymfocytov ma zrejme svoj odraz v pozorovani, ze
SM-chori len zriedka vyvini maligny proces. Napokon sa pri SM dokazala aj znizend
aktivita prirodzenych regulacnych T-lymfocytov a regulacnych NKT-buniek, ktoré za
fyziologickych okolnosti produkciou svojich cytokinov imunitné procesy timia.

Laboratdrna diagnéza SM sa zakladd na dokaze oligoklonového 1gG v cerebrospi-
nalnej tekutine (CSF). Zjavuje sa tu uz zavcasu a typicky pretrvava dlhu dobu. V CSF, aj
v sére od chorych, mozno dokazat aj $pecifické protilatky. Chori, ktori si séropozitivni
v priebehu 8 mesiacov, v porovnani so 45 mesiacmi u chorych bez uvedenych protila-
tok. Pritomnost IgM anti-lipidovych protilatok v CSF sa spdja s progresivnejSou formou
choroby. S vaZznostou choroby koreluje aj hladina TNF v cerebrospinélnej tekutine.

Liecba SM je nelahka. Z imunoterapeutickych prostriedkov pouzivame najma
IFN-B, glatiramér-acetat, monoklonové protilatky (mAb) proti a4-integrinu (natalizu-
mab). Skdsala sa aj liecba s humanizovanymi mAb anti-CD52 (alemtuzumab). Napriek
Uspesnosti lieby (remisia sa dosiahla v dizke 18 mesiacov po jej skon&eni, sa neo-
sveddila, lebo azZ tretina lieCenych pacientov vyvinula protilatky proti receptoru pre
TSH a nasledne klinické prejavy hypertyreoidizmu. Najnovsie sa do liecby SM zavadza
fingolimod (FTY720). Je to antagonista receptora pre sfingozin-1 fosfat, ktory brani
migracii aktivovanych T-lymfocytov z lymfatickych uzlin do periférie (t.j. miesta, kde
prebieha zapal).
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NASE SKUSENOSTI S LIECBOU SCLEROSIS MULTIPLEX
IMUNOMODULATORMI DRUHEJ LiNIE

Eleonéra Klimova?, Alena Smie$kova?, Monika Dariova
Klinika neuroldgie FZO PU a FNsP J.A. Reimana v PreSove, 2AdLA, alergologicko-imu-
nologické laboratérium s.r.o, 3ProMagnet s.r.o, pracovisko FNsP J.A. Reimana, PreSov

Uvod. Lie¢bu natalizumabom (NTZ) pacientov s relapsujicou/remitujicou sclero-
sis multiplex (RRSM) komplikuje pritomnost protilatok proti JC-virusu (anti-JCV antibo-
dies = anti-JCVAb) a s nou spajané riziko vzniku progresivnej multifokalnej leukoence-
falopatie (PML), ktoré potencialne stipa v zavislosti od trvania liecby NTZ a v praxi je
¢astym dévodom jej ukoncenia. Po ukonéeni lieCby NTZ sa pozorovali klinické a/alebo
neuro-zobrazovacie dokazy reaktivacie, dokonca ,,rebound” choroby. Urcitu alterna-
tivu pre pokracovanie lie¢by ponuka fingolimod (FTY720). Zmene liecby predchadza
,wash-out period“ (W-O-P); na jej trvanie ani presné Casovanie neexistuje doteraz
jednoznacny konsenzus, aj ked urciti moznost nac¢asovania zmeny lieCby ponuka le-
karom pravidelné monitorovanie indexu anti- JCVAb, ktory stratifikuje anti-JCVAb+
pacientov medzi chorych s nizsim, resp. vysokym rizikom pre vznik PML.

Nasim cielom bolo zhodnotit u RRSM-pacientov lie¢enych natalizumabom s po-
zitivnymi anti-JCV protildtkami klinicky a MR priebeh W-O-P ako aj efekt ndslednej
terapie FTY720.

Pacienti a metodika. Od 10/2011 do 07/2014 sme uvedenud zmenu liecby realizo-
vali u 14 RRSM pacientov (4 muzi a 10 Zien).Ich priemerny vek bol 38 rokov (26 aZ 53),
priemerné trvanie definitivnej SM bolo 10 rokov, priemerné EDSS v ¢ase ukoncenia
liecby NTZ 2,3 (1,5 az 4,0). Vsetci pacienti pred zahdjenim liecby NTZ uZivali niektory
z imunomodulatorov prvej linie, v priemere 4,2 roka (1 - 8 rokov). Pacientov sme
rozdelili do troch skupin na zaklade klinického priebehu choroby za posledny rok pred
spustenim terapie a ndsledne sme v rdmci tychto skupin zhodnotili priebeh W-O-P
a efekt novej liecby. Priemerné trvanie W-O-P bolo 4,2 mesiaca (2 — 6 mesiacov).

Vysledky. Nekomplikovany priebeh W-O-P, ktora netrvala dlhSie ako 3 mesiace,
mali len 7 chori. U vSetkych ostatnych sme v jej priebehu, resp. do 6 tyzdriiov po za-
hajeni lieCby FTY720, zaznamenali reaktivaciu SM ¢i uz klinickd alebo radiologicku.
U jednej pacientky tazky ,rebound” SM po ukonceni lie¢by NTZ viedol aj napriek od-
porucanym terapeutickym postupom k jej trvalej imobilite.

Zaver. Ukoncenie liecby natalizumabom ma svoje rizika, trvanie W-O-P by bolo
dobré presne definovat. Dostupné sprévy z literatiry upozorfiuju aj napriek zvysenym
rizikdm infekcii a Ukoncenie lie¢by natalizumabom ma svoje rizika, trvanie W-O-P by
bolo dobré presne definovat. Dostupné informacie z literatiry upozoriuju na vhod-
nost skratenia tohto obdobia (menej ako tri mesiace) a to aj napriek zvySenym rizikam
infekcii a PML. Praktické skusenosti v naSom malom subore chorych tieto tendencie
podporuju.
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AUTOZAPALOVE CHOROBY

KLINICKE A LABORATORNE ASPEKTY PERIODICKYCH HORUCOK

Ciznar Peter
I. detska klinika LF UK a DFNsP, Bratislava

Syndrémy periodickych hortdcok su heterogénnou skupinou chordb, podstatou
ktorych je chronicky sa opakujlca aktivacia systémovej zapalovej odpovede. Najcas-
tejsim klinickym prejavom je vzostup telesnej teploty v pravidelnych intervaloch, spre-
vadzany dalsimi klinickymi priznakmi a vzostupom ukazovatelov zapalovej aktivity
v plazme. Cast syndrémov je dedi¢nd, s monogénovo podmienenymi poruchami, ¢ast
ma pravdepodobne komplexny dedicny zaklad, alebo su désledkom viacerych blizsie
neidentifikovanych vonkajsich faktorov. Geneticky identifikované poruchy zasahuju
gény kddujuce proteiny nevyhnutné pre rozpoznavanie cudzich Struktur, alebo gény
regulujuce zédpalovu odpoved. Na rozdiel od autoimuntne podmienenych zapalovych
choréb postihuju klasické syndromy periodickych hordcok mechanizmy vrodenej
imunity. ZvySenu aktivitu vykazuju mediatory akym je interleukin 1 a celuldrne kom-
ponenty ako su neutrofily, monocyty a makrofagy. Existuje viacero klasifikacii tychto
syndrémov podla toho, ¢i vychadzaju z klinickych priznakov, alebo patogenetickych
mechanizmov. NajznamejsSie a najlepsie preskimané monogénové choroby su fami-
liarna stredomorska horucka (FMF), hyper-IgD syndrém (HIDS), periodické syndrémy
asociované s kryopyrinom (CAPS) a periodicky syndrém spojeny s defektom recepto-
ru pre TNF (TRAPS). K najcastejSim ziskanym chorobam patri PFAPA syndrém, co je
skratka pre syndrom periodickej horucky, faryngitidy, aftéznej stomatitidy a lymfa-
denopatie. Diagnostiku komplikuje predovsetkym zriedkavy vyskyt, nespecifické pri-
znaky a len relativne nedavna identifikacia patomechanizmov a genetickych defektov.
Mnohi pacienti ostdvaju z tychto dévodov nediagnostikovani alebo nezaradeni do
Specifickej kategorie. Bez liecby sa u vacsiny pacientov vyvijaju chronické organové
zmeny postihujice najma o¢i, kiby, kozu a serézne povrchy. Zavainou komplikaciou je
vyvoj sekundarnej amyloiddzy, najma jej renalnej formy. V liecbe sa vyuZivaju nespe-
cifické protizapalove farmaka nesteroidného a steroidného pévodu. S pribddajacimi
poznatkami sa dosiahol v poslednych rokoch pokrok pomocou biologik. Najslubnejsie
vysledky dosiahla anticytokinova liecba blokujuca interleukin 1, alebo jeho receptor
v lie¢be syndromov CAPS. Tato liecba sa postupne zacina vyuzivat aj u dalsich poruch
a v sucasnosti prebiehaju viaceré vacsie klinické studie.
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MONOGENOVE AUTOINFLAMAENE SYNDROMY

Dallos Tomas
1. detska klinika LFUK a DFNsP, Bratislava

Autoinflamacné syndromy predstavuju rychlo sa rozrastajucu skupinu zriedkavych
poruch fylogeneticky najstarSich mechanizmov imunity. Ich spontanna, nadmerna
a neprimerana aktivacia sa prejavuje recidivujucimi epizddami stereotypného suboru
priznakov, Casto, ale nie vidy s horuckami. Etiologicky sa uplatfiuju mutacie kluco-
vych mechanizmoch prirodzenej imunity; inflamazému (familidrna stredozemska ho-
racka FMF, periodické syndrémy asociované s kryopyrinom CAPS), pésobenia faktora
nekrotizujuceho nadory (periodicky syndrém asociovany s TNF-receptorom, TRAPS),
metabolizmu izoprenoidov (deficit mevalonat-kindzy), pésobenia interleukinu 1beta
(DIRA), odpovede na ubikvitarne bakteridlne antigény (Blauov syndrom) ¢i degrada-
mechanizmov imunity, ktoré su dnes vdaka bezne dostupnym biologickym prepara-
tom terapeuticky ovplyvnitelné. Ucinnost takejto lie¢by vysoko prevy$uje efekt do-
siahnutelny pri lieCbe komplexnych poruch ziskanej imunity —autoimunitnych choréb
a navySe predchdadza rozvoju najobavanejsej komplikacie — systémovej amyloiddzy.
Aj napriek zriedkavosti jednotlivych syndromov je preto dolezité, aby sa zvysovalo
povedomie odbornej verejnosti o tychto ochoreniach. V nasej prezentdcii ponikame
strucny prehlad celého spektra monogénovych autoinflamacnych syndrémov s dora-
zom na tie, ktoré si v klinickej praxi na Slovensku najviac relevantné.
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DERMATOLOGIA

MOZNOSTI BIOLOGIK V DERMATOLOGII - PERSPEKTIVNE OBLASTI VYUZITIA

Simaljakova Maria
Dermatovenerologicka klinika LFUK a UN Bratislava

Biologika znamenaju velky pokrok v liecbe zapalovych chordb. V dermatolégii su naj-

koznych choréb vedu k terapeutickému ,,off label” vyuZitiu dostupnych biologik,
ale aj k vyvoju novych pripravkov. Biologicka liecba sa uplatiiuje v sic¢asnosti najma
u tych pacientov, ktori netoleruju standardnd systémovu liecbu alebo u ktorych tato
zlyhala. K diagnézam, u ktorych sa uplatnila biologicka liecba patri napr. chronicka
spontdnna urtikaria, bulézne dermatdzy, hidradenitis suppurativa, maligne nadory
koZe a iné.

Chronickd spontannu urtikariu charakterizuje vysev urtik a angioedém bez zna-
mych vonkajsich stimulov. Z biologickej liecby sa uplatiuje omalizumab, rekombinant-
na monoklonova protilatka (mAb) blokujuca vazbu IgE na FceRI-receptor s naslednym
poklesom produkcie zapalovych cytokinov.

Buldzne dermatdzy su zdvazné autoimunitné mukokutanne choroby. V patogené-
ze pemphigus vulgaris sa uplatiuju cirkulujidce 1gG autoprotilatky proti dezmogleinu
1 a 3. Vliecbe sa overuje ucinok rituximabu, chimérovej IgG1 mAb proti CD20 protei-
nu exprimovanému na povrchu B-lymfocytov.

Hidradenitis suppurativa (HS) je autoimunitnd zapalova choroba vznikajica na
podklade dysreguldcie vrodenej imunity. V liecbe sa indikuju rézne protizapalové
a imunomodulacné pripravky. Z biologik je to anakinra, antagonista IL-1 receptora
a canakinumab, humanna mAb proti IL-1B. ZvySené hladiny p19 IL-23 mRNA pri HS,
poukazuju na vhodnost liecby ustekinumabom, humannou mAb proti p40-retazcu
IL-12 a IL-23. HuMab 10F8 je plne humanna mAb proti IL-8, ktora blokuje aktivaciu
a migraciu neutrofilov vo vysokej miere zastupenych v abscesoch HS.

Pyoderma gangrenosum je neutrofilnd dermatdza charakterizovand progresivne
sa Siriacimi ulecaraciami. V polovici pripadov je asociovana so zapalovym postihnutim
Criev. V terapii sa uplatiuju anti-TNF preparaty.

Maligny melandm patri medzi najzhubnejsie nadory. Z biologickej lieCby sa podava
humanna mAb proti CTLA-4, ipilimumab. V klinickom skusani je aj tremelimumab,
druhd mAb anti-CTLA-4.

Vemurafenib, selektivny inhibitor onkogénneho V600E-mutantu BRAF, je indiko-
vany na liecbu neresekovatelného alebo metastazujiceho melanému. Dabrafenib je
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dalsim selektivnym BRAF-inhibitorom. Perspektivnym biologikom na liecbu maligne-
ho melanédmu je trametinib a torafenib, multikinazovy inhibitor, so Sirokym antineo-
plastickym efektom.

Pityriasis rubra pilaris je chronicka idopaticka, zapalova, papuloskvamdzna derma-
tdza s nejasnou etiopatogenézou. Zvysené hladiny TNF v leziovej koZi podporili mysli-
enku lie¢by anti-TNF biologikami.

Patofyzioldgia atopickej dermatitidy (AD) zahffa dysreguldciu imunitného systému
a poruchu epidermalnej bariéry. Pri AD je zvySena produkcia Th2 cytokinov, IL-4, IL-5
aIL-13 a klesa syntéza INF-gama, vysledkom ¢oho je, Ze hladina IgE sa zvysuje. V liecbe
sa Ciasto¢ne uplatnil alefacept, LFA-3/1gG1 fuzny protein, rituximab, chimerova mAb
mAb proti CD20 a omalizumab, mAb proti IgE. Daléim biologikom v lie¢be AD je mepo-
lizumab, humanizovana anti-IL-5 mAb, ktora blokuje aktivitu IL-5 voci eozinofilom.

O biologickej liecbe sa uvaZuje aj pri loZiskovej alopécii, sarkoidoze, nemelanomo-
vych nadoroch koZe, vaskulitidach a dalSich autoimunitnych dermatdézach.

Biologicka liecba nie je rovnako ucinnd u kazdého pacienta ani pri kazdej diagndze.
Pricin je viac. DOleZitu Ulohu maju cytokiny. V patogenéze choroby sa nejednd o dys-
reguldciu a nasledné ovplyvnenie len jedného cytokinu. Cytokiny sa mézu navzajom
pbsobit synergicky alebo antagonisticky, pleiotropne a redudantne. V siéasnosti nie
je preto mozné pdsobit len na jednu zlozku bez ovplyvnenia celého cytokinového sys-
tému.

BIOLOGICKA LIECBA PSORIAZY

Kozub Peter
Dermatovenerologicka klinika LFUK a UN, Bratislava

Psoridza je imunitne podmienend zapalova choroba postihujica kozu a kiby. Vy-
skytuje sa u geneticky predisponovanych jedincov vidy vsak po pbésobeni provokac-
nych faktorov medzi ktoré patria napriklad bakterialne infekcie a stres. V liecbe sa
dlho uplatriovali len lokdlne externd a fototerapia. Neskor sa k nim pridala systémova
liecba (metotrexat, acitretin a cyklosporin A). Systémova liecba (okrem retinoidov)
posobi prevazne imunosupresivne, je len morbostatickd a v mnohych pripadoch musi
byt pre vedlajsie ucinky predéasne ukoncena. Z dlhodobého hladiska teda nie je bez-
pecnd. Preto sa zacala hladat liecba, ktora by bola bezpeénejsia, pdsobila systémovo
a zasahovala by selektivne do jednotlivych krokov zapalovej reakcie organizmu, kto-
ré su pre patogenézu psoridzy najddlezitejsie. A prave tieto kritéria spifia biologicka
liecba. Na Slovensku su aktualne dostupné dve skupiny preparatov. Prvou skupinou
st TNF-blokatory (infliximab, adalimumab, etanercept), ktoré blokuju kiti¢ovy cytokin
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v patogenéze psoriazy — TNF. Su uc¢inné nielen na kozna formu psoridzy, ale aj na po-
stihnutie kibov. Druht (mladsiu) skupinu biologik tvoria blokatory p40-podjednotky
spolocnej pre cytokiny IL-12 a IL-23. Patri sem zatial' iba ustekinumab. P6sobi selektiv-
nejSie a Specifickejsie. Blokuje aktivaciu a proliferaciu Thl a Th17 lymfocytov. Je velmi
dobre G¢inny na koznu formu psoridzy a nedavno bol schvéleny aj na kibovud formu.
Onedlho ocakdavame prichod prvého zastupcu novej skupiny biologik — blokatorov
IL-17 a receptorov pre IL-17. Bude nim secukinumab (blokator IL-17A), ktorého ucinok
je este Specifickejsi ako ucinok ustekinumabu. Podla vysledkov klinickych studii sa zd3,
Ze bude mat velmi rychly nastup ucinku a dlhodobu Géinnost. Vo vyvoji su vsak aj dal-
Sie molekuly ako blokatory IL-22 a IL-23.

Biologicka liecba predstavuje modernd, dlhodobo Ucinnu a relativnhe bezpecnu
liecbu psoridzy. Vzhladom na vysoku cenu podlieha schvéleniu reviznemu lekarovi.
Schvalena je v pripade, ak pacient presiel dostupnou systémovou liecbou (pripadne
bol zdvazny d6vod, pre ktory systémova lie¢ba nemohla byt nasadena respektive mu-
sela byt predéasne ukonéena) a ma dostatoény rozsah choroby (stredne tazka a tazka
psoriaza). Biologicka liecba je nielen Gc¢inna, ale vyznamne zlepsSuje kvalitu Zivota pa-
cientov a umoZnuje ich opatovné zaradenie do pracovného aj spolocenského Zivota.

BIOLOGICKA LIECBA PSORIATICKEJ ARTRITIDY

Raffayova H., Rovensky J., Malis F.
Narodny Ustav reumatickych chordb, Piestany

Psoridza a psoriaticka artritida (PsA) su zapalové systémové choroby, ktoré sa su-
Casne vyskytuju asi u 11 — 15 % pacientov. V ich patogenéze hraju Ustrednu Ulohu
zapalové procesy asociované s vrodenou a adaptivnou imunitnou odpovedou.

PsA je klinicky heterogénne a prognosticky zavazna choroba s dopadom na inva-
liditu a mortalitu, ktorej nepriaznivi progndzu mozno zvratit spravne zvolenou te-
rapiou. Vsetky prejavy choroby sa daju priaznivo ovplyvnit biologickou lie¢bou. Od
r. 2003 postupne pribudali na Slovensku biologikd namierené proti TNF, ktory je hlav-
nym prozapalovym cytokinom pri PsA. Dnes mame k dispozicii 4 ant- TNF preparaty
(infliximab, etanercept, adalimumab, golimumab) s porovnatelnym ucéinkom. Patria
k prvoliniovej biologickej liecbe, pricom v praxi sa nimi dosahuje efektivnost priblizne
u 60 % pacientov. Lie¢ba méze zlyhat primarne a sekundarne, pricom za sekundarne
zlyhavanie je zodpovednd tvorba neutralizujdcich protildtok. Tie maju vplyv na dizku
zotrvavania pacientov na terapii (tzv. adherenciu). Pripady zlyhavania jednej anti- TNF
liecby sa riesia vymenou za iny anti- TNF pripravok, ale ordinacia dalSieho preparatu
byva spravidla menej efektivna a s kratSim trvanim ucinku. Alternativou v liecbe pa-
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cientov, u ktorych zlyhala anti-TNF liecba je cielenejsia biologicka terapia ustekinuma-
bom s odliSnym mechanizmom Gcinku. Tato plne humanna monoklonova protilatka
sa viaZe na p40-podjednotku IL-12 a IL-23 a podla vysledkov studii je efektivna na
psoriazu aj PsA v monoterapii, alebo v kombinacii s metotrexatom.

Uskalim anti-TNF terapie byvaju okrem mozného zlyhania aj sprievodné vedlajsie
ucinky (napr. TNF indukovany systémovy lupus erythematosus, lupus like syndrom,
paradoxné psoriaziformné reakcie, sclerosis multiplex, rekurentné infekcie), ako aj al-
goritmus ich riesenia.

Model psoriazy a PsA zahtnajlci interakcie signaliza¢nych drah Thl a Thl7, nam
v blizkej budicnosti pravdepodobne poméze odhalit dalsie terapeutické ciele. Priaz-
nivy vplyv na psoriazu aj PsA sa v Studiach potvrdil v pripade anti-IL-17 preparatov
(secukinumab, brodalumab, ixekizumab), ale aj dalSich novych molekul klucovych
v patogenéze choroby (apremilast — oralny inhibitor fosfodiesterazy PDE4, tofacitinib
inhibitor Janusovej kinazy 3).

Perspektivou v lieCbe PsA je personalizovana medicina zaloZzena na poznatkoch
farmakogenomiky a farmakogenetiky. Idealna je predstava vcasnej, komplexnej a ¢o-
raz cielenejSej terapie, ktoru by nesprevadzali neziaduce Ucinky.
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ONKOLOGIA A GASTROENTEROLOGIA

BIOLOGIKA V ONKOLOGII — SUCASNOST A BUDUCNOST

Spanik Stanislav
Interna — onkologicka klinika, Onkologicky Ustav sv. Alzbety,
I. Onkologickd klinika OUSA a LFUK

Moderna biologicka liecba znamena nesporny pokrok v liecbe onkologickych pa-
cientov. Samotny pojem biologicka liecba je aj v onkologickych kruhoch velmi ,,Siroko”
interpretovany. MéZeme sem zaradit aj lieCebné postupy, ktoré uz vela rokov vyuzi-
vaju rozne ,biologikd”, ako su interferdny, interleukiny, nadorové vakciny, imunomo-
dulatory, rastové faktory (erytropoetin, “rastové faktory stimulujuce kolénie - colony
stimulating factors”). Zaroven sem patria nové, cielené, “targetové”, biologika ako su
monoklonové protilatky, inhibitory tyrozinkinaz (TKlIs — tzv. malé molekuly) a mnohé
dalsie latky, ktoré inhibuju prenos signalu v nadorovej bunke, v SirSom zmysle aj nové
“imunomodulatory”.

Pokroky v bioldgii nddorov a poznani mechanizmov onkogenézy umoznili identifi-
kovat viaceré molekulové ciele pouZzitelné v liecbe nadorovych choréb, ktoré s vyu-
Zivané pri cielenej (biologickej) terapii. Biologicka liecba pdsobi priamo na Specifické
molekuly v nadorovej bunke alebo na signdlne drahy, ktoré su nevyhnutné pre rast
a proliferaciu nadorov, ¢im sa da ocakdavat vyssi ucinok a nizsia toxicita. Tieto biolo-
gické ciele sa nachadzaju aj na zdravych bunkach, avsak ich expresia je v nadorovych
bunkach zvyraznena, alebo sa vyskytuju v mutovanej forme. Vzhladom na rozdielnu
expresiu ciefovych molekul u réznych pacientov s tou istou diagndzou aj s tym istym
histologickym typom nadoru, je molekulovy dékaz pritomnosti ciefovej Struktury (bi-
omarkera) nevyhnutnostou. Predpokladom poufZitia biologickej liecby su sSpecifické
molekuly v nadorovej bunke ¢i signdlne drahy dolezZité v procese karcinogenézy. Na-
dorové bunky obsahuju pocetné genetické a epigenetické abnormality, Viaceré on-
kogény su kddované proteinmi, ktoré predstavuju aberantné tyrozinkinazy, ktorych
aktivované formy spésobuju zvysenu proliferaciu buniek, rast buniek, potenciaciu an-
giogenézy a metastazovania. Aktivacia génov, ktoré kdduju rastové faktory a protein-
kindzy, somatickymi mutaciami je jednym z vyznamnych mechanizmov tumorigenézy.
Jej nemenej doleZitou sucastou su signalne drahy, zodpovedné za prenos signalov do
bunkového jadra, v ktorych ¢asto amplifikacia ligandu, amplifikacia receptora, muta-
cia alebo aktivacia kindzy vedu k proliferacii nddorovych buniek a inhibicii apoptdzy.

Zjednodusene mbZeme biologikd rozdelit na monoklonové protilatky (inhibitory
receptorov pre epidermalne rastové faktory — EGFR, inhibitory angiogenézy, mono-
klonové protilatky proti povrchovym antigénom lymfocytov), inhibitory tyrozinkinaz

25



BIOLOGICKA LIECBA V TEORII A PRAXI — Bratislava 2014

a velmi pocetnu skupinu inych molekul (napr. protedzomové inhibitory, inhibitory sig-
nalovych drah, PARP inhibitory a mnohé iné).

Biologicka liecba znamena nesporny pokrok v liecbe onkologickych pacientov. Jej
vyhodou je predovéetkym predizenie preZivania pacientov s onkologickou chorobou,
pozastavenie progresie ochorenia. Napriek dosiahnutym vysledkom je jej podanie
spojené stile s mnohymi limitaciami ¢i uz z hladiska efektivity alebo toxicity. Nezane-
dbatelné si mnohé zatial nezodpovedané otazky ako je stanovenie optimalnej davky,
dizky podavania, moznosti kombindcie, riesenie toxicity, rezistencie a mnohé dalsie.
Aby sme aspon niektoré z nich zodpovedali, je nevyhnutné stale lepsie poznat biold-
giu nadorov, vyuzivat biomarkery, nadorovu genetiku a epigenetiku a z hladiska no-
vych liekov farmakogenomiku. Biologicka liecba sa velmi dynamicky vyvija. VyZaduje
si nesmierne néaklady, a preto sa logicky Ziadaju aj relevantné vysledky.
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BIOLOGICKA LIECBA ALZHEIMEROVEJ CHOROBY:
AKTUALNY STAV A BUDUCE TRENDY

Michal Novak, Eva Kontsekovd, Branislav Kovacech
Neuroimunologicky ustav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

Abstrakt

Alzheimerova choroba patri medzi najcastejSie neurodegeneracie postihujuce ludi
v pokrocilom veku. Klinicky je charakterizovana poruchami pamate a Upadkom kogni-
tivnych funkcii veducich k demencii. Hlavnymi histopatologickymi znakmi su neuro-
fibrilarne klbka a senilné plaky. Podstatnu zlozku neurofibrilarnych klbiek tvori patolo-
gicky modifikovany tau protein, senilné plaky pozostavaju z amyloidu beta. Hoci prvy
pripad bol opisany Aloisom Alzheimerom uz v roku 1907, vacsi pokrok v klinickej aj
v molekuldrno-biologickej oblasti vyskumu bol zaznamenany az poslednych 20 rokov.
Aj napriek intenzivnemu vyskumu doposial nebol najdeny Ziaden ucinny liek, ktory by
zastavil alebo aspon spomalil priebeh ochorenia. V sticasnosti su velké nadeje vklada-
né do réznych imunoterapeutickych pristupov ¢i uz pasivnej alebo aktivnej imunote-
rapie. KedZe klucovu Ulohu v patogenéze ochorenia zohrava patologicky modifikovany
tau protein, perspektivnym pristupom v boji s tymto ochorenim je vyvoj imunoterapie
namierenej na patologické formy tau proteinu.

Hlavné histopatologické znaky Alzheimerovej choroby

Z histopatologického hladiska je choroba charakterizovana akumulaciou dvoch
nerozpustnych depozitov: extracelularnych senilnych plakov pozostavajucich z beta
amyloidu (AB) a intraceluldrnych neurofibrilarnych klbiek tvorenych tau proteinom
(Grundke-Igbal a kol., 1986; Ihara a kol., 1986; Kosik a kol., 1986). Senilné plaky su
charakteristickym znakom Ach i fyziologickych procesov starnutia mozgu. Medzi mnoz-
stvom senilnych plakov a kognitivnym Gpadkom pacienta vsak nebola preukdzana ko-
relacia. Senilné plaky bez neuritického komponentu sa ¢asto vyskytuji v normalne
starnicom mozgu. Diagnosticky su vyznamné az senilné plaky obsahujtce zvysky ner-
vovych buniek, tzv. neuritické plaky, s hustym amyloidovym jadrom, distrofickymi ne-
uritmi, fibrildrnymi astrocytmi a aktivovanou mikrogliou (Mena a kol., 1991). Druhym
histopatologickym znakom Ach st neurofibrilarne klbka nachadzajuce sa v telach neu-
rénov a v medzibunkovom priestore. MnoZstvo a vyvojovy stupen neurofibrilarnej pa-
toldgie priamo koreluje s demenciou postihnutych jedincov (Davies, 1994). Uz v roku
1963 Kidd ukazal, ze neurofibrilarne klbka ziskané z mozgu pacientov s Ach pozostédvaju
z hustého vlaknitého materidlu neznameho povodu. Podla ultrastruktury boli oznace-
né ako parové Spiralové vlakna (PHF). Molekulova analyza ukdzala, Ze jedinou zlozkou
PHF je patologicky modifikovany tau protein (Novak a kol., 1993, Novak,1994).
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Terapeutické ciele: amyloid versus tau

Skoro 30 rokov neurobioldgovia vedia, Ze AB a tau tvoria abnormalne Struktdry,
ktoré sa nachadzaju v mozgu pacientov s Ach. Predmetom intenzivnej diskusie vo ve-
deckych kruhoch sa stala otdzka, ktory z uvedenych proteinov je pri¢inou degeneracie
neurdnov. Favoritom sa stal AR a to vdaka mutaciam v géne kddujicom amyloidovy
prekurzorovy protein, z ktorého Stiepenim vznika AB. Zistilo sa, Ze mutacie v tomto
géne spdsobuju niektoré vrodené formy Ach. Tak vznikla tzv. amyloidovd hypoté-
za, ktora ovladla vyskum Ach na niekolko rokov. Stupenci tejto hypotézy v tej dobe
nepochybovali o tom, Ze AB je Ustrednou molekulou, ktora spusta cely patologicky
proces (Schenk a kol., 1999; Shenk, 2004; Selkoe, 1991; Solomon, 2002; 2007). Tejto
hypotéze boli podriadené aj terapeutické pristupy. Hlavnym cielom pri vyvoji liekov na
Ach sa stal AB, pripadne jeho agregované formy v podobe senilnych plakov. Neddvne
vyskumy vsak ukazali, Ze medzi vyskytom amyloidovych senilnych plakov a klinickym
progresom ochorenia nie je Ziadna korelacia (Josephs a kol., 2008). Amyloidové plaky
nie s spojené so stupriom atrofie mozgu. Navyse, vysledky klinickych testov potvr-
dili tieto zistenia. Imunoterapia sice viedla k ubytku amyloidovych senilnych plakov
u pacientov, neboli vSak u nich pozorované Ziadne zlepSenia klinickych symptémov
(Holmes a kol., 2008). Mnozstvo klinickych testov zameranych na AB ako ciel terapie
bolo prave z tychto dévodov zrusenych.

Minoritna skupina vedeckej komunity sa sustredila na tau protein ako Ustrednu
molekulu v patogenéze Ach. Viaceré vedecké kolektivy identifikovali mutacie v géne
pre tau protein, ktoré su pricinou pomerne zriedkavého neurodegeneracného ocho-
renia spojeného so stratou pamate (Frontotemporal lobal degeneration, FTLD) a iny-
mi neurologickymi deficitmi. Tento objav poukazal na dolezity fakt, Ze patologické
formy tau proteinu su dostato¢né na spustenie neurodegenera¢ného procesu (Marx,
2007). Navyse, agregacia patologickych foriem tau do PHF a nasledna tvorba a aku-
muldcia neurofibrilarnej patoldgie v mozgu postihnutého jedinca koreluje s progre-
siou ochorenia (Braak and Braak,1991). Tieto a mnohé dalsie vysledky vo vyskume tau
poukazali na jeho kltcovu ulohu v patogenéze Ach a tym zdoraznili jeho pouZitie ako
ciel pre vyvoj terapeutik novej generacie.

Terapia atakujuca tau kaskadu

Uz niekolko rokov je dominantnou snahou vedeckého vyskumu pochopit mecha-
nizmus premeny rozpustného prirodzene neusporiadaného tau na nerozpustnu pa-
tologickd formu s vysoko organizovanou Struktirou v PHF. Mnohé studie ukazali, Zze
posttranslacné modifikacie ako skratenie (Novak a kol., 1991; 1993, Novak 1994) a ab-
normalna hyperfosforylacia (Grundke-lgbal, 1986), vedu k zmene konformacie tau
na patologickd formu s moznymi toxickymi vlastnostami. Skratenie a fosforylacia su
povazované za hlavné modifikacie zodpovedné za vznik vysoko organizovanych pato-
logickych struktur (Binder a kol., 2005). Podla sticasnej tedrie prvotnym krokom v tau
kaskade veducej k formovaniu PHF je jeho patologické skratenie (Novak a kol., 1991;
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1993, Novék 1994). Tedria bola overend v podmienkach in vitro aj in vivo (Zilka a kol.,
2006). Patologicky skrateny tau protein in vitro abnormalne stimuluje polymerizaciu
mikrotubulov, ¢o poukazuje na jeho toxicku funkciu. NavySe, expresia skrateného tau
proteinu in vivo vedie k vyvoju kompletnej neurofibrilarnej patoldgie vratane abnor-
malnej fosforyldcie tau. KedZe uvedené abnormality tau (skratenie, fosforyldcia, agre-
gacia) vedu k neuronalnej degeneracii, naznacuju aj mozné terapeutické stratégie.

Prevencia agregacie tau je povaZovana za jeden z atraktivnych terapeutickych pri-
stupov. Naznacuje to aj mnozstvo prac, ktoré su venované inhibicii patologickej ag-
regacie. Jeden z prvych, kto priSiel s touto myslienkou bol Wischik, ktory ukazal, Ze
metylénova modra je schopna inhibovat agregaciu tau (Wischik a kol., 1996). Nasle-
dovalo niekolko vedeckych skupin, ktoré identifikovali nové zlGceniny s potencialom
inhibovat tvorbu agregatov, pripadne rozrusit uz vytvorené agregaty tau (Taniguchi
a kol., 2005, Pickhard a kol., 2005, 2007). Aktivna imunizacia P301L mysi s fosforylo-
vanym peptidom tau redukovala agregované formy tau v mozgu a zlepsila kognitivne
funkcie (Asuni a kol., 2007).

Abnormalna fosforyldcia tau proteinu zohrdva vyznamnu ulohu v patogenéze Ach.
Fosforylacia niektorych rezidui tau proteinu ovplyvriuje jeho schopnost interakcie
s mikrotubulmi (Liu a kol., 2007). Navyse, fosforylované formy tau si schopné vzdjom-
nej interakcie a polymerizacie do filamentovych struktur. Predpoklada sa, Ze redukcia
fosforylovanych foriem tau proteinu prostrednictvom aktivity kinaz a fosfataz by moh-
la spomalit alebo zastavit progresiu neurofibrildrnej degeneracie. Stcasny intenzivny
vyskum poukazal na niektoré kindzové inhibitory, ktoré boli schopné redukovat hyper-
fosforylaciu tau ako aj agregaciu v transgénnych modeloch (Noble a kol., 2005).

Sucasné trendy v terapii Alzheimerovej choroby

Doposial neexistuje liek, ktorym by bolo mozné tdto chorobu zastavit alebo as-
pon spomalit. Dostupna je len symptomaticka liecba, ktora docasne znizi kognitivny
Upadok pacientov, ale nezastavi postup ochorenia (Liu a kol., 2008). V rdmci sympto-
matickej terapie sa najCastejSie pouZivaju inhibitory mozgovych acetylcholinesteraz.
KedZe pri Ach dochadza k degenerdcii cholinergnych neurdnoy, je tato liecba do istej
miery Ucinna.

Buducnost terapie Ach vsak spociva vo vyvoji terapeutickych pristupov, ktoré ata-
kuju podstatu ochorenia. Imunoterapia ako terapeuticky pristup ma pri vyvoji liekov
novej generacie uz dlhsiu dobu vyznamné postavenie. Mnohé predklinické studie to-
tiz ukazali, Ze pri lieCbe Ach je mozné pouzit aktivnu a pasivnu imunoterapiu (Lemere,
2013). Hlavnym imunoterapeutickym cielom sa vdaka amyloidove] hypotéze stal AB.
Nadejné vysledky predklinickych studii viedli k vyvoju celej palety aktivnych a pasiv-
nych vakcin, ktoré sa nachadzaju v réznych fazach klinickych testov (Tab.1, 2). Prva
klinicka skuska s aktivnou vakcinou AN1792 mala negativny efekt na lie¢enych pacien-
tov, ¢o malo za nasledok jej zastavenie. Vysledky dalSich klinickych testov ukazali, Ze aj
napriek znizeniu amyloidovych depozitov nedoslo k zlepsenie zdravotného stavu pa-
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cientov (Holmes a kol., 2008; Mullard, 2012; Lemere, 2013). Tento fakt nastolil otazku
relevantnosti AR ako terapeutického ciela.

Aj napriek nejednoznacnym vysledkom z AB vakcin v klinickych skuskach, terapeu-
ticky pristup v podobe imunoterapie predstavuje stéle velky potencidl. Imunoterapia
zamerena na patoldgiu tau moze byt klinicky velmi efektivna. Pritomnost fibrilarnych
foriem tau proteinu totiz priamo koreluje s kognitivnym Upadkom postihnutého je-
dinca a stupfiom neurodegeneracie (Ghoshal a kol., 2002). Preto sa venuje velka po-
zornost vyvoju imunoterapie zameranej na patologické formy tau proteinu (skratené,
hyperfosforylované agregované), ako potencionalne ciele pre efektivnhu biologicku
liecbu Ach (Lemere, 2013). NajcastejSim ciefom tau imunoterapie su phosphorylo-
vané rezidua na tau proteine (Asuni a kol., 2007; Boutajangout a kol., 2010; Troquier
a kol., 2012; Richter a kol., 2013). KedZe niektoré fosforylované rezidua sa nachadza-
ju aj na zdravom tau proteine, problémom ostava bezpecnost takto navrhovanych
vakcin. Navyse, funkény vyznam targetovanych fosforezidui nie je znamy. Ani jedna
z tychto vakcin vsak nie je v klinickom testovani.

Nedavno bola uvedend do prvej fazy klinického testovania aktivna vakcina zame-
rana na inhibiciu patologickej agregacie tau proteinu (Kontsekova a kol., 2014). Na
rozdiel od vyssie uvedenych vakcin, je to prva vakcina svojho druhu v klinickych tes-
toch atakujica doménu na tau proteine, ktora je zodpovedna za patologicku agrega-
ciu tau. Predklinické testy na transgénnych zvieratach ukazali, Ze vakcina je schopna
indukovat vysoké hladiny protilatok. Vakcinacia vyrazne redukovala nielen agregaciu
tau a neurofibrilarnu patoldgiu, ale aj patologicku hyperfosforylaciu.

Tab. ¢.1
Pasivna imunoterapia v klinickych skdskach zamerana na AB.
Nazov Mechanizmus Géinku Sponsor Klinicka
faza

Bapineuzumab Humanizovana protildtka viazica N-koncovu oblast AR Wyeth/ELAN ]

(AAB-001)

Solanezumab Humanizovana protilatka viaZuca strednd oblast AB Eli Lilly and Company 1]

(LY2062430)

Ponezumab Humanizovana protildtka (IgG2), ktora viaze 33—40. Pfizer Inc. 1}

(PFO4360365) aminokyselinu peptidu AB 1-40

Gantenerumab Monoklonalna protilatka ktord viaZze AR Hoffmann-La Roche, Inc. 1l

(R1450, RO4909832)

Gammagard, IVIG Prirodzené anti-amyloidové protilatky (polyklonédlne Baxter International Inc. 1]}
protilatky)

GSK933776 Monoklonalna protilatka ktord viaZze AR GlaxoSmithKline |

Crenezumab Humanizovan4 protildtka viaZica AR Genentech 11/11a/Ilb

(MABT5102A)

PF-05236812 Humanizovana protildtka viazica AR Pfizer Inc. |

(AAB-003)

BAN2401 Humanizovand protilatka viazuca protofibrily AB Eisai Co, Ltd. |

Octagam (IVIG) Prirodzené anti-amyloidové protilatky (polyklonédlne Octapharma AG 1}
protildtky)

Newgam (IVIG) Prirodzené anti-amyloidové protilatky (polyklondine Sutter Health 1}
protilatky)
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Tab. ¢.2

Aktivna imunoterapia v klinickych skiskach zamerana na AB.
Nazov Mechanizmus G€inku Sponsor Klinicka

faza
ACC-001 Peptid AB 1-7 naviazany na vysokomolekulovy nosi¢ JANSSEN Alzheimer Il
(vanutide Immunotherapy Research &
cridificar) Development, LLC.; Pfizer Inc.
AD02 Peptid (6 aminokyselin) mimikujuci ¢ast nativnej N- AFFiRiS AG Il
terminélnej sekvencie AR
CAD106 Peptid AR 1-6 naviazany na bakteriofag Qf CAD106 Novartis, Inc. Il
V950 Multivalentnd vakcina Merck & Co. 1l
Zdver

Intenzivny zakladny a aplikovany vyskumu zamerany na AP a dve dekady trvajuce
klinické skusky nepriniesli o¢akavany vysledok v podobe Uspesnej terapie Ach. Amy-
loidova hypotéza tak stale ostdva nepotvrdenou hypotézou. Naopak, ako nadejny te-
rapeuticky ciel sa do popredia vedeckého zaujmu dostava tau protein, ktory zohrava
kfa€ovu ulohu v patogenéze Ach. Mnoistvo a distriblcia neurofibrilarnej patoldgie
obsahujucej patologické formy tau koreluje s progresom ochorenia. Je mozné predpo-
kladat, ze imunoterapeutické pristupy atakujlce tau prinesu dlho ofakavany progres
vo vyvoji efektivnej liecby Ach.
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IDENTIFIKACIA CIELOV PRE BIOLOGICKU TERAPIU
ALZHEIMEROVEJ CHOROBY — PATOLOGICKE FORMY
NEURONALNEHO PROTEINU TAU

Branislav Kovacech, Peter Barath, Eva Kontsekova, Michal Novak
Neuroimunologicky Ustav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

Abstrakt

V snahe poznat pri¢iny a mechanizmus neurofibrilarnej patolégie v neurodege-
neracnych ochoreniach akymi su Alzheimerova choroba, frontotemporalna demen-
cia, Pickova choroba, kortikobazalna degenerdcia, progresivna supranuklearna obrna
a iné tauopatie sa principidlna ¢ast suc¢asného vyskumu tychto ochoreni orientuje
na identifikaciu patologickych foriem proteinov spésobujucich alebo podporujucich
postup patoldgie (Zilka et al., 2009a). Spoloénym menovatelom tauopatii je vyskyt
abnormalnych foriem proteinu tau v mozgu pacientov. Tieto formy vytvaraju neroz-
pustné, striebrom farbitelné agregaty, ktorych c¢aso-priestorovy vyskyt koreluje s od-
umieranim neurdonov a postupnym kognitivnym Upadkom pacientov. Doterajsi vy-
skum ukazuje, ze niektoré z tychto abnormalnych foriem tau proteinu maju toxické
vlastnosti a priamo sposobuju dysfunkciu neurénov. Experimenty s regulovatelnou
expresiou transgénnych mutovanych tau proteinov vo zvieracich modeloch ludskych
neurodegeneracii naznacili, Ze odstranenie abnormalnych a toxickych tau proteinov
zastavi postup ochorenia a umozni regenerdciu neuronalnych funkcii.

Identifikacia tychto klti¢ovych toxickych foriem tau proteinov v tauopatiach je pre-
to prvym krokom na vytvorenie Uspesnej terapie.

Alzheimerova choroba — dva mozZné ciele terapie

Alzheimerova choroba (DAT, demencia Alzheimerovho typu) je najcastejSie sa
vyskytujucou formou tauopdtie v fudskej populacii. Je to progresivne, nevyliecitelné
neurodegeneracné ochorenie. Prvé priznaky poskodenia mozgu sa objavuju v entorhi-
nalnom kortexe a hippokampe (Braak and Braak, 1991a). Hlavnymi histopatologickymi
abnormalnymi znakmi ochorenia su proteinové depozity v mozgu pacientov postihnu-
tych DAT vo forme senilnych plakov tvorenych B-amyloidom (AB) a neurofibrildarnych
klbiek tvorenych abnormalne zvinutymi formami tau proteinu.

Jedind sucasnd liecba Alzheimerovej choroby je zalozena na aplikacii inhibitorov
acetylcholinesterazy, ktoré poskytuju v urcitej faze ochorenia docasné potlacenie
symptémov (Shah and Reichman, 2006), avSak neovplyviuji samotny patologicky
proces ochorenia. Bez ucinnych liekov a s neustdle sa zvySujucim vekom ludskej po-
puldcie pocet pacientov rychlo rastie. Viac ako 30 milidnov ludi je postihnutych de-
menciou, ktorej prevaznu cast tvori DAT (60-80%), a pocet pacientov dosiahne 100
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milionov do roku 2050 (Prince et al., 2013). Preto je vyvoj liekov na DAT strategicky
nevyhnutnou Ulohou vyskumu pre najblizsie desatrocie.

Najnovsie experimenty naznaduju, ze DAT by mohlo byt mozné liecit imunotera-
piou (Lemere, 2013). Akumuldcia senilnych plakov v mozgu pacientov s DAT a objave-
nie mutacii v géne pre amyloidovy prekurzorovy protein (APP) spojenych s familialnou
formou DAT viedli k ,,amyloidovej hypotéze”, ktora povazovala ukladanie AB(1-42) za
kfucovy Startovaci mechanizmus patoldgie ochorenia (Hardy and Higgins, 1992). Na
zaklade tejto hypotézy bolo pripravenych niekolko desiatok klinickych testov, zamera-
nych na odstranovanie AB z mozgu pacientov pomocou aktivnej a pasivnej imuniza-
cie, inhibitorov agregacie AB a pouzitim inhibitorov B- a y-sekretazy zodpovednych za
vznik najtoxickejsSieho fragmentu AB(1-42) (Corbett et al., 2012; Giacobini and Gold,
2013; Mangialasche et al., 2010a). Vsetky klinické skisky zamerané na regulaciu me-
tabolizmu AR vsak doposial zlyhali v tretej faze, kedZe nevykazovali pozitivny vplyv
na upadok kognitivnych funkcii pacientov (Lemere, 2013; Mangialasche et al., 2010b;
Mullard, 2012).

Tau protein a jeho abnormdlne modifikdcie spésobujiice neurofibrilarnu pato-
légiu

So zlyhajucimi testami zameranymi na AB sa vyskum postupne zacina orientovat
na druhy patologicky znak DAT — agregované abnormalne formy tau proteinu. Tieto
agregované nerozpustné formy tau boli po prvy krat najdené v mozgu zosnulych pa-
cientov diagnostikovanych na demenciu Aloisom Alzheimerom na zaciatku minulé-
ho storocia (Alzheimer, 1907; Alzheimer, 1911), podla ktorého bolo toto ochorenie
neskor pomenované. Nerozpustné abnormalne tau proteiny tvoriace neurofibrilarnu
patoldgiu velmi dobre koreluju s neuronalnou dysfunkciou, odumieranim neurénov
a postupom kognitivneho Upadku pacientov (Braak and Braak, 1991b; Duyckaerts,
2011; Nelson et al., 2012). Preto sa ocakdava, Ze medzi tymito abnormalnymi tau pro-
teinmi treba hladat tie, ktoré maju toxické vliastnosti a priamo spésobuji dysfunkciu
neurdnov. Identifikacia tychto klucovych toxickych foriem tau proteinov v DAT a inych
tauopatiach je preto prvym krokom na pripravu Uspesnej terapie.

Tau je hlavnym s mikrotubulami asociovanym proteinom v neuronalnych bunkach,
podielajuci sa na vystavbe mikrotubularnej siete a vnatrobunkovom transporte mo-
lekul (Igbal et al., 2005). Z fyzikdlno-chemického hladiska patri tau do osobitej rodiny
vysoko rozpustnych, vnatorne neusporiadanych proteinov, ktoré v roztoku nemaju
stabilnd 3-D Struktdru (Skrabana et al., 2006a). V patologickych podmienkach DAT je
¢ast molekul tau proteinu intenzivne post-transla¢ne modifikovanda, najma zvysenim
mnozstva fosfatovych skupin na nom naviazanych (hyperfosforylacia, az 45 moznych
fosforylacnych miest) a proteolytickym Stiepenim (Igbal and Grundke-Igbal, 1991; No-
vak et al., 1991). Takto patologicky modifikovany tau protein straca schopnost viazat
sa na mikrotubuly, jeho abnormalna konformacia mu umozriuje interagovat s inymi
tau proteinmi, oligomerizovat a agregovat do vlaknitych Struktdr parovych Spirdlo-
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vych vlakien (PHF z angl. ,paired helical filaments”) ako hlavnej zlozky neurofibrilar-
nych klbiek (Alonso et al., 2001; Kovacech et al., 2010; Mandelkow and Mandelkow,
1998; Skrabana et al., 2006a; Skrabana et al., 2006b; Skrabana et al., 2006c; Zilka et
al., 2006; Zilkova et al., 2011). Co je véak priamym induktorom tvorby PHF a neurofib-
rilarnej patoldgie a aky je molekuldrny mechanizmus, nie je zatial objasnené.

KedZe nie je mozné jednoducho poufzit izolované formy tau agregatov na imuniza-
ciu pacientov, treba identifikovat klu¢ové charakteristiky patologickych tau proteinov
a tie potom poufZit na dizajn aktivnej vakciny.

Niekolko pilotnych studii ukdzalo, Ze imunoterapia méze byt jednym zo spésobov
redukcie tau patoldgie v mySacich modeloch tauopatii (Asuni et al., 2007; Bi et al.,
2011; Boimel et al., 2010; Boutajangout et al., 2010; Chai et al., 2011; Theunis et al.,
2013; Troquier et al., 2012). Vo vsetkych pripadoch cielom terapie bol fosfo-epitop
na ludskom tau proteine exprimovanom vo zvierati ako transgén. Hoci experimenty
splnili ciel' a naznadcili moznosti liecby, jednoduché fosfo-tau epitopy hemdzu byt po-
uzité pre liecbu u ludi, pretoZe tau je fosforylovany aj vo fyziologickych podmienkach
a takéto imunoterapeutikd by mohli vyvolat autoiminnu reakciu. Z tohto dévodu je
vyskum zamerany na vyhladavanie Specifickych Struktur abnormalnych tau proteinov
v DAT, ktoré by mohli byt pouzité v aktivnej alebo pasivnej imunoterapii.

Detailna Struktura neurofibrildrneho klbka pri DAT bola Studovana v Sestdesiatich
rokoch 20. storoc¢ia pomocou elektrénovej mikroskopie tkanivovych rezov. Michael
Kidd publikoval obrazky struktirnych podjednotiek neurofibrilarnych kibiek, ktoré sa
javili ako dve navzdjom stocené vlakna, ktoré pod vplyvom nedavnych objavov struk-
tury DNA nazval ,,paired helical filements“, PHF (Kidd, 1963). Ich molekuldrna podstata
vsak bola odhalena aZ po 20-tich rokoch. Imunologické studie ukazali, Ze tau protein
je jednym z proteinov pritomnych v PHF a neurofibrilarnych klbkach (Grundke-Igbal
et al.,, 1986; Kosik et al., 1986; Nukina and Ihara, 1986). AZ detailné biochemicka ana-
lyzy PHF dokazali, Ze tieto Utvary su tvorené samotnym proteinom tau (Novak et al.,
1989; Wischik et al., 1988a; Wischik et al., 1988b). Tieto experimenty tiez ukazali, zZe
tau protein v PHF je nielen vysoko fosforylovany ale zrejme aj fragmentovany (Jakes
et al., 1991; Novak et al., 1991; Novak et al., 1989; Wischik et al., 1988a; Wischik et
al., 1988b).

Patologické stiepenie neurondlnych proteinov je spolocnym menovatelom nie-
kolkych neurodegeneracnych ochoreni

V roznych neurodegeneracnych ochoreniach je abnormalne proteolytické Stiepe-
nie neuronalneho proteinu javom, ktory hra klicovu Ulohu v procese neurodegene-
racie. Tieto ochorenia sa liSia klinickym prejavom, nastupom, trvanim a nachylnostou
réznych typov neurdnov. Na druhej strane vsak zdielaju niekolko spolocnych znakov,
akymi st agregacia bielkovin, oxidativny stres, neurozapal a poruchy synapsii (Taraw-
neh and Galvin, 2010). Vyskumy ukazali, Ze bielkoviny zapojené do procesu patoge-
nézy DAT (tau) (Novak, 1994), Pickovej choroby (tau) (Mondragon-Rodriguez et al.,
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2008), kortikobazalnej degeneracie (tau) , FTD (tau a TDP-43) (Rudas et al., 2003),
Parkinsonovej choroby (a-synuklein) (Pohl et al., 2003) a Huntingtonovej choroby
(Hch, huntingtin) (Janschek et al., 2001), su proteolyticky Stiepené. Proteolyza moze
vytvorit bielkovinové fragmenty, ktoré nadobuldaju toxické vlastnosti a vymykaju sa
normalnej kontrole v neurdne. Patologicky Stiepené bielkoviny tak zrejme spustaju
kaskadu veducu k bunkovej smrti a tvoria nerozpustné agregaty.

Myslienka, Ze skratené bielkovinové fragmenty su inicidtormi patologickych pro-
cesov v neurodegeneracnych ochoreniach je neustale potvrdzovana experimentdl-
nymi vysledkami. Podobne protein TDP-43, ktory je hlavnou zloZkou tau-negativnej
and ubiquitin-pozitivnych agregatov pri amyotrofickej lateralnej skleréze (ALS) je pro-
teolyticky tiepeny. Stiepenie TDP-43 vedie k tvorbe C-koncovych fragmentov, ktoré
su nasledne ubiquitinované, fosforylované a agregované (Rudas et al., 2003). Bolo
ukazané, ze C-koncovo skrateny a-synuclein dokaze v pripade Parkinsonovej choro-
by iniciovat agregaciu fyziologickej formy bielkoviny (Goedert et al., 1996). Taktiez,
N-koncovy fragment huntingtinu obsahujuci polyglutaminové sekvencie inicializuje
procesy veduce k neuronalnej disfunkcii a patologickym abnormalitam pri Huntingto-
novej chorobe (Litersky et al., 1996).

Bielkoviny indukujice neurodegeneraciu su substratmi pre mnohé proteazy, ktoré
zahrfnaju kaspazy, kalpainy, katepsiny a metaloproteazy. Bolo ukazané, Zze huntingtin
Stiepeny kaspazou-3 je detekovatelny v mozgoch pacientov s HCh pred jej klinickym
nastupom (Goedert et al., 1995). V mozgoch pacientov s DAT boli tau fragmenty po
Stiepeni kaspazou-3 a -6 asociované so skorymi aj neskorymi neurofibrilarnymi klbka-
mi a ich pritomnost korelovala s kognitivnym Gpadkom (Gamblin et al., 2003; Guo et
al., 2004; Rissman et al., 2004). Podobne, kaspazové fragmenty a-synucleinu, ataxinu
3 a 7 boli identifikované v inych fudskych neurodegeneracnych ochoreniach. Tieto
zistenia ddvaju podklad pre myslienku, Ze proteolytické sStiepenie bielkovin predsta-
vuje najproduktivnejsSiu postranslacnd modifikaciu a hra kfucovu dlohu v patogenéze
fudskych neurodegeneracii.

Abnormadlne Stiepené tau proteiny nadobudaju toxické vlastnosti

Prvy dokaz o pritomnosti abnormalne proteolyticky Stiepeného tau proteinu
v mozgu pacientov s DAT bol poskytnuty za pomoci protilatky MN423. Mapovanie
epitopu ukazalo, Ze protildtka rozpoznava tau protein iba ak je C-koniec odstiepeny za
Glu391 (Novak et al., 1993). Imunohistochemicka analyza viedla k pozitivhej MN423
reaktivite neurofibrilarnych klbiek v tkanivach DAT pacientov, sticasne vsak k nega-
tivnemu farbeniu u kontrolnych, zdravych vzoriek (Bondareff et al., 1990). Patolo-
gické Stiepenie tau proteinu sa tymito pozorovaniami stalo definitivne sucastou pa-
tologického procesu veduceho k DAT. Odolnost PHF jadra vodi G¢inku proteaz viedla
k domnienke, Ze tau proteiny v rdmci PHF mdzu mat podobné vlastnosti ako pridny
(Novak, 1994). Tieto skratené tau proteiny boli pomenované ,taudény” a ocakava sa,
Ze by mohli samoagregovat do formy PHF vo vybranych neurénoch. Abnormalne Stie-
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penie tau proteinu a fosforylacia si mozné mechanizmy, ktoré vedu k transformacii
molekul tau proteinu na patologické a toxické formy — taudny (Novak, 1994; Wang et
al., 1996).

Neskor boli identifikované dalSie abnormalne Stiepenia tau proteinu spolu s pro-
teazami (Fasulo et al., 2000; Gamblin et al., 2003; Hanger and Wray, 2010; Rissman et
al., 2004; Wang et al., 2010).

In vitro $tudie tau agregacie indikovali, Ze C-koncova oblast tau proteinu ma inhi-
bi¢ny uc¢inok na tento proces, a Ze odstiepenie tejto ¢asti molekuly tau proteinu vedie
ku vzniku fragmentov, ktoré su nachylnejSie na agregaciu ako intaktné, normalne tau
bielkoviny (Abraha et al., 2000; Berry et al., 2003). Expresia abnormalne skratenej tau
molekuly 151-421, ktord vznikd v mozgu pacientov s DAT, v hipokampalnych neurénoch
viedla k spusteniu apoptdzy (Fasulo et al., 2000). To naznacuje, Ze proteolytické stiepe-
nie meni tau bielkovinu na toxickl so schopnostou indukovat apoptotick drahu.

Tieto vysledky podporuju domnienku, Ze skratenie tau vytvara molekuly podobné
prionom so ziskanymi toxickymi vlastnostami, ktoré vyplyvaju z rozdielnej konforma-
cie abnormalne skrateného tau. Tento pohlad je podporeny novou konformacne za-
vislou protildtkou DC11, ktord Specificky rozpoznava abnormalne tau proteiny v DAT
mozgoch, pricom farbenia kontrolnych zdravych vzoriek ostavaju negativne (Vechte-
rova et al., 2003). Tato Specificita sa da in vitro rekonstituovat na rekombinantnych
tau bielkovinach pomocou odstiepenia N- a C-koncovych casti tau.

V snahe o potvrdenie patologickej aktivity abnormalne skratenych tau proteinov
in vivo, boli dva ludské skratené tau proteiny (aa 151-391, 4R and aa 151-391, 3R)
exprimované v neurénoch potkanieho mozgu (Filipcik et al., 2012; Zilka et al., 2006).
Ukazali sme, Ze transgénne zvierata vykazuju kompletnu tau patologicku kaskadu ne-
urofibrilarnej degeneracie tak, ako ju pozorujeme u pacientov s DAT. Na histologickej
urovni boli pozorované neurofibrilarne klbka tau proteinu, na biochemickej neroz-
pustné tau agregaty a na systémovej Urovni zvySeny oxidativny stres (Cente et al.,
2006) a neurozapal (Zilka et al., 2009b). Vytvoreny model teda predstavuje jeden
z najkompletnejSich zvieracich modelov DAT v stcasnosti, ktory verne reprodukuje
tau neurodegeneraciu.

Zaroven potvrdil hypotézu, Ze takéto abnormalne skratené tau proteiny nadobu-
daju toxické funkcie a mohli by byt cielom terapie DAT.

Identifikdcia novych patologickych foriem tau ako cielov pre terapiu

Abnormalne tau proteiny su vyrazne obohatené v nerozpustnej frakcii z mozgové-
ho tkaniva (Filipcik et al., 2012; Vechterova et al., 2003). Charakterizaciou tychto pato-
logickych proteinov je mozné identifikovat molekuly s toxickymi vlastnostami priamo
zodpovedné za zmeny veduce k neurofibrilarnej degeneracii.

S cielom identifikovat $pecifické struktury patologickych (toxickych) tau proteinov
v DAT, ktoré by mohli byt pouzité v aktivnej alebo pasivnej imunoterapii, sme usku-
tocnili komplexnd proteomicku analyzu abnormalnych, nerozpustnych tau proteinov
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vyizolovanych z mozgu pacientov s DAT (Zilka et al., 2012). Vyvinuli sme tandemovu
imuno-frakcionaciu za pomoci troch specifickych anti-tau monoklonovych protilatok,
ktoré viazu N-koniec, C-koniec a strednu ¢ast tau molekuly. To ndm umoznilo oddelit
tau molekuly s intaktnym N-koncom a/alebo intaktnym C-koncom od tau molekul,
ktoré mali odstiepené oba konce. Protilatka rozpoznavajica N-koncovu tau sekvenciu
zachytila intaktné tau proteiny a rézne vysokoagregované formy, ktoré tvoria typicky
biochemicky podpis Alzheimerovej choroby — triplet A68 (Wolozin and Davies, 1987).
To znamen3, Ze Ziadne N-koncové tau fragmenty s chybajicimi C-koncovymi ¢astami
sa v nerozpustnych tau agregatoch nenachadzju, ¢o je v sulade so zistenim, Ze tenden-
ciu agregovat maju oblasti zodpovedajlce za vdazbu na mikrotubuly (R1-R4). Na druhej
strane, nerozpustné tau pozostava z mnozstva réznych fragmentov tau s intaktnym
C-koncom, ktoré sa vyskytuju v diskrétnych molekulovych hmotnostiach. To naznacdu-
je, Ze patologické tau proteiny su tvorené proteolytickym odstepovanim aminokyselin
z N-konca molekuly a Ze tento proces je prebieha na niekolkych preferovanych stiep-
nych miestach, a teda sa nejednd o nahodny proteolyticky proces. Tau proteiny v tych-
to klastroch sa navzajom lisia pritomnostou dalSich posttranslaénych modifikacii.

Poslednou skupinou su tau proteiny, ktoré neobsahuja ani jeden intaktny koniec.
Predstavuju rodinu bielkovin so Sirokym spektrom molekulovych velkosti od zhruba
10 kDa po vysokomolekulové oligoméry. Proteomicka analyza za pouZzitia hmotnost-
nej spektrometrie identifikovala nizkomolekulové tau polypeptidy, ktoré boli zhodné
s tau polypeptidmi v minulosti popisanymi ako sucast jadra PHF (Jakes et al., 1991)
a tak potvrdil pritomnost skratenych foriem tau proteinu v jadre PHF (Wischik et al.,
1988a; Wischik et al., 1988b).

Analyza pomocou hmotnostnej spektrometri identifikovala pocetné dalsie
posttranslacné modifikacie abnormalne Stiepenych tau proteinov, akymi sa hyper-
fosforylacia, ubiquitinacia, oxidacia, glykacia a acetylacia, ktoré sa nenachdadzaju na
normalnych tau proteinoch. Pritomnost tychto modifikacii je désledkom uz zmenenej
konformacie tau (spdsobenej proteolytickym Stiepenim) a nezvy€ajnou pristupnostou
tychto recipientskych miest tau molekuly pre modifikujdce enzymy.

Zdver

Aj ked' sa neurodegeneracné ochorenia liSia v priCine, nastupe, progresii a klinic-
kom obraze, zdielaju hlavnu spolo¢nu ¢rtu — tvorbu toxickych bielkovinovych frag-
mentov. Bolo ukazané, Ze skratenie bielkoviny mdze vyrazne zmenit jej Struktdru
a funkciu, ktord moze konvertovat z normalnej na patologicki a méze byt schopna
tuto abnormalnu struktdru propagovat viazanim na normalne tau proteiny. V pripade
DAT sme identifikovali skratené tau proteiny, ktoré s obohatené v parovych Spiralo-
vych vlaknach. Tieto vlakna tvoria makroskopické Utvary v mozgu, tzv. neurofibrilarne
klbka, ktoré predstavuju hlavnu formu tau patoldgie pri DAT. NavySe sme ukazali, Ze
skracovanie tau nie je produktom nahodného procesu, ale skor vysoko Specifického
proteolytického Stiepenia a/alebo neenzymatickej chemickej fragmentacie.
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Sucasné dokazy jasne ukazuju, Ze skratené tau bielkoviny su nielen hybnou silou

neurofibrildarnej degeneracie, ale sluzia aj ako matrica pre tvorbu novych skratenych
foriem, ktoré urychluju tvorbu Spirdlovych vlakien a neurofibrilarnych kibiek. Preto

su

prirodzenym cielom pre terapiu neurodegeneracnych ochoreni a identifikaciou

patologickych struktirnych podjednotiek — determinantov bude mozné zostavit imu-
noterapeutikd so schopnostou odstranit tieto abnormalne a toxické formy z mozgu
pacientov a tak zastavit proces neurofibrilarnej patolégie.
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STUDIUM STRUKTURY C-KONCOVEJ DOMENY TAU PROTEINU
AKO MOZNEHO CIELA PRE BIOLOGICKU LIECBU

Ondrej Cehlér, Rostislav Skrabana, Michal Novak
Neuroimunologicky ustav SAV, Dubravskd cesta 9, Bratislava

Abstrakt

S mikrotubulmi asociovany protein tau (MAPT) hra kritickd Ulohu v etiopatogenéze
tauopatii — doteraz neliecitelnych neurodegenerativnych ochoreni. Poznanie detailnej
Struktury a funkcie C-koncovych fragmentov MAPT (C-MAPT) ma mimoriadny vyznam
pre pochopenie indukcie patologickej kaskady veducej k neurodegeneracii. Predpo-
kladom je podrobnd analyza C-MAPT prostrednictvom réntgenovej krystalografie
a biofyzikalnych metdd vyuZivajuc monoklonové protildtky ako interakéné sondy pre
tau protein. Objasnenie funkcie C-MAPT ma potencial prispiet k ndvrhu optimalnych
lie¢ebnych stratégii pre Alzheimerovu chorobu.

Uvod

So zretefom na celosvetovy trend starnutia populdcie predstavuje Alzheimerova
choroba (demencia Alzheimerového typu — DAT), ktorej hlavnym rizikovym faktorom
je vek nad 65 rokov, zavainy medicinsky, ekonomicky a socidlny problém. DAT je jed-
nou z 10 hlavnych pri¢in Umrtia, ale doposial nie je znamy spdsob liecby alebo spoma-
lenia postupu ochorenia. Hlavnym znakom DAT je akumuldcia prirodzene neusporia-
danych proteinov tau a B-amyloidu vo forme toxickych nerozpustnych agregatov.

Prirodzene neusporiadané proteiny, ktoré za fyziologickych podmienok nenado-
budaju pevnu trojrozmernu Strukturu, su v prirode zastupené vo velkej miere, a ich
funkény repertoar dopliia funkcie globularnych proteinov. Vela prirodzene neuspo-
riadanych proteinov vSak hra ulohu aj v patogenéze [udskych ochoreni, ako napriklad
neurodegenerativnych procesov, rakoviny alebo diabetu (Uversky et al., 2008).

Za fyziologickych podmienok sa tau protein viaze na mikrotubuly a reguluje ich
dynamiku, zatial ¢o za patologickych podmienok Alzheimerovej choroby tau straca
schopnost vazby na mikrotubuly a vytvara vysoko nerozpustné parové spirdlové vlak-
na (PHF), ktoré sa usadzuju v tkanive. Pri¢ina premeny prirodzene neusporiadanej
formy proteinu tau na patologicky agregovanu formu nie je znama, ale rozhodujucu
ulohu mozu zohravat posttranslaéné modifikacie tau proteinu, a to najma jeho pro-
teolytické Stiepenie (Novak et al., 1993; Wischik et al., 1988a; Wischik et al., 1988b)
a hyperfosforylacia (Grundke-Igbal et al., 1986; lhara et al., 1986).

Spoznanie atomovej Struktury patologickych a fyziologickych konformacii tau
proteinu moze napomoct pri objasriovani zékladnych otdzok patogenézy DAT a inych
taopatii. Medzi oblasti na ktoré je potrebné upriamit pozornost patri osobitne jeho
C-koncova doména, kedZe sa zistilo, Ze C-terminalna Cast tau molekuly vyznamne in-
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hibuje agregéciu tau proteinu do amyloidovych struktdr (Abraha et al., 2000; Gamblin
et al., 2003).

Alternativnym zostrihom MAPT génu vznika v CNS 6 izoforiem tau proteinu, ktoré
sa lisia zastupenim N-koncovych insertov (Ziadny, jeden alebo dva) a pritomnostou
troch alebo Styroch mikrotubuly viaZdcich repetitivnych oblasti (Andreadis, 2005; Go-
edert et al., 1989). Najdlhsia izoforma proteinu tau v centralnom nervovom systéme
ma 441 aminokyselin. V molekule tau proteinu mdzeme identifikovat prevazne kyslu
N-koncovi doménu nasledovanu bazickou prolinovou doménou, mikrotubuly viazu-
cimi repetitivnymi oblastami a C-koncovou doménou obsahujicou kyslé aj bazické
aminokyselinové zvysky.

Pomocou NMR merani v roztoku bola pre aminokyseliny “2LADEVSASLA*’ C-kon-
covej domény tau proteinu zistena preferencia pre a-helikalnu Struktaru, ktord bola
pozorovana v 25 % sledovaného Casu (Mukrasch et al., 2009; Schwalbe et al., 2014).
Usek “9ADEVSASLA* bol metddou phage display zaroveri uréeny ako jedno z miest
na molekule tau proteinu, ktoré zohravaju ulohu pri vdazbe tau na mikrotubuly (Cao
and Mao, 2009).

Po agregdcii tau proteinu sa C-koniec molekuly nachadza vo vnuatornej vrstve rela-
tivne neusporiadaného obalu, ktory obklopuje kompaktné jadro parového Spiralového
vldkna (Wegmann et al., 2013). Za fyziologickych podmienok v roztoku sa C-koncova
doména tau vyskytuje vo vysokej frekvencii v blizkosti repetitivnych oblasti a 40-tich
N-koncovych aminokyselin tau, ¢o bolo oznacené ako ,paperclip” model konformacie
tau molekuly (Jeganathan et al., 2006; Mukrasch et al., 2009).

KedZe tau protein mdze nadobudnut Struktiru po interakcii s vdzobnym part-
nerom, je mozné vyuzitim tau-Specifickych protilatok pripravit krystaly komplexov ,
vdaka ktorym je mozné urcit struktiru tau metddou rontgenovej difrakénej analyzy.
Protilatky, ktorych epitopy leZia v C-koncovej oblasti tau proteinu, mézu poskytnut in-
formacie o réznych Struktdrnych stavoch tau proteinu zodpovednych za jeho funkciu.

Postup pre skiimanie C-koncovej domény tau prepteinu pomocou réntgenovej
krystalografie a kinetickych merani interakcii

Pri skimani C-koncovej domény tau proteinu sa vyuziva podobny pristup aky sme
pouzili v naSej predchadzajlcej praci pri krystalizacii tau peptidu z prolinovej oblasti
s protilatkou Tau5 (Cehlar et al., 2012). Rekombinantné tau proteiny pre biofyzikalne
merania sa exprimuju v E.Coli a purifikuju z bakteridlneho lyzatu pomocou iénome-
nicovej a gélovej chromatografie (Csokova et al., 2004; Krajciova et al., 2008). Fab
fragmenty monoklénovych protilatok s epitopmi v C-koncovej oblasti tau molekuly sa
pripravuju papainovym Stiepenim molekuly protilatky a naslednou purifikaciou Stiep-
nej zmesi pomocou afinitnej a gélovej chromatografie a ich koncentracia ako aj kon-
centracia tau proteinov sa stanovuje pomocou nami validovanej metodiky merania
absorbancie pri 205 nm, ktora je v porovnani s inymi metddami vyuZzivajucimi globu-
larny protein ako kalibracny Standard (napr. BCA metdda) vhodnejsia pre stanovenie
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koncentracie prirodzene neusporiadanych proteinov. Primarna sekvencia protilatok
sa odvodzuje z nukleotidovej sekvencie po naklonovani obidvoch retazcov Fab frag-
mentov a sekvenovani PCR produktov.

Interakcia Fab fragmentov protilatok s tau proteinmi sa monitoruje metddou rezo-
nancie povrchového plazménu pomocou pristroja BIACORE3000 a Cipov CMS5 pri roz-
nych teplotach. Fab fragment sa imobilizuje na povrch ¢ipu a tau protein sa nastrekuje
ako analyt v réznych koncentraciach. Vyhodnotenim senzorgramov pomocou modelu
pre interakciu 1:1 sa ziskavaju rychlostné konstanty, z ktorych sa pomocou Eyringovej
analyzy vyhodnocuju teplotne zavislé termodynamické parametre prechodového sta-
vu. Rovnovazine termodynamické parametre sa vypocitavaju z parametrov asociacie
a disociacie prechodového stavu.

Krystalizacia Fab fragmentov protilatok a ich komplexov s tau peptidmi prebieha
metddou difuzie vodnych par vo formate visiacej alebo sediacej kvapky, pri ktorych
sa kvapka obsahujlca roztok proteinu a zrazadla ekvilibruje v uzavretej komore oproti
rezervoaru zrazadla. Sediace kvapky sa pipetuju ruc¢ne do 96 jamkovych krystalizac-
nych platni¢iek pomocou nami opisanej a validovanej metddy pouZitia motorizova-
nych pipiet (Skrabana et al., 2012), pomocou ktorej je mozné pipetovat 200 nl kvapky,
¢o sa miniaturizaciou objemu bliZi rozsahu automatickych krystalizacnych robotov
(Stewart and Mueller-Dieckmann, 2014), a umozniuje zniZenie potrebného mnozstva
proteinu a podstatné urychlenie pripravy krystalizacnych experimentov. Na skrining
pociatocnych krystalizacnych podmienok sa pouzivaju komercné krystalizacné sady
roztokov zrazadiel. Pokial sa pociato¢nym skriningom neziskaju krystaly poskytujice
dostatoc¢nu difrakciu, je mozné podmienky v ktorych vyrastli slabo difraktujuce krys-
taly dalej optimalizovat. A to bud' Gpravou zloZenia roztoku vybraného zrazadla, zme-
nou pociatoc¢nej koncentracie proteinu, zmenou teploty, ockovanim krystalov alebo
oddelenim nukleacie a rastu krystalov. Pritomnost peptidu v krystaloch komplexov sa
overuje analyzou prislusnych krystalov pomocou kvapalinovej chromatografie spoje-
nej s detekciou hmotnostnou spektrometriou (LC-MS).

Ziskané krystaly sa v pritomnosti kryoprotektantu zamrazuju v kvapalnom dusiku
a difrakéné data sa meraju na synchrotrénovom zdroji rontgenového Ziarenia. Data
sa spracuivaju v programe XDS (Kabsch, 2010) a Struktura sa riesi metddou molekulo-
vej ndhrady za pouzitia $truktiry sekvenéne podobnej protilatky ako modelu. Dalie
spresnovanie struktury prebieha v opakovanych cykloch automatického spresriovania
modelu v programe REFMACS5 (Murshudov et al., 2011) a manudélnych Gprav modelu
v grafickom programe COOT (Emsley et al., 2010). Strukttra sa validuje analyzou mo-
delu pomocou serveru MolProbity (Chen et al., 2010). Ziskana konformacia tau sa po-
rovnava s vysledkami simulacie molekulovej dynamiky tau peptidu za poufZitia silové-
ho pola vhodného pre simulaciu prirodzene neusporiadanych proteinov CHARMM?22*
(Piana et al., 2011).
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Diskusia a zdver

Navrhovana metdda krystalografickej analyzy C-koncovej domény tau proteinu,
doplnena biofyzikalnou charakterizaciou jej interakénych schopnosti bola v minulosti
Uspesne vyuzita pri skimani struktury inych oblasti tau proteinu. Pomocou ko-krysta-
lizacie tau peptidu s Fab fragmentom protilatky sme ziskali informacie o konformacii
tau v prolinovej oblasti a C-konci skrateného proteinu tau151-391. V komplexe s proti-
latkou Tau5 bola urcenad struktura 16 aminokyselin tau peptidu z prolinovej oblasti pri
rozli$eni 1.6 A. Ziskand $truktura tau peptidu vykazuje pritomnost niektorych sekun-
darnych Struktur, ktoré podla zisteni NMR merani v roztoku tato oblast tau proteinu
prechodne nadobuda. Po vazbe tau peptidu doslo v paratope protilatky k znacnym
konformacnym zmendam, ¢o bolo zistené porovnanim Struktur volného Fab fragmentu
a Fab fragmentu v komplexe s tau peptidom (Cehlar, pripravované). Podobne, v kom-
plexe tau fragmentu odvodeného z jadra parového Spiralového vldkna s Fab fragmen-
tom protilatky MN423, ktord predstavuje odtlacok jeho trojrozmernej Struktury pri
Alzheimerovej chorobe, bola zistend konformacia C-koncového hexapeptidu *7TD-
HGAE3* (Sevcik et al., 2007; Skrabana et al., 2010).

Sledovanie kinetiky interakcie Fab fragmentu monoklénovej protilatky Tau5 so
skratenymi tau proteinmi a s plnodizkovym tau proteinom pri réznych teplotich
a nasledné odvodenie rychlostnych konstant asociacie a disociacie umoznilo analyzu
rovnovaznej termodynamiky a termodynamiky prechodového stavu, ktord poukaza-
la na rozdielne vlastnosti epitopu v prolinovej oblasti molekuly skrateného proteinu
taul51-391 oproti zvysnym sledovanym formam tau proteinu. Preukazali sme, Ze
N- a C- koncové skratenie tau molekuly, ktoré spésobuje v transgénnom potkariom
modeli patoldgiu Alzheimerového typu (Filipcik et al., 2012; Zilka et al., 2006), meni
pristupnost a termodynamické parametre interakcie prolinovej oblasti tau, o méze
zohravat Ulohu pri vzniku neurodegenerativnych tauopatii (Cehlar, 2013).

Na déleZitost C-koncovej oblasti pre funkciu tau proteinu poukazuje aj skuto¢nost,
Ze oslabenie prechodnych interakcii dlhsich vzdialenosti (paperclip konformacia) na-
sledkom pseudofosforylacie v prolinovej a C-koncovej doméne molekuly tau proteinu
dochédza k zrychlenej agregacii tau proteinu (Bibow et al., 2011). KedZe pritomnost
12 C-koncovych aminokyselin tau zabranuje jeho agregacii (Abraha et al., 2000), je
podstatné zistit informéacie o Strukture a interakénych vlastnostiach C-koncovej do-
mény tau proteinu.
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NUKLEOVE KYSELINY AKO BIOLOGIKA PRE LIECBU
NEURODEGENERACNYCH CHOROB

Peter Filipéik, Martin Cente, Alena Opattova, Michal Novak
Neuroimunologicky ustav SAV, Dubravskad cesta 9, Bratislava

Abstrakt

Jednym z vyznamnych znakov neurodegeneracie je nadmerné hromadenie posko-
denych a nespravne zvinutych proteinov v cytoplazme neurénov centralneho nervo-
vého systému (CNS). Je to sucast patogenézy mnohych, klinicky rozne sa prejavujucich
neurodegeneracnych ochoreni. Patri k nim aj sporadicka forma Alzheimerovej choro-
by (ACh) — najcastejsia forma demencie, za ktorou v pocetnosti pripadov nasleduje
sporadicka Parkinsonova choroba (PCh). Podobné narusenie proteostdzy pozorujeme
aj v genetickych formach ACh a PCh, ale aj v pripade Huntingtonovej choroby, Amy-
trofickej laterdinej sklerdzy, Spinocerebeldrnej ataxie a mnohych dalsich ochoreniach
CNS. Pri vSetkych tychto chorobach, ktoré sumarne nazyvame ,proteinové foldopa-
tie“, dochddza k tvorbe vysokomolekulovych proteinovych agregatov, ktorych od-
bdranie pomocou protedzomového systému alebo autofagie, teda Specializovanych
mechanizmov pre udrziavanie proteostazy, z roznych dévodov uz dalej nie je mozné.
U¢inna lie¢ba proteinovych foldopatii doposial’ neexistuje. Vo svojej praci sme sa za-
merali na navrhnutie stratégie pre inhibiciu neurodegeneracie pomocou biologik na
baze nukleovych kyselin.

Uvod

Alzheimerova choroba patri medzi tauopatie, ktoré su charakterizované vnutro-
bunkovou akumulaciou s mikrotubulami-asociovaného proteinu tau (MAPT) vo forme
parovych Spiralovych vlaken (PHF), ktorych hromadenie v cytoplazme neurénov vedie
k tvorbe neurofibrilarnych kibiek (NFT) — jednému z dvoch hlavnych histopatologic-
kych znakov definujlicich Alzheimerovu chorobu (Grundke-Igbal a kol., 1986). Detailné
histochemické studie ukazali, Ze lokalizacia a mnozstvo NFT v mozgu pacientov s ACh
pozitivne koreluje s postupom choroby a teda aj s kognitivnym upadkom pacientov
(Braak & Braak, 1991). Preto sa tau protein a jeho modifikované formy, ktoré su hlav-
nym komponentom NFT dostdvaju stale viac do centra pozornosti biomedicinskeho
vyskumu. Je zndme, Ze posttranslacné modifikacie tau proteinu, ako napriklad fosfo-
rylacia (Grundke-lgbal et al., 1986; Igbal et al., 2005; Pevalova a kol., 2006, Kovacech
a kol., 2007), glykacia (Yan a kol., 1994), glykozylacia (Wang a kol., 1996), ubikvitinacia
(Bondareff a kol., 1990) a enzymatickd alebo neenzymaticka proteolyza v Specifickych
usekoch tau proteinu (Novak a kol., 1993, Garcia-Sierra a kol., 2003) maju mimoriadny
vyznam v etiopatogenéze ACh a pribuznych tauopatii. Niektoré z tychto modifikacii su
jej spustacim mechanizmom (Kovacech a kol. 2010).
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Sporadicka forma Alzheimerovej choroby je multifaktorialne ochorenie, jej vznik
a priebeh je viazany na vyskyt réznych rizikovych faktorov a v tom spociva aj kompliko-
vanost pri hladani G¢inného lieku proti ACh. Napriek intenzivnemu vyskumu doposial
nie je zname, v ktorej faze vyvinu ochorenia a do akej miery sa jednotlivé rizikové
faktory uplatnuju. Je zrejmé, Ze rizikové faktory ako také (samy osebe), vznik ACh ne-
spbsobuju, ale ak st pritomné, pravdepodobnost, Ze sa ochorenie prejavi, je vyssia.
Najvyznamnej$im rizikovym faktorom ACh je vek — mozog musi dosiahnut urcity kri-
ticky vek aby sa sporadicka ACh mohla objavit. K dal$im patria hypertenzia, diabetes,
depresia, fajcenie, nizka fyzicka a mentdalna aktivita, ¢i obezita v strednom veku. Naj-
vyznamnejSie vsak ku vzniku ACh prispievaju rozne kombinacie rizikovych faktorov.

Nasim predpokladom je, Ze kritickym rizikovym faktorom pre vznik a vyvin ACh
je objavenie sa patologicky skrateného MAPT. Méze k nemu ddjst bud enzymaticky
alebo aj spontanne, napriklad pri Urazoch hlavy (ale aj opakovanych ideroch do hlavy
pri Sporte), po anestéze alebo hypoxii pripadne inak, pésobenim vyssie spomenutych
rizikovych faktorov. Predpokladame, Ze pritomnost patologicky skrateného tau je spo-
loénym menovatelom a vysledkom spolo¢ného p6sobenia réznych typov induktorov
ACh.

Vysledky

Experimentalne data z nasho laboratdria ukazali, Ze nadmerna expresia a in-
traneuronalna akumulacia modifikovaného (skrateného) tau proteinu odvodeného
z primarnej struktury ludského patologického MAPT v mozgu pacientov s ACh vedie
k neurodegeneracii Alzheimerovho typu aj u experimentalnych zvierat. Tento dej je
sprevadzany vyznamnym zvysenim hladiny reaktivnych kyslikovych intermediatov
v neurdnoch kultivovanych in vitro, silnym neurozdpalom in vivo, behavioralnym de-
ficitom, metabolickymi poruchami a predéasnym dumrtim experimentalnych zvierat.
(Cente a kol. 2006; Zilka a kol. 20086, Filip¢ik a kol., 2006). Tieto vysledky naznacuji na
prioritnd Ulohu proteolytického skratenia tau proteinu v skorych fazach, ako aj v dal-
Som priebehu neurodegnerativneho ochorenia. V experimentdlnych podmienkach
sme pozorovali nadobudnutie neurotoxickej funkcie komplexu transgénneho a endo-
génneho tau proteinu. Predpokladdme, Ze prave tato interakcia akceleruje patogené-
zu ACh u ¢loveka. Struktura fyziologického tau sa meni, stdva sa ,patogénom*“ a inte-
raguje s normalnymi molekulami MAPT, ktoré modifikuje podla svojho vzoru a takto
im zabranuje vykonavat ich pévodnu funkciu.

Predpokladame, Ze toxickymi molekulami v patogenéze tauopatii su intermedi-
aty pri tvorbe NFT a nie samotné NFT. Objasnenie tejto skutoc¢nosti a zistenie, kto-
ré z tychto intermediatov su pre bunku najskodlivejSie, ako aj uréenie moznosti ich
vnutrobunkovej degradacie by vyznamne prispelo k navrhu novych terapeutickych
stratégii, ktoré by mohli viest k lie¢be tauopatii a ACh.

Vzhladom k tomu, Ze premena fyziologického tau na patologickd formu a jeho na-
sledna interakcia s de novo sa syntetizujicim MAPT je smrtelna kombinacia dejov,
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je otazne ¢i samotné zablokovanie resp. znizenie syntézy MAPT by nemalo pozitiv-
ny efekt a neviedlo by prinajmenej k spomaleniu patogenézy. V literattre existuju
naznaky, Ze tento proces by mohol byt Gspesny, avsak dodnes tito myslienku nikto
experimentalne nepotvrdil ani nevyvratil. Inhibicia expresie tau proteinu a priprava
tau - deficientnych neurénov pomocou interferujicich RNA v dospelych resp. diferen-
covanych neurdénoch by mohla viest aj k identifikacii novych doposial nepoznanych
funkcii tau proteinu.

Predpokladdame, Ze biologika na baze nukleovych kyselin by mohli byt dobrym na-
strojom na overenie tejto hypotézy v experimentdlnom systéme. Za tymto ucelom
sme v nasom laboratériu vyvinuli Specificky vektor na baze rekombinantnych parvo-
virusov (rAAV, adeno-asocivané virusy). Kombinaciou niekolkych komeréne dostup-
nych plazmidovych vektorov sme pripravili Specificky rAAV, nesuci ciefovu sekvenciu
malych interferujicich RNA (siRNA) pre inhibiciu expresie MAPT. Funkénost plazmi-
dov exprimujucich siRNA sme overili v ko-transfekcii buniek HEK293 s génovym kon-
Struktom produkujicim najdlhsiu izoformu tau proteinu (T40) spolocne s cielovymi
sekvenciami pre siRNA. Western blotova analyza bunkovych extraktov jednoznacne
ukazala, Ze 5 zo 7 navrhnutych siRNA velmi vyrazne inhibuje expresiu tau proteinu.
Hladina exprimovaného tau bola detegovand pomocou vysokoafinitnej monoklono-
vej protilatky, rozpoznavajucej vsetky izoformy MAPT.

V nadvaznosti na tieto experimenty sme optimalizovali transdukéné podmien-
ky pre potkanie primarne neurdny izolované z cerebralneho kortexu 18- drovych
potkanich embryi. Je zndme, Ze efektivita transdukcie adeno-asociovanymi virusmi
L,AAV“ v roznych typoch tkaniv vyznamne zavisi od serotypu AAV. Typickym prikladom
st bunky CNS. Niektoré serotypy preferencéne transdukuju gliové bunky, iné neurdé-
ny. Preto sme sa v prvom kroku zamerali na urcenie optimalneho serotypu AAV pre
transdukciu neurdénov. Za tymto Ucelom sme pouzili rekombinantné AAV serotypu
1 a 2 (rAAV1 a rAAV2), obsahujuce sekvenciu pre zeleny fluorescencny protein (GFP)
pod cytomegalovirusovym promaotorom, alebo pod prométorom pre [udsky synapsin
(hSyn). Zistili sme, Ze rAAV1 prednostne transdukuje gliové bunky, kym rAAV2 neuro-
ny, pricom (hSyn) vyrazne zvySuje hladinu expresie GFP.

V ramci optimalizacie vyvoja Specifickych rAAV vektorov ako transdukéného systé-
mu pre primarne cerebrokortikalne neurdny a in vivo aplikacie sme doposial defino-
vali podmienky pre pripravu rAAV v kazdej faze produkcie Specifickych vektorov: na-
vrh vektora ,,in silico”, ko-transfekcie pre tvorbu rAAV v geneticky modifikovanej bun-
kovej linii AAV293, priprava primarnej suspenzie rAAV, afinitna purifikacia na HiTrap
heparinovej koldne, ultrafiltracia rAAV, titracia rAAV pomocou real time PCR, Western
blotu a fluorescencnej analyzy s GFP. Pomocou optimalizovanych metdd sme pripravili
dostatocné mnozstvo rAAV pre experimenty v systéme in vitro (priblizne 1-2x10° viru-
sovych gendmov/100 uL). Nasim cielom je zvySenie produkcie rAAV pre experimenty
in vivo a pomocou bakulovirusovej technolégie dosiahnut titer minimalne 1-2x10*?
virusovych genémov/100 pL.
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Zdver

V zdvere mozno zhrnut, Zze rekombinantné adeno-asociované virusové vektory su
efektivnym nastrojom pritvorbe bunkovych a animalnych modelov zdvaznych [udskych
ochoreni. Ich potencial vak siaha ovela dalej, a predpokladame, Ze v blizkej budtc-
nosti budu vystupovat aj v Ulohe biologik na baze nukleovych kyselin vo forme rAAV.
Predurcuju ich k tomu priaznivé vlastnosti, medzi ktoré patri predovsetkym ich nepa-
togénnost, extrachromozomalna lokalizacia a minimalna imunogénnost. Vyznamnym
milnikom bol rok 2012, kedy bola v Eurdpe po prvykrat schvélena génova terapia pre
liecbu deficiencie lipoproteinovej lipazy u [udi. Je mozné, Ze v priebehu nasledujiceho
desatrocia postUpi terapia na baze vyssie popisanych biologik na Uroven, v ktorej sa
nachadzaju monoklonové protilatky, momentélne najaspesnejsie biologika.

Podakovanie
Tato praca vznikla vdaka financovaniu projektov APVV-0677-12 a LPP-0043-09

Literatura

1. Bondareff, W., Wischik, C.M., Novak, M., Amos, W.B., Klug, A. & Roth, M. (1990).
Am. J. Pathol., 137, 711-723.

2. Braak, H. & Braak, E.(1991). ActaNeuropathologica,82, 239 — 259.

Cente M, Filipcik P, Pevalova M, Novak M. (2006) Aug;24(4):1085-90.

4. Filipcik P, Cente M, Ferencik M, Hulin I, Novak M. (2006) Bratisl Lek Listy,107(9-
10):384-94. Review.

5. Garcia-Sierra, F., Ghoshal, N., Quinn, B., Berry, R. W. & Binder, L. I. (2003). J. Alzhe-
imers Dis., 5, 65-77.

6. Grundke-lgbal, ., Igbal, K., Tung, Y. C., Quinlan, M., Wisniewski, H. M. & Binder, L.
I. (1986). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 4913-4917.

7. lgbal, K., Alonso Adel, C., Chen, S., Chohan, M. O., El-Akkad, E., Gong, C. X., Khato-
on, S., Li, B., Liu, F., Rahman, A., Tanimukai, H. & Grundke-Igbal, I. (2005). Biochim.
Biophys. Acta, 1739, 198-210.

8. Novak, M., Kabat, J. & Wischik, C. M. (1993). Embo. J. 12, 365-370.

9. Wang, J.Z,, Grundke-Igbal, I. & Igbal, K. (1996). Nat. Med., 2, 871-875.

10.Yan, S.D., Chen, X., Schmidt, A.M., Brett, J., Godman, G., Zou, Y.S., Scott, C.W., Ca-
puto, C., Frappier, T., Smith, M.A,, Yen, S.H. & Stern, D. (1994). Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 91, 7787-7791.

11. Zilka, N., Filipcik, P., Koson, P., Vechterova, L., Skrabana, R., Zilkova, M., Rolkova, G.,
Kontsekova, E. & Novak, M. (2006). FEBS Lett. Jun 26;580(15):3582-3588.

12. Kovacech B a Novak M. 2010 Curr Alzheimer Res. 2010 Dec;7(8):708-16. Review.

13. Kovacech B, Kontsekova E, Zilka N, Novak P, Skrabana R, Filipcik P, Igbal K, Novak
M. FEBS Lett. 2007 Feb 20;581(4):617-22. Epub 2007 Jan 18

14. Pevalova M, Filipcik P, Novak M, Avila J, Igbal K. Bratisl Lek Listy. 2006;107(9-
10):346-53. Review.

w

55



BIOLOGICKA LIECBA V TEORII A PRAXI — Bratislava 2014

BIOLOGICKE PREPARATY V REUMATOLOGI!:
HISTORIA A SUCASNOST

Rovensky, J.!, Buc, M.?, Kriska M*

INdrodny Ustav reumatickych choréb, Piestany
a 2Imunologicky Ustav LFUK, Bratislava

V historickom vyvoji lie€iv len maloktora skupina priniesla tak vyznamné zmeny
v stratégii farmakoterapie vo viacerych medicinskych disciplinach ako biologické lieci-
va (BL). Azda najviac z tohto nového progresu profituje reumatoldégia kde novu poziciu
ziskala reumatoidna artritida (RA), ktora celkovo v medicine patri na 3. miesto v pocte
klinicky skusanych lieCiv. Vyznamny podiel biologickych liekov ovplyviiujucich systé-
moveé zdpalové procesy patri predovsetkym tym, ktoré neutralizuju alebo znizuju pro-
dukciu cytokinov. K dispozicii je uz viac ako desiatka lieciv, ktoré ovplyviuju aktivitu
cytokinov na viacerych Urovniach (tab. 1). Sem na historicky prvé miesto patria najma
tie, ktoré neutralizuju TNF (faktor nekrotizujlci nadory).

Tab. 1 Prehlad biologik vyuZivanych hlavne v reumatolégii

1998 — infliximab (Remicade) — chimérova monoklonova protildtka (mAb) proti TNF,
i.v. podanie kazdych 4 - 8 tyZzdnov

1999 — etanercept (Enbrel) — anti-TNF receptor, s.c. aplikacia 1 — 2 x tyZdenne

2001 - anakinra (Kineret) — anti IL-1, aplikacia denne

2002 — adalimumab (Humira) — humanna protilatka anti-TNF, s.c. a 2 tyZzdne

2005 - alefacept (Amenive) — LFA3-imunadhezin, aplikacia i.v. raz za tyZzden

2007 — rituximab (Mabthera) v RA — chimérova mysSia mAb — anti-CD20, i.v. aplikacia
podla odpovede

2007 — abatacept (Orencia) — CTLA-4 imunoahezin, i.v. a 4 tyZdne

2009 — tocilizumab (RoActemra) — humanna mAb anti-IL-6R, i.v. a 4 tyZdne

2009 — certolizumab pegol (Cimzia) , humanizovana mAb anti-TNF, s.c. a 2 tyzdne

2009 — golimumab (Simponi) humanizovand mAb anti-TNF mAb, s.c. aplikacia

2012 — tofacitinib (Xeljanz) — inhibitor Janusovej kindzy, aplikacia p.o.; registracia pre
RA aj od FDA aj od EMA

Biologické lieciva v zaverecnom hodnoteni lll. fazy klinickych skusok

2012 — secukinumab —humanna mAb anti-IL-17, aplikacia s.c. raz mesacne

2012 — sarilumab — analdg tocilizumabu, aplikacia s.c.

2012 — pegsunercept — solubilny TNF-receptor; oproti etanerceptu ma dlhsiu dobu
ucinku
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Biologické lieCiva v porovnani s inymi maju osobitné postavenie. Pri zovseobecneni
ich mechanizmov Ucinku na farmakodynamickom principe zaloZenom na interakcii
protilatky s antigénom sa predpoklada, Zze tym, Ze st vysokoselektivne su aj bezpec-
nejSie. Podobné Uvahy vsak Casto prispievaju k faloSnej predstave bez vyhrad o ich vy-
sokej bezpeénosti. Reumatolégovia véak uz maju nie tak davnu skisenost s hypotézou
proklamovanej selektivity a Specificity skupiny nesteroidovych antiflogistik (NSA) —
koxibov. Skusenosti vSak tento vSeobecne platny predpoklad nepotvrdili a stale platia
staré pravdy farmakoepidemioldgie:

- bezpecnost sa dosahuje pri respektovani individualnych rizik pacientov,

- treba brat ohlad na adherenciu pacientov k terapii najméa pri polymyorbidi-
te,

- reSpektovat interakcie liekov pri polymorbidite,

- treba brat do Uvahy aj zriedkavo (menej ako 1 : 10 000) sa vyskytujice ne-
Ziaduce udalosti v dosledku terapie, ktoré sa ale zato sa prejavuju velmi in-
tenzivne. Pripadne tiez v dosledku prolongovanej hospitalizacie, komorbidi-
tami. VSetky vyssie spominané udalosti mozu byt spojené s trvalymi nasled-
kami a mortalitou (1).

Biologické lieky (bioterapeutika) predstavuju skupinu liekov produkovanych Zivy-

mi bunkami pomocou technoldgie rekombinantnej DNA. Zvycajne sa delia do troch

kategorii:

1. lieky, ktoré su takmer identické s prirodzenymi latkami vytvaranymi v organizme
sa pouzivaju ako substitu¢na liecba alebo na zvysenie tvorby tychto latok samot-
nym organizmom,

2. monoklonové protilatky, ktoré sa viazu na solubilné alebo povrchové proteiny na
bunkach a blokujua urcité metabolické drahy a funkcie bunky;,

3. umelo vytvorené proteiny, ktoré napodobnuju receptory (solubilné receptory ale-
bo antagonisti receptorov), ale st rozpustné a navrhnuté tak, aby boli v fludskom
organizme stabilné.

Biologické lieky maju dolezité miesto v medicine, v sicasnosti najma v dermato-
|6gii, gastroenteroldgii, hematoldgii a v reumatoldgii. Od nizkomolekulovych liekov sa

odlisuju vo viacerych aspektoch (tab. 2).

Tab. 2. Porovnanie vlastnosti malych molekul a biologickych liekov

Vlastnost Malé Biologické lieky
molekuly
Hmotnost (M) | 100 — 1000 18 000 — 145 000
Vyroba Chemicka Produkované Zivymi organizmami a izolované
syntéza biotechnologickymi procesmi
Struktura Jednoduchd | Zlozitd priestorova Struktura citlivda na mnohé
faktory
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Zakladnym rozdielom je velkost molekdul. Zatial ¢o relativna molekulova hmotnost
(M) syntetickych liekov malych molekdl sa pohybuje v stovkach daltonoy, v pripade
proteinov hovorime o desiatkach tisic daltonov (napr. velkost 1gG protilatok je 145
000 daltonov).

Biologické lieky, od jednoduchych hormdnov az po komplexné monoklonové
protilatky a rozpustné receptory, su velké zloZité bielkoviny, s jedinecnou tercidarnou
a kvartérnou Strukturou, ktord nie je mozné presne skopirovat. Primarnu Struktidru
tvori retazec aminokyselin kddovanych sekvenciou nukleotidov v DNA. Sekundarna
a tercidrna Struktura je zaloZena na relativne slabych vazbach a podlieha post-trans-
lacnym zmendm. Kvartérna Struktura je citliva na vonkajsie podmienky. V zavislosti od
réznych podmienok skladovania a distribtcie méze dochadzat k denaturacii a agrega-
cii proteinov. Aj drobné rozdiely vo vyslednej Struktire dokazu vyznamne ovplyvnit
farmakokinetické a farmakodynamické vlastnosti findlneho produktu, s dopadom na
jeho Ucéinnost a bezpeénost. Proces vyroby biologickych liekov pozostava z viacerych
krokov, ktoré su validované a Standardizované. Najprv sa prislusna sekvencia Ziada-
ného génu transfekuje do buniek do bunkovej linie. Potom nasleduje fermentacia
pozadovanej bielkoviny, jej separacia, extrakcia a purifikacia, az sa ziska liek, ktory
ma definovanu kvalitu, stabilitu a Cistotu. Kazdy liek proteinovej povahy ma aj riziko
imunogénnosti, a preto moze navodit neZiaduce Ucinky, ktoré zahfnaju alergické, ana-
fylaktické reakcie, sérovu chorobu, neutralizaciu proteinu, stratu uc¢inku a pod. Hoci
st zndme mnohé faktory, ktoré prispievaju k tymto reakciam, vyskyt a klinicky vyznam
imunogénnosti zostava pri konkrétnom lieku nepredvidatelny, pokial nie je overeny
v klinickych stadiach (2).

ManaZment reumatoidnej artritidy (RA) spociva predovSetkym v pouZivani anti-
reumatickych liekov modifikujicich chorobu (DMARDs). Tieto latky charakterizuje ich
schopnostou zmiernit alebo potlacit priznaky a symptémy, postihnutie, zhorsenie kva-
lity Zivota, pracovnu neschopnost a progresiu poskodenia kibov, a tym zasahovat do
celého procesu choroby. DMARDs tvoria dve hlavné triedy: syntetické chemické zluce-
niny (sSDMARDs) a biologické latky (0DMARDs). V tejto suvislosti sa neddvno navrhlo
nové nazvoslovie pre DMARDs, ktoré bude treba dodrziavat. V désledku toho bude
pojem konvenéné sDMARDs (csDMARDs) zahtffiat chemické latky, ako je metotrexat
(MTX), sulfasalazin a leflunomid, pricom tofacitinib, novy sDMARD, Specialne zacie-
leny na Janusove kinazy (JAKs), sa bude oznacovat ako cieleny sSDMARD (tsDMARD).
Pat dostupnych inhibitorov TNF (adalimumab, certolizumab pegol, etanercept, goli-
mumab a infliximab), inhibitor kostimulacie T-lymfocytov, abatacept, inhibitor aktivity
B-lymfocytov a ich poctu, rituximab, blokujica monoklonova protilatka proti recep-
toru pre interleukin 6, tocilizumab, ako aj inhibitor pésobenia IL-1, anakinra, budu
zaradené ako biologicky origindlne lieky (boDMARDSs), pricom biosimilarne lieky (bs)
budu oznacované ako bsDMARDs, napr. bs-infliximab, ktory nedavno schvalila Eurdp-
ska agentura pre lieky (EMA).
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Specifickejsie polozky sa vztahuju na zacatie DMARD-lie¢by pomocou konvenénej
sDMARD (csDMARD) stratégie v kombindcii s glukokortikoidmi a nasledne pridanim
bDMARD alebo inej csDMARD stratégie (po stratifikacii podla pritomnosti alebo ab-
sencie nepriaznivych rizikovych faktorov) v pripade, Ze sa terapeuticky ciel nedosiahne
do 6 mesiacov (alebo ak nevidiet zlepsenie do troch mesiacov). Inhibitory TNF (adali-
mumab, certolizumab pegol, etanercept, golimumab, infliximab, biosimilarne lieky),
abatacept, tocilizumab a za urcitych okolnosti aj rituximab, sa v zasade povazuju za
podobne Gcéinné a bezpeéné. Ak prva bDMARD stratégia zlyha, mbze sa pouzit akakol-
vek ind bDMARD stratégia. Odporucania sa zaoberaju aj tofacitinibom ako cielenym
sDMARD (tsDMARD), ktory sa v pripade licencie odporuca po pouZiti aspon jedného
bDMARD. Odporucania sa zaoberaju aj biosimilarnymi liekmi. Cieflom tychto odpo-
raéani je informovat reumatoldgov, pacientov, narodné reumatologické spolo¢nosti
a inych zainteresovanych o najnovsom konsenze EULAR tykajucom sa manaZmentu
RA pomocou sDMARDs, glukokortikoidov a bDMARDs. Su zalozené na dokazoch a na-
zoroch odbornikov a ich cielom je zlepSenie vysledkov liecby pacientov s RA (3).

Citatelov, ktori by sa chceli podrobnejsie oboznamit s biologickymi lie¢ivami odpo-
ra¢ame na dve monografie Fusek et al. (4) a Buc (5).
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BIOLOGICKA LIECBA PRI REUMATOIDNEJ ARTRITIDE

Lukac J, Lukacova O.
Narodny Ustav reumatickych chordb, Piestany

Uvod

Reumatoidna artritida je chronicka autoimunitna zapalova choroba nezndmej eti-
olégie. Prejavuje sa chronickou artritidou a vznikom kibovych destrukcii a deformit.
Castym klinickym nalezom st aj mimokibové prejavy — najéastej$ie reumatoidné uzly,
vaskulitida, serozitidy a postihnutie pluc. Priebeh je chronicky, ¢asto s obdobiami re-
aktivacie a nizkej aktivity. Postihuje 0,5 — 1 % populacie (1, 2, 3). PreZivanie pacientov
s RA je skratené o 5- 7 rokov v porovnani s populdciou zdravych osob.

Etiopatogenéza reumatoidnej artritidy

Predpoklada sa, Ze faktory vonkajSieho prostredia (infekcie, fajcenie) u genetic-
ky predisponovanych oséb vyvoldvaju aktivaciu buniek imunitného systému — najma
T- a B-lymfocytov a nadmernu produkciu prozapalovych cytokinov, predovsetkym fak-
tora nekrotizujuceho nador (TNF), interleukinu 1 (IL-1) a interleukinu 6 (IL-6). Dosled-
kom tychto zmien je migracia zapalovych buniek do kibov a aktivacia osteoklastov.
Dochédza k sekrécii tkanivovych metaloproteinaz, ktoré destruuju kibové $truktdry—
kostné tkanivo a kibovu chrupku.

Priebeh reumatoidnej artritidy

Priebeh RA u jednotlivych pacientov je rozny, dolezité je preto véasné rozoznanie
nepriaznivych prognostickych faktorov RA. Pri vyskyte stredne zdvaznych a zavaznych
faktoroch sa poskodenie na kiboch postupne zvyrazriuje. Dsledkom kibového posko-
denia je disabilita a vyrazné zniZenie kvality Zivota.

Liecba reumatoidnej artritidy
Liecba RA musi byt véasna a komplexna, spojena s pravidelnym monitorovanim
aktivity a moznych neZiaducich G&inkov (NU) lie¢by.
Ciefom liecby je:
1. dosiahnut remisiu choroby, alebo
2. znizit aktivitu choroby a
- tym zmiernit bolesti
- zachovat alebo zlepsit funkénud schopnost pohybového aparétu
- zlepsit kvalitu Zivota chorych — spomalit alebo zastavit progresiu

Zakladom spravnej lieCby RA je v€asné stanovenie diagndzy, posudenie klinickej
aktivity choroby a funkéného stavu, vysetrenie laboratdrnych testov a autoprotilatok,
vyhodnotenie Strukturnych zmien, vyhodnotenie prognostickych faktorov a priebehu
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RA a véasné zavedenie adekvatnej lie€by, ktora moze byt nefarmakologickd a farma-
kologicka.

Nefarmakologicka liecba pozostava z poucenia pacienta, Upravy denného rezimu,
fyzikdlnej a rehabilitacnej lieCby, pripadne chirurgickej liecby.

Farmakologicka liecba je komplexna. Na liecbu bolestivych stavov sa vyuZiva-
ju nesteroidové antiflogistikd a analgetika. Glukokortikoidy su indikované predo-
vsetkym v obdobi vysokej aktivity a akdtnych prejavov— na preklenutie obdobia do
zaCiatku ucinku chorobu modifikujucich liekov. Antireumatika modifikujice chorobu
(DMARDs) su skupinou liekov, ktord ma réznu chemickd Struktdru a rézny mecha-
nizmus uc¢inku. Nemaju priamy analgeticky ucinok, ich liecebny ucinok nastupuje po
niekolkych tyZzdnoch a pretrvava rézne dlhy ¢as aj po ich vysadeni. Antireumatikd mo-
difikujuce chorobu zasahuju do imunopatologickych procesov pri RA, zniZuju protei-
ny akutnej fazy, znizuju klinickd aktivitu RA a mézu spomalovat alebo zastavovat rtg
progresiu RA. Rozdeluju sa na syntetické DMARDs (sDMARDs) a biologické DMARDs
(bDMARDS) (4). Syntetické DMARDSs sa rozdeluju na: a) konvencéné (cDMARDSs) — napr.
metotrexat, sulfasalazin, leflunomid, hydroxychlorochin, soli zlata, cyklosporin A b)
cielené —targeted (tsDMARDs, napr.tofacitinib).

Biologické DMARDs (bDMARDSs) su originalne biologické (boDMARDSs) a biologic-
ky podobné lieky (biosimilars — bsDMARDs) (5, 6, 7).

Liecba aj biologickymi liekmi aj syntetickymi DMARDSs je najucinnejsia pri véasnom
podani lieku. Véasnym zavedenim ucinnej liecby predideme vzniku ireverzibilnych
zmien na kiboch a deformitdm. VEasna lie¢ba vedie spravidla k zastaveniu rtg progre-
sie choroby, navodeniu remisie choroby a zlepSenie kvality Zivota.

Biologickd liecba RA

Biologicka liecba ucinkuje cielene na presne definované miesto v patogenetickom
procese RA. Jej vyvoj umoznilo poznanie patogenetickych mechanizmov pri RA.

Biologicka liecba RA sa v klinickej praxi zacala v Slovenskej republike vyuZivat za-
Ciatkom 21. storocia. Prvym liekom kategorizovanym pre liecbu RA bol infliximab.

Infliximab je monoklonova chiméricka protilatka proti TNF, ktorad obsahuje v svojej
molekule 25 % mysieho proteinu. U¢inkuje proti solubilnému aj na membranu viaza-
nému TNF. PouZiva sa v kombindcii s metotrexatom.

Adalimumab je humanizovana monoklonova protiladtka, ktord mozno podavat
v monoterapii alebo v kombinacii s metotrexatom. V kombindcii s metotrexatom je
ucinnejsia ako v monoterapii. Etanercept je plne humanna rekombinantna moleku-
la, ktord sa sklada z Fc-fragmentu fudského 1gG1 a receptoru pre TNF (p75). Viaze
a neutralizuje solubilny aj na membrany viazany TNF. Na rozdiel od monoklonovych
anti-TNF protilatok nevyvolava lyzu a apoptdzu buniek, ktoré exprimujd TNF, a ¢o je
dolezitejsie, ani neutralizaéné protilatky, ktoré by zniZovali jeho Gc¢innost.

Certolizumab je modifikovana monoklonova protilatka s anti-TNF Gcéinkom, ide
o jej Fab-fragment, na ktory je nadviazany pegol (polyetylénglykol). Certolizumab
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neutralizuje solubilny aj membranovo viazany TNF. Vdazba monoklonovej protilatky
na pegol zabezpecuje dlhsi biologicky polcas, preferenénu distriblciu v zdpalovych
tkanivach a vzhladom na to, Ze neobsahuje Fc-fragment, nedochadza k fixacii kom-
plementu. Certolizumab podobne ako etanercept nevyvoldva apoptézu monocytov
a lymfocytov v periférnej krvi a neovplyvriuje degranulaciu lymfocytov. Golimumab
je plne humanna monoklonova protilatka proti TNF, ktora inhibuje solubilny aj trans-
membranovy TNF. Rituximab je chimerickd monoklonova protilatka, ktora sa viaze na
antigén CD20 na povrchu zrelych B-lymfocytov a ich prekurzorov. Rituximab sposo-
buje prechodnu, takmer Gpinud depléciu B-lymfocytov v krvi— jeho Gcinok koreluje so
stupriom deplécie. Je Ucinny predovsetkym u pacientov so séropozitivnou RA, u pa-
cientov s vysokou aktivitou RA a vaskulitidou. Rituximab mozno indikovat u pacientov,
u ktorych je liecba anti-TNF netcinna alebo kontraindikovana.

Tocilizumab je rekombinantna monoklonova protilatka proti receptoru pre inter-
leukin 6 (IL-6). ViaZe sa na solubilny aj na membrany viazany receptor pre IL-6R. IL-6
sa uplatniuje v patogenéze akutneho a chronického zépalu, stimuluje tvorbu proteinov
akutnej fazy a zvysuje aktivaciu osteoklastov. Abatacept je fuzovany protein CTLA-4—
IgG1, ktory sa sklada z domény humanneho CTLA-4 a z Fc-fragmentu [udského IgG1.
ViaZe sa na molekuly CD80 a CD86 na povrchu buniek prezentujucich antigén (APC)
a zabranuje ich vazbe na molekuly CD28 na pomocnych T-lymfocytoch. Tym zabra-
ni prenosu kostimulacnych signalov z APC na T-lymfocyty a zabrani tak ich aktivacii.
Anakinra je rekombinantna neglykozylovana forma humanneho receptoru IL-1RA. Vy-
vazuje interleukin 1 (IL-1) a tym brani jeho vazbe na svoj receptor IL-1R pritomny na
pocetnych bunkach tkaniv a organov; vysledkom je utlmenie zapalovych procesov.

Tofacitinib je mald molekula syntetizovana chemicky; aplikuje sa perorélne. In-
hibuje Janusove kinazy, konkrétne JAK3, ¢im interferuje s transkripciou génov. Patri
takto medzi lieky, ktoré pdsobia cielene (,targeted therapy*). U¢inok tofacitinibu bola
porovnatelnd s adalimumabom a dalsimi biologickymi DMARD (8, 9).

Indikdcie biologickej liecby RA

Biologicka liecba RA je indikovana u pacientov s pretrvdvajlucou vysokou aktivi-
tou RA, u ktorych liecba standardnymi DMARDs nebola dostatoc¢ne Gc¢inna alebo bola
kontraindikovana. Podavanie BL mozno zvazit i v pripadoch pretrvavajucej aktivity RA
s progresiou $truktdrnych kibovych zmien v rtg obraze. Aktivita RA sa hodnoti kom-
pozitnym indexom (disease activity score) DAS28. Skére DAS 28 > 5,1 sa hodnoti ako
vysoka aktivita RA (10, 11, 12).

U¢éinnost biologickej lie¢by RA

Nezistil sa vyznamny rozdiel v uc¢innosti jednotlivych biologickych liekov na aktivitu
RA. Vacsina biologickych liekov (infliximab, golimumab, abatacept, rituximab, anakin-
ra) sa moze podavat iba v kombindcii s metotrexatom, iba liecba adalimumabom, eta-
nerceptom, certolizumabom a tocilizumabom si nevyZaduje suic¢asné podavanie me-
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totrexatu. Na druhej strane BL v kombinacii s metotrexatom je Gcinnejsia ako v mo-
noterapii. Vynimkou je tocilizumab; podla klinickych studii je u¢innost tocilizumabu
v monoterapii rovnako uc¢inna ako v kombindcii s metotrexatom.

Biologicka liecba je ucinna u viac ako 60 % pacientov rezistentnych na liecbu Stan-
dardnymi DMARDs. Remisia RA sa dosahuje aZ u tretiny pacientov na BL. Vyznamny
prinos BL je v tom, Ze ucinok niektorych biologickych liekov nastupuje uz po niekol-
kych dnoch, zriedkavo sa terapeuticky efekt zaznamend az po niekolkych mesiacoch.
Biologicka liecba zastavuje radiograficku progresiu, dokonca aj u pacientov, u ktorych
sa nedosiahne remisia alebo nizka aktivita zdkladnej choroby. Biologicka liecba znizZuje
hladiny proteinov akutnej fazy a celkove zlepsuje kvalitu Zivota pacientov. V pripade
neucinnosti jedného biologického lieku je mozna jeho zamena za iny biologicky liek
(13, 14). Okrem RA sa uvedené lieky uZivaju aj v liecbe inych zdpalovych reumatickych
chordb ale svoje uplatnenie nasli aj v dermatoldgii a gastroenteroldgii (Tab. 1).

NeZiaduce ucinky biologickej liecby

Najéastej$im neziaducim ucinkom (NU) biologickej lie¢by st infuzne reakcie pri
infizne podavanej BL a lokalne reakcie v mieste vpichu pri subkutanne podavanej
latky. Vyskytnut sa mézu i alergické reakcie. Liecba biologikami s anti-TNF Géinkom je
spojena s rizikom aktivacie latentnej tuberkuldzy. Preto pred zavedenim liecby biolo-
gickym liekom je potrebné vysetrenie ,QuantiFERON TB gold“ testom a pneumologic-
ké vySetrenie vratane rtg hrudnika a Mantoux testu (15). Dal$im NU je ¢astejsi vyskyt
infekcii — vratane oportunnych infekcii. Dékazy o vyskyte lymfémov alebo solidnych
nadorov nie su jednoznacné, pretoze vyskyt non-Hodgkinovych lymfémov pri RA, oso-
bitne pri RA s vysokou aktivitou, je zvySeny. Pri podavani BL sa vsak preukazal vyssi
vyskyt nemelandmovych koznych nadorov. Pri BL sa vyskytuje pozitivita ANA a anti-
dsDNA protilatok. U niektorych pacientov s autoprotilatkami sa mézu zaznamenat
i priznaky systémového lupus erythematosus (lupus indukovany liekmi).

U Casti pacientov s RA sa vytvaraju protilatky proti biologickym liekom. Tato imu-
nitna odpoved na biologické lieky (imunogénnost) je jednym z hlavnych dévodov ne-
ucinnosti liecby infliximabom alebo adalimumabom. Vysledky studii o imunogénnosti
ostatnych anti-TNF liekov nie su jednoznacné.

Biosimilars

Po skonceni patentovej ochrany originalnych biologickych liekov sa v sic¢asnosti
do klinickej praxe dostavaju lieky s podobnymi biologickymi uc¢inkami ako originalne
lieky- tzv. biosimilars. Nie su to identické pripravky s povodnymi origindlnymi liekmi,
pretozZe biologické lieky su produkované Zivymi systémami (baktérie, kvasinky, alebo
bunky cicavcov). Su to velké molekuly, proteiny alebo polypeptidy. Sekvencia amino-
kyselin tychto makromolekul je zhodna s originalnym liekom, rozdiel je v priestoro-
vom usporiadani molekuly a naviazanymi oligosacharidovymi postrannymi skupina-
mi (8).
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Zdver
Biologicka lieCba RA je Ucinna aj v pripadoch, ak je pritomna rezistencia na Stan-

dardné DMARDs. Je Gcinna i pri dlhodobom podavani. V stcasnosti su skisenosti
i s viac ako 10-ro¢nym podavanim biologickych liekov. Podava sa v centrach biologickej
liecby zapalovych reumatickych chorob a ich preskripcia podlieha schvaleniu reviznym

lekdrom.
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Tab.1

Biologické lieky registrované v Slovenskej republike pre liecbu RA

Lieky

ZloZenie

Davkovanie

Indikacie

Adalimumab

Humanna monoklonova
protildtka proti TNF

40 mg & 2 tyzdne s.c.

RA, AS, PsA, JIA,
axidlnaspondylartritida,
MC, uveitida, psoriaza

protildtka proti TNF

Etanercept Humdénna rekombinantnd |50 mg 4 1tyZzderis.c. |RA, AS, PsA, JIA
molekula s 2 receptormi
p75 viazanych na Fc-
fragment 1gG1

Infliximab Chimérova monoklonova 3-7,5mg/kgiv.a8 |[RA, AS, PsA, MC, UC
protilatka proti TNF tyzdnov i.v.

Golimumab Humanna monoklonova 50 mgs.c. 44 tyzdne |[RA, AS, PsA,

Certolizumab

Humanna monoklonova
protilatka bez Fc-
fragmentu proti TNF

400 mg s.c. v tyzdni O,
2,4 a potom 200 mg
a2 tyZzdne

RA, AS, PsA,

interleukin 1 (IL-1RA)

Rituximab Chimérova monoklonova 1000 mgi.v. 1. RA, ANCA asociované
anti-CD20 protilatka a 15. den, nasledne vaskulitidy
karu opakovat 4 6
mesiacov
Abatacept Fuzovany protein CTLA-4 10 mg/kg za 4 tyzdne |RA, JIA
s lgGl [AYA
Tocilizumab Humanizovana monoklo- |8 mg/kgi.v. a4 RA, JIA
nova protilatka proti tyzdne
receptoru pre IL-6
Anakinra Antagonista receptora pre |s.c. denne RA

RA - reumatoidna artritida, PsA - psoriatickd artritida, JIA - juvenilna idiopaticka artri-
tida, AS - ankylozujuca spondylitida, MC — morbus Crohn, UC - ulcerdzna kolitida
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VYZNAM BIOLOGICKEJ LIECBY
PRI JUVENILNEJ IDIOPATICKE) ARTRITIDE

KosSkova Elena
Narodny Ustav reumatickych choréb, Piestany

Uvod

V ostatnych dvoch dekadach doslo k vyznamnému rozvoju pediatrickej reumato-
I6gie. Podmienili ho hlavne tri skutocnosti. Prvym dolezitym ¢inom bolo vytvorenie
spolo¢ného nazvu juvenilnd idiopaticka aritida (JIA) konsenzom expertov z Eurdpy
a Ameriky a vytvorenie medzinarodne;j klasifikacie. Nakolko ide o heterogénnu choro-
bu, cielom klasifikacie bolo ohranicit ¢o najhomogénnejsie subtypy. Klasifikacia bola
publikovana v r.1995, jej prva revizia bola urobend v r.1997, posledna, doteraz platna
druha revizia, v r.2001 a pracuje sa uz na dalSej revizii (1, 2).

Juvenilnu idiopaticku artritidu (JIA) definujeme ako najcastejsie sa vyskytujicu ar-
tritidu neznamej etioldgie, ktora zacdina pred 16. rokom Zivota a trva najmenej 6 tyz-
dnov po vyluceni inej priciny artritidy. OdliSujeme 7 kategorii choroby, ktoré su pres-
ne definované. Systémova forma JIA (sJIA) je najzavaznejsia, nakolko okrem artritidy
a horucok postihuje aj iné orgdny. Zavaznou komplikaciou asi u 5 - 8 % pacientov so
sJIA méze byt syndrom aktivovanych makrofagov (MAS), ktory sa najcastejsie podiela
na pricine smrti. Unikatna entita pre detsky vek je oligoartritida, ktora postihuje 1 az 4
kiby do 6 mesiacov od zagiatku choroby s relativne dobrou progndzu. Polyartritida pri
JIA postihuje 5 a viac kibov prvych 6 mesiacov od zaciatku choroby. Méze mat pritom-
ny reumatoidny faktor a najviac sa podoba reumatoidnej artritide dospelych. Castej-
Sie sa vyskytuje hlavne u dievcat polyartritida s negativnym reumatoidnym faktorom.
Psoriaticka artritida predstavuje dalSiu kategoriu JIA Entezitida a artritida u chlapcov
nad 6 rokov je spojena s pritomnostou HLA-B27 antigénu. Napokon je nediferenco-
vana artritida, ktora nespltia kritéria ziadnej z vyssie uvedenych kategdrii, resp. spifia
kritéria dvoch a viac uvedenych kategorii (1).

Dal$im délezitym ¢inom bolo vypracovanie klinickych ukazovatelov tzv. ,core set”
pre monitorovanie aktivity choroby, kvality Zivota, ako aj definovanie zlepSenia resp.
vzplanutia choroby (4,5,6). Validované merania odpovede na liecbu JIA tzv. ACR krité-
rii (American College of Rheumatology) akceptuje Fod and Drug Administration (FDA)
a Europen Medical Administration (EMA). Zavedenie Specifickej legislativy pre vyvoj
terapie v pediatrii v Eurdpe a USA zastreSuje velkd medzinarodna siet PRINTO (The
Pediatric Rheumatology International Trials Organization)/PRCSG (Pediatric Rheuma-
tology Collaborative Study Group). Klinické studie na medzinarodnej Urovni s etaner-
ceptom, adalimumabom, tocilizumabom a abataceptom umoznili ich zavedenie do
klinickej praxe (7).
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Metody

V Narodnom Ustave reumatickych choréb v Piestanoch sme prvych pacientov za-
cali liecit etanerceptom (ETA) v novembri 2004 a do roku 2013 to bolo spolu 63 pa-
cientov, z toho 19 chlapcov a 44 dievcat vo veku od 4 do 18 r. po predchadzajicom
pisomnom suhlase rodicov. Tabulka 1 uvadza rozloZenie pacientov podla typu JIA.
Vietci pacienti museli spifiat kritéria podla odporucania NHS (National Institute for
Clinical Excellence) z r. 2002 a revidovanych v r. 2005. ISlo o pacientov s aktivnym poly-
artikuldrnym postihnutim, s jednoznacne potvrdenou diagndzou JIA, u ktorych nebol
dostatocny efekt lieCby metotrexatom, resp. jeho intoleranciou. V r. 2011 ACR rozsirila
indikacie biologickej liecby o faktory so zlou progndzou — pri oligoartikularnej forme je
to artritida bedrového kibu a krénej chrbtice, artritida élenkov alebo zapasti, pretrva-
vanie vysoke]j zapalovej aktivity a radiografické zmeny. Dalsimi indikaciami biologickej
liecby bola dlhodob3 lie¢ba glukokortikoidmi v davke >0.2 mg/kg a trvanie aktivity
choroby viac ako 6 mesiacov. Podmienkou zaradenia bolo vylucenie tuberkuldzy po
vySetreni u pneumoldga s negativnym Mantoux Il testom, neskor aj s negativnym Qu-
antiferénovym testom. Okrem toho sa musela vyluéit hepatitida typu B a HIV-infekcia,
imunodeficienia, premaligny stav a malignita.

Vysledky

Remisiu choroby dosiahlo 41 (58 % ) pacientov, z ktorych remisiu pri liecbe MTX
dosiahlo 13 pacientov a remisiu, kedy sa mohla kompletne vysadit lie¢ba dosiahlo 28
pacientov. Vyznamne lepéi efekt lie¢by mali pacienti s krat$ou dizkou trvania choroby
pred zavedenim biologickej lieCby. Remisia s vysadenim liecby sa dosiahla pri prie-
mernom trvani choroby 3,9 roka oproti pacientom s 6,2 roka, u ktorych sa ponechala
bazélna liecba.

Podla typu JIA, remisia sa dosiahla u jediného pacienta s psoriatickou artritidou,
u 4 zo 6 pacientov s entezitidou asociovanou s artritidou a u okolo polovice pacientov
s inymi formami JIA (tab. 2).

Lie¢bu anti-TNF sme predcasne ukoncili u 12 pacientov (19 %), z toho pre neu-
¢innost alebo stratu ucinku u 7 pacientiv (11 %), z ktorych az 5 malo polyartritidu so
systémovym zaciatkom. Pre pre zdvazné vedlajsie Ucinky sa liecba ukondila u 5 pacien-
tov (2 pacienti mali autoimunitné komplikacie — trombocytopenickd purpura, vystup
ANA a ENA protilatok s vaskulitidou, Crohnova chorobu u jedného pacienta s poziti-
vitou HLA- B27 antigénu, jeden pacient mal Casté infekcie s uveitidou a jeden pacient
mal alergicky exantém) (tab. 3).

NeZiaduce ucinky, pre ktoré sa liecba zmenila, sa objavili celkovo u 11 pacientov
(26 %). Z nich u 10 sme zmenili liecbu na adalimumab (ADA) (pre uveitidu 6 pacientov,
pre alergicky exantém 3 pacientov a pre flu-like syndrém 1 pacientky). U jednej pa-
cientky s hypervaskularizadciou moc¢ového mechura sme zmenili liecbu na abatacept.

K vedlajsim acinkom, ktoré viedli k do¢asnému preruseniu liecby patrili infekcie
hornych dychacich ciest (streptokokova infekcia Sarlach, angina 2x a asymptomaticka
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streptokokova infekcia), brochopneumania 2x, z toho 1x vyvolana Chlamydiou pne-
umoniae, varicella, infekcia mocovych ciest, kozné nfekcie a to impetigo, flegmdna
v mieste vpichu, infekcia herpes zoster. Infekéné kommplikacie sa objavili vacsinou
v prvy rok liecby.

U pacientov s dosiahnutou remisiou sa vyznamne urychlil rast s objavenim rasto-
vého Spurtu v 2. roku liecby, ktory pokracoval rovnomerne do 18. roku Zivota.

Diskusia

Juvenilnd idiopaticka artritida je prognosticky zavazna choroba. JIA ¢asto perzistu-
je do dospelého veku, vedie k dlhotrvajicej morbidite so zavaznym funkénym posko-
denim a Castou retardaciou rastu (8). Najhorsiu prognézu mala polyartikuldrna forma,
pri ktorej sa dosiahla remisia len u 15 % pacientov v priebehu 10 rokov (13). V patoge-
néze predpokladané spustace JIA zahfriaju genetické a environmentalne faktory ako
su infekcie a vakcinacia. Rozne antigény spustaju zdpalovi odpoved' autoreaktivnych
T-lymfocytov v kibe. CD4* T-lymfocyty maju kli¢ovu tlohu v patogenéze JIA. Okrem
Specifickej imunity sa zaroven aktivuju aj iné bunky nespecifickej, vrodenej imunity
ako su makrofagy, synoviocyty a iné bunky. Vysledok tejto aktivacie je tvorba mno-
hych prozapalovych mediatorov a cytokinov (9). Analyza cytokinov ukazala podobny
profil v plazme a synoviovom vypotku pri oligoartikularnej a poolyartikularnej for-
me JIA (11). Objavenie kltucovej ulohy cytokinov ako su faktory nekrotizujice nadory
(TNF) a IL-6 a IL-17 sa stalo vychodiskom biologickej liecby nielen dospelych pacientov
s reumatoidnou artritidou, ale aj pre pacientov s JIA.

Navodenie aj klinickej aj laboratdrnej remisie choroby zasadne meni jej progndzu
a ovplyvnuje kvalitu Zivota a ako ukazali nase vysledky zabezpeci normalny rast a vy-
voj dietata.

V patogenéze sJIA ma klticovu Ulohu IL-6, éo vysvetluje nedcinnost anti-TNF lieCby
u ¢asti nasich pacientov so sJIA. Cast pacientov so sJIA méa aktivaciu vrodenej imunity
s nadmernou tvorbou IL-1 a spifia klasifikaciu autozapalovej choroby (10).

Hoci polyartritida s pozitivitou RF sa nachadza iba 5 % populacie pacientov s JIA,
pretrvavajuca aktivita choroby vedie k véasnému pogkodeniu kibov. Patogenéza je po-
dobna reumatoidnej artritide u dospelych pacientov.

Aktivacia B-lymfocytov hra ulohu v patogenéze oligoartritidy s ANA-pozitivitou,
ktora postihuje najcastejSie dievcata pred 6. rokom Zivota. Napriek dobrej progndze
z hladiska artritidy, u Casti pacientiek sa vyvinie chronicka iridocyklitida podobne ako
pri polyartritide RF negativnej s ANA pozitivitou (12). Incidencia uveitidy asociovanej
s JIA sa odhaduje ro¢ne na 11 pripadov na 100 000. Chronicka uveitida ma zavazné
nasledky ako poskodenie zraku aZ u tretiny a slepotu u desatiny postihnutych oci (14).
Ukazalo sa, Ze IF-ANA pozitivny titer 2320 (vySetrenie imunofluorescenciou na HEp2-
bunkéch, nie ELISA metddou) mozno povazovat spolu s anthisténovymi protilatkami
(AHA) za riziko objavenia sa chronickej uveitidy (3).

Vela sa polemizuje o objaveni sa uveitidy v priebehu lieCby etanerceptom. Ukazuje
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sa, ze lie¢ba etanerceptom méze za urditych okolnosti viest k jej indukcii alebo exa-
cerbacii (15). Nasich pacientov s uveitidou sme preto previedli na adalimumab s dob-
rym efektom, len u jednej pacientky lie¢ba uveitidy zostala po dvoch rokoch nedcinna
a vlani pre vyrazné zhorsenie sme presli na lieCbu abataceptom (16).

Vyvoj zapalovej choroby criev (IBD) Crohnovej choroby sme zaznamenali u pacien-
ta s entezitidou asociovanou s artritidou, ktord méze vyustit do spondyloartropatie.
Francuzski autori popisali Crohnovu chorobu iba u 0,15 % pacientov so spondyloar-
tropatiou lieCenych etanerceptom (17). Objavenie sa novych autoprotilatok v priebe-
hu lieCby etanerceptom sme zaznamenali u nasich troch pacientov, popisuje sa vsak
u pacientov s JIA zriedkavejsie ako u dospelych pacientov (18).

Zavedenie biologickej liecby oproti minulosti zamena vyssie poZiadavky na ciele
liecby vratane bezpecnosti liecby tak z kratkodobého ako aj dlhodobého hladiska. Bio-
logika sa lisia r6znou imunogénnostou, ktora sa povazuje za pricinu straty efektu lie¢-
by. Patra sa po prediktoroch toxicity anti-TNF liecby. Z dlhodobého hladiska urcitou
hrozbou zostéva riziko vyvoja malignity. Velmi cennym zdrojom sa stali velké narodné
registre pacientov s JIA nastavenych na biologicku liecbu.

Stale zostava otvorend dizka trvania lie¢by a davkovania lieku. Va&$ina pacientov
sa brani vysadeniu biologickej liecby aj po navodeni klinickej a humoralnej remisie
choroby vzhladom na podstatne zlepsenu kvalitu Zivota. Zaverom plati, Ze anti-TNF
liecba je uc¢inna u Casti pacientov s JIA a je relativne bezpecna.
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Tab. 1: Charakteristika suboru pacientov z hladiska subtypu JIA

Typ JIA Spolu Chlapci Dievcata
Systémova 9 2 7
Polyartikularna LFT- 22 3 19
Polyartikularna LFT+ 3 1 2
Extendovana oligoartikularna 22 8 14
Entezitida asociovana s artritidou 5 1
Psoriatickd 0 1
Spolu 63 19 a4
Tab. 2: Hodnotenie remisie JIA podla typu
Typ JIA Klinicka remisia Na liecbe Bez liecby
Systémova 4/9 2
Polyartikularna LFT- 11/22 5 6
Polyartikuldrna LFT+ 0/3 0 0
Extendovana oligoartikularna 12/22 6 6
Entezitida asociovana s artritidou 4/6 0 4
Psoriaticka 1/1 0 1
Spolu 32/63 13 19
Tab 3: Dovody ukoncenia liecby
Dévod Pocet % suboru

Neucinnost alebo strata ucinnosti 11
3

7
2
Crohnova choroba 1 1,6
1
1

Autoimunitné komplikacie

Alergicky exantém 1,6
1,6

Uveitida a opakované infekcie
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BIOLOGICKA LIECBA PRI ANKYLOZUJUCEJ SPONDYLITIDE

ZInay Martin, ZInay Daniel
Narodny Ustav reumatickych chordb, Piestany

Ankylozujuca spondylitida (AS) je chronickd zapalova reumaticka choroba nezna-
mej priciny, ktoré priméarne postihuje axialny skelet. Fakultativne mézu byt zapalom
zasiahnuté aj periférne kiby konéatin a Gpony 3liach. U priblizne tretiny pacientov sa
mozu vyskytnat extra-spindlne manifestacie ako je akutna prednd uveitida, psoria-
za alebo zépalové ¢revné choroba (Crohnova chorova, ulcerdzna kolitida). Choroba
CastejSie postihuje muzov ako Zeny, zacina v mladom veku, najéastejsie v druhom az
tretom decéniu a v pripade oneskorenej diagnostiky a nespravne zvolenej lieCby moze
viest k trvalému Struktirnemu postihnutiu chrbtice s vyvojom typickej kyfotickej de-
formity, pri ktorej sa predsuva hlava a zaobluje chrbat.

Termin ,non-radiograficka axialna spondyloartritida (nr-axSpA)“ oznacuje véasnu
formu AS, pri ktorej sa deteguje zapal v oblasti sakroiliakalnych kibov a chrbtice po-
mocou MRI vySetrenia, ale este sa nepozoruju typické Struktirne zmeny na klasickych
rtg. snimkach. Nie vSetci pacienti s nr-axSpA musia zakonite progredovat do AS. Pred-
poklada sa, Ze v priebehu prvych dvoch rokov sa moze vyvinut typicka AS asi u 20 %
pacientov s povodne stanovenou diagndzou nr-axSpA, ale v pripade pretrvdvajlcej
vysokej zapalovej aktivity a nedostatocnej lie¢by moze v priebehu 6 — 9 rokov tento
pomer narast az na 60 % (1).

LieCba AS zvycajne zahffia pravidelnd rehabilitaciu, dlhodobé kontinualne uzZivanie
nesteroidovych antiflogistik (NSA) a v pripade extra-spindlnych manifestacii aj sulfasa-
lazinu. Ostatné chorobu modifikujtce lieky (DMARDs), U¢inné u pacientov s reumato-
idnou artritidou alebo psoriatickou artritidou sa v terapii AS neosvedcili (2).

Biologicka liecba AS

Biologicka lieCba predstavuje vyznamny pokrok v terapii ankylozujucej spondyli-
tidy. Jej uplatnenie u pacientov s AS umoznilo dékladnejSie pochopenie patogenézy
samotného ochorenia. Podobne ako pri inych zdpalovych reumatickych ochoreniach
aj v patogenéze AS zohrdavaju dolezitu ulohu imunopatologické deje — prezentacia an-
tigénu pomocou antigén prezentujucich buniek, aktivacia makrofagov, T- i B- lymfo-
cytov a expresia roznych prozapalovych cytokinov. U pacientov s AS sa v bioptickych
vzorkach zo sakroiliakalnych kibov, v synovidlnej tekutine a v periférnej krvi nasla zvy-
$end pritomnost prozépalovych cytokinov, najma TNF a IL-6. Nerovnovaha medzi pro-
zapalovymi a protizapalovymi cytokinmi spusta a udrZuje chronicky zdpalovy proces.
V pripade vysokych hladin TNF ich prirodzené solubilné receptory nie su schopné ne-
utralizovat celkovu prozapalovu aktivitu, TNF sa tak viaZze na receptory réznych buniek
a spusta kaskadu zapalovych dejov s naslednou destrukciou tkaniv. KedZze TNF zohrava
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dolezitu ulohu v imunopatogenéze AS, cielena liecba proti tomuto cytokinu je u pa-
cientov s tymto ochorenim odévodnena. Anti-TNF lieCba moze neutralizovat zvySené
hladiny TNF a tym vyrazne ovplyvnit zapalovy proces pri AS (3).

Inhibitory TNF

Liecba AS pomocou inhibitorov TNF predstavuje najucinnejsiu formu jej terapie.
V sucasnej dobe mame k dispozicii pre pacientov s AS styri TNF-inhibitory, ktorych
uéinnost potvrdili viaceré klinické stadie (4, 5, 6, 7). Infliximab je chimerickd monoklo-
nova protilatka, ktora ma u pacientov s AS odporucené davkovanie 5mg/kg hmotnosti
v intervale 0, 2, 6 a kazdych 6-8 tyZzdnov v pomalej intravendznej inflzii. Etanercept
je solubilny rekombinantny fuzny protein, ktory sa podéava v davke 50mg 1x tyZdenne
s.c. Adalimumab je plne humanna monoklonova protilatka, ktora sa poddva v davke
40mg kazdé 2 tyzdne s.c. a golimumab sa aplikuje v davke 50mg 1x mesacne s.c. V do-
hladnej dobe budeme mat k dispozicii dalsi TNF inhibitor, certolizumab pegol v davke
200mg s.c. kazdych 14 dni s.c., ktory je uZ registrovany pre liecbu AS, avsak v Case
publikacie este nie je pre pacientov s AS kategorizovany.

Inhibitory TNF priaznivo ovplyvnuju axidlne, periférne i entezopatické prejavy
axialnej SpA. Vyrazny protizapalovy ucinok anti-TNF lieCby sa prejavi signifikantnym
poklesom reaktantov aklutneho zapalu a tiez vyraznym znizenim intenzity zapalu v ob-
lasti sakroiliakalnych kibov a chrbtice, ako to bolo preukdzané pouzitim magnetickej
rezonancie. Priaznivo pOsobi aj na zlepsenie fyzickej funkcie, pohyblivosti chrbtice a
kvality Zivota u pacientov s AS (8). Nastup ucinku anti-TNF liecby je zvycajne rychly,
pretrvavanie jej ucinnosti byva dlhodobé a ma mensiu tendenciu k poklesu ako u pa-
cientov s RA (9). Po vysadeni anti-TNF liecby dochadza zvycajne v priebehu 12-14 tyz-
driov k relapsu ochorenia aZ u 95 % pacientov s AS (10). V sicasnosti neexistuje Ziadny
dokaz pre obligatérne pouZitie MTX alebo iného klasického DMARDs pri anti-TNF liec-
be u pacientov s AS, ktoré by zvySovalo jej ucinnost ako je to vidiet pri RA. V pripade
straty Ucinnosti jedného anti-TNF preparatu je ho mozné zamenit za druhy TNF-inhibi-
tor s dostato¢ne dobrou odpovedou (11). Doposial neexistuje Ziadny dokaz, ktory by
podporoval réznu Géinnost jednotlivych TNF-inhibitorov pri axidlnej alebo periférnej
forme ochorenia. V pripade klinicky manifestného nespecifického ¢revného zapalu,
ktory sa moze vyskytovat u 10-20% pacientov s AS, je preferované pouzitie monoklo-
novych protilatok, etanercept moze zhorsit prejavy zapalového ¢revného ochorenia
(12). Anti-TNF terapia ma tiez priaznivy vplyv na zniZenie incidencie relapsov akutnej
uveitidy u pacientov s AS. Existuju vSak dékazy z klinickych studii, ktoré poukazuju, ze
monoklonové protilatky maju v porovnani so solubilnym receptorom pravdepodobne
lepsiu ucinnost pri znizeni frekvencie uveitid u pacientov s AS, ale tento rozdiel nie je
taky vyrazny ako v pripade idiopatického ¢revného zapalu (13). Vysvetlenie odlisnej
ucinnosti monoklonovych protilatok a solubilného receptora pri chronickom ¢revnom
zapale a akutnej uveitide spociva v charaktere samotnych biologik. Zatial' ¢o solubil-
ny receptor viaze len volny TNF, monoklonové protilatky viazu a neutralizuju aj na
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membrany viazany TNF, ktory sa vo zvySenej miere moze vyskytovat v oblasti ¢revnej
sliznice, o¢nej duhovke, periférnych entézach a psoriatickych plakoch (2).

Ucinnost anti-TNF lie¢by sa dokazala u pacientov s pokrocilou formou AS, ktori
spifiaju modifikované newyorské kritéria. Ukazuje sa viak, e v pripade zavedenia
anti-TNF terapie v skorsich Stadiach ochorenia je jej Gcinok vyssi. U pacientov s non-
radiografickou axialnou SpA (v€asnou AS) a trvanim ochorenia kratSim ako 3 roky sa
percentudlne dosahuje vyssi pocet remisii (aZ cca 50 % pri adalimumabe, inflixima-
be i etanercepte) ako pri dlhSom trvani ochorenia alebo uz pri rozvinutej forme AS
(14). V stcasnosti sa predpoklada, Ze pri véasnom zavedeni anti-TNF liecby pacientom
s nr-axSpA by sa mohla zastavit aj struktlrna progresia ochorenia, ktora sa uz pri roz-
vinutej forme AS nedd spomalit. Hoci sa pomocou MRI vysetrenia zistil signifikantny
ustup akutnych zapalovych zmien (edému kostnej drene, entezitidy, kapsulitidy a sy-
novitidy) v oblasti sakroiliakdlnych kibov a chrbtice, z dlhodobého hladiska sa viak
nepreukazala schopnost TNF-inhibitorov spomalit Struktdrnu progresiu ochorenia
v zmysle spomalenia tvorby rastu syndezmofytov (15). Uvedené diskrepantné nalezy
dali vznik tedrii rozpojeného zapalu a osifikacie, podla ktorej vo v¢asnych Stadiach
ochorenia prevazuju akutne zapalové procesy a nasledne v neskorsich fazach ocho-
renia uz reparacné zmeny v zmysle osifikacie. V pripade poufZitia biologickej liecby
zlepsené MRI nalezy mdzu odzrkadlovat dobry efekt biologika na potladenie akutne-
ho zapalu a novy vyvoj syndezmofytov zase dobiehajlce reparacné osifikacné zmeny.
Uvedené podporuje aj uz vyssie spominany rozdiel v expresii cytokinov ziskanych z bi-
opsie sakroiliakalnych kibov, kde v skorych $tadiach ochorenia prevazoval prozapalovy
TNF a v neskorsich stadidch ochorenia zase TGF-B. Idedlne by teda bolo indikovanie bi-
ologickej liecby v skorsich stadiach ochorenia, kedy nie su rozvinuté osifikacné zmeny
na chrbtici (16). Treba vSak podotknut, Ze aj pacienti s rozvinutymi formami ochorenia
mozu mat okrem pokrocilych osifikaénych zmien na chrbtici aj akitne prejavy zapalu
a tak mézu profitovat z biologickej lie€by, ¢o potvrdila subanalyza klinickej $tddie u pa-
cientov s AS a kompletnou ankylézou chrbtice (17).

Ostatné biologické lieky

V sucasnosti zatial neexistuje Ziadny dokaz, ktory by podporoval pouZitie inych
biologickych liekov ako TNF-inhibitorov u pacientov s AS. U¢innost anakinry, recepto-
rového antagonistu interleukinu 1 (IL-1Ra) sa sledovala v dvoch klinickych studiach,
v ktorych sa zaznamenalo zmiernenie klinickych symptdmom AS, ale pre maly pocet
pacientov bez Statistickej vyznamnosti v porovnani s placebom (18). Velké oc¢akavania
sa vkladali do tocilizumabu, inhibitora receptora pre IL-6. Pilotna klinickd Stadia vsak
nepotvrdila jeho signifikatne lepsiu Uc¢innost u pacientov s AS oproti placébu (19).
Podobne sa nepotvrdila U¢innost rituximabu, monoklonovej protilatky proti CD20+ B
lymfocytom (20) a tieZ abataceptu, inhibitora kostimulaénej kaskady medzi CD 80/86
na antigén prezentujucich bunkach a CD28+ na T-lymfocytoch (21).

74



Prehladné clanky

Z ostatnych biologickych liekov sa v stéasnosti sleduje Géinnost sekukinumabu, in-
hibitora IL-17A. Vysledky z pilotnej , proof-of-concept” klinickej Studie fazy Il na malom
pocte jedincov poukazuju na lepsSiu ASAS20 odpoved sekukinumabu u pacientov s AS
(59,2%) oproti placébu (24,5%). Dokonca sa preukdzalo aj zmiernenie aktivneho zapalu
v oblasti sakroiliakalnych kibov a chrbtice pri MRI vyetreni (22). Podobne na slubné vy-
sledky poukazala otvorena , proof-of-concept” klinicka Sttdia u pacientov s AS, v ktorej
sa sledovala ASAS40 odpoved pri liecbe s ustekinumabom, inhibitorom IL-23. Po 24 tyz-
dnioch liecby sa zistilo zlepSenie az u 64 % pacientov (23). Uvedené vysledky poukazuju
na rysujucu sa alternativu k anti-TNF liecbe, najma v pripade ich non-responderov.

Indikdcia biologickej liecby

Podla revidovanych ASAS odporucani je liecba inhibitormi TNF-a indikovana pre
pacientov spifiajucich modifikované newyorské kritéria pre istu diagndzu AS, alebo
pre pacientov spifiajucich ASAS klasifikatné kritéria pre axialnu SpA, u ktorych pretr-
vava vysoka zapalova aktivita a zlyhala konvencna liecba. Vysoka zapalova aktivita je
definovana indexom aktivity BASDAI > 4; zlyhanie konvencnej lieCby v pripade axialnej
formy ochorenia ako neuspesny terapeuticky pokus s aspor dvoma NSA v maximalne
odporucanej alebo tolerovanej davke a pri periférnej forme ochorenia aj lieCby sulfa-
salazinom v davke 2-3 g/den, pripadne intra-artikularne aplikovanymi glukokortikoid-
mi. Indikacia biologickej liecby pri AS a nr-axSpA je na Slovensku viazand na centra pre
biologicku lie¢bu. Pacienti indikovani na anti-TNF terapiu nesmu mat kontraindikacie
k tejto liecbe (8, 24, 25).

V stéasnosti sa moézeme riadit aj uréitymi prognostickymi faktormi, ktoré nam na-
znacuju, aki pacienti budu lepsie profitovat z biologickej lie¢by. Medzi priaznivé prog-
nostické faktory pre Uspesnu anti-TNF lieCbu patria: mladsi vek pacientov pri zavedeni
biologickej liecby, vyssie hodnoty CRP, kratsie trvanie ochorenia, mensie funkéné po-
stihnutie a pritomnost aktivnych zapalovych |ézii (osteitidy) na chrbtici alebo panve
pri MRI vysetreni (26).

Bezpecnostné aspekty biologickej liecby

TNF plni v organizme vyznamné fyziologické ulohy a tak jeho dlhodobé blokovanie
mbze mat aj negativne dbsledky. Stale vieme velmi malo o vplyve biologickej liecby na
organizmus pri jej dlhodobom zasahu do zloZitych imunitnych dejov, stéle pretrvavaju
obavy z mozZnej straty imunologického dohladu nad malignym bujnenim, pripadne
z vysporiadanim sa s moznymi infekciami, alebo ovplyvnenia imunitného systému au-
toreaktivnym smerom. MnoZstvo udavanych neZiaducich Gcinkov anti-TNF liecby je
v svetle doleZitosti tohto cytokinu relativne a mozno aj prekvapivo malé. NajdélezZitej-
Sie neziaduce Ucinky, ktoré su asociované s anti-TNF liecbou zahfnaju infekéné kompli-
kacie aj so zvySenym vyskytom tuberkuldzy, malignity, kardiovaskuldrne, neurologické
komplikacie, alergické a infuzne reakcie, dalej autoimunitné prejavy a hematologické
komplikacie (27).
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ANTI-IgE LIECBA CHRONICKYCH RESPIRACNYCH CHOROB

Hrubisko Martin
OKIA OUSA a ULM SZU & OUSA, Bratislava

V predkladanom prehlade sa zameriame na choroby, ktoré sa radia medzi tzv. res-
piracné alergdzy — prieduskova astma, alergickd rinokonjunktivitida a rinosinusitida
s polypmi alebo bez tvorby polypov a moznosti ich ovplyvnenia anti-IgE lieCbou. Kym
si priblizime moznosti anti-IgE lieCby, musime si objasnit zakladné poznatky z etiopa-
togenézy respiracnych alergoz.

Ako pri vacSine chorob, aj respiracné alergdzy su chorobami s genetickou dispo-
ziciou, ktord sa demaskuje — vyvinie do klinicky manifestnej choroby v konkrétnom
prostredi, pricom prostredie tu treba vnimat komplexne, po¢nuc intrauterinnym Zi-
votom, cez spOsob poérodu, vyzivu v prvych mesiacoch Zivota, prostredie v ktorom
sa organizmus vyvija, prekondvané infekcie a potrebu antibiotickej liecby aZ po ocko-
vanie. Dedi¢né pozadie respiracnych alergdz je multigénové, pricom u jednotlivych
pacientov sa vyskytuje jedine¢nd kombinacia polymorfizmov génov modifikovana
jedine¢nou kombindciou faktorov prostredia. Vrodena dispozicia k nadmernej tvorbe
Specifickych IgE protilatok (SIgE) voci beZznym antigénom prostredia sa nazyva ato-
piou a atopicka konstittcia, t.j. stav kedy je uz jedinec dokazatelne senzibilizovany
jednym ¢i viacerymi beznymi alergénmi sa povaZuje za najvacsi rizikovy faktor pre
vznik perzistujucich alergickych choréb (1, 2).

Specifické IgE protilatky sprostredkuji véasni hypersenzitivnu reakciu na antigén-
ny podnet a je od nich zavisla aj oneskorena faza alergickej reakcie. Eliminacia IgE
z cirkulacie a z efektorovych buniek alergie pomocou anti-IgE protilatok sa preto po-
nuka ako cielena liecba alergickych chordb. Za tymto u¢elom sa vyvinuli humanizova-
né neanafylaktogénne anti-IgE protilatky, pri ktorych sa na kostru fudskej protilatky
napoja Specifické fragmenty mysacej protilatky ktoré sa viazu na molekulu IgE v ob-
lasti konstantnej domény Fce3 (3). Takato anti-IgE protilatka neucinkuje ako antigén
(nespbsobuje degranuldciu mastocytov / bazofilov) a ma nasledovné charakteristiky,
resp. vedie k nasledovnym zmenam:

1. viaZe sa na vazbové miesto Fc-fragmentu, ktorym sa IgE spaja s vysokoafinitnym
receptorom - takto viazana IgE molekula nemdze reagovat ani s vysoko (FceRl),
ani s nizko (FceRII) -afinitnymi receptormi na efektorovych bunkach (vazbové casti
tychto dvoch receptorov sa nachadzaju v tesnej blizkosti na rovnakej doméne);

2. viaZe volné IgE nezavisle na antigénovej Specifickosti, pricom vytvara s IgE moleku-
lami triméry alebo hexaméry, ktoré neviazu komplement;

3. vzniknuté komplexy anti-IgE—IgE su malé a z tela sa odstrafiuju interakciou s Fcy
receptormi leukocytov, dosticiek a retikulo-endotelového systému;

4. ,oznackuje” B-lymfocyty preduréené k produkcii IgE, ktoré maju v svojich mem-
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branach IgE-receptor, ¢o vedie k ich imunitnej likvidacii a v kone¢nom dosledku
k zniZeniu produkcie IgE;

5. tym, Ze sa vyznamne znizi mnozstvo cirkulujucich IgE molekul, dochadza k disocia-
cii IgE z FceRI na bunkach a takto k ich dalSiemu vychytavaniu;

6. postupnou eliminaciou IgE z cirkuldcie aj receptorov stracaju FceRlI svoj substrat,
a tak dochadza k ich deexpresii na vSetkych bunkach na ktorych sa prirodzene
exprimuju (4).

Prototypom IgE-sprostredkovanej choroby su alergicka astma a alergicka rinokon-
junktivitida. Ide o chorobné stavy pri ktorych Standardne vychadzaju pozitivne testy
na detekciu SIgE protilatok (prick test, laboratdorne testy na detekciu SIgE). Klinickym
problémom je, Ze najma v dospelom veku sa u takmer polovice pacientov trpiacich
prejavmi alergickej nadchy a alebo astmy nedari IgkE sprostredkovany mechanizmus
dokazat — uvedené testy na detekciu SIgE protilatok vychadzaju negativne — hovorime
potom o nealergickej astme a o perzistujlcej rinosinusitide (5, 6). Napriek tomu je
vsak hladina celkového IgE faktorom, ktory dobre koreluje s prevalenciou aj ,nea-
lergickej“ astmy (7). Sttudia ktora sa zamerala na post-mortem analyzu vzoriek plic
pripadov fatalnej astmy ukazala vyznamne vyssie mnozstvo FceRl pozitivnych buniek
v lamina propria v porovnani so vzorkami z plic pacientov, ktori zomreli na inu pri-
¢inu, resp. s bioptickymi vzorkami od pacientov s l[ahSou formou astmy (8). Navyse,
objavili sa préce, ktoré aj u ,,nealergickych pacientov”, t.j. s negativnymi Standardnymi
testami detekcie SIgE protilatok dokazali ich lokalnu tvorbu v nosovej sliznici, resp.
v tkanive nosovych polypov, a tiez v prieduskove;j sliznici (9, 10). Preto sa o ulohe IgE
protilatok aj pri tzv. nealergickej astme a perzistujlcej rinosinusitide (s polypmi alebo
bez polypov) stéle diskutuje.

Obnovila sa tzv. ,infekéne-alergicka” tedria vzniku niektorych foriem respiracnych
alergdz. Mechanizmov, ktorymi baktérie indukuju alergické symptomy, mozu byt viac.
Niektoré baktérie moézu navodit zvy$enu tvorbu histaminu priamo v neutrofiloch, ako
sa to neddvno preukazalo s Pseudomonas aeruginosa (11). Tiez sa predpoklada, Ze dis-
ponovani jedinci lokalne systémovo v respiracnej sliznici vytvaraja SIgE protilatky proti
antigénom réznych mikroorganizmov (napr. proti antigénom Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Trichophyton), i ked’ na tuto tému sa zatial vela diskutuje na odbor-
nych férach, pocetné publikacie zaoberajlce sa tlohou SIgE voci mikroorganizmom su
vsak viac ako 2 desatrocia staré a novsie sa zatial nepublikovali. ZvaZuje sa aj Gloha IgE
autoprotilatok ktoré by mohli zodpovedat za perzistujlci ,alergicky zapal®, ich uloha
sa vSak zatial potvrdila iba pri autoimunitnych buléznych dermatdzach (12).

U akého typu pacienta mozno ocakavat efekt anti-IgE lie¢by? V kazdej odbornej am-
bulancii ostava aZ % pacientov, u ktorych sa ani kombinovanou antiastmatickou farma-
koterapiou nedari dosiahnut stav optimalnej kontroly. Asi 5% tvoria pacienti, ktorych
dlhodoba kontrola choroby je celkom nedostato¢na — denne pouZzivaja zachrannt me-
dikaciu, ¢asto potrebuju systémové steroidy, prakticky neustale si ohrozeni fatalnou
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exacerbdciou. A prave medzi tymito pacientmi treba hladat kandidatov na anti-IgE
liecbu. S priaznivou klinickou odpovedou najviac koreluje celkova hladina IgE a pocet
a zavaznost exacerbdcii. Hladina celkového IgE nad 75 IU/ml sa ukazala ako hranica,
nad ktorou je efekt jednoznacny. Tiez plati, Ze ¢im CastejSie a zavaZnejSie exacerbacie
sU u pacienta v predchorobi, tym vacsi efekt anti-IgE lie¢by mbézeme ocakavat.

Po liecbe omalizumabom sa stav pacientov s alergickou astmou stabilizuje behom
prvych 6 tyzdnov, pricom ani v dlhodobom horizonte sa nepozoruje tachyfylaxia. Na-
priek starostlivému vyberu pacientov aj pri tejto liecbe neodpovedaju vsetci pacienti
rovnako, podiel Uplnych nonresponderov je vSak maly (do 20%). Zo suhrnov studii
vyplynulo, Ze okrem uvedenej , cut-off“ hodnoty celkového IgE jednoznacny a univer-
zélny deskriptor uréujlci pacienta respondera nejestvuje, ale je mozné dat odporuca-
nie, ako pri indikacii tejto liecby postupovat: treba vyhodnotit vietky aspekty choro-
by — hladina celkového IgE, prick testy a alebo Specifické IgE, symptomy, pouZivanie
zachrannej medikacie, pltucne funkcie, navstevy pohotovosti, hospitalizacie. Vyznam
kazdého kritéria je vSak u jednotlivych pacientov rozdielny.

Po 16 tyzdrioch podavania treba zhodnotit efekt liecby. Rozhodnutie o pokraco-
vani lieCby vychadza z overeného zlepSenia celkovej kontroly astmy. Zlepsenie ma
byt sumarizaciou jednotlivych parametrov kontroly astmy: subjektivny pocit pacienta,
objektivny stav (fyzické vySetrenie, plicne funkcie, exacerbdcie), spotreba zachrannej
medikacie. Ak sa stav pacienta hodnoti ako jednoznacne zlepseny, je vhodné v liecbe
pokradovat. Ako dlho? V danom okamihu poznania nepozname na tuto otazku od-
poved, predpokladame vsak, Ze u mnohych pacientov p6jde o celoZivotnu liecbu. Na
lieCenych dochadza nasledne k relapsu choroby, u ¢asti pacientov sa pozoruje klinické
zlepsenie aj 3 roky po vynechani.

S anti-IgE lieCbou (pripravok omalizumab) su zatial 10 ro¢né praktické skisenosti
a mame k dispozicii cely rad randomizovanych kontrolovanych studii ktorych vysledky su
priaznivé z hladiska ucinnosti aj bezpecnosti (13). Podavanie omalizumabu vedie k reduk-
cii symptomov, spotreby zakladnej aj zachrannej medikacie, k poklesu vyskytu exacerba-
cii, a tiez k zlepseniu plucnych funkcii, i ked toto nie je u kazdého pacienta vzhfadom k za-
vaznosti a dizke trvania choroby signifikantné. St¢asne so zlepsenim astmy sa pozoruje
Ustup symptdémov perzistujucej nadchy a u pacientov s nosovymi polypmi ich redukcia.

V priebehu ostatnych rokov sa omalizumab skisa aj u pacientov s tazkou nealer-
gickou astmou (bez dokazatelného kauzdlneho alergénu navodzujiceho tvorbu IgE),
ako aj u inych chronickych respiracnych chordb, ako napr. nosové polypy. Uskutocnili
sa aj prvé studie s povzbudzujucimi vysledkami (14, 15), a tak moZzno sa v buducnos-
ti budd indikac¢né kritéria upravovat — dékaz kauzalneho inhalaéného ,,celoro¢ného”
alergénu nebude podmienkou indikacie. Ostatné roky sa totiZ spozndvaju na antigéne
nezavislé efekty imunoglobulinu E ovplyviujuce aktivaciu, migraciu, adhéziu a pre-
Zivanie mastocytov, a tiez produkciu ich medidtorov (16, 17), ktoré nam pomahaju
pochopit Géinnost omalizumabu aj u pacientov bez dokazatelnej IgE-senzibilizacie.
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Na zdklade relevantnych dokazov z kontrolovanych studii sa anti-IgE liecba oma-
lizumabom stala $tandardnou suéastou lie€by tazkych foriem astmy u pacientov
u ktorych zlyhali doteraz pouzivané liecebné postupy (5). Davkovanie omalizumabu
pri astme sa odvija od celkovej hladiny IgE a od hmotnosti pacienta. Zatial plati aj
poziadavka dokazaného kauzalneho inhala¢ného alergénu, ale ako som uz uviedol,
indikac¢né kritéria sa mozno v buducnosti prehodnotia (uvazovat nad tym ndti aj nova
indikacia omalizumabu — chronicka spontdnna urtikaria, ktora sa neradi medzi IgE-
sprostredkované choroby!).

Vzhladom k stale komplexnejSiemu pohladu na mechanizmy ucinku anti-IgE liecby
sa objavuju dalSie — perspektivne indikacie. Anti-IgE liecba potenciuje efekt alergéno-
vej imunoterapie (AIT), ¢o mozZno vyuZit u polysenzibilizovanych pacientov, prvé studie
s omalizumabom poddvanym konkomitantne s AIT priniesli velmi povzbudivé vysledky
(18), a to dokonca aj pri oralnej imunoterapii s potravinovym alergénom (19). Predpo-
klada sa aj poufZitie u alergikov ktori prekonali anafylaxiu a pre obavy zo systémovej re-
akcie sa u nich alergénova imunoterapia zatial neindikovala. Vysledky studii u pacientov
s atopickou dermatitidou su nejednoznacné, naopak priaznivé vysledky studii u pacien-
tov s chronickou spontannou urtikariou viedli k registracii omalizumabu v tejto novej
indikacii.

AZ na lahko zvySené riziko anafylaxie sa lieCba omalizumab-om ani pri dlhodobom
podavani nespaja s ¢astymi ¢i vyznamnymi neziaducimi G¢inkami. Podla tGdajov z regis-
tra vyrobcu sa anafylaktické reakcie vyskytuju iba u 0,1% lieCenych (v kontrolovanych
studiach Ziaden rozdiel oproti placebu), urtikdria po podani injekcie sa vyskytla v 1,2%
(placebo 1,1%). Omalizumab sa dobre toleruje, ¢astejsie ako pri placebe sa vyskytuje iba
lokalna reakcia v mieste vpichu. Nezistil sa zvySeny vyskyt parazitovych ¢i inych infekcii.
Vzhladom na teoreticky predpoklad moznej Ucasti IgE protilatok v protinadorovej imuni-
te sa registre lieCenych od samého zaciatku poddavania zamerali na vyskyt onkologickych
choréb. S poteSenim mozno konstatovat, Zze ani po 10 rokoch v praxi sa zvySené riziko
vzniku malignit nezaznamenalo.

Suhrnom mozno konstatovat, Ze anti-IgE liecba (omalizumab) sa stala Standard-
nou sucastou lie€by zavaznych respiraénych alergdz a do budicna mozno ocakavat jej
nové indikacie pri dalSich respiracnych, ale aj nerespiracnych chorobach.
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ANTI-IgE U NERESPIRACNYCH CHOROB

Hochmuth Ludék
Alergologicka ambulancia, Il. interna klinika FNsP, Banska Bystrica

Biologicka liecba alergickych ochoreni sprostredkovanych IgE mechanizmom zna-
menala dolezity krok v rieseni dovtedy tazko ovplyvnitelnych stavov. V klinickej pra-
Xi sa pouZiva anti-IgE monoklonalna protilatka omalizumab, ktora je indikovana pre
lie¢bu tazkej astmy spifiajucej uréené kritéria. D4 sa ocakavat vyuZitie omalizumabu
aj pri dalsich ochoreniach sprostredkovanych IgE mechanizmom. K uvedeniu lieku do
klinickej praxe v dalSich indikaciach je potrebné dolozit jeho efektivitu a bezpecnost
kontrolovanymi klinickymi studiami. V sicasnosti prebieha vyse 100 klinickych studii
s omalizumabom, z toho viac ako 40 u ochoreni inych neZ astma.

Najviac prac sa tyka chronickej spontannej urtikarie (CSU), ktora je od roku 2013
schvélena ako indikacia liecby omalizumabom. Aj na Slovensku su uZ pacienti s CSU
na tejto lieCbe. V stcasnosti sa upresnuju kritéria na vyber pacientov pre tuto liecbu
a lie¢ebna stratégia (davka lieku, interval podévania, dizka liecby, kritérid hodnotenia
efektivity a iné).

Dalsie indikacie pre lie¢bu omalizumabom zatial nie st schvalené. Publikované
informacie sa zakladaju na prebiehajucich kontrolovanych klinickych studiach, otvo-
renych studiach a prezentovanych kazuistikach. V praci referujeme o jednotlivych ob-
lastiach potencialneho pouZitia omalizumabu.

Aj ked respiraéné ochorenia nie si témou prace, pre Uplnost treba spomenut
pouZitie anti-IgE lieCby pri sezdnnej aj celoroc¢nej nadche, pri sinusitide, pri rieseni
nosovych polypov. Osobitnd dlohu méze mat omalizumab pri zlepseni tolerancie a vy-
sledku alergénovej imunoterapie, obzvlast pri rizikovejSich postupoch (,,rush” imuno-
terapia, imunoterapia pri alergii na hmyz).

Pri dermatologickych ochoreniach okrem spominanej urtikarie sa hlada miesto
omalizumabu pri atopickej dermatitide — vysledky zatial nie s jednoznacné. Zatial len
kauzistické referencie sa tykaju koZnej (a systémovej) mastocytdzy, bulézneho pemfi-
goidu a angioedému.

V sucasnosti dramaticky narasta prevalencia potravinovych alergii a intolerancii.
V prevaznej vacsine pripadov je riesenim len striktné vylucenie danych potravin z je-
dalnicka. V pripade anafylaktického typu alergie nikdy nemozno vylucit riziko zavaznej
reakcie pri ich ndhodnom pofZiti (arasidy). Prave tu sa vela ocakdva od anti-IgE lieCby
a existuju uZ viaceré prace s velmi sflubnymi vysledkami.

Eozinofilové ochorenia gastrointestinalneho traktu (EGIDs) patria medzi vyznam-
ne narastajlice ochorenia v poslednej dekade. Aj ked' sa dosiahli sfubné klinické vy-
sledky pri ich liecbe omalizumabom, histologické a endoskopické vysledky doteraz
neboli jednoznacné.
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Struéne referujeme o dalsich ochoreniach s moznostou lieéby omalizumabom:
ocné prejavy alergie, idiopatickd anafylaxia, hyper-IgE syndrém, Churg-Straussovej
syndréom, alergia na latex, aspirinova (a ind liekova) precitlivenost.
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. LATENTNA TUBERKULOZA y
- NEZIADUCI UCINOK BIOLOGICKEJ ANTI-TNF LIECBY

Zanova, E.»?, Kozakova, D.!, Rybar, 1.3, Solovic, 1.2, Rovensky;, J.%3
INdrodny Ustav reumatickych choréb, Piestany,
2Narodny Ustav tuberkuldzy, plicnych choréb a hrudnikovej chirurgie, Vysné Hagy,
3Slovenska zdravotnicka univerzita, Katedra reumatolégie, Bratislava

V lie¢be systémovych autoimunitnych chordb sa pouziva vacsi pocet liekov, vrata-
ne novych biologickych (1). Inhibitory faktoru nekrotizujiceho nadory (TNF) predsta-
vuju prelomovu kapitolu v dejinach liecby autoimunitnych zapalovych choréb spojiva
(2). Inhibitory TNF v klinickej praxi sa pouZivaju uz viac ako 15 rokov. KlG¢ovu ulohu
TNF v patogenéze RA popisal kolektiv vedeny sirom R. Mainim v roku 1992 (3). Uginok
TNF sa prejavuje lokalne a systémovo. Cytokin sa podiela na mnohych autoimunit-
nych i protektivnych reakcidch organizmu (4, 5, 6). Inhibicia TN F cestou podania anti-
TNF protilatky vedie ku potlacaniu patologického zdpalového procesu na viacerych
urovniach, a je preto v sucasnosti najefektivnejSou lieCebnou modalitou uvadzanych
reumatickych choréb. Zdkladnym ciefom liecby (7, 1) je navodit remisiu a zniZit akti-
vitu choroby. Na druhej strane TNF predstavuje ddlezitu sucast odpovede ludského
imunitného systému na infekciu (8,9). Preparaty inhibujice TNF potlacaju imunitny
systém, a tym vplyvaju na imunitnd nerovnovahu. Dlhodoba terapeutickd inhibicia
TNF(68) sa spaja s vyssim rizikom zévaznych infekénych komplikécii (10, 11,12), pre-
dovsetkym s aktivaciou chronickej latentnej tuberkuldzy (LTBI) (13), sepsy, mykotic-
kych a inych oportunnych infekcii. U niektorych pacientov v lie€be TNF-blokatormi sa
moze rozvinut nddorové choroba, kongestivne srdcové zlyhanie, demyelinizacia a iné
neurologické poruchy, pancytopénia (IFNliximab, etanercept) a ,lupus-like” syndrém.
Objavuju sa aj reakcie na aplikaciu podavanej liecby (injekcia, infuzia) (8, 6). VSeobec-
ne, u pacientov nemame k dispozicii komplexné udaje o infekénych komplikdciach
pri lieCbe imunosupresivami a kortikoidmi. Pltcna tuberkuldza sa popisuje pri lieCbe
metotrexatom (14), po systémovej a pulznej kortikoterapii (15). Incidencia TBC v po-
puldcii pacientov lieCenych biologickou lie¢bou tzko suvisi so znalostou celkove;j inci-
dencie a TBC v populacii. Americké Centrum pre kontrolu a prevenciu choréb udava
v obdobi 1999 - 2000 incidenciu beznej populdcie 5,8 — 6,4 na 100 000 obyvatelov
(nehispanska populdcia 2,2/100 000) a zarover nezistil narastajuci pocet TBC-infekcie
u pacientov v rdmci RA (16, 17).U pacientov s RA bez anti-TNF lie¢by bola 95 pripadov
na 100 000 pacientov s RA (v rokoch 1990 - 2000, EMECAR kohorta). Vypocet rizika
TBC u pacientov s RA je 4,13 oproti beznej populacii (20). Jej diferencidlna diagnosti-
ka byva zvacsa naroc¢na (18,19). Porucha bunkovej imunity pri zakladnom RA-chordb
tvori podklad pre zvySené riziko postihnutia plticnou TBC. To v pripade infliximabu
v lie¢be RA znamena kombindciu IFNliximabu s metotrexdtom (etanercept v obdobf
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najvyssej reaktivacie LTBI nebol kombinovany s metotrexatom). Zda sa, Ze metotrexat
mdze podporovat imunosupresivny antigranulomatézny efekt infliximabu (14).

Zakladnym mechanizmom ochrany proti infekcii M. tuberculosis je tvorba granu-
Idmov, v ktorych dochdadza ku lokalizacii mikroorganizmov. Inhalované baktérie M.
tuberculosis su pohltené alveoldarnymi makrofagmi, ktoré predstavuju prvd obrannu
liniu. Takto aktivované makrofagy tvoria velké mnoZstvo cytokinov (21), chemokinov
a antimikrobialnych efektorovych molekul, ktoré ovplyviuju indukciu Specifickej imu-
nity (maturaciu buniek prezentujucich antigén, ich transport do lymfatickych uzlin,
aktivaciu T-lymfocytov a ich transport do miesta infekcie). V optimalnom pripade je
vysledkom tvorba granulémov (22) s centralnymi infikovanymi makrofagmi obklo-
penymi aktivovanymi T-lymfocytmi — primarny komplex. Takto vytvorené granulémy
predstavuju spolahlivi fyzikdlnu aj imunitnd bariéru proti Sireniu sa patogénu. TNF
reprezentuje doleZity cytokin v niekolkych krokoch tvorby a stabilizacie granulémov
(22). Po nezvladnuti tohto procesu organizmom méze dojst ku rozsireniu do masivnej
tuberkuldéznej infekcie. Na druhej strane, pri dobrej imunitnej odpovedi mykobaktérie
sa zorganizuju do tzv. spiacej (latentnej) formy, v ktorej pretrvavaju nepoznané aj roky.
Za urcitych okolnosti ( napr. dlhodobo znizené mnoZstvo TNF) sp6sobi reaktivaciu in-
fekcie — postprimarna infekcia.

Clovek s latentnou tuberkuléznou infekciou /LTBI (23)/ nie je infekény, ale ma pri-
tomny pozitivny tuberkulinovy kozny test (TST) a v organizme Zivé mykobaktérie, kto-
ré s neaktivne. Ich pritomnost je v tzv. ,spiacej forme”. Takyto ¢lovek sa neciti byt
chory a nie je nékazlivy aZz do ¢asu, kym sa oslabi jeho imunitny systém. Mykobaktérie
to vyuZiju a aktivuju sa (24). Vacsina infikovanych fudi zostava iba v latentnej infekcii.
Odhaduje sa, Ze do manifestujiceho choroby prejde len 10 — 12 % infikovanych (25).
U 10 — 30 % os6b vystavenych mykobaktéridm sa prejavi LTBI a len u 10 % z tychto
fudi prepukne aktivna choroba (26). Tak vznika velky rezervoar nelieCenej LTBI, ktorej
reaktivacia je hlavhym zdrojom choroby. Riziko progresie je najvacSie pocas prvych
dvoch rokov po infekcii a kazdym rokom sa znizuje (27). U pacientov infikovanych ba-
cilom M. tuberculosis existuje rézna miera ohrozenia progresiou do aktivnej choroby.
Dal3ou velkou skupinou st osoby s rizikom imunosupresie, osoby pripravované na
zahajenie imunosupresivne] a biologickej liecby.

Podla klasifikacie neziaducich ucinkov (8) vzplanutie prebieha ako imunodeficient-
na reakcia, typ y. LTBI ma zvac¢sa velmi rychlu progresiu, nema tendenciu ku ohrani-
Ceniu infekénych loZisk, a preto rychlo diseminuje v pficnom parenchyme a okoli. Je
zndme, 7e prevladaju mimoplticne lokalizacie ( 28). Standardna diagnostika sa stava
limitovanou. Pri reaktivacii LTBI u pacientov lieCenych anti-TNF lieCbou prevazuju viac
ako 50 % formy mimoplucnej TBC (lymfatickd uzlina, postihnutie komplexu pecen
a slezina, urogenitalny trakt) a viac ako Stvrtinu tvori diseminovana forma (28). Pre
porovnanie v ,,normalnej, t.j. imunokompetentne;j“ populdcii sa extrapulmonalna for-
ma manifestuje v 15 % a diseminovana forma menej ako 1 % pripadov.

Narast rizika TBC-infekcie bol dokumentovany u antagonistu TNF-receptora - eta-
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nerceptu, ale aj plne humannej protilatky adalimumabu. Rozvoj aktivneho tuberku-
I6zneho choroby pri infliximabe je popisovany ako rychly, s medidnom 12 tyZdnov a 98
% pripadov sa rozvinie do 6 mesiacov od zaciatku blokovania TNF. PrevaZujice mimo-
plicne formy a diseminované postihnutia mézu mat u imunosuprimovanych pacien-
tov tazky, Zivot ohrozujuci priebeh. Vyssi vyskyt bol zaznamenany u monoklonovych
protilatok, hlavne infliximabu. To je dané samotnym mechanizmom ucinku (stabilna
vazba na TNF, a tym jeho Uplna neutralizacia, cytotoxicky ucinok). Vazba etanerceptu
na membranovu TNF vytvara menej stabilné komplexy, prevazne sa viaZe na solubilnu
TNF a lymfotoxin. Uvolneny TNF si ponechdava svoju bioaktivitu. Kompletna neutra-
lizdcia TNF infliximabom, preto mdze viest k rozpadu granuldmov a tym k moznosti
reaktivacie TBC. Naopak, etanercept ponechava ¢ast TNF neustéle aktivnu (29), a tym
by mohol umoznovat zachovanie struktdry granuldmov. Latentne infikovani pacienti
maiju riziko vzplanutia TBC po zacati anti-TNF liecby (infliximab) 4 - 5 krat vyssie (29).

V skupine pacientov zaradenych do Registra biologickej liecby na Slovensku (Upl-
ny do decembra 2008), lieCenych anti-TNF, sa potvrdila nizka prevalencia aktivacie
latentnej tuberkuldzy v priebehu liecby — 0,55 % s incidenciou 0,27 pripadu na 100
»pacientorokov”. Podla tdajov, iSlo o 4 pripady zo 734 pacientov suboru. Postihnuté
boli 3 Zeny s RA, 1 muzZ s AS, 3 mimoplucne (1 peritonitida, 1 urogenitalne postihnutie,
1 pleuritida) a 1 pltcne postihnutie — miliarna TBC. Meridian vzplanutia LTBI bol 11,5
mesiaca (od 3,5 -22 mesiacov). Do konca roku 2008 sme u nasich pacientov v anti-TNF
lie¢be zaznamenali 75 % pripadov mimoplicnej TBC (32). Poslednym zdokumentovym
pripadom je 55 ro¢ny muz s RA a mimoplticnym postihnutim kolena s fistulaciou.

Dosledny skrining pred zahdjenim biologickej liecby vyznamne redukuje pocet
vzplanuti LTBI, a to aZz o 85 %. K Standardnym diagnostickym postupom LTBI patri
anamnéza a klinické vysetrenie , réntgenologické vySetrenie hrudnika, tuberkulinovy
kozny test a vySetrenie hladiny interferonu gama — IGRA testy. Pri odoberani anam-
nézy je potrebné mysliet na to, Ze osoba s aktivnou TBC ohrozuje vsetkych, s ktorymi
pride do kontaktu a tym ,oZivuje” TBC cyklus (30). Vysetrenie sa vykonava za 2 - 3
mesiace po moznej expozicii a opakuje sa o rok. Na rontgenovej snimke hrudnika su
znamky bud’ prekonanej masivne]j tuberkuléznej infekcie (vyhojené kaverny, zhrub-
nuté hrotové oblasti, apikalizacia hrotov, kalcifikaty) alebo diskrétne zmeny (30). Tu-
berkulinovy kozny test je u RA Casto sprevadzany anergiou (aZz 43 % ku 2 % v zdravej
populdcii). ZataZou tohto testu zostava neschopnost rozliSenia nepatogénnych myko-
baktérii (NTM) a BCG vakcinacie od M. tuberculosis. FalosSne negativny vysledok TST
u nediagnostikovanej LTBI, mdzZe viest ku prepuknutiu aktivneho TBC choroby (27).

V sucasnosti sa vyuzivaju tzv. IGRA testy (interferon-Gamma Release Assays) - Qu-
antiFERON TB Gold (QFT-G) a T.SPOT.TB. Tieto testy vyznamnou mierou prispievaju
k spresneniu a urychleniu diagnostiky infekcii vyvolanych M. tuberculosis a identifi-
kaciu osbb, ktori by mohli mat Gzitok z preventivnej liecby, u BCG vakcinovanej popu-
lacie a tam, kde je mald pravdepodobnost spdtného odcitania tuberkulinového koz-
ného testu. Testy su zaloZené su na schopnosti efektorovych T lymfocytov produko-
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vat interferén gama (IFN-y) po stimulacii $pecifickymi TBC antigénmi (ESAT-6, CFP-10
a u QFT-G aj TB-7).

Vysetrenim QFT-G ziskame negativny, pozitivny alebo neurdcity vysledok testu.
Pozitivny vysledok znamend pritomnost LTBI, negativny jej nepritomnost. Pozitivny
vysledok testu by nemal byt jedinym podkladom pre postdenie infekcie M. tuber-
culosis a mal by byt konfrontovany s dalsimi medicinskymi a diagnostickymi vyset-
reniami. Test sa neodporuca na diagnostiku aktivneho TBC choroby (31), preferuja
sa metddy molekulovej bioldgie (PCR). Pri vySetreni QFT-G existuje moznost falosne
pozitivnych a falosSne negativnych vysledkov sp6sobena nedodrzanim proceduralnych
postupov, vratane vztahu TST ku odberu krvi (32). Problém neurcitych vysledkov sa
vynara u imunokompromitovanych pacientov. Druhym je test na uréovanie poctu bu-
niek produkujucich IFN-y - T. POT, zaloZeny na principe tzv. ,single cell method*, resp.
ELISpot a umoziuje stanovit celkovy pocéet T-lymfocytov produkujdcich IFN-y . Klinické
okolnosti ukazuju, Ze T-SPOT.TB je viac citlivy u deti mladsich ako 5 rokov. U imuno-
kompromitovanych pacientov mdzu byt malé odchylky medzi testami. V diagnostike
LTBI je senzitivita QFT-G testu (67 %) v porovnani s T- spotom (99,4 %) nizsia, avsak
v $pecificite sa pomer obratil ( QFT-G 99,4 % ku T- spot — 98 %).

Vlastnymi sledovaniami sme sa snazili zhodnotit prinos diagnostiky QuantiFERON
TB Gold in Tube test vo vyhladavani LTBI. Sledovanie sme zahdjili rozpracovanim su-
boru 328 pacientov ( 2008 - 2010). Z vysledkov vyplynul ¢asty nélez nizkej pozitivity
aZz anergie TST. Zistili sme, Ze Ziadna zo Standardne pouzivanych metodik (anamnéza,
RTG hrudnika, TST) nebola schopna postrehnut u 32,25 % QFT-G pozitivnych pacien-
tov, teda driemajucu LTBI. Prinos anamnézy v hlavhom subore zaznamenal v korelacii
ku LTBI (31 pacientov) len 3,20% Uspesnosti. Nalez na RTG snimke hrudnika sa sto-
toznil s LTBI v 32 %. Pozitivny vysledok TST suhlasil s LTBI v 29 %. Kombinaciou tychto
metodik ku pozitivite QFT-G klesa vytaZnost stanovenia LTBI. Nalez na RTG snimke
hrudnika v kombindcii s pozitivitou TST ku pozitivite QFT-G bol 21 %. Kombinacia kon-
taktovej anamnézy, RTG snimky hrudnika, TST a sthlasu s QFT-G sa zistila v 3,20 %.
Celkovo sme v subore zaznamenali 13 pozitivnych vysledkov TST, z ktorych 69 % sa
odrazilo v diagndze LTBI. 31 % nalezov bolo falosne pozitivnych. Tych sme uchranili
pred zbyto¢nou aplikaciou chemoprofylaktickej liecby. 22 pacientov s LTBI malo vy-
Setrenie TST negativne, t. j. 71 % pacientov vykazalo falosnu negativitu TST. Hypoergia
az anergia TST sa mohla viazat so zndamym faktom imunosupresie (lie¢ba, samotné
choroba) reumatologickych pacientov.

V opisovanej praci sme kladli doraz aj na presetrenie neurcitych vysledkov. Tie vy-
kazali dve zédkladné skupiny hladin IFN-y. Nizka hladina korelovala s muzskym pohlavim
Statisticky vyznamnou véazbou ( p< 0,005). Zeny tvorili si¢asne nizke aj vysoké hodno-
ty. Statisticky vyznamne (p< 0,005) korelovala hladina vysokych hladin IFN —y oproti
muzom. Najvacsiu Statistick vyznamnost rozdielu medzi meranymi hladinami u muzov
a Zien vykazala hladina IFN-y v mitogéne (p=0,00038), nasledoval NIL (p=0,0089) a TB
antigén (p=0,019). Vplyv muzskych a Zenskych hormdnov na hladinu IFN-y je znamy dév-
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nejsie. Je dokazané, Ze testosterdn priamo vplyva na zniZzenie mnozstva IFN-y. Naproti
tomu, fyziologické davky estrogénov zvysuju vazbu IFN-y na lymfocyty. Po stimulacii
17 beta-estradiolom (33) dochadza ku zvySeniu hladiny a poctu buniek exprimujucich
IFN-y. Naproti tomu, testosterdn znizuje alebo ma sklon zniZovat stimulovanu sekréciu
cytokinov (IFN-y, TNF). Prekvapivé je zistenie, Ze neurcity vysledok QFT-G je Statisticky
vyznamne zavisly od ro¢ného obdobia, kedy sa vysetrenie robi. Najviac bolo namera-
nych na jar (po=10) a v zime (po=12, p< 0,005). Prerdtané na mesiace — februar a maj.
Beffa a kolektiv (35) udava Ze, transport vzoriek v zime a na jar (p=0,0007), je CastejSie
zatazeny nasledne neurcitymi vysledkami, ako vzorky odobraté v lete a na jeseri. Pricom
zévislost od vzdialenosti laboratdria nie je vyznamna. Pri opakovanom vySetreni OFT-G
po 3 mesiacoch a viac sme zo skupiny 31 neurcitych vysledkov dokumentovali opatovne
8 neurcitych (25,80 %), 1 pozitivny (3,23 %) a 22 negativnych (70,97 %) vysledkov.
Postupom rokov a pribudanim pacientov na biologickej lieCbe sa zacala ukazovat
ako kltcova otdzka konverzie QFT-G z pévodne negativneho pred liecbou na pozitiv-
ny vysledok pocas aplikacie biologickej liecby. Sledovanie sme uskutocnili na 924 pa-
cientov vysetrenych v roku 2011 (poster ¢. FRI0158, EULAR 2012 Berlin). Negativne
vysledky sme zistili u 807 pacientov (87.34 %), pozitivne u 117 pacientov (12.66 %).
Z nich konverzia QFT- G pocas anti-TNF liecby bola u 23/924 pacientov s negativnym
vstupnym testom. Podla pohlavia prevazovali Zeny (87 %). To nie je v sulade s per-
centom Zien celkovo lieCenych anti-TNF liecbou (60 %). Podla dekad veku konverziu
tvorili 60 — 69 rocni pacienti. Z anti-TNF preparatov sme zaznamenali najviac konver-
zii QFT-G u adalimumabu (9/23) a etanerceptu (8/23). Pocet najéastejsich konverzii
u jednotlivych anti-TNF preparatov koreSpondoval s mnoZstvom pouZivanych prepa-
ratov. Prekvapivé bolo vyssie percento konverzii u certolizumabu — zo 13,04 % celko-
vych konverzii ku 5 % celkovo pouZivaného prepardtu v anti-TNF liecbe. Pri hlbSom
patrani pricin konverzie sme pokracovali v sledovani aj v roku 2012 a zamerali sme
sa na hladiny interferénu gama (IFN-y). Do suboru bolo zaradenych 930 testovanych
pacientov. Sledovanie v parametri TB-Nil preukdzalo u blokatora IL-6 14,4-nasobny
narast hladiny IFN-y a pri anti-TNF suborne 91,1-nasobny. V parametri Mit-Nil bolo
zvySenie hladin IFN-y takmer konstantné pri vSetkych hodnotenych preparatoch. Tie-
to vysledky naznacuju mozny prinos sledovania hladin IFN-y u pacientov s konverziou
QFT-G IT pocas biologickej liecby, prip. pri posudeni efektu jednotlivych biologickych
preparatov. Vzhladom k tomu, Ze ide o prvé pozorovanie takychto vztahov, treba ich
dalej dokumentovat a overit vo vaésich zostavach (AB012, EULAR Madrid 2013). Pri-
¢inami konverzie moze byt samotna reaktivacia LTBI podavanou anti-TNF lie¢bou (na-
rusenie granuldmov), kontakt pacienta s aktivnou TBC pocas biologickej liecby (novo.
diagnostikovana tuberkuldzna infekcia), vplyv konkomitant zvysujuacich hladiny IFN-y
v plazme a ich alternativne cesty produkcie (IL, chemokiny), pritomnost heterofilnych
protilatok, vplyv pohlavnych hormdnov na hladinu IFN-y, vplyv buniek s potencidlom
uvolnovat IFN-y v periférnej krvi, chyby v preanalytickej a analytickej faze, napr. po
chemoprofylaxii (od pol roka do 2 rokov po prelie¢eni negativita QFT-G, potom poziti-
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vita pretrvava cely Zivot — opatovne neprelieCovat, nespravny odber a manipulacia so
skimavkou, nedosiahnutie indikacnej Ciary, nespravna inkubacia a postup).

Vzplanutie LTBI u pacientov v anti-TNF liecbe je tak vazna vec, Ze vo viacerych kraji-
nach boli v poslednych rokoch prijaté narodné smernice pre prevenciu reaktivacie LTBI.
Na Slovensku je platné od aprila 2007 Metodické usmernenie hlavného odbornika MZ SR
pre pneumoldgiu a ftizeoldgiu zjednocujuce pravidla diagnostiky, dispenzarizacie a liec-
by LTBI pred a pocas biologickej liecby s pouZitim Standardnej diagnostiky obohatene;j
0 IGRA testy (QFT-G pouzivany od aprila 2007 a T- spot od jula 2011). Smernica odporuca
hybridny, dvojstupriovy postup vychadzajuci z dlhoro¢nych skisenosti s pouzivanim tes-
tov TST. Zakladom su tuberkulinové testy, ktorych pozitivitu (diagndzu LTBI) je potrebné
potvrdit pozitivnym IGRA testom. Cielom je obmedzenie vyskytu ,falo$ne pozitivnych”
LTBI, a tym spresnenie indikacie ku naslednej chemoprofylaxii. Podobné postupy boli
zavedené v roku 2006 vo Velkej Britanii, 2007 v Nemecku a Svaj¢iarsku (33).

QFT-G sa vysSetruje pred zahajenim biologickej liecby, potom pravidelne 1x ro¢ne
pocas jej podavania. Podla Uvahy pneumoldga pri podozreni na mozné vzplanutie ale-
bo rozvoj novej infekcie kedykolvek v priebehu liecby. Kontroly pneumolégom su pred
zahajenim biologickej lieCby, potom kazdé 3 mesiace v prvom roku aplikacie a nasled-
ne 1x roc¢ne. V poslednom doplneni Vestnika MZ SR zo drna 01.07.2011 sa odporu-
¢a zavedenie chemoprofylaxie aj pri hyperreaktivnom TST (nad 18mm) pri sucasnej
negativite QFT-G pred zahdjeni liecby za Standardnych podmienok. Biologicka liecba
sa moze zacat aplikovat po 2 mesiacoch chemoprofylaxie, pricom té dobehne podla
schémy poddvania do 6 (izoniazid) alebo 4 (izoniazid + rifampicin) mesiacov. Pri zme-
ne negativity na pozitivitu QFT-G pocas podavanej liecby sa odportca pokracovat v bi-
ologickej lie¢be bez prerusenia a su¢asne chemoprofylakticky pacienta prelie¢it podla
schémy. Od r. 2011 sa na Slovensku ukoncila plosna vakcindcia nasej populdcie. Tym
sme sa priradili medzi kombinované populacie s BCG-vakcinaciou a bez nej. V roku
2013 preto mozu byt na biologicku lie¢bu indikované prvé deti bez BCG vakcinacie.

Zaverom modzeme konstatovat, Ze v zdujme zvySovania benefitu a zniZovania rizika
anti-TNF liecby (36, 37) je treba, aby aj nadalej pokracovala dobra medziodborova
spolupraca reumatoldga, pneumoldga a imunoldga.
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IMUNOPATOGENEZA SCLEROSIS MULTIPLEX
A JE) ODRAZ YV BIOLOGICKEJ LIECBE

Buc Milan
Imunologicky Ustav lekarskej fakulty UK, Bratislava

Sclerosis multiplex (SM) je autoimunitna choroba, pri ktorej dochadza k destrukcii
myelinovych obalov v CNS, periférny nervovy systém ostava neporuseny. Chorobu ako
klinickd jednotku prvy raz opisal r. 1868 francuzsky neurolég J. M. Charcot. Postihuje
prevazne mladsie osoby kaukazoidnej populdcie vo veku 16 - 40 rokov, viac Zeny ako
muzov (3:1 aZ 4:1). Prevalencia je 5:10 000, incidencia sa zvySuje smerom od rovnika
k severu, v Eurdpe je dvakrat CastejSia ako v Afrike, pricom najviac postihnutych je
v Skandinavii a Skétsku. Prestahovalci vo veku do 15 rokov nest so sebou riziko vyvoja
choroby, ktoré je charakteristické pre oblast v ktorej Zili, stars$i maju riziko vyvoja cho-
roby typické pre oblast, do ktorej sa pristahovali (1).

Etiolégia a geneticka determindcia

Pric¢inu choroby, podobne ako pri vacsine autoimunitnych choréb, nepozname.
Predpoklada sa interakcia faktorov vonkajsieho prostredia s genetickou predispozi-
ciou k chorobe. Zo spustacich faktorov sa obvifiuju virusy, ktoré mechanizmom mo-
lekulového mimikri indukuju rozvoj imunopatologickych procesov. V skutoc¢nosti, po-
Cetné virusy obsahuju proteiny, ktoré maju pribuznu strukturu s principidlnym auto-
antigénom pri SM — myelinovym bazickym proteinom (MBP). Ide o virus osypok, CMV,
EBV, HBV, HSV, humanny herpeticky virus 6 alebo 7, koronavirusy a iné. Vztah medzi
virusmi a SM podporuju aj udaje, Ze virusové infekcie Casto predchddzaju zachvaty
choroby. Pravdepodobne IFN-y, ktory sa produkuje pocas virusovej infekcie, spusti
do pohybu imunopatologické procesy vrcholiace demyelinizaciou (2). Tato predstavu
podporuje aj skutoénost, Zze ak sa chorym poda IFN-y, vyprovokuje to zachvat cho-
roby. Dalsi dokaz o spojitosti environmentalnych faktorov a vyvojom SM poskytuju
experimenty na mysiach. Transgénové mysi, ktoré maju T-lymfocyty so Specifickym
anti-MBP receptorom, vyvinu autoimunitnt encefalomyelitidu (EAE = experimental
autoimmune encephalomyelitis) len ak sa chovaju v nesterilnom prostredi, ale nie ak
sa drzia za sterilnych, bezmikrébnych podmienok.

Prvotna pricina indukcie imunopatologickych procesov veducich k rozvoju SM
mbze byt aj v samotnom MBP. Existuju Udaje, Ze MBP izolovany od pacientov, ktori
zomreli na SM, je menej kationicky, t. j. jeho pozitivny ndboj je mensi ako ho ma MBP
zdravych. Pretoze schopnost MBP vytvarat stabilné, kompaktné mnohovrstvové Utva-
ry zavisi od jeho pozitivneho naboja, da sa predpokladat, Ze menej kationicky MBP
tato svoju funkciu nebude moct ddsledne spitiat. Vysledkom by bola vrodend nesta-
bilita myelinu, ¢im by sa sucasne stal teréom pre efektorové mechanizmy imunity.
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Ind moznost je porucha indukcie tolerancie na myelin pocas diferenciacie tymocytov
v tymuse. Vacsina aj zdravych os6b ma vo svojej krvi antimyelinové T-lymfocyty (proti
peptidu 83 - 89), ale ich aktivacii u zdravych brania mechanizmy periférnej tolerancie.
Co u chorych so SM takéto autoreaktivne lymfocyty aktivuje nevieme, mozno supe-
rantigény. Poranenie jedinca elektrickym prddom vyvoj choroby podporuje a zhorSuje
jej priebeh.

Geneticka predispozicia k chorobe vynika najmé v porovnani konkordancie vyvoja
choroby u monozygétnych dvojciat s dizygétnymi, pomer je 26:2,4 %. Riziko vyvoja
SM je u pribuznych pacienta tiez vyssie ako medzi nepribuznymi. Z génov, ktoré sa
spolupodielaju na vyvoji SM sl najznamejsie gény HLA-komplexu, konkrétne druhy
najznamejsi ancestralny haplotyp HLA-A*03:01, -Cw*07, -B*07:02, -DRB1*15:01,
-DRB5*01:01, -DRB6*02:01, -DQA1*01:02, -DQB1*06:02, -DPA1*01, -DPB1*04:01,
ktoré determinuju molekuly HLA-A3, -Cw7, -B7, -DR15, -Dw2, -DQ6, -DP4; vyskytuju
sa aZz u 70 % pacientov v porovnani s 20 % u zdravych (3). Z inych génov, ktoré sa spa-
jaju s predispoziciou k chorobe sa uvadzaju CCR5, IL-10, INF-y, IL-4Ra, IL-12RB, IL-21,
VLA-4 ainé.

Patologicko-anatomicky obraz a patogenéza

Patologicko-anatomicky pozorujeme v akutnej faze tvorbu demyelinovych plakov
v okoli malych cievok v bielej hmote mozgu a akumuléciu zapalovych buniek; starsie
loZiska o velkosti od 1 mm az po niekolko cm tento zapalovych infiltrat nemaju, mye-
lin a oligodendrocyty nahradza mikroglia. Vysledkom zbavenia nervovych vldken svo-
jich obalov spésobuje poruchu prenosu vzruchu. Povodne sa myslelo, Ze k preruseniu
nervovych vlaken nedochadza, avsak konfokdlne mikroskopické vysetrenia odhalili, Ze
prerusené axény sa v mozgovych léziach vyskytuju pravidelne a Ze ich pocet zavisi od
stupna zapalového procesu.

Sclerosis multiplex je typickd autoimunitna choroba. Imunopatologicky proces sa
zacina aktivaciou autoreaktivnych T-lymfocytov na periférii. Okrem MBP ako auto-
antigény vystupuju este aj PLP (proteolipidovy protein), MOG (myelinovy oligoden-
drocytovy glykoprotein), MAG (myelin-associated glycoprotein), aB-krystalin a iné
(4). Antigénovo-Specifické T-lymfocyty patria T 1- a najmd T,17-subpopuldciam (5).
Aktivované T-lymfocyty néasledne zaénu do svojej bunkovej membrany zabudovavat
adhezivne molekuly (najddlezitejie su a4B1-integriny), ¢o im umozni viazat sa na ad-
hezivne molekuly na endotelovych bunkach CNS (najma VCAM-1, ktory sa tu v malych
mnozstvach konstitutivne exprimuje; po stimulacii cytokinmi sa jeho expresia zvysuje)
a nasledne prechadzat do parenchymu mozgu. Tento mechanizmus prechodu vyuzi-
vaju T, 1-lymfocyty, kym T,17-lymfocyty vyuZivaju interakciu medzi ich chemokino-
vym receptorom CCR6 a jeho ligandom CCL20, ktory sa tieZ konstitutivne exprimuje
na endotelovych bunkach; do CNS preferencne vstupuju v oblasti plexus chorioide-

.....

T-lymfocyty; na svoj vstup vyuZivaju PSGL1 a jeho receptor na endotelovych bunkach.
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Najnovsie sa zistilo, Ze na prestupe lymfocytov do CNS sa podiela aj S1PR2, ¢o je
receptor pre sfingozin-1-fostat (S1P) (pozri dalej). Tento receptor reguluje per-
meabilitu medziednotelovych spojeni. Dokazalo sa, Ze sa vo zvySenej miere na-
chadza v membranach endotelovych buniek v zapalovych loZiskach pacientov so
SM, viac u Zien ako u muzov. Okrem ovplyviovania priepustnosti HEB zodpoveda
aj za translokaciu chemokinu CXCL12 z abluminalnej do luminalnej lokalizacie, ¢o
ulahéuje autoreaktivnym T-lymfocytom rozpozndvat ho svojim CXCR4 receptorom
a nasledne prilnat a prestupit do parenchymu mozgu (8, 9).

Po prechode autoreaktivnych T-lymfocytov, v perivaskularnom priestore, sa zacnu
odohrévat inicidlne imunopatologické procesy. Tu sa dostavaju do kontaktu s mye-
loidnymi dendritovymi bunkami, ktoré prostrednictvom svojich HLA-molekul druhe;j
triedy prezentuju peptidy pochadzajlce z myelinu, ¢im sa reaktivujd, zaénu prenikat
do parenchymu a produkovat prozapalové cytokiny (najma IFN-y, IL-17 a TNF). Tieto
nasledne stimuluju parenchymové mikrogliové bunky, ktoré produkciou svojich cy-
tokinov (IL-12, IL-23, osteopontin?) a toxickych mediatorov (reaktivne intermedialne
produkty dusika a kyslika) poskodzuju myelin; z neho sa uvolfiuju dalSie autoantigény
a ,circulus vitiosus” pokracuje (10). Cytotoxické T-lymfocyty poskodzuju myelin svo-
jim perforinovo-granzymovym mechanizmom. Dochadza aj k aktivacii B-lymfocytov;
tychto je v plaku spociatku malo, ich relativny pocet sa zvysuje, aZ ked'sa loZisko stava
chronickym. Aktivacia B-lymfocytov sa prejavi intracerebralnou syntézou IgG, ktoré su
typicky oligoklonové?. U niektorych pacientov sa zd3, Ze v patogenéze zohravaju vy-
znamnejsiu Ulohu ako T-lymfocyty. Svedci o tom tvorba terciarnych lymfoidnych foli-
kulov v meningoch, ktoré sa dokazali u pacientov so sekundarne progresivnou formou
SM (SP-SM). Ich pritomnost sa spéja so skorsim nastupom choroby a hor$im klinickym
priebehom (2, 11, 12).

Na vyvoji autoimunitnych choréb mézu mat svoj podiel aj nTreg-lymfocyty a to
tym, Ze chybaju, ich funkcia je znizena, alebo Ze efektorové T-lymfocyty na ich pdsobe-
nie neodpovedaju. Aka je situacia pri sclerosis multiplex (SM)? Viaceré prace poukazu-
ju na nedostatocnu funkciu nTreg-lymfocytov (13-16), i ked'su aj prace, ktoré udavaju
pokles poctu tychto buniek v periférnej krvi (17). Aka je pricina ich nedostatocne;j
funkcie? Zrejme po6jde o komplexnu poruchu, ako je znizena expresia koinhibi¢nych
molekul (CLTA4, TIM-3, TIGIT) v membranach buniek, znizena syntéza imunosupresiv-
nych cytokinov a pod. (15, 18). Nedostatocna timiva aktivita nTreg-lymfocytov umozni
na periférii aktivovanym autoreaktivnym T-lymfocytom prechéadzat do CNS a rozvijat
tu imunopatologicky proces (19).

1 Osteopontin je cytokin, ktory pdsobi chemotakticky na makrofagy, aktivuje T, 1-lymfocy (ale nepriamo,
timenim syntézy IL-10) a md aj antiapoptoticky ucinok.

2 1gG, ktory sa nachadza v cerebrospindlnej tekutine (CSF) moZe pochadzat z plazmy alebo sa vytvori
v mozgu. Z tohto dévodu sa koncentrécia IgG v CSF vidy vztahuje ku koncentrécii iného proteinu, naj-
Castejsie albuminu; oba sa stanovuju rovnakou metddou. Ak sa IgG syntetizuje v CNS, je pomer 1gG
: albumin vyssi, ak pochadza z plazmy, tento pomer sa nemeni, lebo hematoencefalickou bariérou
prestupuju oba.

95



BIOLOGICKA LIECBA V TEORII A PRAXI — Bratislava 2014

Na polarizacii imunitnej odpovede do T, 1-typu sa podiela aj nedostatocna syntéza
neuropeptidu Y (NPY). Ide o peptid skladajlci sa z 36 aminokyselinovych jednotiek; in
vitro inhibuje sekréciu IFN-y a zvySuje syntézu IL-4, ¢o naznacuje, Ze posUva rovnova-
humedzi T 1aT,2 smerom kT, 2. Pri SM v porovnani so zdravymi sa NPY v CSF nachd-
dza v zniZzenych hladinach. T-lymfocyty od chorych s SM vo zvySenej miere exprimuju
CD26, ¢o je peptidaza, ktora dokaze degradovat aj NPY, ¢im by v sa mikroprostredi,
v ktorom sa autoimunitny proces odohrava, vytvaral jeho nedostatok. Nasledna nedo-
stato¢na aktivacia receptorov (Y1) podpori vyvoj T 1-imunitnej odpovede (20).

Klinicky obraz a laboratérna diagnoza choroby

Klinicky sa choroba v 60 % manifestuje ako relapsujico-remitentna (RR-SM), t. j.
obdobia exacerbacie klinickych priznakov (relaps) nasleduju rézne dlhé obdobia rela-
tivneho pokoja (remisia), ¢o trva 15 - 20 rokov aZ kym pacient nie je trvalo priputany
na l6zko, resp. na invalidny vozik a absolttne zavisi od pomoci oSetrujlcej osoby. Ta-
kyto priebeh sa prejavuje aZ priblizne u 85 - 90 % chorych, u ostatnych 10 -15 % je
priebeh choroby od samého zaciatku progresivny (primarne-progresivna SM /PP-SM/,
na rozdiel od sekundarne progresivnej formy, ktora sa moze vyvinat z RR-SM, s vyvo-
jom invalidity za 5 — 6 rokov. Pacienti s PP-SM zle odpovedaju na biologicku liecbu,
ktora sa bezne dava pacientom s RR-SM, ¢o naznacuje, Ze za chorobu zodpovedaju iné
imunopatologické procesy ako pri RR-SM (21). U Zien je Castejsi remitujuco-relapsovy,
u muzov skor progresivny priebeh. Choroba sa prejavuje motorickymi a senzorickymi
vypadmi funkcie periférnych nervov, chori trpia psychickymi poruchami a u niekto-
rych sa vyvinie zapal optického nervu. K zlepsenie klinického stavu dochadza pocas
tehotenstva, po poérode vsak déjde k prepuknutiu priznakov v rovnakej alebo horsej
podobe ako predtym.

Sclerosis multiplex je choroba, ktord postihuje mladych dospelych a obycajne trva
10 az 20 rokov. Na rozdiel od diabetes mellitus prvého typu, ktory sa klinicky mani-
festuje aZ ked absolutna vacsina beta-buniek Langerhansovych ostrovcéekov zanikne,
prvé priznaky SM sa objavia este ked' tieto su reverzibilné a poskodenie CNS je mini-
malne, ¢o poskytuje urcitl dobu na vcéasnu terapeuticku intervenciu.

Neuromyelitis optica (NMOQO) sme az doneddavna sa povazovali za variant SM. Dnes
predstavuje samostatni chorobnt jednotku. Ide pri nej o autoimunitny zapal spo-
sobujlci demyelinizaciu optického nervu a miechy. Hoci méze postihnut aj mozog,
|ézie su rozdielne od tych, ktoré sa pozoruju pri SM. Pre syndrom su charakteristické
protilatky proti aquaporinu 4 v membrane astrocytov (AQP4)3 (22, 23). Dominantnymi
bunkami infiltrujdcimi lézie s neutrofily, bunky, ktoré pri SM prakticky chybaju. Dalsia
odlisnost od SM je, Ze v cerebrospinélnej tekutine (CSF) st vysoké hladiny IL-17. Tie
pravdepodobne zodpovedaju za indukciu produkcie chemokinov (IL-8, G-CSF a CXCL1),
ktoré pritahuju a aktivuju granulocyty (24). IFN-B, ktory sa pouziva v lie¢be SM, pri
NMO sa nesmie podavat. NielenZe su pacienti, ktori na tuto lieCbu neodpovedaju, ale

3 Aquaporiny su integralne proteiny bunkovych membrdn, ktoré reguluju tok vody.
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u niektorych lie¢ba indukuje tazké relapsy a exacerbacie choroby (25, 26). Tu v$ak sa
tieZ ukazuje, Ze biologicka lie¢ba by mohla znaéne prispiet k lie¢be choroby — vyvinuli
sa monoklonové protilatky (aquaporumab), ktoré sa viazu na AQP4 (ale neaktivuju ani
komplement ani K-bunky, takZe k poskodeniu buniek, na ktoré sa viazu, nedochadza),
¢im sa zabrani anti-AQP4 protilatkam, aby uplatnili svoju patogenetickd ulohu (27).

Celkom nedavno (2013) sa zistilo, Ze AQP4-molekuly sa nachadza aj v membra-
nach buniek syncytiotrofoblastu. Anti-AQP4 protilatky (su triedy IgG) sa takto mo6zu
nadviazat, aktivovat komplement a jeho $tiepne produkty (C3a, C5a, C5b67) nasledne
pritahovat neutrofilné leukocyty. Vyvija sa takto zapal placenty, ktory, ak je zna¢ného
rozsahu, moze spOsobit destrukciu syncytiotrofoblastu a potrat, ktory sa pozoruje asi
u 13 % Zien trpiacich NMO (28).

Laboratérna diagndza SM sa zaklada na dokaze oligoklonového 1gG v CSF; zjavuje
sa tu uz zavéasu a typicky pretrvava dlhd dobu. Pomer IgG k albuminu je viac ako
22 %. V CSF aj v sére od chorych mozno dokazat aj Specifické protilatky. Chori, ktori
sU séropozitivni pre protilatky anti-MOG a anti-MBP maju vacésiu pravdepodobnost
druhého relapsu — v priebehu 8 mesiacov, v porovnani so 45 mesiacmi u chorych bez
uvedenych protilatok. Pritomnost IgM anti-lipidovych protilatok v CSF sa spdja s prog-
resivnejSou formou choroby (4). U niektorych pacientov so SM sa v ich plazme nacha-
dzaju aj anti-dsDNA protilatky, ale bez akychkolvek priznakov SLE. Ale naopak, niektori
pacienti s jasnym SLE vyvinu priznaky typické pre SM. Podobne ako autoprotilatky
mozno v sérach od pacientov ndjst zvysené hladiny solubilnych adhezivnych molekul
PECAM-1 a E-selektin (29).

Klasicka a biologickad liecba

Liecba SM nie je lahka. Lieky, ktoré sa pouzivaju pre lieCbu zapalovych a malignych
choréb, ako cyklofosfamid, metotrexat, kladribin, mitoxantrdn, intravendzne imu-
noglobuliny, cyklosporin A su Uspesné aj pri liecbe SM, aj ked' nie vidy s vacsim Uspe-
chom, pravdepodobne pre ich tazsi prienik do CNS v ddésledku hematoencefalickej
bariéry. Intravendzne podanie metylprednizolonu moze urychlit odznenie akutnych
zachvatov, ale dalsi pocet relapsov neovplyviiuje. Specifickej$iu terapiu predstavuje
biologicka liecba, resp. latky, ktoré zasahuju do biologického cyklu buniek, ktoré sa
zUcastnuju na imuno-patologickych procesoch (tab. 10.2).

Ako prvé biologikum, ktoré sa pri liecbe SM zacalo podavat, bol IFN-B, neskér do
hry vstupil glatiramér-acetat, monoklonové protilatky, FTY-720 a iné. Kazdé z uvede-
nych imunoterapeutik ma svoje vlastné mechanizmy, ktorymi ovplyviuje prebieha-
juce imunopatologické procesy a pokusa sa o navrat do fyziologickych podmienok.
Treba vsak hned povedat, Ze ani jednému v sucasnosti pouzivanych biologik sa to
doteraz nepodarilo, vzdy ide iba o Upravu — zlepsenie klinického stavu pacientov, ale
nie o vylieCenie.

Interferon beta (IFN-B) svoje imunosupresivne posobenie uplatiiuje viacerymi
spdsobmi. PGsobi na bunky prezentujlce antigén, t. j. makrofagy a mikrogliu, tym,
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Ze znizuje v ich membranach mnozZstvo HLA-molekul druhej triedy a indukuje obja-
venie sa inhibi¢nych molekdl PDL-2, ktoré po interakcii s PD1-receptormi na T-lym-
focytoch navodia v nich apoptoticky proces. IFN-B zniZuje aj proliferaciu makrofagov,
¢im zmensuje ich pocet a tym aj schopnost aktivovat dalSie a dalsie autoreaktivne
T-lymfocyty (26).

Vyznamnua Ulohu ma podavanie IFN-B aj na p6sobenie Treg-lymfocytov. IFN-B
v membranach dendritovych buniek (DC) zvySuje mnozZstvo ligandov pre GITR-re-
ceptory (GITRL). Interakcia medzi GITR na Treg-lymfocytoch s GITRL na dendritovych
bunkach podmieni v Treg-lymfocytoch prenos stimulacného signalu, ktory spdsobi, Ze
tieto za¢nu proliferovat a tym zvySovat svoje pocty a nasledne aj svoju timiva aktivitu.
Tejto proliferacii napomaha aj druhy efekt IFN-B pdsobenia na Treg-lymfocyty, a to
v podobe znizenia mnozZstva ich CTLA4-molekul, ktoré potlacaju aktivitu Treg-lymfo-
cytov. Tieto sa takto stavaju vnimavejsie na pésobenie stimulacnych podnetov, najma
na IL-2, ktory je ich zakladnym homeostatickym cytokinom (30).

Glatiramer acetat (GA) je druhym imunopreparatom liecby prvej linie. Ide o zmes
syntetickych peptidov, ktoré sa skladaju z 50 az 90 aminokyselinovych jednotiek. Kon-
krétne ide o L-glutamovu kyselinu, L-lyzin , L-alanin a L-tyrozin, ktoré su v peptide za-
stupené nahodne. Tieto aminokyseliny sa na tvorbu peptidov nevybrali nahodne, ale
cielene, lebo sa v myeline vyskytuju najcastejSie. Mechanizmus uéinku GA moze byt
v blokade Zliabku HLA-molekul, ale ukazuje sa, Ze GA ma aj imunomodulacné vlast-
nosti. Dokazalo sa, Ze GA indukuje produkciu sIL-1Ra, prirodzeného inhibitora IL-1,
¢im zniZuje jeho pbésobenie a aj jeho syntézu. NavySe monocyty, resp. makrofagy pod
jeho vplyvom produkovali aj menej IL-1, TNF, teda najddlezitejSich mediatorov zdpalu
a IL-12, ktory podporuje T, 1-imunitnd odpoved; naopak, GA zvySoval ich syntézu imu-
nosupresivneho IL-10 (31). Predpoklada sa, Ze GA-aktivované T-lymfocyty vstupuju aj
do CNS a tu presadzuju svoj protizapalovy a neuroprotektivny ucinok (32). GA zlepSu-
je aj imunosupresivne posobenie regulacnych T-lymfocytov a to zvySovanim expresie
koinhibi¢nych molekul TIGIT a TIM-3, ktoré su u pacientov so SM v membranach ich
Treg-lymfocytov znizené (15, 18, 33).

K biologickej liecbe druhej linie pacientov so SM patri natalizumab a FTY720.

Natalizumab st monoklonové protilatky (mAb) proti a4-retazcu adhezivnej mole-
kuly VLA4 (a4B1-integrin), ktory sa exprimuje v membranach T-lymfocytov; jeho part-
nerskd molekula na endotelovych bunkach ciev v CNS je VCAM-1. Poddvanim tychto
mADb sa zabrariuje prechodu autoreaktivnych T-lymfocytov do CNS, pretozZe T-lymfocyty
nemdzu prilndt na endotelovi vystelku ciev a tak sa nasledne preplazit do parenchymu
mozgu, ¢o makroskopicky vnimame ako lymfocytézu. Na regulacné T-lymfocyty nema
vplyv, neovplyviiuje ani ich pocty ani ich funkciu. Po preruseni liecby sa vsak u niekto-
rych pacientov po troch az Siestich mesiacoch pozoruje relaps choroby. U jedincov, kto-
rym sa choroba vrétila (relaps), alebo mali zhorsené prejavy MRI, sa pozorovala mensia
lymfocytdza oproti tym, u ktorych sa relaps nevyskytol. Jedna z moznych pricin tohto
javu je aj v genetickom polymorfizme génu pre antiapoptoticky protein Akt. Jedna jeho
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forma, rs2498804T*, sa spaja s jeho zniZzenou aktivitou a teda zvySenou apoptdzou
aktivovanych T-lymfocytov a teda aj nizSou lymfocytézou (34, 35).

Jedna z komplikacii lie¢by SM natalizumabom je indukcia progresivnej multifokal-
nej leukoencefalopatie (PML) vyvolanej John Cunninghamovym virusom (JCV) (36). Je
to virus, ktory sa replikuje v oligodendrocytoch, spésobuje ich zanik a tym aj demyeli-
nizaciu. Odhaduje sa, Ze aZ polovica populacie je nosi¢om JCV, Casto v obli¢kach a vy-
lucuje ho mocom. Vysledkom infekcie JCV je prerusenie liecby, ktoré vsak u niektorych
pacientov vyvola IRIS-syndrém (immune reconstitution inflammatory syndrom). Tento
sa prejavuje masivnou infiltraciu lymfocytov do mozgu a intenzivnym zapalom. Moze
sa prejavit za niekolko dni az tyzdfiov s mortalitou 20 az 30 %. Jedina Ucinna liecba je
podavanie glukokortikoidov vo vysokych davkach.

Dalii liek v druholiniove] liecbe SM predstavuje FTY720 (fingolimod). Je derivat
myriocinu, ktory sa izoluje z ¢inskej huby Iscaria sinclarii. FTY720 je Struktdrnym ana-
I6gom sfingozinu, ktory sa fosforyluje sfingozinovou kindzou a nasledne pdsobi ako
velmi silny agonista receptorov pre sfingozin 1-fosfat® (37, 38). Znizenie, resp. vymiz-
nutie S1P1-receptorov na T- a B-lymfocytoch spdsobi poruchu ich vycestovania zo sle-
ziny, lymfatickych uzlin a Peyerovych plakov. Reverzibilna sekvestracia sa tyka az 80 %
lymfocytov za 3 — 5 hodin po aplikacii (39).

P6sobenie FTY720 na regulacné T-lymfocyty nie je eSte Uplne objasnené. Existuju
literarne Gdaje, ktoré poukazuju, Ze FTY720 podporuje ich proliferaciu a imunosup-
resivnu aktivitu, i ked' mechanizmus akym to dosahuju autori neuvadzaju (39). Tejto
vlastnosti FTY720 by zodpovedali aj klinické udaje, ktoré dokumentuju, Zze po pre-
ruseni liecby tymto preparatom dochadza k relapsu a k indukcii priznakov, ktoré sa
podobaju IRIS-syndrému vznikajicom po preruseni lieCby natalizumabom (40, 41).
Naznacovalo by to, Ze o. i. doslo aj k poklesu aktivity regulacnych a zvyseniu aktivi-
ty efektorovych T-lymfocytov. Naopak, iné prace dokazuju, Ze FTY720 zniZuje aktivitu
regulaénych T-lymfocytov, a to aj ich proliferacna aj funkénu aktivitu. Spésob ktorym
to FTY720 dosahuje sa zaklada na jeho interferencii s fosforylaciou a tym aktivaciou
transkripéného faktora STATS, ktory je potrebny na transkripciu FOXP3-génu a vznik
nTreg-lymfocytov (42). Klinické skusenosti v suvislosti s vysSie uvedenym relapsom
po preruseni liecby vsak tomu nenasvedcuju, resp. ziskané poznatky v predklinickych
$tudiach nie vidy musia korelovat s G¢inkom preparatu pri samotnej liecbe pacientov.
Pripomina to udalosti z r. 2006, kedy sa pouZila super-agonistickda monoklonova proti-
latka anti-CD28, ktora v klinickom pouziti viedla k cytokinovej burke a k tazkym klinic-
kym priznakom, ktoré hranicili s prezitim. Bolo to neocakavané, lebo v predklinickych
studiach tato mAb podporovala expanziu prave nTreg-lymfocytov (43).

V ostatnej dobe sa do klinickych skisok dostavaju monoklonové protilatky, ktoré
rozpoznavaju CD20 na povrchu B-lymfocytov a pomocou komplementu alebo akti-

4 Jedna sa o polymorfizmus na Urovni jednotlivého nukleotidu — SNP (single nucleotide polymorphism)

5 Ide oreceptory S1P1 az S1P5, na S1P2 sa neviaze. T-lymfocyty vyuZivaju najma S1P1 a B-lymfocyty zase
S1P3.
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vaciou K-buniek ich likviduja. Vychadza sa tu z poznatkov o inej biologickej funkcii
B-lymfocytov ako len buniek, ktoré zodpovedaju za syntézu protilatok. Uz vyssie sme
pisali, Ze existuje subpopulacia B-lymfocytov, ktorda ma imunosupresivne vlastnosti.
Podobne zacdina sa zistovat, Zze B-lymfocyty maju vyznamnu Ulohu aj pri prezentacii
antigénov. B-lymfocyty totiZz maju v svojich membranach HLA-molekuly druhej triedy
a pohltené antigény, ktoré predtym rozpoznali a viazali svojim antigénovym recepto-
rom, dokdzu spracovat, nadviazat na HLA-molekuly a prezentovat T-lymfocytom. Mo-
noklonové protilatky anti-CD20 zniZujui pocet B-lymfocytov, ¢im sa zniZzuje moznost
ich interakcie autoreaktivnymi T-lymfocytmi a k Gtlmu imunitnych procesov. Stcasne
dochadza k zmene cytokinového mikroprostredia, ktoré podmieni vznik a expanziu
Treg-lymfocytov ¢im sa autoimunitny proces dalej timi (44-46). Preco sa vybral prave
CD20-antigén? Odpoved je pomerne jednoducha — nachadza sa v membréanach prak-
ticky vsetkych vyvojovych $tadii B-lymfocytov, od pre-B-lymfocytov az po paméatové
B-lymfocyty (47). Anti-CD20 mAb existuju v troch prevedeniach - rituximab, ocrelizu-
mab a ofatimumab. Rituximab a ofatimumab nicia B-lymfocyty prostrednictvom akti-
vacie komplementu, ocrelizumab aktivaciou K-buniek, ¢o je vyhodnejsie, lebo oproti
prvym nevznikaju prozapalové fragmenty komplementového systému, ktoré vyvola-
vaju prozapalové komplikacie, ale apoptotické telieska, ktoré likviduju makrofagy bez
akejkolvek indukcie zapalovych procesov (48). Rituximab sa osveddil aj pri zvladani
neuromyelitis optica (NMO) (23, 49).

V stadiu klinickych skusok sa nachadzaju aj dalSie dve monoklonové protilatky —
alemtuzumab a daclizumab. Alemtuzumab si monoklonové protilatky proti CD52.
Tato glykozylovana molekula, ukotvend v membrane buniek (lymfocytov, monocytov
a granulocytov) GPIl-kotvou ma kostimulacné ucinky; jej ligandom je Siglec-10 (50).
Alemtuzumab aktivaciou komplementu a K-buniek vedie k rychlej destrukcii T-, B-lym-
focytov, NK-buniek a monocytov. Hoci ma biologicky polc¢as len 6 dni a neovplyvriuje
prekurzorové bunky, aj pomocné (CD4") aj cytotoxické (CD8*) lymfocyty sa vracaju
k vychodiskovym hodnotam az za 61, resp. 30 mesiacov; navyse dochdadza k expanzii
nTreg-lymfocytov, ¢o vSetko mdze vysvetlit jeho pozitivne Ucinky v liecbe SM (51).
Preco po aplikacii anti-CD52 mAb pretrvava lymfopénia? Jednak je to nedostatocny
prisun novych lymfocytov, lebo tymocyty sa st nicené tiez a jednak je to je homeosta-
ticka proliferacia; novovznikajuce T, -lymfocyty st velmi nachylné na apoptdzu, takze
ich biologicky polcas je velmi kratky a lymfopénia pretrvava.

V protiklade s pretrvavajucim poklesom T-lymfocytov, B-lymfocyty sa dostavaju
na poévodnu Uroven uzZ za tri mesiace a potom ich pocty dokonca aj stupaju (48, 51).
Tato skutocnost (t. j. zvysend aktivita B-lymfocytov a nedostato¢na timiva funkcia re-
gulaénych T-lymfocytov) mdze vysvetlit aj sklon takto lie¢enych pacientov vyvinat au-
toimunitné komplikacie (fatalna autoimunitna trombocytopénia, Gravesova choroba
a oportunistické infekcie) (52, 53). Prave pre nepriaznivé uc¢inky FDA neschvalila alem-
tuzumab pre klinické pouZivanie, hoci predtym EMA ho schvalila (54). Zrejme bude
treba dalsie skusky, kym sa dospeje k definitivnemu rozhodnutiu.
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Daclizumab st monoklonové protilatky proti alfa-retazcu pre IL-2 (CD25). Mecha-
nizmus ich Gcinku je zaujimavy — indukujd vznik NK-buniek, ktoré prechadzaja do in-
tratekalneho priestoru a tu zabijaju autoreaktivne T-lymfocyty (55).

Napokon, v suvislosti s Glohou Treg-lymfocytov v rozvoji a terapii SM sa treba
zmienit aj o moznosti indukcie a expanzie vlastnych Treg-lymfocytov pacienta in vit-
ro a nasledné ich spatné podanie pacientovi. Tento sp6sob zvladania imunitnych pro-
cesov sa Uspesne odskusal pri zvladani GvHD u fudi (56) a pri liecbe experimentalnej
autoimunitnej encefalitidy (EAE) indukovanej podanim MOG (57).

Dalgie pripravky, ktoré su v étadiu klinickych skigok sa uvadzaju v tab. 10.1. Per-
spektivna bude aj liecba blokadou S1PR2-receptora, ktory sa najnovsie ukazuje ako
principidlny faktor pre prestup autoreaktivnych T-lymfocytov do mozgu (8).
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Tab. 1

Suhrn mechanizmov poésobenia, ucinnosti a nepriaznivych ucinkov novych a per-
spektivnych liekov v terapii sclerosis multiplex (podla Saidha el al. 2012, modifiko-

vané)
Liek Mechanizmus Gcinku Ucinnost Nepriaznivé ucinky
Fingolimod Blokuje S1P-receptor; 54 - 60 % ARR-redukcia, | Infekcie herpetickymi
zabranuje vycestovaniu | znizené riziko progresie | virusmi, bradykardia,
T-lymfocytov zo k invalidite. Menej atrio-ventrikularny
sekundarnych novych a zvacsujucich blok, hypertenzia,
lymfoidnych sa T2-lézii a spomalenie |zvysenie hladiny
organov. Mozny Ubytku objemu mozgu | peceriovych enzymoy,
neuro-protektivny (Studia FRREDOM, edém makuly, infekcie
a remyelinizacny faza 3). respiraéného traktu,
ucinok. lymfopénia, moiné
malignity.
Cladribin Analég adenozinu. 55 - 58 % ARR-redukcia, | Lymfopénia,
Inkorporuje sa do 86 — 88 % redukcia Gd*- | neutropénia,
DNA deliacich sa |ézii, redukované riziko |trombocytopénia,
buniek, prerusujuc vyvoja invalidity (Studia | pancytopénia,
tak syntézu DNA a jej CLARITY, faza 3). reaktivacia herpers
opravu. Vysledkom je zoster, mozné
trvaly a progresivny malignity.
ubytok aj CD4*aj CD8*
T-lymfocytov.
Teriflunomid Aktivny metabolit Spomalenie vyvijajucej | Hnacky, nauzea,
leflunomidu. sa invalidity. 61 % zvySené hladiny
Inhibuje redukcia Gd*-lézii. pecerovych enzymoy,
mitochondriovu alopoécia, kozné
dihydro-orat 31 % ARR-redukcia, vyrazky, infekcie,
dehydrogenazu. spomalenie progresie neutropénia,
Zabranuje de novo choroby (studia TEMSO, | parestézie,
syntéze pyrimidinov, faza 3). hypertenzia.
inhibuje proliferaciu
a efektorové funkcie
aktivovanych
B- a T-lymfocytov.
Liek Mechanizmus ucinku Uéinnost Nepriaznivé tcinky
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giuinolén-3-
karboxamidu, pribuzny
linomidu. Podporuje
posunT,1-na
T,2-mediovanu
imunitnu odpoved.
Posobi
neuro-protektivne
podporou syntézy
neuroprotektivnych
latok.

33 % redukcia progresie
k invalidite, 27 %
zniZenie progresie

k atrofii mozgu (Studia
BRAVO, 3. faza)

BG12 Demetyt-fumarat. 53 % ARR-redukcia, Zacervenanie, bolesti
Antioxidacny 85 % redukcia novych, hlavy, brucha, nauzea,
a imunomodulacny resp. zvacsujucich sa zvracanie, hnacky,
Gcinok. Moéze posobit T2-1ézii, zvy$enie hladiny
neroprotektivne. 90 % redukcia Gd*-1ézii, |pecenovych enzymov
38 % redukcia progresie | (v zavislosti od davky).
k invalidite (Studia
DEFINE, fiza 3).
Laquinimod Druha generacia 21 % ARR-redukcia, Zvysenie hladiny

pecenovych enzymov
(v zavislosti od
davky), artralgia,
lokalna reaktivacia
herpetickych virusov.

Alemtuzumab

Humanizovand mAb
anti-CD52. Spdsobuje
komplementom

alebo K-bunkami
mediovanu lyzu CD4*
CD8* T-lymfocytoy,
B-lymfocytov, NK-
buniek a monocytov.
Pretrvavanie znizenych
poctov B-lymfocytov je
kratSie ako T-lymfocytov.

74 % redukcia RR,

71 % zniZenie rizika
vyvoja trvalej invalidity,
signifikantné znizenie
straty objemu mozgu
(Studia CAMMS223, 2.
faza).

Autoimunitné
choroby stitnej
Zlazy, autoimunitna
trombocytopénia,
neutropénia,
hemolyticka anémia,
Goodpasturov
syndrém, postinflizne
problémy, infekcie
respiracného

traktu, rekurentny
oralny herpes,
moZno meningitidy

a malignity.
Daclizumab Humanizovana Redukcia poctu novych | KoZné vyrazky,

mAb anti-CD25. alebo zvacsujucich sa infekcie,
Inhibuje proliferaciu Gd*-lézii. lymfoadenopatia,
aktivovanych zvySenie hladiny
T-lymfocytov a vedie pecenovych enzymoy,
k expanzii CD56"ient horaéka, Unava.
NK-buniek.

Liek Mechanizmus ucinku Ucinnost Nepriaznivé ucinky
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Rituximab Chimérova mAb anti- 91 % redukcia poctu Postinfuzne
CD20. Sposobuje Gd*-lézii, zniZzenie reakcie, infekcie
depléciu B-lymfocytov | poctu relapsov (2. faza | urogenitdlneho traktu,
a potlacaich klinickych skusok) sinusitidy, PML.
prozapalové funkcie
(k poklesu hladin
IgG nedochddza ani
v plazme ani v CSF)
Ocrelizumab Humanizovana mAb 73 — 80 % ARR-redukcia, | Postinfuzne
anti-CD20. 89 —96 % znizenie Gd*- | reakcie (najma po
U¢inkuje podobne |ézii prvom podani),
ako rituximab. oportunistické infekcie
(u SLE- a RA-pacientov
po predchadzajucej
liecbe metotrexatom)
Ofatumumab | Humanna mAb 99,8 % redukcia poctu Nedostato¢né udaje.
anti-CD25. Ucinkuje novych Gd*-lézii a aj
podobne ako rituximab. | podobné znizenie
novych ¢i zvacsujucich
sa T2-lézii

Legenda: ARR — ro¢ny vyskyt relapsov (annualized relapse rate), mAb — monoklonova
protilatka (monoclonal antibody), Gd — gadolinium, PML — progresivna multifokadlna
encefalopatia, RR — frekvencia relapsov (relapse rate)
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NASE SKUSENOSTI S LIECBOU SCLEROSIS MULTIPLEX
IMUNOMODULATORMI DRUHE!J LINIE

Eleondra Klimova?, Alena Smie$kova?, Monika Dariova
!Klinika neuroldgie FZO PU a FNsP J.A. Reimana v PreSove,
2AdLA, alergologicko-imunologické laboratérium s.r.o,
3ProMagnet s.r.o, pracovisko FNsP J.A. Reimana, Presov

Uvod

Vadsina literarnych zdrojov sa nevyhyba Standardne definovat sclerosis multiplex
(SM) ako chronicku chorobu centralneho nervového systému (CNS), ktorej podstatou
je demyelinizacia axdnov, ktoré mozu stracat svoju integritu uz vo véasnej faze ocho-
renia a postupne dochadza k ich nezvratnému zéniku. Zda sa, Ze v zloZitej a doteraz
iba CiastoCne objasnenej patogenéze SM, su kli¢ovym hracom autoimunitné mecha-
nizmy, ktorych cielovym antigénom je myelin nervovych vldkien a nimi spustana kas-
kada aktivacie prozapalovych a protizapalovych imunitnych dejov, ktorych vysledkom
je loziskové poskodenie mozgu a miechy - v klinickom obraze chorého vyjadrené jeho
fyzickou a, alebo, psychickou invaliditou [1].

V liecbe SM sa v stcasnosti opierame o tri piliere — lieCbu ataku, liecbu imuno-
modulacnl / profylaktickl, zamerant na ovplyvnenie prirodzeného priebehu SM
a liecbu symptomaticku, vratane rehabilitacie. Manazment imunomodulacnej liecby
(disease modifying treatment, DMT) nie je v praxi jednoduchy. Lekar aj pacient musia
reSpektovat platné indikacné obmedzenia Vestnika MZ SR, pretoze len pri ich splneni
je liecba pacientovi hradena z prostriedkov verejného zdravotného poistenia. Imuno-
modulatory prvej linie su injekéné pripravky, poddvané i.m. alebo s.c. v ro6znych davko-
vacich rezimoch. Patria k nim vsetky interferony beta (IFNb) a glatirameracetat (GA).
Z imunomodulatorov druhej linie mdme v sucasnosti volbu medzi i.v. podavanym na-
talizumabom (NTZ) alebo peroralnym fingolimodom (FTY720). V blizkej buducnosti sa
ocakdvaju nové pripravky v réznych liekovych formach (dimetylfumarat, teriflunomid,
laquinimod, atemtuzumab), ktoré rozsiria spektrum nasich terapeutickych moznosti.

Pozadie problému

LieCbu NTZ-pacientov s relapsujicou/remitujicou sclerosis multiplex (RRSM)
komplikuje pritomnost protilatok proti JC-virusu (anti-JCV antibodies = anti-JCVAb) a s
nou spajané riziko vzniku progresivnej multifokalnej leukoencefalopatie (PML), ktoré
potencialne stupa v zavislosti od trvania lieCby NTZ a v praxi je aj Castym dovodom jej
ukoncenia. Po ukonceni lieCby NTZ sa pozorovali klinické a, alebo, neurozobrazovacie
dokazy reaktivacie ochorenia [2]. Urcitu alternativu pre pokracovanie liecby ponuka
pacientom fingolimod (FTY720). Zmene liecby predchadza obdobie potrebné na eli-
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mindciu NTZ z organizmu, tzv. W-O-P (wash-out period). Na jeho trvanie ani presné
¢asovanie doteraz neexistuje jednoznacnd zhoda [3], aj ked urciti moznost ¢asovania
nam umoznuje sledovanie indexu anti-JCVAb, ktory stratifikuje anti-JCVAb* pacientov
medzi chorych s nizkym, resp. vysokym rizikom pre vznik PML [4].

Ciel prace

Nasim cielom bolo zhodnotit klinicky a MR priebeh W-O-P u RRSM- pacientov
s dokazanymi anti-JCV protilatkami po ukonéeni NTZ s planovanou zmenou liecby na
FTY720 a dalSieho priebehu ochorenia na novej liecbe.

Subor chorych a metodika

0d 10/2011 do 07/2014 sme takuto zmenu liecby realizovali u 14 RRSM-pacientov
(4 mutzi, 10 zZien). Ich priemerny vek bol 38 rokov (26 — 53 rokov), priemerné trvanie
definitivnej SM bolo 10 rokov, priemerné EDSS (expanding disability status scale) [5]
v Case ukoncenia liecby NTZ 2,3 (1,5 — 4,0). VSetci pacienti pred zahajenim liecby NTZ
uzivali niektory z imunomodulatorov prvej linie, v priemere 4,2 roka (1 — 8 rokov).
Pacientov sme na zaklade klinického priebehu choroby za posledny rok pred spus-
tenim terapie NTZ rozdelili do troch skupin (I = lll) (tab. 1); pocas nej bol ich klinicky
a MR-nalez stabilizovany. Po nasadeni NTZ sme u vsetkych pacientov sledovali hladiny
anti-JCV protildtok. Po dokaze anti-JCVAb (vySetrené po prvy raz) bola, s prihliadnu-
tim k Zelaniu pacientov a po zvazZeni rizika vs. benefitu, dalsia lieCba vysadena Siestim
z nich, v priemere po 18 infaziach (12 - 26). Sérokonverziu anti-JCVAb sme v priebehu
liecby NTZ zaznamenali aj u dalsich 6 chorych, priemerne po 27 infuziach (6 — 48), ¢o
nas donutilo lie¢bu tiez ukondit. S aplikdciou NTZ sme prestali aj u dvoch pacientok
pre postupne stupajuci titer anti-JCV protilatok, celkovo po 26, resp. 39 infuziach.
Ziskané vysledky sme Statisticky vyhodnotili.

Vysledky

Priebeh W-O-P po NTZ, ako aj “spravanie sa” SM-pacientov na novej liecbe (fol-
low-up) bolo rézne (tab. 2). W-O-P trvala v priemere 4,2 mesiaca (2 — 6 mesiacov).
Jej nekomplikovany priebeh do 3 mesiacov mali 7 chori (50 %), vo vacSine pacienti
skupiny II. Okrem jedinej pacientky, ktorej liecbu FTY720 sme po 33 mesiacoch ukon-
Cili pre pomalu, ale kontinualnu progresiu neurologického deficitu (v priebehu liecby
uroinfekcia s pseudoatakom SM), bola u dalsich 6 pacientov kontrola choroby novym
liekom Uspesna, ich klinicky nalez je stabilizovany. V pripade pacientky zo skupiny I
viedol zavazny rebound SM medzi 2. — 3. mesiacom W-O-P aj napriek uvedenym tera-
peutickym postupom v tab. 2. k jej trvalej invalidite, liecbu FTY720 sme ukoncili.

Atak SM medzi 1. — 5. mesiacom W-O-P prekonali 4 chori (29 %), su to pacienti
skupiny | (2x) a skupiny Il (2x). VSetci Styria mali exacerbaciu SM do 6 tyZzdrioch po
zahajeni liecby FTY720, v sucasnosti su lieceni s dobrym terapeutickym efektom lieku
v priemere 22 mesiacov. MR reaktivaciu SM medzi 5. — 6. mesiacom W-O-P a po 6 me-
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siacoch liecby FTY 720 konstatujeme u dvoch chorych (14 %), obaja su zo skupiny II.
Prvému z nich pribudlo na kontrolnej MR mozgu po 5 mesiacoch W-O-P 23 aktivnych
demyelinizacnych lézii (DL), do mesiaca po zahajeni liecby FTY 720 prekonava zavazny
atak SM. Pokracuje v lieCbe FTY720 nadalej, v sucasnosti so stabilizovanym nalezom
a bez neziaducich Ucinkov 23 mesiacov. Druha pacientka ma pri stabilizovanom klinic-
kom néleze pocas liecby FTY720 po 6 mesiacoch v rdmci pravidelnej MR kontroly zis-
tenu progresiu znameho nélezu s diseminaciou novych DL periventrikuldrne, subkor-
tikdlne a v oblasti mezencefala do takej miery, Ze vzhladom na jej predchadzajucu liec-
bu NTZ a anti-JCVAb-pozitivitu zvazujeme aj moznu PML. JCV nebol PCR-vySetrenim
v mozgovomiechovom moku dokazany. Aj napriek vyluceniu PML pacientka v liecbe
FTY720 nepokracuje. Progresia MR-nalezu svedci pre nedostatocnu kontrolu choroby
liekom, okrem toho sme u nej za posledné dva mesiace lieCby FTY720 zaznamenali
stupajuce abnormalne vysledky testov pecenovych funkcii.

Diskusia

Natalizumab je prva rekombinantna humanizovana monoklonova protilatka proti
alfa-retazcu a4p2-integrinu. Na lie¢bu pacientov s RRSM bola schvalend po vysled-
koch dvojrocnej klinickej studie AFFIRM (NAatalizumab Safety and EFFlcacy in Relap-
sing Remitting MS). Po jej ukonceni bolo 37 % pacientov bez znamok aktivity choroby,
za sledované obdobie sa dokazala 68 % redukcia atakov SM, v porovnani s placebom,
zniZenie rizika progresie naslednej invalidity o 42 %, ako aj dalSie priaznivé vysledky
posudzujuce vplyv lieku na zabranenie rozvoja mozgovej atrofie v MR obraze [6,7].

Uspech terapie NTZ komplikuje riziko vzniku PML, ktoré sa spoja s jeho prolon-
govanym uzivanim, predovsetkym u anti-JCV* pacientov. Urcitou alternativou pre
pokracovanie DMT je pre tychto chorych fingolimod. Je to selektivne imunosupresi-
vum, modulator receptora pre sfingozin 1-fosfat (S1P). Blokuje schopnost lymfocytov
vystupovat z lymfatickych uzlin, a tak zniZuje aj infiltraciu efektorovych T-lymfocytov
do CNS. V klinickych stadiach sa potvrdil jeho priaznivy efekt v znizeni priemerného
poctu relapsov za rok v porovnani s placebom o 54 % a 0 52 % v porovnani s IFNbla
poddvanym i.m. Potvrdilo sa aj zniZenie rizika progresie naslednej invalidity 0 37 % po
6 mesiacoch liecby a po prepocitani podla kritérii, ktoré boli pouZité v studiach s NTZ
0 43 %. FTY720 preukazal konzistentny vplyv na atrofiu mozgu v troch velkych klinic-
kych studiach v porovnani's placebom aj IFNb1a aplikovanom i.m. po 6 mesiacoch a aj
po 7 rokoch sledovania [8,9].

Krizovym obdobim pre pacientov po ukonceni NTZ s planovanou zmenou liecby
na FTY720 je W-O-P, obdobie potrebné na eliminaciu NTZ z organizmu. Ako dlho ma
trvat a kedy je ten spravny ¢as na zmenu liecby (switch), nie je doteraz Uplne jasné.
Napomocnym v tomto rozhodovani moze byt pre lekarov aj monitorovanie indexu an-
ti-JCAb [4], pre overenie jeho vyznamu vsak treba viac dalSich praktickych skidsenosti.
Spravy z literatlry upozornuju na potrebu skratenia W-O-P na dobu kratSiu nez su tri
mesiace aj za cenu infekcii a zvySeného rizika PML [10]; tento trend sme postupne
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uplatnili aj u nasich pacientov. D6vodom su prave tazké prejavy reaktivacie SM v tom-
to obdobi, ¢i uz klinické alebo radiologické, dostupnymi terapeutickymi metédami
zvladnutelné s variabilnym Gspechom a invalidita chorych narastda. Preco k tomu do-
chadza je zatial na Urovni hypotéz, ale da sa predpokladat, Ze fingolimod nie je schop-
ny rovhomerne a efektivne kontrolovat reaktivaciu SM, ak sa nim liecba zahdji 3 — 4
mesiace po vynechani NTZ. Dalej sa predpoklada, e FTY720 interferuje este niekolko
mesiacov s prebiehajucimi rezidudlnymi mechanizmami kontroly choroby navodene;j
NTZ po ukonceni jeho podavania. S reSpektom k tomuto poznatku existuju prvé do-
kazy o tom, Ze reaktivacia choroby je menej ¢asta u tych pacientov, ktori maju 3 — 6
mesiacov po ukonceni lieCby NTZ rozny stupen natalizumabom navodenej periférnej
lymfocytdzy, ktora je v kontrastne s icinkom FTY720 (v nasom subore chorych zazna-
menané len u dvoch pacientov). Na druhej strane mdze FTY720 spdsobit zavazny re-
laps SM per se, pretoze pravdepodobne meniimunosupresivne vlastnosti regulacnych
T-lymfocytov, ktorych aktivita mdze byt po zastaveni lieCby NTZ ddleZita na zabranenie
alebo zmiernenie priebehu reboundu SM [2, 11].

S plnym respektom k vysledkom vedeckého vyskumu SM, v praxi sa zatial pohybu-
jeme na Urovni pokusov a omylov, vybaveni sme udajmi z klinickych stadii (evidence
based medicine), ktoré ale skimaju geneticky nesurodé populdacie pacientov a po-
skytuju ndm ako vysledok priemer ich spravania sa pri liecbe. Su preto len hrubou
orientaciou v terapeutickych postupoch [12].

V lie¢be imunomodulatormi druhej linie pacientov s RRSM sa pohybujeme na vel-
mi tenkom lade, nepochybne vSak mnohym prindsaju tieto lieky podstatné zlepsenie
kvality Zivota. Pacient aktivne vstupuje do manazmentu svoje;j liecby, musi byt doklad-
ne informovany o vSetkych jej rizikdch a benefitoch a lekar moze prijat terapeutické
rozhodnutie len po konzultacii s pacientom. Kontrola bezpecnosti liecby je multidis-
ciplinarna. NTZ je pod dohladom lekdra podavany sestrou Specialistkou v problema-
tike SM kazdych 28 dni, neurologické hodnotenie maju chori kazdé tri mesiace, kaz-
dych 6 mesiacov absolvuju kognitivny test MOCA (Maontreal Cognitive Assessment),
kontrolnd MR mozgu maju kazdorocne, JCV-pozitivni kazdych 6 mesiacov. Konvencné
imunologické vysetrenie sa odporuca jedenkrat za rok, odber krvi na vysetrenie anti-
JCVAb pacientom lieCenym NTZ realizujeme kazdych 6 mesiacov (Unilabs Dansko).
Pravidelné su laboratérne kontroly krvného obrazu a hepatoSpecifickych enzymov.
Rovnako désledny manaZment (okrem sledovania anti-JCVAb) vratane oftalmologic-
kého a kardiologického sledovania si vyZaduje aj pacient lieceny FTY720.

Zdver

Ukoncenie lie¢by NTZ ma svoje rizikd, trvanie W-O-P by bolo dobré presne definovat.
Dostupné spravy z literatlry upozornuju aj napriek zvysenym rizikam infekcii a PML na
skratenie tohto obdobia (menej ako 3 mesiace). Praktické skidsenosti v naSom malom
subore chorych tieto tendencie podporuju.
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Tab.1
Subor chorych, zakladné informacie

Pocet pacientov

N = 14,4 muzi, 10 Zien

Priemerny vek

Vsetci:38 rokov (26-53)
Mutzi: 36,5 roka (30-50)
Zeny: 38,6 roka (26-53)

Priemerné trvanie definitivnej SM

10 rokov

Priemerné trvanie DMT 1. linie

4,2 roka ( 1 — 8 rokov)

Priemerné EDSS v Case ukoncenia NTZ

2.3(1.5-4.0)

Klinicky priebeh SM za predchadzajci rok

pred liebou NTZ / 3 skupiny

I. Dva zdvazné ataky vyZzadujuce hospitalizaciu
a liecbu MP

Il. Jeden alebo dva zavazné ataky vyzadujuce
hospitalizaciu a liecbu MP + MR potvrdena
DIT a DIS

IIl. Tri zavazné ataky vyZadujuce hospitalizaciu
a liecbu MP + MR potvrdend DIS a DIT

=zZ =z
||£‘||
=B w

Pozitivita anti-JCVAb — dévod na ukonéenie NTZ/
riziko vs. benefit, Zelanie pacienta, index anti-JCVAb

1. anti-JCVADb vysetrené po prvykrat

N = 6, @ pocet infuzii 18,3 (12 - 26)

2. sérokonverzia anti-JCVAb v priebehu lie¢by NTZ

3. zndma anti-JCVADb +, stupajuci index anti JCVAb

N =6, @ polet infazii 27,6 (6 — 48)
N =2, @ pocet infazii 32,5 (26 - 39)

Legenda: MP — methylprednizolén, MR — magnetickd rezonancia, DIT — Dissemination
in Time (diseminacia demyelinizacnych lézii v MR ndleze v ¢ase), DIS — Dissemination
in Space (disemindcia demyelinizacnych Iézii v MR naleze do dalsich ¢asti CNS), EDSS
— ,Expanded Disability Status Scale” podla Kurtzkeho, 1983
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Tab. 2

Priebeh a trvanie W-O-P po ukonceni liecby natalizumabom, sledovanie dynamiky
choroby (MS follow-up) po zahajeni liecby FTY720

W-0O-P / @ trvanie 4,2mesiaca
(2 — 6 mesiacov)

MS follow-up, trvanie liecby FTY720 v mesiacoch,
neziaduce Géinky - NU

1. Nekomplikovany, W-O-P 2 -3
mes., N=7 (50 %) skupina pacientov
1 (1x), 11 (6 x)

e N=5, @ trvanie FTY 12,8 mes., stabilizovany
klinicky a MR nalez, NU -0

° N=1, po 32 mes.FTY MR aktivita 1DL, NU-0

° N=1, po 33 mes. ukoncenie FTY / EDSS 6.5,
NU - infekcia

2. Rebound SM medzi 2. - 3. mes.
W-0-P, N = 1 (7 %), pacientka
skupiny Il

EDSS 4.0 - 7.0, MP, PLEX, IVIG, 6 mes. FTY bez efektu

3. Atak SM medzi 1. - 5. mes.
W-0-P,

N =4 (29 %), skupina pacientov |
(2 x), I (2x)

N = 4, atak do 6 tyZdriov po zahajeni FTY, @ trvanie FTY
22 mes., stabilizovany klinicky a MR nalez, NU - 0

4. MR reaktivacia SM , N=2 (14%),
skupina pacientov Il

N =1, medzi 5.- 6. mes. W-O-P, do 4 tyzdriov po
zahajeni FTY atak SM, trvanie liecby 22 mes.,
stabilizovany klinicky a MR nélez, NU - 0

N =1, 6 mes. po zahajeni FTY, NU - T HE,
liecba ukoncéend

Legenda: HE — hepatospecifické enzymy, PLEX — plazmaferéza, IVIG — intravendzne

imunoglobuliny
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