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CO VIEME O IMUNOSENESCENCII?

Prcina M, Vince-KaZmérova Z, Kontsekova E, Novak M.
Neuroimunologicky tstav SAV, Bratislava

Abstrakt

Je dlhodobo zname, Ze starsi ludia uz nie st schopni v plnej miere reagovat na
nové imunitné stimuly kvoli javu, ktory sa nazyva imunosenescencia. Ide o starnutie
imunitného systému, z ktorého ubudaju tzv. naivné bunky, zodpovedné za rozpozna-
vanie novych antigénov a hromadia sa bunky, ktoré produkuju prozapalové cytokiny.
Imunosenescencia je asociovand so zvySenym vyskytom ochoreni ako osteoporoza,
Alzheimerova choroba, rakovina a rdézne autoimunitné ochorenia. Pre spolo¢nost
predstavuje imunosenescencia zataz aj v podobe Castejsich infekcii u starsich fudi.
Navyse, v porovnani s mladymi fud'mi starsi fudia slabsie reaguju na vakcinaciu. Neod-
povedavost na vakcinaciu je velkym problémom pri ockovani proti chripke, ale vyraz-
ne stazuje aj vyvoj vakcin proti chorobam typickym pre starsich ludi, ako je napriklad
Alzheimerova choroba.

Identifikacia novych a spolahlivych T/B bunkovych markerov imunosenescencie
a neurodegeneracie v kombinacii s detekciou mnoZstva antigén Specifickych protila-
tok po beznom ockovani v krvi, by mohla priniest nové informacie o stave imunitného
systému jedinca trpiaceho napriklad Alzheimerovou chorobou, ako aj nasledne predi-
kovat jeho odpovedavost na pripadnu vakcinaciu. Zaroven identifikacia B bunkovych
deficiencii, pripadne biomarkerov suviacich s vekom by mohla vyrazne poméct pri
vybere vhodnych, pripadne novych adjuvantnych latok, ktoré by boli schopné zvysit
efektivitu imunitnej odpovede na vakcinaciu starsich ludi.

Immunosenescencia — charakterizacia a hlavné znaky

Imunosenescencia je vSeobecne charakterizovand ako nezvratny proces starnu-
tia buniek imunitného systému. V prvom rade dochddza k zmenam na prirodzenych
epitelovych bariérach- na koZi, plticach a gastrointestinalnom trakte, takze patogény
lahdie prenikaju do organizmu. Dal$ou vlastnostou starnticeho imunitného systému
je masivna produkcia prozapalovych cytokinov-hlavne vdaka expanzii monocytov,
¢o vedie k celkovému prozapalovému fenotypu. V ramci vrodenej imunity je dalSim
problémom znizend schopnost fagocytdzy, zvysena produkcia reaktivnych kyslikovych
radikalov a nefunk¢na bunkova signalizacia.

S vekom klesa aj produkcia naivnych B-buniek, ¢o zniZuje kapacitu na odpoveda-
vost voci novym antigénom. Akumuluji sa paméatové bunky Specifické voci malému
mnozstvu dominantnych antigénov. Celé je to spésobené ukladanim tuku v kostnej
dreni a naslednym zniZzenim poctu b-bunkovych progenitorov. Starndci organizmus
ma casto v periférii normalne pocty B-buniek, ale so znizenym repertoarom proti-
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latok, dochddza k produkcii protildtok triedy IgM namiesto IgG, produkuje sa mnoz-
stvo nizkoafinitnych protildtok a ich Specificita ¢asto prechddza od cudzich antigénov
k vlastnym antigénom.

Podobné zmeny nastavaju aj pri T-bunkach. Tieto zmeny sa sa prejavuju vo vse-
obecnosti zakrpatievanim sleziny, vyraznym znizenim poctu naivnych T-lymfocytov
(CD45RA+ CD62L+, CD95+) v periférii (Aspinall et al., 1998), stratou expresie kosti-
mulaénej molekuly CD28 a diferenciaciou do efektorového fenotypu. Dalej docha-
dza k zniZzenej odpovedavosti na signalizaciu cez T-bunkové receptory (TCR). To vedie
k znizenej schopnosti T-bunkovej proliferacie a nasledne k znizenej produkcii IL-2. Za-
znamené boli aj zmeny slvisiace so zniZzenim, pripadne zmenou pomeru pomocnych
T-lymfocytov k cytotoxickym T-lymfocytom, expanzia paméatovych T-buniek (CD-
45R0+) v periférii, skratenie telomér a v neposlednom rade vyrazné zniZenie varia-
bility TCR (Goronzy et al., 2007). Zda sa, Ze prave zniZenie variability TCR v kombi-
nacii s ostatnymi zmenami spésobenymi zvysenym vekom je zodpovedné za menej
efektivnu odpovedavost cytotoxickych T-lymfocytov na virusové infekcie (Monteiro
a kol., 1996; Ci¢in-Sain a kol., 2010). Niektoré $tudie ukdzali, Ze zvy$ena expresia nie-
ktorych cytokinov, napriklad TNF-a, indukovala stratu CD28 (Bryl a kol., 2001; Borth-
wick a kol., 2000). Zda sa, ze CD28 negativne bunky vznikaju prave v prozapalovom
prostredi a tieto bunky vzapati produkuju dalSie prozapalové cytokiny, ¢im podporuju
rozvoj a udrzanie prozapalového fenotypu v starnicom organizme. Okrem iného, ana-
lyza sér tieZ poukdzala na zvySeny prozapalovy fenotyp u starsich [udi, a to namera-
nim zvySeného mnozstva C-reaktivneho proteinu, cytokinov TNF, IL6 a transthyretinu
v krvi (Wikby et al., 2005).

Iné Studie poukazuju na zmeny v poc¢te CD4+CD25+ T-regulacnych buniek, ktorych
pocet s vekom stupa, avsak ich supresivna aktivita na cytotoxické CD8+ T-bunky a NK-
bunky je oslabena (Tsaknaridis et al, 2003; Gregg et al, 2005; Wang et al, 2010).

Vakcindcia v procese neurodegeneracie

a vplyv imunosenescencie na jej efektivitu

Imunosenescencia je vSeobecne asociovana so zvysenym vyskytom ochoreni ako
osteopordza, Alzheimerova choroba, rakovina a r6zne autoimunitné ochorenia (Chou
a Effros, 2013). Pre spolo¢nost predstavuje imunosenescencia zataz aj v podobe ¢as-
tejSich infekcii u starsich Iudi, pricom len malé percento tychto ludi (17-53%) je schop-
nych aktivne reagovat na vakcinaciu tvorbou $pecifickych protilatok (u mladych ludi je
to 70-90%) (Goodwin a kol., 2006). Nizka odozva na vakcinaciu je velkym problémom
pri ockovani proti chripke, zaroven vsak vyrazne stazuje aj vyvoj novych vakcin proti
chorobam postihujucich hlavne starsiu populéciu, ako je napriklad Alzheimerova cho-
roba. Sucasné data potvrdzuju, Ze nizka imunitnd odpoved na vakcindciu proti chripke
savisi so zvysenym vyskytom cytotoxickych T-lymfocytov, ktoré neexprimuji kostimu-
la¢nd molekulu CD28 (Goronzy a kol., 2001; Saurwein-Teissl a kol., 2002; Trzonkowski
a kol., 2003). Podobna situdcia bola preukdzand aj u ludi infikovanych HIV. Ti vyka-
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zovali vysoké percento cytotoxickych T-lymfocytov so skratenymi telomérami a bez
expresie CD28, ¢o naznacuje, Ze prave absencia CD28 mdze byt kliéom k imunitnym
deficienciam. Navyse sa ukazalo, Ze bunky kultivované bez CD28 produkovali velké
mnozstvo prozapalovych cytokinov TNF-a a IL-6.

Tieto data naznacuju, Ze identifikacia novych a spolahlivych T/B bunkovych marke-
rovimunosenescencie a neurodegeneracie v kombindacii s detekciou mnoZstva antigén
$pecifickych protilatok po beznom ockovani v krvi, by mohla priniest nové informacie
o stave imunitného systému jedinca, ako aj nasledne predikovat jeho odpovedavost
na pripadnu vakcinaciu.

Markery imunosenescencie

Ak chceme skiimat imunosenescenciu alebo ju dokonca v klinickej praxi obist, mali
by sme si zadefinovat dobré markery, aby sme s ¢o najvacSou presnostou vedeli od-
lisit fenotyp, ktory bude reagovat na nové podnety od toho, ktory reagovat nebude.
Dobry marker by mal byt lahko a pokial mozno aj lacno meratelny a malo by byt jed-
noduché odliit pozitivny stav od negativneho. Jednym z takychto markerov je CD57,
zvycCajne pouzivany ako marker pre NK bunky, ale s vekom sa objavuje a zvySuje jeho
expresia aj na T-bunkach. T-bunky s masivnou expresiou CD57 maju podobny fenotyp
ako NK bunky, ale vykazuju vsetky znaky senescentnych buniek-skratené teloméry,
nizka aktivita telomerazy, nizka expresia génov kontrolujicich bunkovy cyklus a znize-
néa schopnost proliferacie.

Dal3im z dobrych markerov je CD28, ktory je azda aj najviac vyuzivany. S vekom
expresia CD28 klesa a tak vidno akumulaciu fenotypovo naivnych buniek, ktoré su
CD45RA pozitivne, ale bez expresie kostimulacnej molekuly CD28, ktord je pre spravne
fungovanie T-buniek esencidlna. Tieto bunky nie st schopné odpovedat na antigény,
nedokazu proliferovat a produkuju prozapalové cytokiny. Strata CD28 je vyraznejsia
na cytotoxickych bunkach a tie su teda vyhodnejsie pre posudzovanie imunologické-
ho statusu jedinca.

Velkym problémom pri Studiu imunosenescencie je nedostatok vhodnych mode-
lov. Imunitny systém hlodavcov je v mnohych aspektoch velmi odlisny od ludského
a Casto aj jednotlivé kmene mysi alebo potkanov sa velmi navzajom lisia. Kvoli tomu je
takmer nemozné skimat aspekty senescencie ludského imunitného systému na hlo-
davcoch a jedinou moznostou je skimat fudské vzorky. Nevyhodou takéhoto pristupu
je nemoznost kontroly nad ,,experimentalnym objektom.” Od priblizne 100 zdravych
dobrovolnikov rézneho veku sme ziskali krvné vzorky a pomocou prietokovej cyto-
metrie sme zistovali polty buniek s expresiou CD28. Zamerali sme sa hlavne na bunky,
ktoré su zaroven naivné (CD45RA+). Zistili sme, Ze relativne mnoistvo tychto buniek
dramaticky klesa s vekom. Zaroven je vsak zaujimavé, Ze v kazdej vekovej kategérii sa
najde urcité percento jedincov (okolo 20%) s poctom buniek podobnym, ako maju
mladi pacienti. Ak zoberiem do Gvahy Udaje z metaanalyz, kde na vakciny reagovalo
v niektorych pripadoch len 20% starSich pacientov, priblizne sa to prekryva s po¢tom
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starsich ludi, ktori maju aj napriek vyssiemu veku dostatok naivnych T-buniek expri-
mujucich CD28. Tento pristup je samozrejme vysoko intuitivny, avSak v buducnosti
planujeme pouzit krvné vzorky od pacientov, ktori boli o¢kovani a nasledne pocty ich
naivnych T-buniek korelovat s titrami Specifickych protilatok v krvnej plazme.
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Obr. 1: Relativne zastupenie naivnych cytotoxickych T-lymfocytov exprimujucich
CD28 v krvi mladych a starsich fudi. Pocty su vztiahnuté na 50 000 leukocytov. Zd3 sa,
Ze hranica ,mladého fenotypu” by mohla lezat okolo 1000 naivnych buniek/50 000
leukocytov.
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Zaver

Imunosenescencia dnes predstavuje jeden z najzadvazinejsich, ale zaroven jeden
z najprehliadanejsich problémov modernej mediciny. Savisi s fou mnozstvo civiliza¢-
nych ochoreni a tieZ vyrazne komplikuje priebeh beznych infekénych ochoreni. Hlada-
nie vhodnych markerov imunosenescencie mdze pomdoct pri Géinnych vakcinaénych
programoch pre starsich fudi, pri vyvoji novych vakcin a v neposlednom rade pri zava-
dzani personalizovanej lieCby ochoreni suvisiacich s vysokym vekom.

Prdca autorov je podporend z operacného programu Vyskum a vyvoj pre projekt
ITMS 26240220008, spolufinancovaného zo zdrojov Eurépskeho fondu regiondlneho
rozvoja.

Recenzent
1. MUDr. Mgr. Tomas Hromadka, PhD. Neuroimunologicky Ustav SAV, Bratislava
2. doc. RNDr. lvana Shawkatova, PhD., LFUK, Bratislava
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miRNA AKO BIOMARKERY )
NEURODEGENERATIVNYCH OCHORENI

Kosikova N, Cente M, Filip¢ik P, Novak M.
Neuroimunologicky ustav SAV

Tauopatie tvoria skupinu neurodegenerativnych ochoreni asociovanych s patolo-
gickou agregdaciou tau proteinu v mozgu. Najznamejsou a najcastejsie sa vyskytujucou
tauopatiou je Alzheimerova choroba. Alzheimerova choroba (AD, Alzheimer’s dise-
ase) je nevratné, fatdlne neurodegenerativne ochorenie charakterizované progresiv-
nou stratou pamate a kognitivnych funkcii. Toto ochorenie je najcastejsie sa vyskytu-
jucou formou demencie. Postihuje hlavne fudi starSich ako 65 rokov. So zvysujlicou
sa Zivotnou Urovriou sa zvySuje priemerny vek populdcie, s ¢im suvisi i narast poctu
pacientov trpiacich AD. V sucasnosti Zije na svete priblizne 46,8 milidna fudi trpiacich
demenciou. Kazdy rok pribudne na svete viac ako 9,9 miliéna novych pripadov (Prince
a kol., 2015). Tieto udaje poukazuju na to aky zadvazny problém neurodegenerativne
ochorenia predstavuju, preto je potrebny vyskum v tejto oblasti. V sucasnosti je AD
neliecitelnym ochorenim. Dostupnad liecba je hlavne symptomaticka, ¢o znamen3, zZe
sa sustreduje na zmiernenie symptédmov sprevadzajucich ochorenie a nie na samotnu
pricinu ochorenia. Vyskum sa sustreduje na objavenie Ucinnych terapeutik a taktiez
na stanovenie biomarkerov, ktoré by prispeli k véasnej diagnostike ochorenia.

Nekdédujuce RNA

A7 98,8 % ludského gendmu tvori nekddujica DNA. Na zaklade velkosti nekddu-
jucich RNA rozliSujeme malé nekddujuce RNA (menej ako 200 nukleotidov) a dlhé
nekdédujuce RNA (viac ako 200 nukleotidov). Medzi nekédujuce RNA patria infrastruk-
turne RNA a regulacné RNA. Infrastruktirne RNA zahffiaju ribozomalne RNA (rRNA),
transferové RNA (tRNA) a malé jadrové RNA (snRNA). Regulacnymi RNA su malé in-
terferujuce RNA (siRNA), malé jadierkové RNA (snoRNA) a mikro RNA (miRNA). DIhé
nekddujuce RNA moZu pozostavat az z 100 000 nukleotidov, zahffiaju heterogénne
regulacné molekuly akymi su prirodzené antisense transkripty, ktoré predstavuju
3’-5’ vlakna intrénov alebo exdnov. Tieto RNA reguluju transkripciu mRNA, zostrih,
transléciu, epigenetické modifikacie a su prekurzormi endogénnych siRNA (Mattick,
2011). K dlhym nekddujicim RNA patria taktiez expandujice RNA opakovania (RNA
expansion repeats), ktoré zohravaju uGlohu v epigenetickych regulaciach (Nakamori
a Thornton, 2010).

Dlhé nekddujuce RNA su spomedzi nekddujucich RNA v sic¢asnosti najmenej cha-
rakterizovanou skupinou. Pozostavaju z viac ako 200 nukleotidov. Su lokalizované
v jadre alebo v cytozole. M6Zu ale nemusia byt polyadenylované. Tieto RNA sa roz-
deluju do 5 kategorii : sense, antisense, obojsmerné (bidirectional), intrénové, inter-
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génové. Povod tychto RNA nie je stale presne definovany. Najskor boli povaZované za
vedlajsi produkt RNA polymerazy, ktory nema Ziadnu funkciu. Avsak v sicasnosti saim
venuje zvySend pozornost pre ich funkciu ako epigenetickych, transkripénych a post-
transkripcénych regulatorov (Mercer a kol., 2009).

Sucasny vyskum sa vo velkej miere zameriava na malé nekddujice RNA, a to pre-
dovsetkym siRNA a miRNA. Tieto RNA sa podielaju na post-transkripénej regulacii
génovej expresie. Pri roznych ochoreniach dochadza k disreguldcii hladiny expresie
Specifickych miRNA, ¢o robi z tychto molekul vhodné kandidatne biomarkery pre diag-
nostiku ochoreni. Tento typ biomarkerov je stabilnejsi, a tym aj vhodnejsi, v porovnani
s proteinovymi markermi, ktoré podliehaju roznym post-translacnym modifikaciam.

MiRNA

MiRNA su nekddujice RNA, ktoré reguluju génovu expresiu na post-transkripénej
Urovni. Prvou objavenou miRNA bola lin-4, ktora reguluje vyvin Caenorhabditis elegans
vazbou na lin-14 mRNA (Lee a kol., 1993). Tento objav odstartoval vyskum v oblasti ne-
kédujucich RNA. Tak ako proteiny-kédujlce gény, aj gény pre miRNA su kédované v ge-
néme (Lagos-Quintana a kol., 2001). Gény pre miRNA sa nachadzaju v intrénoch génov
kédujucich proteiny alebo v intrénoch a exénoch génov pre iné nekddujice RNA (Du
a Zamore, 2005). V bunkovom jadre su gény pre miRNA transkribované RNA polyme-
razou Il na primarny transkript (pri-miRNA) (Lee a kol., 2004). Niektoré miRNA, ktoré
su kodované v oblastiach Alu sekvencnych opakovani ludského gendmu, su transkri-
bované RNA polymerazou Il (Borchert a kol., 2006). Primarny transkript ma na 5’ kon-
ci 7-methylguanozinovu ciapocku a na 3’ konci je polyadenylovany (Cai a kol., 2004).
Pri-miRNA su nasledne stiepené enzymovym komplexom Drosha-DGCR8, znamym ako
mikroprocesorovy komplex. Tento komplex obsahuje RNazu Il — endonukledzu Drosha
a protein DGCRS, ktory sa viaZe na dvojvlaknovi RNA (Gregory a kol., 2004). Pritom-
nost DGCR8 je potrebna pre $pecifické Stiepenie pri-miRNA, pretoZze enzym Drosha
samostatne ma nespecificku aktivitu k substratu (Han a kol., 2004). Stiepenim vznikaju
60-70 nukleotidov dIhé prekurzorové miRNA (pre-miRNA) s 5’ fosfatovym koncom a na
3’ konci s dvomi precnievajucimi nukleotidmi. Tato Struktura je doleZita pre rozpozna-
nie pre-miRNA enzymom Dicer a nasledné specifické stiepenie.

Prekurzorova miRNA je transportovana z jadra do cytoplazmy pomocou exporti-
nu-5, ktory vyzaduje pritomnost Ran proteinu, zavislého od GTP (Lund a kol., 2004).
Interakcia medzi pre-miRNA a exportinom-5 a nasledny transport vyZzaduja Specificka
vldsenkovu sekunddarnu struktdru a Strukturu, ktord zodpoveda Stiepeniu pomocou
enzymu Drosha.

V cytoplazme je pre-miRNA Stiepena dalSou RNazou lll, endonukleazou Dicer. PAZ
doména enzymu Dicer rozoznava 2 precnievajlce nukleotidy na 3’ konci, nachadzaju-
ce sa na baze ramena slucky. Dicer Stiepi pre-miRNA tak, Ze vznika 21-23 nukleotidov
dlh3, dvojvlaknova miRNA s 5’ fosfatovym koncom a 2 precnievajucimi nukleotidmi na
3’ konci (Lee a kol. 2002).
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Maturovana miRNA je nasledne inkorporovana do inaktivneho RISC komplexu
(RISC, RNA-induced silencing complex). Hlavnymi zloZzkami tohto komplexu su endo-
nukledza Dicer, Ago2 z proteinovej rodiny Argonaut a dsRNA viaZuci protein TRBP.
Vlakna duplexu miRNA st rozoznavané tymto komplexom. Helikdazovou aktivitou Ago2
dochddza k oddeleniu vldkien. Nukledzovou aktivitou Ago2 je sense vldkno odstra-
nené z RISC komplexu (Peters a Meister, 2007). Antisense vlakno miRNA je viazané
k Ago2, pre tento proces je potrebna interakcia medzi TRBP a Dicerom, takto vznika
aktivny RISC komplex. Antisense vlakno miRNA v aktivovanom RISC komplexe rozo-
zndva cielovl, komplementarnu mRNA a viaZe sa na riu. DIhé obdobie bola 3’ oblast
mMRNA, ktora nepodlieha translécii (3’UTR, untranslated region), povaZovana za jediné
vazobné miesto pre miRNA. V roku 2007 Lytle a kolektiv dokazali, Ze miRNA sa méze
viazat aj na 5" UTR mRNA. Neskér bolo dokazané, ze miRNA sa moze okrem 3’ a 5’
UTR viazat aj na kddujlcu oblast mRNA. Na zdklade stupfia komplementarity miRNA
k cielovej mRNA dochadza k inhibicii translacie alebo k Uplnej degradacii danej mRNA
(Obr.1). Ak je komplementarita Uplna dochadza k degradacii cielovej mRNA. Prave
preto méze konkrétna miRNA regulovat viaceré mRNA a zaroven ur¢itd mRNA moze
byt regulovana viacerymi miRNA.

Normalny vyvin a funkcia mozgu zavisi na miRNA, ktoré udrzuju rovnovahu medzi
transkriptémom a protedmom. Mozgovo-specifické miRNA su potrebné pre spravny
vyvin neurdnov, synapticku plasticitu a taktiez ovplyviuju fyziologické procesy spaja-
né s neurodegenerdciou (Bian a Sun, 2011).

Pri neurodegenerativnych ochoreniach dochddza k zmenam profilu mozgovo-
$pecifickych miRNA. Disfunkcia miRNA mdze byt pricina, ale aj nasledok ochorenia.
K naruseniu normalnych biologickych funkcii miRNA dochdadza v pripade, ak nastavaju
zmeny v komponentoch zahrnutych v biogenéze miRNA, ako napriklad v enzymoch
Dicer, Drosha-DGCRS, RISC komplexe (Tan a kol., 2015). Pri Alzheimerovej chorobe
dochddza k disregulacii mnohych miRNA, ktoré sa podielaju na reguldcii tvorby pep-
tidu AB, tau proteinu, zapalového procesu, apoptdze. V roku 2007 bola publikovana
prva Studia o abnormalnej expresii miRNA pri AD. V tejto studii pozorovali zvysenu
hladinu expresie miR-9, miR-125b, miR-128 v hipokampe pacientov s Alzheimerovou
chorobou v porovnani s vekovo korelujlicimi zdravymi jednincami (Lukiw a kol., 2007).
Vysledky analyz miRNA profilov z telovych tekutin, post-mortem vzoriek AD mozgov
od pacientov, mysich modelov a z experimentov na bunkovych liniach ukazuju, Ze pri
AD dochadza k disregulacii mnozstva Specifickych miRNA. Odlisna hladina expresie ur-
¢itych miRNA v krvi a mozgovo-miechovom moku méze indikovat zmeny, ktoré nasta-
vaju pri ochoreni. Tieto miRNA spolu s mozgovo-specifickymi miRNA st potencidlnymi
biomarkermi pre Alzheimerovu chorobu.

MiRNA biomarkery
Telové tekutiny predstavuju vhodny zdroj pre analyzu potencialnych biomarkerov
pre Alzheimerovu chorobu. MiRNA prechadzaju hematoencefalickou bariérou, ¢im
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dokazu na periférii signalizovat zmeny, ktoré nastavaju pri ochoreni v CNS (Karnati
a kol., 2015). Vdaka tomu, Ze si miRNA v telovych tekutinach stabilné, si vhodné
pre analyzu v klinickej praxi. Vhodnym zdrojom pre analyzu cirkulujicich miRNA su
CSF, krvné sérum, plazma, moc alebo sliny. Vyskum neurodegenerativnych ochoreni
sa sustreduje najma na analyzu miRNA z krvi a CSF. Odber CSF je pomerne invazivny
a Castokrat pre pacienta traumaticky proces, pricom moze dojst pri odbere ku konta-
minacii CSF krvou. Kontaminacia krvnymi bunkami mdze menit zasttipenie urditych
miRNA, avsak na druhej strane, na expresny profil niektorych miRNA nema kontami-
nacia CSF krvou Ziaden vplyv (Muller a kol., 2015). CSF ma vsak v porovnani s krvou
velkd vyhodu v tom, Ze je priamo v kontakte s mozgovym tkanivom a obsahuje teda
strane je odber krvi, pripadne plazmy alebo séra z AD pacientov ovela dostupnejsi
a Standardne;jsi, ¢o ho robi preferovanym zdrojom materialu pri vyskume biomarke-
rov. Pri AD dochddza k disregulacii mnohych miRNA, ktoré su zahrnuté v reguldcii tau
proteinu, tvorby amyloidu-B cez procesing APP prostrednictvom BACE1, v oxidativ-
nom strese, apoptdze a dalsich drahach asociovanych s AD. V niektorych pripadoch
je expresia miRNA regulovand prostrednictvom epigenetickych modifikacii, ako DNA
metylaciou a modifikaciou histénov, ktoré sa vyrazne menia s pribadajucim vekom
(Fraga, 2009; Chouliaras a kol., 2011). Hyper- a hypo-metylacia miRNA prométerov
meni hladinu expresie danych miRNA. Zmeny v DNA metylacii nastavaju pri mnohych
neurodegenerativnych ochoreniach, taktiez pri AD (Van den Hove a kol., 2014).

Jednou z kandidatnych miRNA pre diagnostiku AD je miR-107. ZniZzena hladina ex-
presie pri AD bola potvrdend vo viacerych studiach, v ktorych analyzovali vzorky tem-
pordlneho kortexu a CSF (Wang a kol., 2008; Nelson a Wang, 2010Peter akol., 2010).
Porovnanie expresie miR-107 u sStyroch roznych skupin pacientov, s pokrocilou AD,
s miernymi kognitivnymi zmenami, pacientov bez diagnostikovanej demencie so zaci-
najucou AD patoldgiou a zdravych jedincov ukdzali vyrazné zniZenie expresie uz v ran-
nych Stadiach ochorenia (Wang a kol., 2008). KedZe hladina expresie miR-107 odraza
progresiu ochorenia, mbze byt potencialne pouzita ako marker pre rozlisenie stadii AD.

V dalSej studii identifikovali panel 4 kandidatnych miRNA (miR-31, miR-93, miR-
143 a miR-146a), ktory by bol vhodny na rozliSenie AD od vaskularnej demencie. V krv-
nom sére 127 AD pacientov, 30 pacientov s miernymi kognitivnymi poruchami a 30
pacientov s vaskularnou demenciou pozorovali signifikantné zniZzenu hladinu expresie
tohto panelu miRNA u AD pacientov (Dong a kol., 2015).

Daléi panel miRNA bol identifikovany celogenémovou expresnou analyzou miRNA
v krvnom sére na vzorkach 158 AD pacientov a 155 kontrol. Panel tvorili: miR-98-5p,
miR-885-5p, miR-483-3p, miR-342-3p, miR-191-5p, miR-let7d-5p, pricom tieto miR-
NA zaznamenali signifikantne zniZzenu hladinu expresie u pacientov s AD v porovnani
s kontrolami. Najvyssiu senzitivitu (81,5 %) a Specificitu (70,1 %) mala miR-342-3p.
Zvysena expresia, ale nie Statisticky signifikantnd, bola pri miR-26b-3p, miR-3158-3p
a miR-36. Analyza panelu 6 miRNA mala senzitivitu 80,6 % a Specificitu 68,3 % (Tan
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a kol., 2014). Panel miRNA alebo samostatne miR-342-3p predstavuju potencidlne
nové biomarkery pre AD.

Na diagnostiku zacinajucej AD s miernymi kognitivnymi poruchami bol identifi-
kovany panel miRNA pozostavajuci z rodiny miR-132 (miR-128, miR- 132, miR-874)
rodina miR-134 (miR-134, miR-323-3p, miR-382). Tieto miRNA analyzované z plazmy
dokazali s vysokou presnostou odlisit medzi pacientami s kognitivnymi poruchami
a kontrolami. Analyza biomarkerov rodiny miR-132 mala Specificitu 96-98 % a sen-
zitivitu 84-94 % a rodina miR-134 74-88 % senzitivitu a 80-92 % Specificitu. Pri kom-
binovanej analyze miRNA z danych rodin bola senzitivita 96 % a Specificita 87 %.
Identifikované miRNA Uspesne detegovali kognitivne zmeny u vacsiny pacientov v
pre-symptomatickom $tadiu, 1-5 rokov pred klinickou diagnostikou ochorenia (Shei-
nerman a kol., 2012).

Ako potencidlny biomarker su zaujimavé miRNA rodiny miR-34, a to miR-34a
a miR-34c. Hladina expresie miR-34a je zvySena v mononuklearnych periférnych bun-
kach krvi pacientov s AD. Expresia sesterskej miR-34c je tiez zvySena v tychto bunkach
a taktiez v plazme pacientov s AD v porovnani s kontrolami. Zmena hladiny expresie
miR-34c je ale vyraznejSia ako miR-34a. Vysoké hodnoty senzitivity a Specificity ana-
lyzy miR-34c robia z tejto miRNA vhodny kandidatny biomarker. Test hladiny expresie
miR-34c ukazal 92 % senzitivitu a 96 % Specificitu. V pripade miR-34a bola senzitivita
84 % a Specificita 74 % (Bhatnagar a kol., 2014).

V inej studii bolo poukazane na fakt, ako ovplyviiuje odber CSF hladiny expresie
miRNA. Skumali sa vzorky CSF odobrané post-mortem a zo zijucich fudi. Na skupine
35 AD pacientov a 35 kontrol detegovali zniZzenu expresiu miR-27a-3p, pricom hladiny
expresie sa odliSovali v zavislosti od pévodu vzorky CSF. V post-mortem vzorkach de-
tegovali vyssie hladiny miRNA, preto pri analyze dat z post-mortem vzoriek by sa malo
dat pozor na ich interpretaciu. AvSakje potrebna analyza na vacsej skupine, ktora by
potvrdila, Ze stanovenie hladiny expresie miR-27a-3p je potencialny diagnosticky bio-
marker pre klinicku prax (Sala Frigerio a kol., 2013).

Vhodnym potencidlnym biomarkerom je taktiez miR-125b. Hladina expresie tejto
miRNA nie je ovplyvnena kontaminaciou krvou v CSF (Muller a kol., 2015). Analyza
v krvnom sére ukdzala vysoké hodnoty senzitivity a Specificity pri samostatnej analyze
a taktieZ pri analyze v paroch. V krvnom sére pacientov s AD bola stanovena signifi-
kantne zniZzend expresia, pricom samostatna analyza miR-125b dosiahla Sprecificitu
nad 68,3 % a senzitivitu 80,8 % (Tan a kol., 2014). Pri analyze miR125 v pare spolu
s miR-181c boli hodnoty senzitivity a Specificity podobné ale diagnostickd hodnota
miR-125b samostatne bola lepsia. Skimali taktiez aku senzitivitu a Specificitu dosiah-
ne analyza v pare s miR-9, pri¢om senzitivita bola 80 % a Specificita 71,4 %. (Tan a kol.,
2014). Cize analyza v paroch nepreukézala vyrazne odli$nu $pecificitu a senzitivitu
v porovnani s analyzou samostatne.

Pri vacsine studii sa pouZiva na analyzu expresného profilu miRNA metéda NGS
(sekvenovanie novej generacie) a nasledna validacia pomocou kvantitativnej PCR. Ta-
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bulka ¢.1 sumarizuje aktualne najpreskimanejsie a najcastejsie reportované miRNA
v klinickych vzorkach u AD pacientov.

Tabulka 1 Identifikované miRNA v klinickych vzorkach pacientov s Alzheimerovou chorobou

miRNA

Uloha v AD patofyzioldgii

Zmena pri AD

Referencie

miR-107

miR-9

miR-29a
miR-29b

miR-124

miR-128

miR-134

miR-137

Zapojena v drahe produkcie
amyloiduf (reguluje expresiu enzymu
BACE1, ktory Stiepi APP na AB).

Regulujeprodukciu amyloidup,

je asociovana s neurogenézou

a proliferaciou mozgovych buniek,
reguluje serinpalmytoiltransferazu,
ktora sa zucastnuje fosforylacietau
proteinu.

Zapojené v drdhe produkcie
amyloidup (reguluje expresiu BACE1,
ktory Stiepi APP na AB). Zohrava tlohu
pri maturacii neurénov a pri apoptdze.
Reguluju serinpalmytoiltransferazu,
ktora fosforylujetau protein.

MiR-29b reguluje expresiu
transkripéného faktoraSp1, ktory
reguluje expresiu APP a tau proteinu.
Sp1 je regulovany oxidativnym
stresom. Rodina miR-9 reguluje
expresiumetyltransferaz 3A a 3B,
ktoré si zodpovedné za abnormalnu
metyldciu pri AD patologii.

Zohréva ulohu pri diferenciacii
neurdnov. Je zapojend v drahe
produkcie amyloidup prostrednictvom
reguldcie expresie BACE1.

Je dolezita pre diferencidciu neurdénov.
Po vystaveni oxidativnemu stresu
dochadza k jej disreguldcii.

Je doleZitd pri synapsii a neurénovej
plasticite.

Zapojena v drahe produkcie
amyloiduf. Je déleZitd pre maturaciu
neurénov a morfogenézudendritovych
buniek.

Znizena expresia uz

v rannych stadiach AD
v tempordlnom kortexe
a CSF

Znizena expresia v sére,
plazme, CSF

Zvysend hladina
expresie v neokortexe a
v krvnom sére

Znizena expresia

v kortexe a hipokampe,
CSF, moci, plazme, BMC
Zvysena expresia v CSF

Znizena expresia
vmozgu, moci a CSF

Disregulovana po
oxidativnom strese v
plazme, moci a CSF

Znizena expresia

v plazme MCI pacientov

Znizena expresia
v plazme, moci a CSF

Wang a kol., 2008
Nelson a Wang, 2010

Geekiynage a Chan,
2011
Tan a kol., 2014

Hebert a kol., 2009
Shioya a kol.,2010
Geekiyanage a kol.,
2012Villa kol., 2013
Kiko a kol., 2014
Muller a kol., 2015

Melkonyan a kol.,
2008, Smith a kol.,
2011, Patz a kol.,
2013

Melkonyan a kol.,
2008

Alexandrov a kol.,
2012

Patz a kol., 2013
Sheinerman a kol.,
2012

Patz a kol., 2013
Melkonyan a kol.,
2008
Geekiiyanage a kol.,
2012
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miRNA

Uloha v AD patofyziolégii

Zmena pri AD

Referencie

miR-34a

miR-34c

miR-27a-3p

miR-9
miR-125b
miR-146a
miR-155

miR-146a

miR-125b

miR-342-3p

miR- 125b
miR-181c

miR-181c

miR-23a

18

Zapojena v drahe apoptdzy (reguluje
Bcl2), v epigenetickych regulaciach
(SIRT1), reguluje Psenl zodpovedny za
familiarnu AD.

Zapojena v drahe apoptdzy (reguluje
Bcl2), v epigenetickych reguldciach
(SIRT1), reguluje Psenl zodpovedny za
familidrnu AD

Zapojena v drahe produkcie
amyloidup (regulacia BACE1), vo
fosforylaciitau proteinu (regulacia
kindzy GSK3p), reguluje hladinu tau
proteinu (gén MAPT) a PSEN1
Zapojené v drahe produkcie
amyloidup. Su asociované

s neurogenézou a proliferaciou
mozgovych buniek, reguluju
serinpalmytoiltransferazu, ktora
fosforylujetau protein.

Zohrdva ulohu pri vrodenej imunitnej
odpovedi, bunkovej proliferacii

a apoptodze.

Zohrava ulohu pri metabolizme
lipidov. Je disregulovana pri obezite,
¢o je jednym z rizikovych faktorov AD.
Asociovana s kognitivnymi zmenami.

Zucastnuje sa regulacie bunkového
cyklu, apoptdzy, endocytdzy

a reguldcie axonalneho transportu.
MiR-125b zohréva tlohu pri
metabolizme lipidov. Je disregulovand
pri obezite, ¢o je jednym z rizikovych
faktorov AD. Je asociovana

s kognitivnymi zmenami. MiR-181c
reguluje serinpalmytoiltransferazu,
ktora fosforylujetau protein.
Zapojena v drahe produkcie AB.

Je zapojena v metabolizme lipidov
prostrednictvom reguldcie ceramidov.
Zucastnuje sa regulacie expresie
transkripénych faktorov

Zvysena expresia v BMC

Znizena expresia
v plazme a CSF

Zvysena expresia
v plazme, BMC

Znizena expresia v CSF

Zvysend expresia v
mozgu a CSF

ZniZena expresia v
plazme a CSF
ZniZzena expresia

v hipokampe a CSF
Znizena expresia

v plazme, sére a CSF

Zvysena expresia
v mozgu a CSF

Znizena expresia
v plazme a sére

ZniZena expresia v sére

Znizend expresia v sére

ZniZzena expresia v sére

Bhatnager a kol.,
2014
Kiko a kol., 2014

Bhatnager a kol.,
2014

Frigerio a kol., 2013

Alexandrov a kol.,
2012

Kiko a kol., 2014
Muller a kol., 2014

Sethi a kol., 2009
Galimberti a kol.,
2014

Kiko a kol., 2014
Tan a kol., 2014
Muller a kol., 2015
Tan a kol., 2014
Lugli a kol., 2015

Tan a kol., 2014

Geekiyanage a kol.,
2012

Galimberti a kol.,
2014
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miRNA

Uloha v AD patofyzioldgii

Zmena pri AD

Referencie

miR-26b

miR-98-5p
miR-885-5p
miR-483-3p
miR-342-3p
miR-191-5p
miR-let7d-5p
miR-31
miR-93
miR-143
miR-146a
miR-34a
miR-181b
miR-200a
miR-let7f

miR-342-3p
miR-342-5p
miR-150-5p
miR-23b-3p
miR-29b-3p

miR-9
miR-29a
miR-29b
miR-34a
miR-125b
miR-146a

Regulacia aktivity protein kinaz, ktoré
fosforylujutau protein a regulacia
mTOR dréhy.

Su sucastou drahy apoptdzy,
bunkového cyklu, axonalneho
transportu, neurotrofnej signdlnej
drahy, endocytdzy, imunitnej
odpovede, inzulinovej signalnej drahy,
mTOR dréhy.

Zapojené v metabolizme lipidoy,
imunitnej odpovede, bunkovej
proliferacie a apoptdze.

Zapojena v drahe apoptdzy (reguluje
Bcl2), v epigenetickych regulaciach
(SIRT1), reguluju Psenl zodpovedny za
familiarnu AD, vezikuldrny transport

a reguluju expresiu transkripénych
faktorov.

Zapojené v inzulinovej signalnej
drahe, endocytdze, apoptdze,
imunitnej odpovedi, v regulacii
bunkového cyklu, mTOR dréahy a

v regulacii neurotrofnej signalnej
drahy.

Zapojené v drahe produkcie
amyloiduf (reguluje expresiu BACE1,
ktory Stiepi APP na AB). Zohrava ulohu
pri maturdcii neurénov a pri apoptdze.
Reguluju serinpalmytoiltransferazu,
ktora fosforylujetau protein.

MiR-29b reguluje expresiu
transkripcného faktora Sp1, ktory
reguluje expresiu APP a tau proteinu.
Sp1 je regulovany oxidativnym
stresom. Rodina miR-9 reguluje
expresiumetyltransferaz 3A a 3B,
ktoré su zodpovedné za abnormalinu
metylaciu pri AD patoldgii. Zapojené
v epigenetickych regulaciach (SIRT1),
reguluju Psenl zodpovedny za
familidrnu AD.

Znizena expresia v sére
a CSF

Znizena expresia v sére

Znizena expresia v sére

Zvysena expresia
miR-34a miR-181

u pacientov s MCl v
BMC

Znizena expresia
v plazme

Znizeni expresia
v plazme a CSF

Galimberti a kol.,
2014

Tan a kol., 2014

Dong a kol., 2015

Schipper a kol., 2007

Lugli a kol., 2015

Kiko a kol., 2014
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Zaver

Na zadklade doterajSich poznatkov z inych oblasti medicinskeho vyskumu, ako
napr. onkoldgia, kde sa miRNA pouZivaju ako prognostické biomarkery pri liecbe niek-
torych druhov leukémii (Avigad a kol., 2016) vyplyva, Ze miRNA molekuly predstavuju
velmi sfubnu oblast, ktord skryva mnohé potencidlne biomarkery réznych fudskych
ochoreni. V pripade Alzheimerovej choroby je vysoko pravdepodobné, Ze pouzitie
jednotlivych miRNA nebude dostatocne citlivé ani Specifické pre uréenie spravnej di-
agnozy, a prave preto sa v budicnosti budu pravdepodobne pouzivat panely miRNA
molekul kombinujuce niekolko rozliénych mikro RNA, ¢im sa spolo¢ne s inymi bio-
markermi méze dosiahnut lepsia a presnejSia diagnostika neurodegenerativnych
ochoreni a ich subtypizacia.
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NOVE BIOLOGICKE PREPARATY
V LIECBE SCLEROSIS MULTIPLEX

Buc M.
Imunologicky ustav Lekadrskej fakulty UK, Bratislava

Sclerosis multiplex je autoimunitna choroba, ktord podmienuje prozépalova akti-
vita poCetnych buniek imunitného systému pod ,vedenim“T 1-a najma T,17-subpo-
pulacie lymfocytov a nedostato¢nd imunosupresivna aktivita regulacnych T-lymfo-
cytov. Je prirodzené, Ze v liecbe SM sa snazime ich funkciu obnovit. Dokdzu to uz
sucasné biologika prvej linie, t. j. IFN-B a glatiramér acetat. Biologika druhej a tre-
tej linie pb6sobia vsak uz cielenejSie. Natalizumab je monoklonova protilatka proti
alfa-4 retazcu adhezivnej molekuly VLA4 T-lymfocytov, ¢im zabrariuje ich prechodu
do parenchymu mozgu. Fingolimod spdsobuje reverzibilnu sekvestraciu lymfocytov
v lymfatickych uzlinach za 3 — 5 hodin po aplikacii, ¢o im tiez znemozni prechod do
mozgu; sekvestracia sa tyka az 80 % lymfocytov. K biologickym liekom tretej genera-
cie patri monoklonova protilatka alemtuzumab. Jej tercovou struktirou je molekula
CD52 a aktivaciou komplementu a K-buniek vedie k rychlej destrukcii T-, B-lymfocytov,
NK-buniek a monocytov. Hoci ma biologicky polcas len 6 dni a neovplyvruje prekurzo-
rové bunky, aj pomocné (CD4") aj cytotoxické (CD8*) lymfocyty sa vracaju k vychodis-
kovym hodnotam az za 61, resp. 30 mesiacov.

Nedavno sa do klinickej praxe dostali monoklonové protilatky, ktoré rozpoznavaju
molekulu CD20 v membranach B-lymfocytov a pomocou komplementu, alebo aktiva-
ciou K-buniek ich likviduja. Patri sem rituximab, ofatimumab a ocrelizumab. V stadiu
klinickych skusok je aj daclizumab. Tato monoklonova protilatka je namierena proti
CD25-molekule, ktora sa exprimuje na aktivovanych T-lymfocytoch. Dimetylfumarat,
podobne ako fingolimod, sice biologicka latka nie je, ale tiez ma vyrazné imunomodu-
laéné vysledky; navyse pbsobi aj antioxidacne, ¢o ju umoznilo od r. 2013 zaradit medzi
terapeuticka pre liecbu RR SM.

Lie¢ba SM biologikami nie je bez vedlajsich Géinkov. Z najzavaZznejsich treba uviest
mozny vyvoj progresivnej multifokdlnej leukoencefalopatie, IRIS- a ,,rebound“-syn-
dréomu.

Kltcové slova: alemtuzumab, daclizumab, fingolimod, IRIS, natalizumab, rituxi-
mab, PML, sclerosis multiplex
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Sclerosis multiplex (SM) je chronickd zapalova choroba podmienenda autoimunit-
nymi procesmi, pri ktorej dochddza k destrukcii myelinovych obalov v CNS, periférny
nervovy systém ostava neporuseny; navyse dochadza k astroglidze a poruche axénov.
V dosledku autoimunitného charakteru choroby sa jej liecba v ostanej dobe koncen-
truje na zasiahnutie jednotlivych imunopatologickych procesov, t. j. pouZivaju sa imu-
noterapeutické postupy. Ako prvé biologikum, ktoré sa pri liecbe SM zacalo podavat
bol IFN-B, neskor do hry vstupil glatiramér-acetat. Tieto preparaty sa stale pouZivaju
a patria k tzv. prvoliniovej liecbe. Medzi¢asom, ako sa zlepsili poznatky o patogené-
ze SM, pribudli nové pripravky, ktoré SpecifickejSie zasahuju do imunopatologickych
procesov s cielom ich prerusit alebo aspor stimit. Schematicky ich zaradujeme k bio-
logickej lie¢be druhej a tretej linie. Cielom tohto prehladného ¢lanku je podat strucny
prehlad o mechanizme ich Ucinku.

K biologickej liecbe druhej linie pacientov so SM patri natalizumab a fingolimod.
Natalizumab si monoklonové protildtky (mAb) proti a4-retazcu adhezivnej molekuly
VLA4 (a4B1-integrin), ktory sa exprimuje v membranach T-lymfocytov; jeho partner-
ska molekula na endotelovych bunkach ciev v CNS je VCAM-1. Podavanim tychto mAb
sa zabranuje prechodu autoreaktivnych T-lymfocytov do CNS, pretoZe T-lymfocyty
nemo&zu prilnut na endotelovid vystelku ciev, a tak sa nasledne preplazit do parenchy-
mu mozgu; makroskopicky to vnimame ako lymfocytézu. Natalizumab na regulacné
T-lymfocyty nema vplyv, neovplyviiuje aniich pocty ani funkciu. Blokada vstupu T-lym-
focytov do CNS je vysoko efektivna. Prejavuje sa to viac ako 65 % redukciou relapsov
pocas dvoch rokov mesacne poddavanych infizii a viac ako 90 % redukciou zapalovych
|ézii zistovanych magnetickou rezonanciou (MRI) (1). U jedincov, ktorym sa choroba
vratila (relaps), alebo mali zhorSené prejavy MRI, sa pozorovala mensia lymfocytéza
oproti tym, u ktorych sa relaps nevyskytol (2).

Jednou z komplikacii lie¢by SM natalizumabom je indukcia progresivnej multifo-
kalnej leukoencefalopatie (PML) vyvolanej JC virusom (Johnov Cunninghamov virus,
JCV) (3, 4). Patri medzi polyomavirusy (dsDNA virus). Sposobuje lyticka infekciu v oli-
godendrocytov, astrocytov a aj nervovych buniek. Odhaduje sa, Ze aZ polovica popula-
cie je nosi¢om JCV, Casto v oblickach a vylucuje ho mocom. Jeho aktivacia u pacientov
lieCenych natalizumabom (a aj inych, kde je potlacena ¢i nefunkéna imunita, typicky
u AIDS-pacientov, pacientov trpiacich malignym procesom, sarkoiddézou, transplanta-
ciach a pod.) ide pravdepodobne na vrub potlacenej aktivity T,1-lymfocytov. 70 — 80
% pacientov infekciu preZiva, ale u niektorych z nich s trvalymi nasledkami. Vysledkom
infekcie pacientov infikovanych JCV, ¢o dokaZzeme stanovenim sSpecifickych protilatok,
resp. DNA virusu v CSF, je prerusenie liecby, ktoré vsak u niektorych pacientov vy-
vola IRIS-syndrém (immune reconstitution inflammatory syndrom). Ten sa prejavuje
masivnou infiltraciu lymfocytov mozgu a intenzivnym zapalom. MdzZe sa prejavit o
niekolko dni az tyzdrov s mortalitou 20 az 30 %. Spdsobuje ho prehnand imunitna
odpoved na virusové antigény. Nadmerny zapal nici nielen infikované, ale aj neinfiko-
vané nervové bunky a gliu. Prerusenie lieCby natalizumabom z inych pri¢in indukuje
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u niektorych pacientov nové vzplanutie choroby, ktoré je vsak vaznejsie ako keby islo
o ,bezny“ relaps, bez predchadzajicej lieCby (tzv. ,rebound” fenomén). Zrejme ho za-
pricinuje nadmerny presun autoreaktivnych T-lymfocytov do mozgu, pretoze im v tom
zrazu nikto nebrani; navyse ich pocet pravdepodobne pocas doby liecby vzrastol, lebo
natalizumab nebrani aktivacii novych T-lymfocytov. Ako orientacny bod, biologicky
marker, sa ukazuje Uroven dosiahnutej lymfocytdzy. Pravdepodobnost vyvoja uve-
ako 200 % predliecebnych poctov. Vyvoj IRIS podmieriuje aj SNP (single nucleotide
polymorphisms) ATK-génu - varianty rs2498804 TT a GT ATK-génu sa spajaju s nizSou
indukciou apoptdzy, o. i. aj autoreaktivnych T-lymfocytov (2, 5). IRIS, resp. ,,rebound”-
fenomén sa moze sa prejavit za niekolko dni az tyzdriov po preruseni liecby s morta-
litou 20 aZ 30 %. Jedinou ucinnou lie¢bou je podavanie glukokortikoidov vo vysokych
davkach (3).

Dalsi liek v druholiniovej lie¢be SM predstavuje fingolimod. Je to derivat myri-
ocinu, ktory sa izoluje z ¢inskej huby Iscaria sinclarii. Fingolimod je Struktirnym ana-
l6gom sfingozinu, ktory sa fosforyluje sfingozinovou kindzou a nasledne posobi ako
velmi silny antagonista receptorov pre sfingozin 1-fosfat (S1PR1 az S1PR5, na S1PR2
sa neviaze. T-lymfocyty vyuZivaju najma S1PR1 a B-lymfocyty zase S1PR3) - vazbou
na receptor (S1PR1) na lymfocytoch spGsobi ich internalizaciu a naslednu degradaciu
(6, 7). ZniZenie, resp. vymiznutie S1P-receptorov z membran T- a B-lymfocytov zabrani
ich vycestovaniu (viac T- ako B-lymfocytov) zo sleziny, lymfatickych uzlin a Peyerovych
plakov. Reverzibilna sekvestracia sa tyka az 80 % lymfocytov za 3 — 5 hodin po aplikacii
(8). Pésobenie finglolimodu na T-lymfocyty je selektivne, inhibuje vycestovanie naiv-
nych a centrdlnych pamatovych (T, ), ale nie efektorovych paméatovych buniek (T
¢o ma velky vyznam pre imunitny dohlad a ochranu pred infekciou.

Posobenie fingolimodu na regula¢né T-lymfocyty nie je esSte Uplne objasnené.
Existuju udaje, ktoré poukazuju, Zze podporuje ich proliferaciu a imunosupresivnu ak-
tivitu, i ked’ mechanizmus, akym to dosahujd, autori neuvadzaju (7). Tejto vlastnos-
ti fingolimodu by zodpovedali aj klinické udaje, ktoré dokumentuju, Ze po preruseni
liecby tymto preparatom dochadza k relapsu a k indukcii priznakov, ktoré sa podobaju
IRIS-syndrému, vznikajucemu po preruseni liecby natalizumabom (9).

Najcastejsimi vedlajsimi priznakmi liecby fingolimodom su bolesti hlavy, brady-
kardia a atrio-ventrikuldrny blok. Niektori uvadzaju aj vyvoj edému makuly a nddorov
koZe (10). V kontraste s tym, Ze fingolimod neovplyvriuje efektorové paméatové T-lym-
focyty (T,,,), sU Udaje o fatdlnych infekcidch, encefalitidach, vyvolanych virusmi herpes
zoster a herpes simplex. Zaznamenal sa aj vyvoj B-lymfocytového lymfému, ktory sa
spéja s infekciou virusom Epsteina a Barrovej; nastastie su tieto komplikacie zriedkavé
(11). Pre vedlajsie ucinky fingolimodu sa hladali jemu podobné lieky a vskutku dnes
ich mame az tri: ponesimod (blokuje S1PR1), siponimod a ozanimod (oba blokuju aj
S1PR1 aj S1PR5); momentalne su v Stadiu klinickych skasok, vysledky sa ocakavaju
v rokoch 2017 a 2018 (12). Velkou vyhodou fingolimodu je, Ze sa poddva perordlne.

ew)s
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Nedavno sa do klinickej praxe dostali monoklonové protilatky, ktoré rozpoznavaju
CD20 na povrchu B-lymfocytov a pomocou komplementu, alebo aktivaciou K-buniek
ich likviduju. Vychadza sa tu z poznatkov o inej biologickej funkcii B-lymfocytov ako len
buniek, ktoré zodpovedaju za syntézu protilatok. Zistilo sa, Ze hraju vyznamnu ulohu
aj pri prezentacii antigénov. B-lymfocyty totiz maju vo svojich membranach HLA-mo-
lekuly druhej triedy a pohltené antigény, ktoré predtym rozpoznali a viazali svojim an-
tigénovym receptorom, dokazu spracovat, nadviazat na HLA-molekuly a prezentovat
pomocnym T-lymfocytom. Monoklonové protilatky anti-CD20 zniZuju pocet B-lymfo-
cytov, ¢im sa zniZzuje moznost ich interakcie autoreaktivnymi T-lymfocytmi a dochadza
k Utlmu imunitnych procesov. Sucasne dochadza k zmene cytokinového mikroprostre-
dia, ktoré podmieni vznik a expanziu Treg-lymfocytov, ¢im sa autoimunitny proces da-
lej tImi (13). Preco sa vybral prave CD20-antigén? Odpoved je pomerne jednoducha —
nachadza sa v membranach prakticky vSetkych vyvojovych stadiach B-lymfocytov, od
pre-B-lymfocytov aZz po paméatové B-lymfocyty (14). Pre lieCbu pacientov mame k dis-
pozicii tri druhy anti-CD20 mAb: rituximab, ocrelizumab a ofatimumab. Rituximab
a ofatimumab nicia B-lymfocyty prostrednictvom aktivacie komplementu, ocrelizu-
mab aktivaciou K-buniek, ¢o je vyhodnejsie, lebo oproti prvym nevznikaju prozapalo-
vé fragmenty komplementového systému, ktoré vyvolavaju prozédpalové komplikacie,
ale apoptotické telieska, ktoré likviduju makrofagy bez akejkolvek indukcie zapalovych
procesov (15). Rituximab sa osveddil aj pri zvladani neuromyelitis optica (14).

K biologickym liekom tretej generacie sa dostala monoklonova protilatka alem-
tuzumab. Je terdovou Struktirou je CD52. Je to glykozylovana molekula, ukotvend
v membrane buniek (lymfocytov, monocytov a granulocytov) pomocou GPI-kotvy
(16). Ma kostimulacné Gcinky; jej prirodzenym ligandom je Siglec-10. Alemtuzumab
aktivaciou komplementu a K-buniek vedie k rychlej destrukcii T-, B-lymfocytov, NK-bu-
niek a monocytov. Hoci ma biologicky polcas len 6 dni a neovplyviiuje prekurzorové
bunky, aj pomocné (CD4*) aj cytotoxické (CD8*) lymfocyty sa vracaju k vychodiskovym
hodnotam az za 61, resp. 30 mesiacov; navyse dochddza k expanzii nTreg-lymfocytov,
¢o vsetko moze vysvetlit jeho pozitivne Ucéinky v lie¢be SM (17). Preco po aplikacii
anti-CD52 mAb pretrvava lymfopénia? Jednak je to nedostatocny prisun novych lym-
focytov, lebo tymocyty sa nicia tieZ a jednak je to je homeostaticka proliferacia; no-
vovznikajuce T -lymfocyty su totiz velmi ndchylné na apoptézu, takze ich biologicky
polcas je velmi kratky a lymfopénia pretrvava.

V protiklade s pretrvavajicim poklesom T-lymfocytov, B-lymfocyty sa dostavaju na
povodnu Uroven uz za tri mesiace a potom ich pocty dokonca aj stupaju (17, 18). Tato
skutoc¢nost (t. j. zvySena aktivita B-lymfocytov, nedostatocna timiva funkcia regulac-
nych T-lymfocytov a homeostatickd proliferacia T-lymfocytov) méze vysvetlit aj sklon
takto lie€enych pacientov vyvinut autoimunitné komplikacie (fatdlna autoimunitna
thrombocytopénia, Gravesova choroba a oportunistické infekcie) (19). Prave pre ne-
priaznivé ucinky FDA (Food and Drug Administration v USA) spociatku alemtuzumab
pre klinické pouZivanie neschvalila, hoci predtym EMA (European Medical Agency) ho
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schvdlila. Neskor vsak FDA prehodnotila svoj postoj a dnes jeho aplikacia je povolena
v 40 krajinach, vratane Slovenska (20).

Odr. 2013 FDA povolila pre liecbu RR SM aj liecbu dimetyl-fumaratom (DMF). Ten-
to ester kyseliny fumarovej podporuje diferenciaciu naivnych T _-lymfocytov do T 2-
linie, ktora svojou aktivitou vyvaZuje a blokuje posobenie T, 1-subpopuldcie; navyse
podporuje apoptdzu autoreaktivnych T-lymfocytov (21). Za najdélezitejsiu vlastnost
DMF sa vSak povaZuju jeho antioxidacné vlastnosti, ktoré sprostredkuva prostrednic-
tvom indukcie transkripéného faktoru NRF2. Tento sa z cytoplazmy prestva do jadra
buniek a stimuluje transkripciu viacerych génov s detoxikacnymi a cytoprotektivnymi
ucinkami(22) (Suneetha a Raja Rajeswari 2016). Z vaznejsich nepriaznivych ucinkov
sa treba zmienit, Ze u niektorych pacientov (asi 3 %) spdsobuje lymfopéniu, ktora je
rizikovym faktorom vyvoj PML.

V stadiu klinickych skisok je daclizumab. Ide o monoklonové protilatky proti al-
fa-retazcu receptora pre IL-2 (CD25). Mechanizmus ich u¢inku je zaujimavy - zna¢ne
indukuju vznik NK-buniek (az 400 % vzostup), ktoré prechadzaju do intratekalneho
priestoru a tu zabijaju autoreaktivne T-lymfocyty (23). LieCbu daclizumabom vsak
sprevadzaju pomerne vazne vedlajsie Ucinky. Je to v doésledku toho, Ze blokovanim
alfa-receptora pre IL-2 sa blokuje aj aktivita regulacnych T-lymfocytov, ich prirodzené
imunosupresivne posobenie. V tejto suvislosti prichadza do Uvahy liecba SM nizkymi
davkami IL-2, ktoré aktivitu regula¢nych T-lymfocytov zvysuju.

Napokon, v suvislosti s Ulohou Treg-lymfocytov v rozvoji a terapii SM sa treba
zmienit aj o moznosti indukcie a expanzie vlastnych Treg-lymfocytov pacienta in vitro
a nasledné ich spatné podanie pacientovi. Tento sposob zvladania imunitnych proce-
sov sa Uspesne odskusal pri zvladani GvHD (graft versus host disease) u ludi (24) a pri
liecbe experimentalnej autoimunitnej encefalitidy indukovanej podanim MOG (my-
elinovy oligodendrocytovy glykoprotein) (25). Prehlad uvedenych a aj dalSich priprav-
kov, ktoré su v stadiu klinickych skusok, sa uvadzaju v tab. 1.

Recenzent

1. doc. MUDr. Eleondra Klimova, CSc., Klinika neuroldgie FZO PU v Presove a FNsP
J. A. Reimana Presov, SM centrum PresSov

2. prof. RNDr. Eva Kontsekova, DrSc., Neuroimunologicky Ustav SAV, Bratislava

LITERATURA

Literatura mimo databdzy PubMed

Buc M. Sclerosis multiplex — tloha regula¢nych T-lymfocytov v patogenéze a biolo-
gickej lie¢be choroby. Cesk Slov Neurol N 2013; 76/109(3): 293 - 299.

Buc M. Autoimunita a autoimunitné choroby. 2. Bratislava. VEDA 2016, 1-668.

Cortese |., McFarland HF. Multiple sclerosis. 963 — 975. In: Rich RR (Ed). Clinical
Immunology. Principles and Practice. Philadelphia: Mosby, Elsevier, 2008.

28



Biologikd v neuroimunoldgii

Ebringer A. Multiple sclerosis, Mad cow disease and Acinetobacter. Heilderberg,
New York, London: Springer, 2015.

Havrdova E. Neuroimunologie. Praha: Maxdorf, 2001: 1 — 451.

Havrdova E. et al. Roztrousena sklerdza. Praha: Mlada fronta, 2013: 1 — 488.

Suzumura A. Future directions in the study of fingolimod in multiple sclerosis. Clin
Exp Neuroimmunol 2014; 5: 55 — 60.

Suneetha A, Raja Rajeswari K. Role of dimethyl fumarate in oxidative stress of

multiple sclerosis: A review. ] Chromatography B 2016; 1019: 15-20.

10.

Literatura z databdzy PubMed

Polman CH, O‘Connor PW, Havrdova E, Hutchinson M, Kappos L, Miller DH, et al. A
randomized, placebo-controlled trial of natalizumab for relapsing multiple sclero-
sis. N Engl J Med. 2006; 354(9):899-910.

Martelli AM, Tabellini G, Bressanin D, Ognibene A, Goto K, Cocco L, et al. The emer-
ging multiple roles of nuclear Akt. Biochim Biophys Acta. 2012; 1823(12):2168-78.
McGuigan C, Craner M, Guadagno J, Kapoor R, Mazibrada G, Molyneux P, et al.
Stratification and monitoring of natalizumab-associated progressive multifocal le-
ukoencephalopathy risk: recommendations from an expert group. J Neurol Neu-
rosurg Psychiatry. 2016; 87(2):117-25.

Mancini N, Clementi M, Burioni R. Natalizumab-associated progressive multifocal
leukoencephalopathy. N Engl J Med. 2012; 367(9):871-2.

Rossi S, Motta C, Studer V, Monteleone F, De Chiara V, Buttari F, et al. A gene-
tic variant of the anti-apoptotic protein Akt predicts natalizumab-induced lymp-
hocytosis and post-natalizumab multiple sclerosis reactivation. Mult Scler. 2013;
19(1):59-68.

Cinamon G, Matloubian M, Lesneski MJ, Xu Y, Low C, Lu T, et al. Sphingosine
1-phosphate receptor 1 promotes B cell localization in the splenic marginal zone.
Nat Immunol. 2004; 5(7):713-20.

Sawicka E, Dubois G, Jarai G, Edwards M, Thomas M, Nicholls A, et al. The sphingo-
sine 1-phosphate receptor agonist FTY720 differentially affects the sequestration
of CD4+/CD25+ T-regulatory cells and enhances their functional activity. J Immu-
nol. 2005; 175(12):7973-80.

Rigau V, Mania A, Befort P, Carlander B, Jonquet O, Lassmann H, et al. Lethal multip-
le sclerosis relapse after natalizumab withdrawal. Neurology. 2012; 79(22):2214-6.
Marousi S, Travasarou M, Karageorgiou CE, Gheuens S, Koralnik 1J. Simultaneous
PML-IRIS after discontinuation of natalizumab in a patient with MS. Neurology.
2012; 79(21):2160.

Uccelli A, Ginocchio F, Mancardi GL, Bassetti M. Primary varicella zoster infection
associated with fingolimod treatment. Neurology. 2011; 76(11):1023-4.

29



Biologickd liecba v tedrii a praxi Ill — Bratislava 2016

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

30

Gross CM, Baumgartner A, Rauer S, Stich O. Multiple sclerosis rebound follo-
wing herpes zoster infection and suspension of fingolimod. Neurology. 2012;
79(19):2006-7.

Radick L, Mehr SR. The Latest Innovations in the Drug Pipeline for Multiple Sclero-
sis. Am Health Drug Benefits. 2015; 8(8):448-53.

Barun B, Bar-Or A. Treatment of multiple sclerosis with anti-CD20 antibodies. Clin
Immunol. 2012; 142(1):31-7.

Yamamura T, Miyake S. B-cell-directed therapy: which B cells should be targeted
and how? Immunotherapy. 2012; 4(5):455-7.

Saidha S, Eckstein C, Calabresi PA. New and emerging disease modifying therapies
for multiple sclerosis. Ann N'Y Acad Sci. 2012; 1247:117-37.

Bandala-Sanchez E, Zhang Y, Reinwald S, Dromey JA, Lee BH, Qian J, et al. T cell
regulation mediated by interaction of soluble CD52 with the inhibitory receptor
Siglec-10. Nat Immunol. 2013; 14(7):741-8.

Zhang X, Tao Y, Chopra M, Ahn M, Marcus KL, Choudhary N, et al. Differential
reconstitution of T cell subsets following immunodepleting treatment with alem-
tuzumab (anti-CD52 monoclonal antibody) in patients with relapsing-remitting
multiple sclerosis. J Immunol. 2013;191(12):5867-74.

Thompson SA, Jones JL, Cox AL, Compston DA, Coles Al. B-cell reconstitution and
BAFF after alemtuzumab (Campath-1H) treatment of multiple sclerosis. J Clin Im-
munol. 2010; 30(1):99-105.

Coles AJ, Wing M, Smith S, Coraddu F, Greer S, Taylor C, et al. Pulsed monoclonal
antibody treatment and autoimmune thyroid disease in multiple sclerosis. Lancet.
1999;354(9191):1691-5.

Mullard A. FDA’s rejection of alemtuzumab divides neurologists. Lancet. 2014;
383(9920):859.

Totaro R, Di Carmine C, Marini C, Carolei A. Multiple sclerosis--new treatment mo-
dalities. Indian J Med Res. 2015; 142(6):647-54.

Linker RA, Lee DH, Ryan S, van Dam AM, Conrad R, Bista P, et al. Fumaric acid es-
ters exert neuroprotective effects in neuroinflammation via activation of the Nrf2
antioxidant pathway. Brain. 2011;134(Pt 3):678-92.

Bielekova B. Daclizumab therapy for multiple sclerosis. Neurotherapeutics. 2013;
10(1):55-67.

Brusko T, Bluestone J. Clinical application of regulatory T cells for treatment of
type 1 diabetes and transplantation. Eur J Immunol. 2008; 38(4):931-4.

Kohm AP, Carpentier PA, Anger HA, Miller SD. Cutting edge: CD4+CD25+ regulatory
T cells suppress antigen-specific autoreactive immune responses and central ner-
vous system inflammation during active experimental autoimmune encephalomy-
elitis. J Immunol. 2002; 169(9):4712-6.



Biologikd v neuroimunoldgii

Tab. 1 Sihrn mechanizmov pdsobenia, tcinnosti a nepriaznivych tcinkov novych
a perspektivnych liekov v terapii sclerosis multiplex (podla Saidha el al. 2012, modi-

fikované)
Liek Mechanizmus ucinku Ucinnost Nepriaznivé ucinky
Fingolimod Blokuje S1P-receptor; 54 - 60 % ARR- Infekcie herpetickymi
zabranuje vycestovaniu redukcia, znizené virusmi, bradykardia,
T-lymfocytov zo riziko progresie atrio-ventrikuldrny blok,
sekundarnych k invalidite. hypertenzia, zvysenie
lymfoidnych organov. Menej novych hladiny pecenovych
MozZny neuroprotektivny | a zvacSujucich sa enzymov, edém makuly,
a remyelinizacny ucinok. | T2-lézii a spomalenie | infekcie respiracného
Ubytku objemu traktu, lymfopénia,
mozgu (Studia mozné malignity.
FRREDOM).
Cladribin Analdg adenozinu. 55 58 % ARR- Lymfopénia,

Inkorporuje sa do DNA
deliacich sa buniek,
prerusujuc tak syntézu
DNA a jej opravu.
Vysledkom je trvaly

a progresivny Ubytok aj
CD4*aj CD8* T-lymfocytov.

redukcia, 86 — 88 %
redukcia Gd*-lézii,
redukované riziko
vyvoja invalidity
(3tudia CLARITY).

neutropénia,
trombocytopénia,
pancytopénia,
reaktivacia herpers
zoster, mozné
malignity.

Teriflunomid

Aktivny metabolit
leflunomidu.

Inhibuje mitochondriovu
dihydro-orat
dehydrogenazu.
Zabranuje de novo syntéze
pyrimidinoy, inhibuje
proliferdciu a efektorové
funkcie aktivovanych B-

a T-lymfocytov.

Spomalenie
vyvijajucej

sa invalidity. 61 %
redukcia Gd*-lézii.

31 % ARR-redukcia,
spomalenie
progresie choroby
(Studia TEMSO).

Hnacky, nauzea,
zvySené hladiny
pecenovych enzymov,
alopoécia, kozné
vyrazky, infekcie,
neutropénia,
parestézie, hypertenzia.

Tecfidera

Dimetyt-fumarat.
Antioxidacny

a imunomodulacny
ucéinok. Méze posobit
neuroprotektivne.

53 % ARR-redukcia,
85 % redukcia
novych, resp.
zvacsujlcich sa T2-
|ézii,

90 % redukcia Gd*-
|ézii,

38 % redukcia
progresie k invalidite
(3tudia DEFINE).

Zacervenanie, bolesti
hlavy, brucha, nauzea,
zvracanie, hnacky,
zvySenie hladiny
pecenovych enzymov (v
zavislosti od davky).
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Liek

Mechanizmus ucinku

Ucinnost

Nepriaznivé ucinky

Laquinimod

Druhd generacia
giuinolén-3-karboxamidu,
pribuzny linomidu.
Podporuje posun T,1-

na T,2-mediovand
imunitnd odpoved.
PGsobi neuro-protektivne
podporou syntézy
neuroprotektivnych latok.

21 % ARR-redukcia,

33 % redukcia
progresie

k invalidite, 27 %
zniZenie progresie
k atrofii mozgu
($tudia BRAVO, 3.
faza)

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

Alemtuzumab

Humanizovand mAb
anti-CD52. Spésobuje
komplementom

alebo K-bunkami
mediovanu lyzu CD4*
CD8* T-lymfocytov,
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

(¢tudia CAMMS223).

Autoimunitné

choroby stitnej

Zlazy, autoimunitnd
trombocytopénia,
neutropénia,
hemolyticka anémia,
Goodpasturov syndrom,
poinfazne problémy,
infekcie respiracného
traktu, rekurentny
orélny herpes, mozno
meningitidy a malignity.

Utinkuje podobne ako
rituximab.

poctu novych Gd*-
|ézii a aj podobné
zniZenie novych i
zvacsujucich sa T2-
lézif

Rituximab Chimérova mAb anti- 91 % redukcia poCtu | Poinfuzne reakcie,
CD20. Sposobuje depléciu | Gd*-Iézii, znizenie infekcie urogenitdlneho
B-lymfocytov a potlaca poctu relapsov traktu, sinusitidy, PML.
ich prozapalové funkcie
(k poklesu hladin IgG
nedochddza ani v plazme
ani v CSF)
Ocrelizumab Humanizovand mAb anti- |73 —80 % ARR- Poinfuzne reakcie
CD20. redukcia, 89 -96 % | (najma po prvom
znizenie Gd*-lézii podani), oportunistické
U¢inkuje podobne ako infekcie (u SLE-
rituximab. a RA-pacientov po
predchadzajucej liecbe
metotrexatom)
Ofatumumab Humdnna mAb anti-CD25. | 99,8 % redukcia Nedostato¢né udaje.

Legenda: ARR — rocny vyskyt relapsov (annualized relapse rate), mAb — monoklo-
nova protilatka (monoclonal antibody), Gd — gadolinium, PML — progresivna multifo-
kalna encefalopatia, RR — frekvencia relapsov (relapse rate)

32




Biologikd v neuroimunoldgii

LIECBA INTRAVENOZNYMI IMUNOGLOBULINMI U ZIEN
SO SCLEROSIS MULTIPLEX POCAS GRAVIDITY A LAKTACIE

Hochmuth L, Donath V?, Smieskova A3, Klimova E*.
Yl. Internd klinika, KIA, FNsP FDR v Banskej Bystrici,
2|l Neurologickd klinika, FNsP FDR v Banskej Bystrici,
3ADLA, Presov, ‘Il. Neurologicka klinika, Presov

Uvod

Sclerosis multiplex (SM) je jednym z najcastejSich chronickych ochoreni mladych
[udi. Celosvetovo postihuje najmenej 2,5 miliona mladych dospelych, pricom zenské
pohlavie voci muzskému prevazuje priblizne v pomere 3:1. Prevaha postihnutia mla-
dych Zien ma Specificky vyznam s ohladom na fertilitu a potencidlne rizika zavazného
ochorenia a jeho liecby.

Tehotenstvo a sclerosis multiplex

Nazory na vplyv tehotenstva na priebeh sclerosis multiplex presli svojim vyvojom.
Do konca roku 1990 sa Zenam so SM odporuc¢alo nemat deti vzhladom k skreslenému
presvedceniu, zZe tehotenstvo zhorsi priebeh choroby (1). Az prva velka prospektivna
Studia v roku 1998 (Pregnancy in multiple sclerosis - PRIMS) radikalne zmenila odpo-
racania pre Zeny so SM. V studii PRIMS sa ukazalo, Ze ro¢na miera relapsov (ARR) sa
vyznamne znizila pocas tehotenstva v porovnani s vychodiskovym stavom rok pred
tehotenstvom. Riziko postpartdlnych relapsov sa zvySuje pocas prvych troch mesiacov
po porode. Po pérode ma relapsy asi 30% pacientok s relaps remitujucou formou SM

(2).

Patogenéza sclerosis multiplex

Sclerosis multiplex patri medzi zdvazné ochorenia s postihnutim centralneho ner-
vového systému autoimunitnymi mechanizmami. Tato chronickd zadpalova neurolo-
gicka choroba je charakterizovana infiltraciou leukocytov do centralneho nervového
systému (CNS), lokalnou destrukciou myelinovych obalov nervovych vlakien, postup-
nou stratou oligodendrocytov a axénov s naslednym klinickym obrazom. Dochdadza
k naruseniu principu tolerancie vlastného, autoreaktivne T-lymfocyty prenikaju cez
narusenu hemato-encefalickl bariéru, ktord ma zvySenu permeabilitu a poskodzuju
tkanivd CNS. Uplatiuju sa dalSie mechanizmy, postupne sa poznava uloha B-lym-
focytov, CD8-lymfocytov, Uloha prirodzenej imunity a humoralnych zloziek imunity.
Kriticki ulohu v progresii sclerosis multiplex hra rovnovdha medzi poskodenim CNS
a repara¢nymi mechanizmami (3,4).

Moderné lieky modifikuju priebeh ochorenia (DMT — Disease-modifying Tre-
atment) a vyrazne zlepsuju jej priebeh a progndzu. PouZivaju sa viaceré skupiny liekov,
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ktoré sa rozdeluju na lieky prvej volby (interferén beta 1a, interferdn beta 1b, glatira-
meracetat) a lieky druhej volby (natalizumab, fingolimod) a niektoré dalsie. Liecba ma
vsak aj svoje rizika a potencialne neziaduce ucinky.

Medzi mimoriadne citlivé situacie u pacientok so sclerosis multiplex patri gravidita
a nasledné poporodné obdobie. V gravidite, ktora predstavuje Th2 stav (ide o kom-
plexnejsie mechanizmy imunitnych mechanizmov medzi Thl / Th2 / Treg / T17), do-
chadza vacsinou k stabilizacii choroby. Po porode, ked dochadza k preladeniu smerom
k Thi, obzvlast v obdobi prvych Siestich mesiacov, dochadza k zvy$enému poctu re-
lapsov SM (5).

Prediktory aktivity SM v postpartalnom obdobi

Najsilnejsimi prediktormi aktivity choroby po pérode je aktivita SM v predtehoten-
skom obdobi a aktivita v priebehu tehotenstva (6,7,8). V studii PRIMS sa ukazalo, Ze
vyssie skore aktivity (EDSS — expanded disability status scale) na zaciatku tehotenstva
malo prediktivny vyznam pre recidivy po porode (2). TieZ sa potvrdilo, Ze zvySené kon-
centracie prozapalovych cytokinov v priebehu tehotenstva sa spajali s vyssim poctom
relapsov po porode (9). Vysledky v nedavnej studii 893 tehotnych pacientok so SM
ukazali, Ze aplikacia ochorenie modifikujucej liecby (DMT) pred pocatim sa spajala
s nizSou frekvenciou relapsov po porode (8). Vysvetlenie mdze spocivat bud v moz-
nosti priaznivého Gcinku DMT na aktivitu ochorenia, alebo iSlo o skupinu Zien s mier-
nejs$im priebehom SM, ktoré boli schopné a ochotné prerusit lieCbu a otehotniet (10).

Liecba SM v gravidite a pocas dojcenia

Vzhladom k riziku neZiaducich ucinkov a nedostatku Gdajov o bezpecnosti liekov
pouzivanych v liecbe SM (DMT) sa v gravidite a pocas dojcenia liecba prerusuje.

Liekom, ktorym je potencidlne mozné vyrazne znizit riziko relapsov a atdk SM,
su intravendzne imunoglobuliny (IVIG) (11). Tato liecba je povazovana za bezpecnu
pre dieta aj matku a niektorymi autormi je povaZovana za liecbu volby, nie je vsak
zahrnutd do standardnych odporucani pre liecbu SM. Nazory na tato liecbu nie su
jednoznacné, dostupné data su limitované malym poc¢tom stuborov pacientok (12,13).

Podstatou ucinku IVIG pri SM je protizapalové posobenie, sprostredkované viace-
rymi mechanizmami:

— modulécia pésobenia T-lymfocytov v prospech remyelinizacie,

— inhibicia diferenciéacie naivnych CD4 lymfocytov smerom k Thl a Th17,

— podpora aktivity prirodzenych regula¢nych lymfocytov,

— znizenie produkcie prozapalovych cytokinov,

— moduldcia expresie viacerych génov (gény pre chemokiny a ich receptory,

CXCL3, CXCL5, CCL1), ktoré obmedzuju vcestovanie leukocytov do CNS (14).

Ukazuje sa, Ze lie¢ba IVIG-mi neovplyviiuje rozsah |ézii, m6ze viak spomalit pro-
gresiu mozgovej atrofie a rozvoj dizability (15).
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Ucinok IVIG v lie¢be relapsov SM sa dokumentoval vo viacerych pracach (16).
Jednotlivé $tudie sa nedaju medzi sebou porovnavat, pretoze pouzili odlisny a ne-
porovnatelny dizajn. Vacésina z nich potvrdila priaznivy vplyv IVIG na redukciu post-
partalnych relapsov. Podla dostupnych zdrojov len jedina praca brazilskych autorov
nepotvrdila protektivny ucinok IVIG na frekvenciu postpartalnych relapsov (17). ISlo
o retrospektivne multicentrické sledovanie Zien so SM lieCenych pomocou IVIG. V tej-
to publikovanej praci sa vSak nenachadza popis rezimu davkovanie lieku.

Nazory na reZim davkovania a nacasovanie aplikacie IVIG v pérodnom, ¢i poporod-
nom obdobi nie st jednotné.

Odporucanie EFNS (European Federation of Neurological Societies, v sucasnosti
EAN — European Academy of Neurology) institucionalizuje pouzitie IVIG v redukcii po-
stpartalnych relapsov, napriek tomu, Ze sa tato indikacia v SPC (suhrn charakteristic-
kych vlastnosti liekov) priamo neuvadza. Odporucania EFNS pre pouZitie IVIG pri neu-
rologickych chorobach pripastaju jeho vyznam v redukcii postpartalnych relapsov SM
(18).

Nase skusenosti

V praci prezentujeme kazuistiky siedmych pacientok so SM s Uspesnou aplikaciou
IVIG s cielom redukcie postpartélnych relapsov. KaZzdej pacientke sa aplikoval imu-
noglobulin do 24 hodin po pérode a potom po mesiaci ambulantne v imunologic-
ko-alergologickej ambulancii za kontroly imunologickych laboratérnych parametrov.
Ani jedna pacientka nezaznamenala klinicky relaps v kritickom postpartalnom obdobi.
U jednej pacientky sme dokumentovali progresiu pri vySetreni MRI mozgu, bez sprie-
vodnych klinickych priznakov. V Ziadnom pripade sme nezaznamenali neZiaduce ucin-
ky liecby IVIG. Nedostatkom nasho stuboru je, Ze sme v uvedenych pripadoch nepoufili
jednotny postup. Pre indikaciu redukcie postpartalnych relapsov v sicasnosti neexis-
tuju jednotné a vseobecne akceptované smernice. V kazdom pripade nasa skisenost
potvrdzuje v literature publikované skisenosti Uspesného vyuZitia IVIG v prevencii
postpartalnych relapsov pacientok so SM. Aj ked ide o maly subor, domnievame sa,
Ze nase skusenosti podporuju pouzivanie IVIG pocas laktacie a gravidity ako bezpecnu
moznost udrzania stabilizovaného stavu bez rizika neziaducich ucinkov liekov zo sku-
piny DMT.

Zaver

U Zien so SM dvadsatstyri hodin po pérode je vhodné zvazit podanie IVIG a v spo-
lupraci s imunolégom v priebehu nasledujucich piatich mesiacov raz mesacne ambu-
lantne opakovat tuto lie¢bu. Zatial nie s jednotné odporicéania rezimu a frekvencie
podavania. V praci prinaSame prehlad nazorov na tuto problematiku a formou kazu-
istik nase skusenosti.
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HMBG1 AKO NOVY MARKER AKTIVITY SCLEROSIS MULTIPLEX

Bucova M?, Gajdosechova B, Durmanova V?, Suchankova M?, Cudrakova D?,
Turéani P?, Lisa I3, Klimova E*, Gmitterova K3, Buc M.
Ymunologicky ustav LFUK, Bratislava,
2|, Neurologickd klinika LF UK a UN Bratislava,

311. Neurologickd klinika LF UK a UN Bratislava,
4Centrum pre liecbu a diagnostiku sclerosis multiplex, FNsP J.A Raimana, Presov

Abstrakt

Sclerosis multiplex je chronicka zapalova a neurodegenerativna choroba. Cielom
prace bolo zistit, ¢i plazmové hladiny HMGB1 (High mobility group box 1 protein) ako
nového zapalového markeru by mohli odrazat aktivitu choroby a byt tak vhodnym
biomarkerom na jej monitorovanie. HMGB1 sa za fyziologickych okolnosti nachadza
v jadre buniek, ma mnozZstvo intracelularnych funkcii (stabilizacia chormatinu, ohyb
DNA, oprava DNA,...). Za patologickych okolnosti sa dostava extracelularne, ¢i uz pa-
sivnym vyltéenim pocas nekrdzy buniek alebo aktivnou tvorbou aktivovanymi makro-
fagmi a v tomto pripade funguje ako alarmin, molekula DAMPs (Damage associated
molecular paterns) a ma prozapalovy charakter. KedZe extracelularne p6sobi podob-
ne ako cytokiny, avsak uvolTfiuje sa o niec¢o neskor, oznacuje sa ako neskory prozapalo-
vy cytokin. Zistili sme, Ze pacienti so SM maju cca 4,5 — nasobne vyssie plazmové hla-
diny HMGBJ1 ako zdravé kontroly a koncentracie u Zien su o nieco vys$sie ako u muzov.
Hladiny HMGB1 korelovali s aktivitou choroby, a to s po¢tom postihnutych oblasti,
pritomnostou aspon jedného aktivneho loZiska a poétom aktivnych loZisk v mozgu
a EDSS skoére. Vysledky dokazuju pritomnost chronického zépalu nizkeho stupna aj
u stabilizovanych pacientov so sclerosis multiplex a poukazuju na vyznam merania
plazmovych hladin HMGB1 u pacientov so sclerosis multiplex.

Uvod

Sclerosis multiplex (SM) je chronicka zapalovd neurodegenerativha choroba
s multifaktorovou etioldgiou. V imunopatogenéze choroby ma centrdlne postave-
nie zlyhanie tolerancie a narusena funkcia regula¢nych T- buniek, ¢o ma za nasledok
rozvoj autoimunity s Géastou Thl a Th17 buniek, dokazana je Gcéast autoreaktivnych
T-cytotoxickych lymfocytov, makrofagov, dendritovych buniek a v ostathom case sa
poukazuje na ucast B - lymfocytov a autoprotilatok (1, 2). Dochadza aj k poruche rov-
novahy medzi prozdpalovou a protizapalovou aktivitou buniek imunitného systému
v prospech rozvoja nadmerného zapalu, ktory potom méze pretrvavat v podobe chro-
nického zépalu nizkeho stupria a viest k naru$eniu hemo-encefalickej bariéry (HEB),
prechodu zapalovych buniek do mozgu a rozvoju nekontrolovaného zapalu a demy-
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elinizaéného procesu. V imunopatogenéze SM tak subezne prebiehaju dva vzajomne
sa potencujuce imunopatologické procesy — autoimunita a chronicky zapal nizkeho
stupna.

Z imunologického hladiska sa u pacientov so SM preto ukazuje byt velmi uZitocné
sledovanie aktivity zapalu. V nasej praci sme na monitorovanie zapalu a aktivity SM
pouzili ako biomarker molekulu HMGB1(High mobility group box-1 protein).

HMGBI sa za fyziologickych okolnosti vyskytuje v jadre buniek ako vnutrojadrovy
nehisténovy protein s mnozstvom intranuklearnych funkcii (3). HMGB1 sa vSak moze
vyskytovat aj extraceluldrne. Aktivne sa tvori v aktivovanych monocytoch, makrofa-
goch, v mikroglidch mozgu, a to pod vplyvom prozapalovych stimulov infek¢ného aj
neinfekéného povodu. Uvolneny HMGB1 posobi ako prozapalovy cytokin, indukuje
tvorbu dalsich prozapalovych cytokinov, ¢im sa potencuje zapalovy proces. Okrem
toho sa pasivne uvoltiuje z nekrotickych buniek. Extracelularny vyskyt HMGB1 uz nie
je fyziologicky a pre organizmus predstavuje signdl ohrozenia, ktory vyvolava zapal
(4, 5).

HMGB1 patri medzi najmodernejsie zapalové markery a na rozdiel od vcasnych
prozapalovych cytokinov TNF-a, IL-1B, IL-6, ktoré sa uvolfiuju 2-4-6 hodin po inzulte
a maju kratky polcas rozpadu, sa HMGB1 uvolfiuje neskor (za 16-24 hodin) a pretrvéava
dlhsiu dobu. Preto sa aj oznacuje aj ako neskory prozapalovy cytokin. Z hladiska jeho
dlhsieho pretrvavania v organizme je lepSim markerom na monitorovanie zapalovych
chorob.

Subor pacientov a metodika

V nasom subore sme mali 165 pacientov s diagnézou SM, z toho 110 Zien (66,7%)
a 56 muzov, ktori boli klinikmi zadeleni do jednotlivych foriem SM. 137 pacientov
malo relaps remitujucu formu SM (RRF SM), 6 pacientov sekundérne progresivnu for-
mu SM (PF SM) a dvaja pacienti mali izolovany klinicky syndrém (CIS). Pacienti pocha-
dzali z centier pre liecbu SM pri |. Neurologickej klinike LFUK UNB, Staré mesto, Brati-
slava, Il. Neurologickej klinike LFUK, Dérerova UNB, Kramare, a Neurologickej kliniky
FNsP J. A. Reimana v PreSove. Plazmovu hladinu HMGB1 sme vysetrovali sendvicovou
Elisou (Human HMGB1 ELISA) presne podla navodu vyrobcov. Projekt bol schvaleny
etickou komisiou Lekarskej fakulty UK a vsetci pacienti podpisali informovany suhlas.

Kontrolny subor tvorilo 51 zdravych dobrovolnikov bez SM, akychkolvek prejavov
autoimunity, alergie, zapalu, nddorov a inych choréb. Priemerny vek, ako aj zastupe-
nie oboch pohlavi v kontrolnej skupine sa zhodovalo so skupinou pacientov s SM.

Statistika
Na Statistické vyhodnotenie sme pouZili program Instat a v ramci neho viaceré

testy (Mann-Whitneyho U-test, Kolmogorovov-Smirnovov, Kruskalov-Wallisov test
a Spearmanov test.
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Vysledky

1. Porovnanie plazmovych hladin HMGB1 u pacientov so SM a zdravych kontrol,
muzov a Zien. Porovnanie plazmovych hladin HMGB1 u jednotlivych foriem SM.

Pacienti so SM mali signifikantne vyssie plazmové hladiny HMGB1 ako kontrolny
stbor zdravych oséb (Med. SM: 13,53 ng/ml; Med. K: 2,99 ng/ml; P<0,0001). Zeny
(66,67%) mali o nieco vyssie hladiny HMGB1 ako muZi (33,33%), ale rozdiel nebol
signifikantny. Napriek nazna¢enému rozdielu u jednotlivych foriem SM (RRF, PF a CIS),
tento rozdiel nebol vyrazny.

2. Plazmové hladiny HMGB1 a pocet postihnutych oblasti v mozgu (MRI nalez) —
korelacie a rozdiely v jednotlivych skupinach.

Plazmové hladiny HMGB1 signifikantne korelovali s poétom postihnutych oblasti
(Tabulka €. 1; P<0,0001), so sttpajucim poctom postihnutych oblasti sa zvySovali plaz-
mové koncentracie HMGBLI. Pri rozdeleni siboru na pacientov s po¢tom postihnutych
oblasti 1-3 a pacientov so 4-5 postihnutymi oblastami sme nasli vysoko signifikantny
rozdiel.

Tabulka ¢. 1: Plazmové hladiny HMGB1 a pocet postihnutych oblasti.

Pocet ';ﬁf:::“tveh N (Hmﬁcgéq) IQR Mann-ﬁtitneyho
ng/ml (2-chvostovy)

(0) Kontrola 31 2,999 1,686 — 9,844 1 vs 5: P<0,05

1 oblast 4 4,205 2,330-11,080 2vs 5:P<0,01

2 oblasti 11 5,020 2,557 -21,989 3 vs 5: P<0,05

3 oblasti 9 6,784 4,627 — 17,255 4vys 5: P>0,05

4 oblasti 8 7,161 3,693-77,765

5 oblasti 73 17,843 3,255-113,45

Kruskal-Wallisov test P< 0,0001 P<0,0001

1-3 oblasti 24 5,209 2,330 -21,989

4-5 oblasti 89 17,373 3,255-113,45

3. Plazmové hladiny HMGB1 u pacientov so SM a pritomnost aspon jedného
aktivneho loziska v mozgu. Korelacia plazmovych hladin HMGB1 s EDSS skoére.

Pacienti, ktori mali pritomné aspon jedno aktivne loZisko v mozgu mali v porovna-
ni s pacientmi bez aktivnych loZisk signifikantne vyssie hladiny HMGB1 (Tabulka €. 2;
P<0,0235). Koncentracie HMGB1 v plazme pacientov so SM vysoko vyrazne korelovali
s EDSS skore. Pri porovnani hladin HMGB1 u pacientov s EDSS do 2,5 a nad 3 sme zis-
tili, Ze pacienti s vyssim EDSS skére mali vyssie hladiny HMGB1 (Tabulka ¢.2).
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Tabulka ¢. 2: Plazmové hladiny HMGB1 a pritomnost aktivnych loZisk. Plazmové
hladiny HMGB1 a EDSS.

Median (HMGB1) Mann-Whitney
N IQR
(ng /ml) 2- chvostovy (P)
Aktivne loZisko 25 20,118 3,693 - 100,12 P<0,0235
pritomné ’ 272 2 <0
Aktivne lozisko 78 16,695 3,255 113,45
nepritomné ’ 22T A
EDSS do 2,5 51 11,648 2,557-99,725 P=0,01151
EDSS 2 3,0-5,5 62 17,549 2,330-113,45
Kruskal-Wallisov test P< 0,0001
Diskusia

HMGB1 ma dolezitu ulohu v mozgu, podporuje migraciu a rast neurénov, reguluje
neuroendokrinnu odpoved, ma ulohu v neuropatoldégii, podporuje amyloidogenézu,
suvisi s tvorbou senilnych plakov u M. Alzheimer, u ktorych sa v mozgu nasli zvySené
expresie HMGB1. Okrem toho ma kltu¢ovu ulohu pri ischemickom poskodeni mozgu,
jeho zvySené hladiny sa nasli u pacientov po cerebralnej ischémii, kde dalej prispieva
k potenciacii cerebralnej ischémie. V patogenéze SM nie je Uloha HMGB1presStudova-
nd, nase vysledky sme tym padom nemali ako porovnat s vysledkami inych autorow.

Vysledky nasich vysetreni ukazali, Ze pacienti so SM maju cca 4,5 - nasobne vyssie
plazmové hladiny HMGB1 ako zdravé kontroly. Zistili sme tiez, Ze Zeny maju o nieco
vyssSie hladiny HMGB1 ako muzi, avSak nie Statisticky signifikantné. Nezaznamenali
sme ani signifikantny rozdiel v koncentracii HMGBL1 u jednotlivych foriem SM, ¢o bolo
s najvacsou pravdepodobnostou spdsobené nerovnomernym zastipenim pacientov
v jednotlivych skupindch. Zaujimavé bolo zistenie, ze koncentracie HMGB1 korelovali
s aktivitou choroby —a to s po¢tom postihnutych oblasti. Pacienti so 4-5 postihnutymi
oblastami v mozgu mali signifikantne vys$sie hladiny HMGB1 ako skupina pacientov
s jednym az troma postihnutymi oblastami (p < 0,0001). Zistili sme tiez, Ze pacienti,
ktori mali v mozgu aspon jedno aktivne loZisko, mali v porovnani s pacientmi bez ak-
tivneho loZiska v mozgu vyssie plazmové hladiny HMGB1 (p < 0,0235). Zaznamenali
sme tiez korelaciu hladin HMGB1 v plazme pacientov s ich EDSS skére (p < 0,0001).
Pacienti s EDSS >3 mali vyssie hladiny HMGB1 ako pacienti s EDSS < 2,5 (p=0,01151).

Uvedené vysledky dokazuju pritomnost chronického zépalu nizkeho stupria aj
u stabilizovanych pacientov so sclerosis multiplex a poukazuju na vyznam merania
plazmovych hladin HMGB1 u pacientov so sclerosis multiplex. Vysledky su prvé svoj-
ho druhu. Doteraz sa ulohou HMGBL1 pri SM a tieZ ako markera aktivity choroby nik
nezaoberal.
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REUMATOIDNA ARTRITIDA
— KLINICKY OBRAZ, DIAGNOSTIKA, LIECBA

Rovensky J.
Ndrodny ustav reumatickych choréb Piestany

Abstrakt

Reumatoidna artritida (RA) je Casté, zdvainé zdpalové ochorenie kibov, ktoré
postihuje vsetky vekové skupiny s maximalnym vyskytom u mladych ludi a preme-
nopauzalnych Zien. Ochorenie ma multifaktorové priciny vratane urcitej genetickej
predispozicie a je pren charakteristicky chronicky zapal, ktory je iniciovany a udrzia-
vany autoimunitnymi mechanizmami. Priebeh RA je velmi variabilny. Akttne exacer-
bacie mozu vystriedat obdobia remisie. Celkovo je viak priebeh progresivny a ¢asto
vedie k invalidite. Ochorenie skracuje Zivot az o desat rokov. Reumatoidna artritida
je heterogénne ochorenie, ma rozdielnu aktivitu choroby aj rozdielnu rychlost roz-
voja Struktuirnych zmien. Pritom byva diferencované vnimanie subjektivnych tazkosti
a vplyvu disability na kvalitu Zivota. Cielom liecby je dosiahnutie remisie, liecba vSak
musi byt v€asna, agresivna. V terapii su k dispozicii lepSie lie¢ebné prostriedky okrem
tradicnych DMARDs. Je to hlavne biologicka liecba, hodnotenie aktivity je presnejsie,
pricom treba brat do Uvahy aj kontinudlne monitorovanie a bezpecénost lieby pri RA.

Klucové slova
Klinické prejavy, etiopatogenéza, klinicky obraz a diagnostika, liecba

Jednou zo zapalovych reumatickych chorob najcastejsie postihujucich zeny medzi
35. az 50. rokom Zivota je reumatoidna artritida. Tdto pomerne ¢asta autoimunitna
choroba sa prejavuje zapalmi kibov vyustujicimi do ich destrukcie a deformacie. Zapal
postupne prenika do hibky, postihuje chrupku a prifahld kost, a pomaly ich rozruduje.
Kiby opuchaji a obmedzuje sa ich pohyblivost. Nasledkom postupujticeho ochorenia
ochabuju aj svaly, chory sa citi celkovo slaby, méze mat zvy$enu teplotu. Nezriedka
byva postihnuty aj obehovy a dychaci systém. Priebeh choroby je kolisavy — obdobia
zhorsenia sa striedaju s obdobiami pokoja, kedy sa chory citi lepSie.

Reumatoidna artritida je choroba modernych cias, hoci jej prvy popis urobil uz
v roku 1800 parizsky lekar A. Landre-Bavais. V Eurdpe a Severnej Amerike sa vyskytuje
asi v 2 a7 3% populacie, menej trapi obyvatelov Ciny a Azie a este mensi vyskyt je
v Afrike. Castejsie postihuje Zeny ako muzov (v pomere 3:1). Pri jej vzniku sa uplat-
nuje geneticka predispozicia. Pravu pricinu nepozname, a preto nie je k dispozicii ani
liek, ktorym by sa reumatoidna artritida dala Uplne vylie¢it. Pomocou antireumatik,
liekov utidujucich bolest a zmierriujucich zapalovy proces, mozno zabezpecit miernejsi
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priebeh choroby. Podmienkou vsak je, aby sa liecba zacala ¢o najskor, a aby pri nej
pacienti spolupracovali.

Zatiatoéné priznaky reumatoidnej artritidy mézu byt kibové alebo systémové.
Typickym kibovym priznakom je bolest. Byva rdznej intenzity a vyrazne horsia rano.
Nepostihuje iba kiby, ale niekedy vyzaruje aj do tkaniv a svalov okolo kibov. Spravidla
ma pokojovy charakter. Druhym délezitym priznakom je rannd stuhnutost. Spdsobuje
ju opuch vzniknuty v zapalovom tkanive pocas spanku. Niekedy mdze predchadzat
i vznik kibovej bolesti. Trva spravidla dihdie ako hodinu, &m sa li&i od rannej stuhnu-
tosti pri osteoartrdze, ktord byva kratkodoba. Medzi systémové priznaky sa zaraduju
celkovy pocit ochorenia, Unava, slabost, zvy$enda telesna teplota, Ubytok hmotnos-
ti, poruchy spanku. Pacienti mavaju niekedy priznaky Uzkosti a depresie. Systémové
priznaky mézu predchadzat kibovym priznakom, vyskytovat sa stiéasne s nimi, alebo
nastupit po nich.

Pri reumatoidnej artritide méze byt postihnuty ktorykolvek kib, aj ked' najéastejsie
sU postihnuté hanky (MCP - metakarpofalangealne kiby) a stredné na prstoch ruk (PIP
proximalne interfalangealne kiby). Po Ustupe zapalovych priznakov pretrvava zhrub-
nutie kibov, deformacie s osovou odchylkou, obmedzena pohyblivost, nestabilita ¢i
dokonca moze prist k lahkému vykibeniu postihnutych kibov. Charakteristicky je nahly
vznik choroby s vyraznymi celkovymi prejavmi, bolestivym stuhnutim svalov, posti-
hnutim ramien a vysokou zapalovou aktivitou.

Priebeh reumatoidnej artritidy

Priebeh choroby je rozmanity a tazko predvidatelny. Pri stredne zavaznych a zavaz-
nych formach dochadza k destrukeii kibov, ktorej dosledkom je porusenie schopnosti
hybnosti a zniZenie kvality Zivota pacientov. Cielom liecby je preto dosiahnutie remisie
- stavu, pre ktory je charakteristické zmiernenie aZz vymiznutie priznakov choroby. Roz-
hodujlce pre dosiahnutie tohto ciela je v€asné zavedenie liecby a potlacenie aktivity
choroby. Progresia $truktirnych zmien na kiboch je najvyraznejsia v prvych rokoch
trvania reumatoidnej artritidy. Preto je potrebné véas zahdjit intenzivnu liecbu, aby
kibové postihnutie nepostupovalo.

Liecba reumatoidnej artritidy

Lie¢ba musi byt véasna a komplexna, spojena s pravidelnym monitorovanim akti-
vity a moznych neziaducich ucinkov. Ciefom lie¢by je dosiahnut remisiu, vymiznutie
alebo zmiernenie priznakov choroby a znizit aktivitu choroby a tym zmiernit bolesti,
zachovat alebo zlepsit funkéni schopnost pohybového aparatu, zlepsit kvalitu Zivota
chorych a spomalit alebo zastavit progresiu ochorenia.
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Aké sposoby liecby ma pacient k dispozicii?

Nefarmakologicka liecba zahfna Upravu denného rezimu, fyzikdinu, rehabilitacnu
a chirurgicku liecbu.

Farmakologicka liecba pozostdva z podavania nesteroidovych antiflo- gistik a anal-
getik. Glukokortikoidy sa zavadzaju do liecby predovsetkym v obdobi vysokej aktivi-
ty a akatnych prejavov na preklenutie obdobia do zaciatku ucinku chorobu modifi-
kujlcich liekov. Chorobu modifikujuce antireumatika (DMARDs - Disease modifying
antirheumatic drugs)

st skupinou liekov s roznym mechanizmom ucinku, ktory nastupuje po niekolkych
tyZzdnoch a pretrvava rozne dlhy ¢as aj po ich vysadeni. Nemaju priamy analgeticky
ucinok. Rozdeluju sa na syntetické DMARDs a biologické DMARDs. Medzi syntetické
DMARDs zaradujeme hlavne tzv. konvencné syntetické DMARDs akymi s napr. me-
totrexat, antima- larikd, sulfasalazin, leflunomid, soli zlata, ako i imunosupresiva. Na
trh prichadzaju uz i cielené syntetické DMARDs — tofacitinib.

Biologicka liecba

Je zalozena na podavani latok rézneho zloZenia a mechanizmu Gcinku, ktoré zasa-
hujua do imunitnych a zapalovych dejov spésobujucich vznik choroby. Na vyvoji prvého
biologického lieku, ktory sa pouZival na liecbu reumatoidnej artritidy, sa podielal aj
vyznamny americky vedec slovenského p6vodu, profesor Jan Vilcek.

Ucinnost biologickej lie¢by na reumatoidnu artritidu

Biologicka liecba je Gcinna vo viac ako 60% pripadov pacientov rezistentnych na
liecbu Standardnym ochorenie modifikujucimi liekmi (DMARDs). Do bezpriznakového
Stadia sa dostane az tretina pacientov. Vyznamny prinos biologickej lieCby je v tom,
Ze jej ucinok nastupuje uz po niekolkych dnoch, zriedkavo sa terapeuticky efekt za-
znamena az po niekolkych mesiacoch. Biologicka liecba zniZuje hladiny latok, ktoré sa
podielaju na rozvoji zapalového procesu, a celkove zlepSuje kvalitu Zivota pacientov.
Na Slovensku je registrovanych viac biologickych liekov, ktoré sa pouzivaju v liecbe
reumatoidnej artritidy. Zakladom koncepcie biologickej liecby je poznatok, ze zapaly
v [udskom tele vyvolavaju alebo zosilfiuju tzv. cytokiny. Jednym z nich je aj tumor
nekrotizujuci faktor (TNF-alfa). Najcastejsie a najdlhsSie pouZzivané biologické lieky su
prave lieky timiaceTNF alfa, akymi st eta- nercept, adalimumab, infliximab, certolizu-
mab a golimumab. Dalsie schvalené biologické lieky st zamerané na iné biologické po-
sobky, bunkové elementy, alebo mechanizmy podielajlce sa na zapale (tocilizumab,
rituximab, abatacept, anakinra). V pripade neucinnosti jedného biologického lieku je
moznd jeho zdmena za iny. Biologika sa pouZivaju aj v liecbe dalsich zapalovych re-
umatickych chordb. Svoje uplatnenie nasli aj v dermatoldgii ¢i v gastroenteroldgii.
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Komu je biologicka liecba uréena?

Biologicku liecbu méze predpisovat iba lekdr v Specializovanom centre pre liecbu
biologikami. Je ur¢ena pacientom s pretrvavajucou vysokou aktivitou choroby, ktorym
liecba Standardnymi, chorobu modifikujacimi antireumatikami (DMARDs) nezabera
dostatocne, nie je Gc¢inna alebo nie je vhodna.

Ma biologicka liecba aj neziaduce ucinky?
Biologické lieky mozu spdsobovat neziaduce Gcinky. Ich vyskyt, miera aj zavaznost
sa v pripade roznych liekov mézu lisit.

Preco sa netreba bat biologickej liecby?

Vyskyt jednotlivych neZiaducich Ucinkov je opisany v pribalovom letdku kazdého
lieku a oSetrujuci lekar kazdému pacientovi starostlivo vysvetli pozitiva aj rizika kazdej
liecby. Na ich minimalizovanie vykondva viacero potrebnych vysetreni, a na ich zakla-
de vyberd najvhodnejsi biologicky liek. V sucasnosti su k dispozicii biologické lieky,
ktoré sa pouzivaju v klinickej praxi viac ako 20 rokov. Kazdy lekar vie vyuZit poznatky z
dlhodobych studii a vlastnej klinickej praxe na to, aby pre pacienta vybral najvhodnejsi
liek s maximalnym vplyvom na ucinnost a s minimalizovanim neziaducich ucéinkov. Pri
vybere zohladriuje nielen progresiu ochorenia, ale aj vek pacienta, jeho dalSie ocho-
renia a zivotny Styl tak, aby lie¢ba bola G¢inna, pohodIna a ¢o najmenej obmedzovala
Zivotné aktivity pacienta. (1,2)
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BIOLOGICKA LIECBA SYSTEMOVEHO
LUPUS ERYTHEMATOSUS ZAMERANA
NA OVPLYVNENIE LYMFOCYTOV B

Rovensky J, Blazickova S.
Ndrodny ustav reumatickych choréb, Piestany
a Fakulta zdravotnictva a socidlnej prdce Trnavskej univerzity

Abstrakt

Patogenéza systémového lupuserythematosus (SLE) zahfiia zmeny vo viacerych
zlozkach imunitného systému vratane buniek B, buniek T, cytokinov, ich vzadjomnych
interakcii. Nové terapie SLE by mali byt zamerané na zvysenie efektivity lieCby a na
znizenie rizika vypuknutia choroby. Tento prehlad zhrnul nové formy biologickej te-
rapie, ktord sa pouZiva u pacientov s SLE, a tie, ktoré su predmetom klinickych studii.

v

Klacové slova: systémovy lupuserythematosus — biologicka liecba — lymfocyty B.

Summary

Thepathogenesis of systemiclupuserythematosusinvolvesaberrancy in multiple-
components of theimmunesystemincluding B cells, T cells, cytokines and theirinte-
ractions. New therapies of SLE shouldaim at increasingtheeffectiveness of therapy
and reducethe risk of outbreak of thedisease. Thisreviewsummarizedtherecentbio-
logicaltherapies, whichhavebeenused in patientswith SLE and thosewhich are under-
goingclinicaltrials.

Keywords: systemiclupuserythematosus, biologictherapy, B lymphocytes

Systémovy lupus erythematosus (SLE) je autoimunitnd imunopatologicka choroba,
ktorej dosledky mézu postihnut prakticky vsetky tkaniva a organy v tele. VSeobecne
sa povazuje za chorobu, pri ktorej za vyvoj klinickych priznakov zodpovedaju priamo
alebo nepriamo protilatky.

V skutocnosti pri SLE ide o komplexnejsiu poruchu imunitného systému. Abnor-
mality funkcii, regulacie a interakcii buniek imunitného systému (lymfocytov T, lymfo-
cytov B, makrofagov, dendritickych buniek) vedu k ukladaniu vznikajucich imunokom-
plexov a k naslednému poskodeniu tkaniv a organov. Najnovsie vyskumy poukazuju
i na mozné prepojenie prirodzenej a adaptivnej imunity. Vzhladom k velkej klinickej
rozmanitosti, ktord vychadza zo Sirokého spektra abnormalit, sa terapia SLE riadi akti-
vitou choroby a typom orgdnového postihnutia. K tradi¢nej terapii SLE patria kortiko-
idy, cyklofosfamid a cyklosporin A, pri tazkych formach nachadzajua uplatnenie okrem
azatioprinu i vysoké davky imunoglobulinov. Intenzivny vyskum patogenézy SLE ob-

48



Biologikd v reumatoldgii

javil v ostatnych rokoch dalSie mozZné ciele pre terapeuticky zdsah (obr. 1). Pre SLE je
charakteristicka nielen polyklonovahyperaktivitalymfocytov B, ale aj vyrazna porucha
ich homeostazy. Pacienti so SLE maju v periférnej krvi znizeny pocet B-lymfocytov,
ale ich abnormalny fenotyp poukazuje na vyraznu aktivaciu tychto buniek. Zistilo sa,
Ze je vyrazne znizeny pocet najma naivnych B lymfocytov (CD27-bunky), kym pocet
pamatovych buniek je zvySeny (CD27+ bunky B) (22). Cielena terapia na ovplyvnenie
lymfocytov B (tab. 1) je zameranda na depléciulymfocytov B blokddou receptorov na
lymfocytoch B, inhibiciou kostimulaénych receptoroy, inhibiciou produkcie cytokinov
ovplyviujucich B-lymfocyty a na elimindciu autoreaktivnychlymfocytov B.

Tabulka 1. Biologicka terapia SLE zamerana na lymfocyty B.
MP — mysia protilatka

Table 1. Biologicaltherapy in SLE

ey Ciel .
Terapeuticky ciel lieku Forma Liek

Deplécialymfocytov B CD20 Humanizovana MP Rituximab,

CD22 Humanizovana MP OcrelizumabEpratuzumab
Inhibicia cytokinov BAFF Humanizovana MP Belimumab

April TACI-Ig receptor Atacicept

Peptidefusionprotein | A623
Blokada kostimula¢nych | CD154 Humanizovana MP Ruplizumab,
molekul Toralizumab — ukoncené
studie pre vedlajsie ucinky

Tetramérovy Abetimus sodny LJP 394
oligonukleotidovy
preparat, ktory vyrazne
redukuje hladiny
anti-dsDNA protilatok
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Anti-CD40L
Rituximab |~ ©D20
CcD40 l CD40L Proliferacia
: Diferenciacia
Sekrécia Ig
B lymfocyt T lymfocyt
MHC {;:?
LJP
T Sekrécia
Maturacia eytokinov
i CTLA4Ig
B buniek — /‘
Epratuzumab Anti-cytokiny

Obrazok 1. Potencidlne terapeutické ciele pri systémovom lupus erythematosus

Deplécia lymfocytov B

V ostatnych rokoch sa skratilo ¢asové obdobie, ktoré uplynie medzi objavom no-
vych ciefovych molekul, vyvojom liekov proti takymto teréom a zavedenim tychto lie-
kov do klinickej praxe. Pri SLE sa zacali klinické skusky s monoklonovymi protilatkami
namierenymi proti diferenciacnym antigénom B-lymfocytov. CD20 je kostimulacna
molekulaexprimujica sa na nezrelych, naivnych i pamatovych lymfocytoch B, ale ne-
nachadza sa na skorych lymfocytoch pre-B alebo plazmatickych lymfocytoch B.

Anti-CD20 monoklonova protilatka

Rituximab (monoklonova protilatka anti-CD20) je chimerickdmonoklonova proti-
latka (MoADb), ktord bola prvykrat pouZitd v r. 1997 pri liecbe nonhodgkinovychlym-
fomov. Uspeéna deplécialymfocytov B u takmer 300 000 pacientov s lymfémom pre-
durcila tato protilatku na experimentalne vyuZitie i pri terapii dalSich autoimunitnych
choréb s Ucastou lymfocytov B v patogenéze. Prvou autoimunitnou chorobou, kde sa
s Uspechom poutZila, bola chronicka idiopatickatrombocytopénia. Dalej sa vyuZiva pri
liecbe autoimunitnejhemolytickej anémie neodpovedajlicej na konvencénu terapiu, pri
dermatomyozitide a vaskulitide.

Prvé studie s monoterapiourituximabom pri liecbe SLE davali povzbudivé vysledky.
Prvé studie z I. a Il. fazy terapeutickych skisok uvadzali dobru klinicki odpoved u 16
z 18 pacientov (20). Uspes$na deplécialymfocytov B (pocet CD19 < 5 B-lymfocytov/pl)
sa pozorovala u 10 pacientov a korelovala s klinickym zlepsenim meranym pomocou

50



Biologikd v reumatoldgii

SLAM skore. Naproti tomu u 6 pacientov, u ktorych sa nedosiahla deplécia B lymfo-
cytov, sa nepozorovala Statisticky vyznamna zmena v skére SLAM. Koncentracia kom-
plementu a koncentracia anti-dsDNA protilatok pocas terapie rituximabom v celej
skupine 18 pacientov sa vyraznejsie nemenila. Podobne v dalSej studii, pri monotera-
piirituximabom, sa pozorovala 99% deplécialymfocytov B u 6 zo 7 lieCenych pacientov
a korelovala s klinickym zlepSenim, ale nie so sérologickymi parametrami (1).

V studii Looneya a spoluprac. (21) u vacsiny pacientov s efektivnou deplécioulym-
focytov B pretrvavalo zlepsené skére SLAM 12 mesiacov po jednorazovej aplikacii ritu-
ximabu. Rituximab pacienti dobre tolerovali. Nasledne dlhotrvajice otvorené studie
u 24 pacientov s refraktérnou formou SLE a kombinovanou imunosupresivnou terapi-
ou (cyklofosfamid, peroralne kortikoidy) s rituximabom zistili signifikantné zlepsenie
hodnotené pomocou skére BILAG, poklesom koncentracie zlozky komplementu C3
a dsDNA 6 mesiacov po dosiahnuti deplécielymfocytov B. Stic¢asne bolo mozné znizit
davku kortikoidov (17).

Podobné vysledky dosiahol i Lindholm a spoluprac. (19). Vo svojej 22 mesiacov
trvajlcej studii sledovali 31 SLE pacientov s aktivnou lupusovounefritidou, trombocy-
topéniou a hemolytickou anémiou, ktori neodpovedali na konvenénu terapiu. U vset-
kych dosiahli apInu depléciulymfocytov B. U 11 zo 17 pacientov s lupusovounefritidou
sa pozorovala Uplna alebo ¢iasto¢na odpoved po 6 — 12 mesiacoch. Anti-CD20 terapia
bola vysokoucinna u pacientov s autoimunitnoutrombocytopéniou, ktorym Statisticky
vyznamne stupol pocet trombocytov do 6 mesiacov od zaciatku terapie. Terapiu ritu-
ximabom pacienti dobre tolerovali. Reakcia po infuzii sa pozorovala u 10 % pacientov,
u 4 % pacientov sa opakovala i pri druhej infuzii (25). Vhodna je premedikaciametylpr
ednizolénomi.v., resp. peroralnymi kortikoidmi. PIne humanizovana anti-CD20 MoAb
je v sucasnosti vo vyvine. Frekvencia vyskytu infekcii (35 %) je porovnatelna s vysky-
tom infekcii v skupine pacientov s placebom (28 %) (9).

Monoklonova protilatka anti-CD22

Najnovsie sa do liecby zavadza humanizovana MoAb anti-CD22, epratuzumab.
Podobne ako anti-CD20, MoAb je asociovana s deplécioulymfocytov B.Mé&Ze aj znizo-
vat aktivaénu funkciu molekuly a tym timit proliferaciua a diferenciaciu B-lymfocytov.
V otvorenej pilotnej stadii u 14 SLE pacientov s humanizovanou MoAb anti-CD22 sa
dosiahla 60 % deplécialymfocytov B a > 50% zlepsSenie vyjadrené skére BILAG, bez
zmien koncentracii v sledovanych autoprotilatkach (16). Rituximab a epratuzumab
pdsobia na lymfocyty B rozdielne, o umozni ich vzajomnu kombinaciu.

Inhibicia cytokinov

V ostatnych rokoch sa zaujem sustredil na ovplyvnenie produkcie cytokinov, ktoré
ovplyviujd lymfocyty B, resp. blokuju ich aktivaciu. Pozornost sa sustredila na neutra-
lizaciu rastového faktora lymfocytov B (BAFF — B cellactivatingfactor) syntetizovaného
makrofagmi. BAFF, znamy aj ako BLyS (B-lymfocytovy stimulator), patri do rodiny TNF
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a spolu s ligandom indikujicim proliferaciu (APRIL) ma efekt na preZivanie lymfocy-
tov B, stimuluje diferenciaciu plazmatickych buniek, méze vplyvat aj na diferenciaciu
autoreaktivnychlymfocytov B, ovplyviiuje od CD40L nezavisli produkciu protilatok
a izotypové prepnutie (8). BAFF sa exprimuje ako protein na povrchu buniek, potom
je rozdeleny do triméru, nasledne stiepeny a uvolneny do obehu vo forme aktivheho
homotriméru (3). Hoci stala koncentracia BAFF je generovana konstitutivne, jeho vy-
luovanie moze byt zosilnené prostrednictvom zapalovych cytokinov, ako napr. IL-2,
TNF-a, IFN-y (23).

BAFF, sa mbZe viazat aZ na tri receptory:

e BAFF receptor 3 (Br3, znamy aj ako BAFF-R),

e transmembranovy aktivator-1 a modulator vapnika a cyclophilinligand-interac-
tor (TACI),

e antigén zrenia B-lymfocytov (B cellmaturationantigen BCMA).

BAFF je jediny ligand pre Br3, kym TACI a BCMA mdZu viazat BAFF aj APRIL. Tieto
interakcie ligand — receptor sa liSia v afinite: BAFF sa viaZe najsilnejSie k BAFF-R, niz-
Siu afinitu ma k TACI alebo BCMA, kym APRIL ma opacne najnizsiu afinitu k BAFF-R
a najsilnejsiu k TACl a BCMA (2). Rodina troch BAFF receptorov sa lisi v ich expresii na
roznych vyvojovych Stadiach

B-lymfocytov. BAFF vazbova kapacita sa zvySuje na prechodnych stadiach lymfo-
cytov B (12) a najvyssia expresivita BAFF-R sa nachadza vo folikularnej a marginalnej
zéne subpoplulaciilymfocytov B (3). Aktivacia zrelych buniek B vedie k zvySeniu alebo
znizeniu TACI a BAFF-R v zavislosti od aktivaéného podnetu. DlhoZijuce plazmatické
bunky exprimuju predovietkym BCMA. Uloha receptorov a ligandov rodiny BAFF v ak-
tivacii efektorovych B-lymfocytov nie je este Uplne znama, ale maju dlohu v preZivani,
diferenciacii lymfocytov B a nasledne v produkcii protilatok B-lymfocytmi.

Polyklonovahyperaktivitalymfocytov B ma v patogenéze SLE vyznamnu ulohu. Ako
sme uz uviedli, interakcia BAFF a BAFF-R je rozhodujlca pre preZivanie B-lymfocy-
tov. V pripade poruchy by autoreaktivne alebo polyreaktivnelymfocyty B mohli mat
zvysené prezivanie, dochadzalo by k poruche ich odstranenia apoptdzou. Primarnym
zdrojom sekrécie BAFF su dendritické bunky, ktoré sa ¢asto nachadzaju v sliznici a kozi
(15). PretoZe SLE sa prejavuje koznymi a sliznicovymi zmenami, je rozumné predpo-
kladat, Zze hyperaktivitadendritickych buniek sa moéze podielat i na zvyseni sérovej
koncentracie BAFF u pacientov so systémovym lupuserythematosus.

Jednou z dolezitych uloh bolo preskimanie kontinudlne nadmerne zvysenej ex-
presieBAFF u pacientov so SLE, ktoru dokazali viaceri autori. Stohl a spoluprac. (27)
zistili, Ze u zdravych os6b sa koncentracia BAFF nezmenila, ale pri SLE bola vyrazna he-
terogenita, pricom 50 — 61 % pacientov malo stale zvySenu koncentraciu BLyS a v krvi
BAFFMRNA fenotyp. Povrchova expresiaBAFF na mononukledrnych leukocytoch peri-
férnej krvi bola tieZ zvySena. Terapia u pacientov s takto zvySenymi parametrami po-

52



Biologikd v reumatoldgii

mocou kortikoidov dokazala redukovat koncentraciu BAFF, na druhej strane zniZenie
davky kortikoidov malo za nasledok casto zvysSenie koncentracii BAFF. Vysledky zistili
vseobecne dobru korelaciu medzi zvySenymi hodnotami BAFF a koncentraciami proti-
latok anti-dsDNA. Na druhej strane sa zistilo, Ze koncentracie BAFF so zmenou aktivity
choroby nekoreluju u individualnych pacientov. Podobne i sérové koncentracie BAFF
fenotypu nekoreluju so Specifickym organovym poskodenim.

Chu a spoluprac. (6) zistili, Ze nadmerna aktivacia B-lymfocytov u pacientov so
SLE mdze byt spojend s preukazatelnym zvySenim expresie BAFF v naivnych paméto-
vych a plazmatickych bunkach. Vyrazna expresia BAFF a APRIL sa nasla v plazmatic-
kych bunkach lymfatickych uzlin, kostnej drene a obliciek. Koncentracie BAFF a APRIL
MRNA v CD19+ B-bunkach korelovali s titrom protilatok anti-dsDNA a s aktivitou cho-
roby. Dalej sa zistilo, Ze bunky B uvoltiuja BAFF/APRIL po ich aktivacii.

Carter a spoluprac. (5) sledovali receptory pre BAFF, a snaZili sa zodpovedat otéz-
ku, ¢i tieto si zmenené pri systémovom lupuserythematosus. Pocty BAFF receptorov
sa analyzovali v periférnej krvi u 36 pacientov so SLE, u 29 zdravych osdb a u 10 pa-
cientov s inymi chorobami. Protilatky proti BAFF receptorom, BCMA a TACI sa pouZili
v snahe urcit expresiuBAFF receptorov na paneli buniek B ziskanych z krvi, sleziny a
tonzil. Celkovy pocet BAFF receptorov sa nasiel znizeny u pacientov so SLE bez ohladu
na zmeny imunokompetentnych buniek v ich krvi. Stupen poklesu koreloval s aktivitou
choroby. Rozdiel v expresii BAFF-R nebol sice preukazatelny medzi zdravymi kontrola-
mi a pacientmi so SLE, ale receptory BAFF-R boli u pacientov so SLE obsadené. Z tohto
dovodu imunokompetentné bunky u pacientov so SLE odpovedali menej na exogénny
BAFF. Obsadenie BAFF-R na lymfocytoch B z periférnej krvi sa mdze zucastriovat na
mechanizme vyvoja SLE a méze sluzit ako jeden z biomarkerov aktivity choroby.

Vsetky uvedené zistenia viedli k hladaniu moznosti inhibicie tychto regulacnych
proteinov buniek B a nasledne k priprave monoklonovej protilatky proti BAFF s moz-
nostou klinického poufZitia v liecbe systémového lupuserythematosus. Anti-BAFF
(belimumab) je plne humanna monoklonova protilatka (IgG1) viaZzuca solubilnyBAFF
a inhibuje jeho vazbu na TACI, BCMA a BAFF-R. Polc¢as rozpadu je 11 — 14 dni. V ex-
perimentélnej Studii podavanie belimumabu pocas 24 tyzdriov opiciam Cynomulgus
malo za nasledok pokles poc¢tu buniek B o 50 — 60 %, ktory sa zacinal po 4 tyzdroch.
Vyrazny pokles sa zaznamenal v subpopulacii zrelych buniek B s poklesom velkosti
lymfatickych folikulov v slezine. U mysi pokles pretrvava mnoho tyZzdnov po preruseni
liecby a Uprava na normu 52 tyZzdnov. Aj koncentracia sérového IgG klesne mierne
a maly ucinok sa pozoroval aj na koncentracie IgM, IgA alebo IgE (11).

V II. faze klinického skusania, v dvojito zaslepenej, placebom kontrolovanej, dav-
kovo ohranicenej studii, sa podaval belimumab 449 pacientom so stredne aktivnou
formou systémového lupuserythematosus. Pacienti lieCeni placebom boli v 56. tyZzdni
prevedeni do skupiny pacientov, ktori dostédvali aktivnu latku — belimumab. Vsetci lie-
Ceni pacienti z prvej skupiny pokracovali v Studii. Niektori pacienti dostavali belimu-
mab pocas 2,5 roka. Od 56. tyzdna vsak nebola uz skupina pacientov, ktorym by sa
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aplikovalo placebo. Belimumab bol vSeobecne dobre tolerovany, ale v prvom roku
zlyhal primarny ciel studie: zniZenie exacerbacie choroby a sledovanie aktivity cho-
roby (Selena SLEDAI aktivity index). V ¢ase vyberu pacientov do Studie bolo 28,5 %
ANA-negativnych. Vysledky zo Studie zistili, Ze séropozitivna skupina ANA pacientov
mala lepsie odpovede na liecbu a mala menej atakov exacerbacie ako pacienti, ktori
dostavali placebo. Dosiahlo sa 12 — 47% znizenie poctu lymfocytov CD20+ (7).

Vysledky dalsich studii ukazujd, Ze belimumab zniZuje pocet naivnych a aktivova-
nych buniek B a cirkulujucich plazmablastov, ale nie plazmatickych buniek. Zazname-
nal sa preukazatelny vzostup frekvencie pamatovych buniek CD27+, ktory bol kompa-
tibilny s ndlezom u mysi, u ktorych st pamatové lymfocyty B rezistentné proti blokade
BAFF. Z dalsich laboratéornych parametrov sa zaznamenal mierny pokles koncentracii
sérového IgM a IgE s malym efektom na koncentracie sérového IgG alebo IgA. Kon-
centracie protildtok proti ds-DNA klesli o 30 %. V 52. tyzdni pacienti, ktori boli lieceni
belimumabom, mali negativne ANA, ale tento pocet bol maly (10 — 20 % liecenych
pacientov oproti 2 — 5 % lieCenych placebom) (28). Zaznamenal sa aj vzostup kon-
centracie C4 oproti kontrolnej skupine. Tento vzostup nastal aj u pacientov, ktori z
placebovej skupiny presli do skupiny lie¢enej belimumabom (26).

Petriova a spoluprac. (24) sledovali vztah plazmatickej koncentracie BAFF s akti-
vitou systémového lupuserythematosus. V sibore 245 pacientov, ktori boli prospek-
tivne sledovani pocas 2 rokov v 4 centrach, sapriebezne sledoval dotaznik aktivity
SELENA-SLEDAI, koncentracia protilatok anti-dsDNA a koncentracia plazmatického
BAFF. Z multivariacnej analyzy vyplynulo, Ze najvyssi vzostup SELENA-SLEDAI skére z
predchadzajucich vizit Uzko koreloval so vzostupom BAFF koncentracie (p = 0,0007).
Vysledky s$tudie poukazali na to, Ze existuje vztah medzi cirkulujicim BAFF a SLE akti-
vitou. Naznacili aj, Ze BAFF je vhodnym kandidatom pre cielovu biologicku terapiu pri
systémovom lupuserythematosus.

Podla doteraz publikovanych vysledkov a najnovsich vysledkov dvoch velkych dvo-
jito zaslepenych, placebom kontrolovanych studii (14), ktorych sa zucastnilo 865 sé-
ropozitivnych a 826 séronegativnych pacientov, pacienti belimumab dobre tolerovali.
Pacienti boli randomizovani a dostavali belimumab v dvoch dédvkach 10 mg/kg a 1 mg/
kg alebo placebo. Belimumab vyrazne zvySoval ¢as vzplanutia, resp. zhorSenia choro-
by oproti placebovej skupine a signifikantne zniZzoval davky kortikoidov. Vyskyt infekcii
a ostatnych zavaznych neZiaducich udalosti bol porovnatelny s placebovou skupinou.

Cielova terapia antagonistami BAFF mdZe byt prelomova, pretoze ovplyvriuje véas-
né stadium buniek B v periférnej krvi bez toho, Ze by ovplyviiovala bunky B v ne-
skorom stadiu a v kompartmente kostnej drene, plazmatickych buniek, paméatovych
buniek ani inych buniek patriacich k imunitnému systému. Z tohto dévodu cielend
terapiu belimumabom je potrebné uvitat, pretoZe je zaloZzend na experimentalnych
vysledkoch, ktoré potvrdzuju, Ze inhibicia nezrelych kratkozijucich buniek B vedie k
potlaceniu aktivity SLE s dobrou toleranciou lieku. Preparat Belimumab je v si¢asnosti
registrovany na Slovensku.

54



Biologikd v reumatoldgii

Inhibicia kostimulacie

Daldou moznostou selektivnej deplécie B-lymfocytov je inhibicia drahy CD40 —
CD40L, najma u pacientov s proliferativnoulupusovou nefritidou. Molekula CD40 je
exprimovana na bunkach B a ostatnych bunkach prezentujicich antigén a moleku-
la CD40L (CD154) na T-lymfocytoch. Inerakcie CD40-CD40L su dolezZité pre preSmyk
imunoglobulinovych tried, vyvoj paméatovych lymfocytov B a formovanie zarodo¢nych
centier. Vysledky studii s terapeutickym zdsahom pomocou MoAb anti-CD40L (anti-
CD154, ruplizumab) s malym poétom pacientov (n = 5) uvadzaju Uspesné zniZenie
autoreaktivnychlymfocytov B produkujtcich anti-dsDNA a vyrazné zniZenie abnormal-
nych populacii lymfocytov B (10, 13). Priaznivé vysledky tychto lieciv boli vSak potla-
¢ené vyskytom tromboembolickych prihod a zvySenou aktivaciou expresie CD154 na
trombocytoch. Z tohto dévodu boli klinické Studie u pacientov s SLE ukoncené (4).

Alternativou na inhibiciu kostimulacie u pacientov so SLE je blokdda molekuly
CD80 na lymfocytoch. Zatial vyuZivany iba v terapii reumatoidnej artritidy je inhibitor
kostimulacnej drahy abacept, ktory inhibuje spojenie CD28 a jeho B-lymfocytového-
liganduCD80.

Eliminacia autoreaktivnychlymfocytov

Okrem selektivnej delécie buniek B sa pozornost venuje i elimindcii autoreaktiv-
nychlymfocytov. Edratid TV4710 je peptid odvodeny zo 16/6 CDR1 sekvencie, inhi-
bujeantigéno-Specificku proliferaciu, IL-2 produkciu periférnych lymfocytov pacientov
so systémovym lupuserythematosus. Abetimussodny LIP 394 je tetramérovyoligo-
nukleotidovy preparat, ktory vyrazne redukuje hladiny anti-dsDNA protilatok, ¢o ho
predurcovalo na lie¢bu lupusovejnefritidy pri SLE. Vysledky lll. fazy randomizovanej,
kontrolovanej studie ukazuju, Ze abetimus Statisticky nevyznamne predlZuje ¢as remi-
sierendlneho postihnutia pri SLE, oddaluje pouzitie vysokych davok kortikoidov alebo
cyklofosfamidu, zniZuje koncentraciu protilatok anti-dsDNA, ale imunopatologicky
proces nedokaze oddialit. Redukcia koncentracie autoprotilatok je asociovana so zvy-
Senim koncentrécie C3-zlozky komplementu. Terapia abetimusom trvala 22 mesiacov
a bola dobre tolerovana (18).

Zaver

Nezavisle od buducich perspektiv v lie¢be SLE si bude zloZitost a heterogénna po-
vaha tejto choroby vidy vyzadovat individualne prispdsobenu lie¢bu. Kombinovana
terapia réznymi biologickymi ldtkami méze zvySovat pravdepodobnost Uspesného
zasahu do siete poskodenych imunitnych mechanizmov pri systémovom lupuserythe-
matosus. Nové terapie, ktoré su prv opisané, predstavuju spicku ladovca terapie tejto
choroby. Velké mnoistvo studii o diagndze a liecbe SLE vytvorilo nepreberné mnoz-
stvo dat, ktoré je potrebné systematicky preskimat a formulovat do odporucéania na
pouzitie v kazdodennej praxi. Mnoho inych biologickych latok s réznymi mechanizma-
mi Ucinku je alebo ¢oskoro bude uvedené do klinickych studii pri systémovom lupuse-
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rythematosus. Patri medzine okrem terapie namierenej na B-lymfocyty i terapia proti
cytokinom, receptorom Toll-like a zlozkdam komplementu. Sme este daleko od toho,
aby sme vedeli, ktory z tychto pristupov bude najefektivnejsi. Analyza klinického obra-
zu pacienta so SLE ostane aj v budtcnosti Ustrednym bodom pri volbe spravnej liecby.
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SEKUKINUMAB — ANTI IL17 -
PRVE SKUSENOSTI V LIECBE PSORIAZY

Simaljakova M.
Dermatovenerologickd klinika LFUK a UN Bratislava

Suahrn

Psoridza je chronické zdpalové ochorenie s vrodenou predispoziciou s multifak-
torialnymi rysmi postihujuce 2-4% kaukazskej populdcie. Vyskytuje sa v chronickej
loZiskovej

forme alebo ako akutne exantematické ochorenie. Ochorenie vznikd na zdklade
pbsobenia genetickych a enviromentalnych faktorov, ktoré spustaju zapalovd odpo-
ved. IL 17A je centralny faktor pri vzniku psoriatickych loZisk, stimuluje keratinocyty
ku proliferacii a zvySuje migrdciu zapalovych buniek do koZe, podporuje epidermalnu
hyperplaziu a zapal.

Sekukinumab je plne humanna monoklondlna IgG1k protilatka selektivne poso-
biaca proti IL-17A v liecbe chronickej loZiskove] psoriazy.

Klacové slova: psoridaza —etiopatogenéza - liecba

Summary

Psoriasis is a common chronic inflammatory skin disorder with predisposition in-
herited as a multifactorial trait affecting approximately 2-4% Caucasian. Psoriasis may
present as chronic plaque form or acute exanthematic disease. The disease results
from interplay between genetic and environmental factors that trigger an excessive
inflammatory response in the skin. IL 17-A is central key in the development of the
psoriastic lesion, stimulate keratinocytes to proliferate and increase the migration of
inflammatory cells into the skin, promoting epidermal hyperplasia and inflammation.
Secukinumab, fully human IgG1lk anti-interleukin-17A monoclonal antibody for the
treatment of plaque psoriasis.

Key words: Psoriasis — ethiopathogenesis - treatment

Uvod

Psoridza je chronické zdpalové neinfekéné autoimunitné ochorenie s vrodenou
predispoziciou s multifaktoridlnymi rysmi postihujice 2-4% kaukazskej populdcie
v rovhakom pomere u oboch pohlavi. Vyskytuje sa v chronickej loZiskovej forme ale-
bo ako akutne exantematické ochorenie. Postihuje koZu, nechty, sliznice a v 20-30%
kiby. Typickym klinickym obrazom st erytematézne, ostro ohrani¢ené loziskd s rézne
vyznacenou infiltraciou, pokryté suchymi, bielymi, lesklymi Supinami. Loziskd, réznej
velkosti, sa naj¢astejsie lokalizuju na laktoch, na kolenach, v lumbosakralnej oblasti
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a v kapiliciu. Pri tazkom priebehu moézu pokryt cely povrch tela. Psoridza je ochore-
nie, ktoré vyrazne znizuje kvalitu Zivota pacienta, zhorsuje jeho, pracovné, socidlne aj
rodinné uplatnenie. Celkovy stav pacienta zhorSuje nedostatocny efekt a neZiaduce
ucinky standardnej lieCby. Pacienti so psoriazou trpia r6znymi komorbiditami, najma
kardiovaskularneho systému, ktorych liecba moze provokovat vysev psoriazy. Na dru-
hej strane, sprevadzajice komorbidity byvaju neraz kontraindikaciou lieCby psoriazy
Standardnymi liekmi ( metotrexatom, cyklocporinom a acitretinom).

Patogenéza psoriazy

Na vzniku psoriatickych loZisk sa vyznamne podiela imunitnd reakcia. Antigén,
predpokladd sa, Ze baktériovy, najcastejsie streptokokovy protein alebo doteraz ne-
znamy autoantigén spusta celul reakciu, ktorad vyustuje k vyluéovaniu sekrécii zapalo-
vych cytokinov s naslednym zvySenym delenim buniek a zdpalovou reakciou vedicou
k vytvoreniu psoriatickych lozisk.

Patomechanizmus psoridazy a asociovanych zapalovych ochoreni je velmi blizky.
T bunkami mediované autoimunitné ochorenia su stimulované endogénnymi a exo-
génnymi faktormi. Sprievodnym znakom je cytokinova dysreguldcia a iniciacia pro-
dukcie kaskady cytokinov . Vysledkom je zdpalova odpoved, ktora postihuje rozne sys-
témy aj mimo miesta uvolnenia cytokinov a vedie ku zvySenej incidencii zapalovych
ochoreni ako psoriaza, artritida, diabetes mellitus, kardiovasularne choroby, metabo-
licky syndréom a iné.

Dbékazom imunopatogenetického mechanizmu psoridzy je pritomnost T lymfocy-
tov v perivaskuldrnych infiltratoch a v epiderme psoriatickych loZisk a ich redukcia po
imunosupresivnej lieCbe. Poznatok, Zze zakladom psoriatickej odpovede je prepoje-
nie vrodeného a ziskaného imunitného systému (1) viedol k dékladnejSiemu objas-
neniu zapalovej podstaty psoridzy. Z vrodeného imunitného systému, v psoriatickej
koZi prevazuju mastocyty a neutrofily produkujuice IL17 nad IL 17 pozitivnymi T Ly (2).
Zo ziskaného imunitného systému su IL-17A—produkujice T-Ly aktualne povazované
za relevantnych Ucastnikov v patogenéze psoriatickych prejavov. IL 17A je v koznych
|éziach tvoreny aj dalSimi typmi T Ly, ¢o vedie ku zintenzivneniu zapalovej reakcie (3).

Na pritomnost IL 17A reaguju aj dalsie bunky vrodenej aj adaptivnej imunity pro-
dukciou dalsich zapalovych cytokinov v koznych 1ézidch. Na zapalovom precese sa IL
17A a TNF-a podielaju synergicky (4).

Pévodny predpoklad, Ze keratinocyty, kli¢ové bunky psoriatickych prejavov, su
pasivne sa nepotvrdil. Naopak, keratinocyty reaguju na cytokiny produkované dendri-
tickymi bunkami a mastocytmi extrémnou proliferaciou (1) a rovnako ako iné bunky
vrodeného aj ziskaného imunitného systému produkuju prozapalové cytokiny (5)

Tieto prozapalové cytokiny zasa moézu stimulovat dalSie uvolfiovanie IL 17 z T Ly,
neutrofylov a mastocytov a tak podporovat kolobeh zapalu (2).

61



Biologickd liecba v tedrii a praxi Ill — Bratislava 2016

Biologicka liecba psoriazy.

Biologika st uréené na lie¢bu stredne tazkej az tazkej loziskovej psoriazy. Podmien-
kou lie¢by biologikami je postihnutie minimalne 10% povrchu koZe a PASI skére, kto-
ré vyjadruje zdvaznost ochorenia, vy$sie ako 10. Na lie¢bu biologikami su indikovani
pacienti, ktori nereaguju, maju kontraindikovanu alebo maju neZiaduce prejavy po
Standardnej systémovej terapii (cyklosporin, metotrexat, retinoidy, PUVA).

Biologika zaloZené na inhibicii tumor nekrotizujiceho faktora (TNF-alfa), ktory ak-
tivuje antigén prezentujlce bunky a tak spusta imunitni odpoved, poukazovali na
prioritnu funkciu imunitnych buniek v patogenéze psoriazy. Po objaveni prvych dvoch
subpopulacii T lymfocytov, Thl a Th2, sa pozornost sustredila na subpopuldciu Thl na
zaklade zvySenej expresie IL-12. Objavenim interleukinu IL-23 sa ukazalo, Ze stimuluje
diferenciaciu nezrelych T lymfocytov na Th 17, ktorej zakladnym cytokinom je IL-17.

Vyskum potvrdil, Ze v patogenéze psoriazy ma hlavnu ulohu IL-17 a Th17 bunky,
ktoré sa nachadzaju vo velkom mnoistve v infiltrate psoriatickych loZisk (3,6).

Terapia psoriazy sekukinumabom

Najnovsie poznatky o patogenéze psoriazy sa uplatnili aj v liecbe sekukinumabom,
plne humannou monoklonalnou IgG1lk protilatkou, selektivne pdsobiacou proti IL-
17A (7), s pol¢asom rozpadu v sére 4 tyZzdne. IL-17A je klUcovy patogeneticky cytokin
u psoridzy, ktory poésobi priamo na keratinocyty a vedie ich k stimulovaniu sekrécie
prozapalovych mediatorov, PGsobenie IL 23 na keratinocyty je nepriame a zavisi od IL
17A (8). Sekukinumab nema vazbovu afinitu k ostatnym ¢lenom rodiny cytokinov IL-
17 ani ku akémukolvek inému cytokinu, brani vdazbe IL-17A na jeho receptor IL-17Rs a
inhibuje produkciu prozédpalovych mediatorov.

V porovnavacich studiach sekukinumabu s ustekinumabom sa ukazala vyrazne
vyssia ucinnost IL17A inhibitora v porovnani s IL 12/23 blokatorom. V mensich $tu-
didch zameranych na patogenézu psoriadzy, histologickou a molekuldrnou analyzou
sa zistilo, Ze inhibicia IL-17A nevedie len ku ovplyvneniu hyperplazie keratinocytov
a akantdzy, zablokovanim pdsobenia IL-17A na koZné tkanivové bunky, ale aj ku dra-
matickej redukcii samotnych Th 17 buniek, ktoré produkujd IL-17A, IL-17F, IL-21, I1L-22
a faktory, ktoré riadia Th17, véitane IL-23. IL-17A zvySuje pozitivhu spatnu vazbu pre
Th17 Ly a udrZuje zapal (9). Klinicky benefit p6sobenia doteraz pouZivanych TNF-a
inhibitorov suvisi so supresiou osy IL-23/IL-17 (10).

V klinickych studiach sa preukazal rychly nastup Gcinku sekukinumabu v davke 300
mg na 50%-nej redukcii PASI skére po 3 tyZzdnoch lieCby v porovnani s etanerceptom
po 7 tyzdnoch liecby (11).;

Podiel pacientov, ktori splnili kritéria pre PASI 90 v 12. tyZdni bol signifikantne vyssi
s kazdou davkou sekukinumabu ako s placebom alebo etanerceptom (11).

Bez ohladu na predchadzajlcu expoziciu biologickym liekom alebo terapeuticky
uspech ¢i neuspech prechadzajucej biologickej lieby, sekukinumab 300 mg bol asoci-
ovany so signifikantne vySsou mierou PASI 90 odpovede ako etanercept alebo placebo
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Davka 300 mg sekukinumabu preukazala vyssi benefit ako davka 150 mg, bez ohla-
du na predchddzajlicu biologicku liecbu(12).

Sekukinumab preukazal silnd a pretrvévajicu Gc¢innost pocas 2 rokov kedy 88%
0s6b, liecenych sekukinumabom 300 mg si udrzalo PASI 75.(13)

Pacienti so psoridazou mézu mat zvySené riziko vzniku infekcie z dévodu dlhotr-
vajuceho uzivania imunomodulaénej terapie(14) .Preklinické pozorovania udavali, Ze,
IL-17A je dblezitou ochranou voci kvasinkam a baktériam (15).

Incidencia infekcie, ktora by viedla k hospitalizacii na 100 pacientorokov, bola dva-
krat vyssia ako v kontrolnej skupine (16)

Po 2 rokoch lie¢by spomedzi Specidlne sledovanymi neZiaducimi Gcinkami (NU)
boli najcastejsie kandidové infekcie. V dlhodobom horizonte kandidové infekcie ne-
predstavuju signifikantny NU a ich incidencia dokonca klesa.

Kazuistiky

Sekukinumab je uréeny, v druhej linii, na liecbu chronickej loZiskovej psoridzy, kto-
ra spitia podmienky biologickej lie¢by. Na Dermatovenerologickej klinike v Bratislave
je sekukinumabom liecenych 12 pacientov, 9 muZov a 3 Zeny vo veku od 23 do 73
rokov. Sekukinumab bol podévany v 0.-4 tyzdni v ddvke 300 mg sc,/ tyZz. a dalej sa
poddva 300 mg raz mesacne.

Piati pacienti presli na lieCbu sekukinumabom, pre postupnu stratu Ucinnosti po
predchadzajucej liecbe jednym biologikom, ktora trvala 2-4 roky.

Traja boli lieCeni adalimumabom, jeden etanerceptom a jeden ustekinumabom.
Po postupnej strate Gcinnosti sa efekt liecby neobnovil ani v kombinacii s metotrexa-
tom, ani pri zintenzivneni liecby u adalimumabu na 40 mg tyZdenne, resp. u etaner-
ceptu na 50 mg 2x tyzdenne pocas troch mesiacov.

Piati pacienti su lieceni sekukinumabom, ako tretim biologikom v poradi. Z nich su
traja po lie¢be adalimumabom a ustekinumabom, z ktorych u jedného bola ukoncéena
liecba adalimubabom z dovodu NYHA 1V, jeden po liecbe etenerceptom a ustekinu-
mabom, kde bola liecba etanerceptom ukoncenad pre neziaduci uc¢inok. Jeden pacient
bol lieceny sekukinumabom v prvoliecbe v ramci klinickej Studie a druhd biologicka
liecba, etanercept, mala len minimalny efekt.

Jedna pacientka presla na liecbu sekukinumabom, po liecbe postupne Styrmi bio-
logikami, ktoré mali slabu U¢innost. Po nasadeni sekukinumabu v novembri 2015 sa
klinicky ndlez, v priebehu mesiaca upravil z PASI 15,3 na 3,5. Pre intenzivny zapal mo-
Covych ciest bola dalsia lie¢ba kontraindikovana. PASI do judla 2016 stuplo na 29,5. Po
konzultdcii s nefrolégom bol sekukinumab znova nasadeny v auguste 2016.

Posledna pacientka bola liecena etanerceptom v rokoch 2012-2014 pricom PASI
kleslo z 25,5 na 0,5. posledny pol rok liecby si stazovala na intenzivne bolesti n6h, kto-
ré po preruseni terapie ustali. Pre neZiaduce ucinky sa pokracovalo v liecbe ustekinu-
mabom, ktora bola neefektivna, PASI stuplo v priebehu 3 mesiacov na 7,5. Liecba bola
zmenena na adalimumab, po aplikacii ktorého PASI kleslo na 1,5, ale znova sa objavili
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bolesti dolnych koncatin. Od oktdbra 2015 bol nasadeny sekukinumab. Po tyZzdni tera-
pie si pacientka staZovala na pocit palivej hrée v krku, ktory sa kazdou injekciou zvyso-
val, Z dévodu neziaduceho ucinku bola liecba sekukinumabom po mesiaci ukoncena.

PASI po jednom mesiaci liecby sekukinumabom u 9 pacientov kleslo z 6,7 — 9,1
na 1,2 — 0,0, u dvoch pacientov sa pocas prvého mesiaca prejavil len mierny efekt
liecby, PASI kleslo len 0 0,5 -1,0. U jednej pacientky bola liecba prerusena ukoncena
pre neziaduce ucinky.

Diskusia a zaver

Z dvanastich pacietov zo sledovaného suboru 9 reagovalo na liecbu sekukinoma-
bom pocas indukénej fazy vyraznym poklesom PASI, podobne ako je to uvadzané v kli-
nickych studiach(11).

Uvadzané zvysené riziko infekcii (14 ) sa potvrdilo u jednej pacientky .Rovnaky
neziaduci ucinok, ako bol opisovany pacientokou, nebol este opisany.

Sekukinumab, prvy IL-17A inhibitor bol schvaleny ako prva linia systémove;j liecby
pre stredne tazku az tazkd psoridzu u dospelych European Medicines Agency (EMA)

V klinickych $tddiach bola potvrdena uéinnost secukinumabu a aj superiorita vodi
placebu aj etanerceptu v dosahovani PASI 75(17).

Vodi ustekinumabu, v dosahovani Cistej alebo takmer Cistej koze PASI 90 a 100,
sekukinumab preukazal signifikantne vyssiu Ucinnost ako ustekinumab vo vsetkych
vyslednych cielovych ukazovateloch a ¢asovych bodoch (18).

Konzistentné vysledky pretrvavajucej ucinnosti boli po 52., 104. aj 156. tyZdrioch
liecby (11)

Sekukinumab ma priaznivy profil bezpecnosti porovnatelny s etanerceptom (19).

Bezpecnostné riziko lieCby secukinumabom je manaZovatelné. Infekcie hornych
dychacich ciest st vacsinou mierne azZ stredne tazké a prechodna reverzibilna neutro-
pénia byva prevazne 1. a 2. stupna(4).

Kandidové infekcie reagovali na Standardnu liecbu a nevyzadovali prerusenie liec-
by(17).

Geneticky vyskum a vysledky klinického skusania terapeutického efektu inhibitora
IL 17A dokazuju, Ze tento cytokin hra centrdinu Ulohu v patogenéze nielen psoridzy,
ale mnohych imunomediovanych ochoreni véitane reumatoidnej artritidy, ankylozu-
jucej spondylitidy, psoriatickej artritidy a sclerosus multiplex (20)

Sekukinumab je v lie¢be psoriazy signifikantne Gcinnejsi v porovnani s anti-TNFal-
fa (etanerceptom) a anti-IL12/23 (ustekinumabom) a dosahuje takmer ¢istt az Cistu
kozu (PASI 90/100) . Ma rychly nastup ucinku u 50% pacientov sa dosiahlo PASI 75 v
4. tyz. lieCby s pretrvéavajucou vysokou Gcéinnostou aj po 3 rokoch lie¢by. Kandidové
infekcie reagovali na Standardnd liecbu a nevyZadovali prerusenie liecby(17).

Sekukinumab vykazuje priaznivy bezpecnostny profil a nizku imunogenitu.
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OMALIZUMAB V LIECBE CHRONICKEJ SPONTANNEJ URTIKARIE

Simaljakova M.
Dermatovenerologickad klinika LFUK a UN Bratislava

Abstrakt

Chronicka spontanna urtikaria (CSU) je ¢asté ochorenie charakterizované vysevom
urtik, angioedémom alebo oboma, pretrvavajicimi dlhsie ako 6 tyZzdrnov. Omalizumab
je rokombinantna humanizovanad monoklonalna anti-Igk protildtka proti C3 doméne
Fc fragmentu IgE, redukuje mnozstvo volnych IgE. Omalizumab nepriamo zniZuje po-
Cet Fc3RI receptorov na povrchu buniek, tak redukuje uvolfiovanie histaminu a na-
sledne aj symptémy CSU. Pat pripadov z dermatovenerologickej kliniky v Bratislave
podporuje vyborny efekt omalizumabu u pacientov s CSU.

Abstract

Chronic spontaneous urticaria (CSU) is a common disease characterized by the
presence of wheals, angioedema, or both, repeated episodes for more than 6 weeks.
Omalizumab is a recombinant, humanized, monoclonal, anti-IgE antibody that targets
the C3 domain of the Fc region of IgE, reducing the levels of free IgE by sequestration.
Omalizumab can also indirectly cause the downregulation of cell-surface FcRI recep-
tors, which may

reduce the potential for histamine release and the subsequent symptoms of CSU.

Five cases from Department of Dermatovenerology in Bratislava support excellent
effect of omalizumab in patients suffering from CSU.

Uvod

Urtikdria je ochorenie podmienené rychlo vznikajicimi a rychlo zanikajicimi, svr-
bivymi plochymi bielymi aZ ruZzovocervenymi urtikami, na podklade edému papilarnej
vrstvy koria. V patogenéze urtikarie hraja hlavnd dlohu mastocyty a bazofily. Stimu-
lacia tychto buniek vedie k ich degranulacii a k uvolnenie histaminu, bradykininu, le-
ukotriénov, prostaglandinu a dalSich vazoaktivnych latok s naslednou vazodilataciou
a tvorbou urtik. Sucasne su uvolfiované aj chemoatraktanty pre neutrofily, eozinofi-
ly a pod., ktoré sa zucastnuju urtikarialnej reakcie. Podla priebehu delime urtikariu
na akutnu a chronicku. Chronicka urtikaria je charakterizovana intermitentnym alebo
kontinualnym vysevom urtik, ktory trva dlhsie ako 6 tyzdnov. Urtikaria moze, ale ne-
musi byt sprevadzana angioedémom, opuchom koZe, podkoZia a sliznic.
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Chronicka spontanna urtikaria ( CSU)

Pod pojem chronickd urtikdria sa zaraduju tri podtypy ochorenia, indukovatel-
na urtikaria, urtikdria na podklade zistitelnych pri¢in, zmien a ochoreni organizmu
a chronicka spontanna urtikaria.

Pri chronickej urtikarii je cielom zistit vyvolavajuci faktor ochorenia, ktorymi mozu
byt fyzikalne priciny, virusy, baktérie, parazity a podobne. Pri chronickej spontannej
urtikarii sa v stéasnosti, aj napriek snahe, pric¢ina vzniku urtik a/alebo angioedému
neda Uplne zistit.

Prevalencia CSU je asi 1%, dvakrat — trikrat CastejSie su postihnuté Zeny s prie-
mernym vekom 42 rokov.(1) Diagnostika chronickej spontannej urtikarie sa opiera
o ddslednt anamnézu a typicky klinicky obraz ochorenia. Odporuca sa vysetrit sedi-
mentdciu erytrocytov, CRP, krvny obraz a diferenciél. Dalsie vySetrenia sa indikuju na
zaklade anamnézy.

Spolutcast v patogenéze CSU maju aj dalsie mediatory, ¢o podporuje aj fakt, ze
u Casti pacientov s tymto ochorenim su antihistaminika nedcinné. V ramci novych
poznatkov, pod chronickd spontannu urtikariu zaradujeme aj autoimunitny proces
s histamin uvolfiujucimi autoprotilatkami. Pri CSU su asi v 35-40% pripadov bazofily
a mastocyty aktivované IgG autoprotilatkami proti alfa podjednotke na Fc receptore
IgE tj. anti —FceR(2) alebo v 5-10% pripadov anti IgE autoprotilatkami. (3) Tato reakcia
moze byt rozsirena aktivaciou komplementu a produkciou C5a stepov,ktorych recep-
tory C5aR sa nachadzaju na mastocytoch v koZi. C5a nevedu len k aktivacii mastocy-
tov, ale pOsobia tieZ aj ako chemoatraktant neutrofilov a eozinofilov a prispievaju k ich
Stepovakumulacii v koZnych |éziach.

Dal$im novym poznatkom, v etiopatogenéze CSU je dysregulacia vnutrobunkovej
signalnej cesty v bazofiloch a v mastocytoch, porusend odpoved vrodenej imunity,
aktivacia vonkajsej koagulacnej drahy (4) a aj pravdepodobny zapalovy povod CSU,
ktorého dékazom su signifikantne vyssie zdpalové markery, korelujlce so zavaznostou
ochorenia (5)

Autoimunitny pévod chronickej spontédnnej urtikédrie sa dad dokazat skriningovym
koZnym testom s autoléognym sérom (ASST), ktorého pozitivita dokazuje cirkulujice
autoprotilatky zodpovedné za uvolnenie histaminu z mastocytov a z bazofilov. (6)

Vzhladom na sii¢asné obmedzené mozZznosti dékazu etiolégie CSU, hlavnym ciefom
jej liecby je odstranenie symptémov ochorenia, vysevov urtik, pruritu, edémov a bo-
lesti, ktoré vyrazne obmedzuju pacienta a zhorsuju kvalitu jeho Zivota. Na hodnotenie
aktivity ochorenia sa odporuca jednoduchy bodovy systém UAS7, pri ktorom pacient
hodnoti pocet urtik a intenzitu pruritu pocas siedmych po sebe nasledujucich dni.

Terapia CSU

Lie¢ba CSU podla odporucani EAACI/GA?LEN/EDF/WAO z roku 2014

V liecbe chronickej spontannej urtikarie sa v prvej linii podavaju druhogeneracné
H1 antihistaminika v schvalenej davke. V druhej linii, ak symptémy ochorenia pretrva-
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vaju dlhsie ako 2 tyZzdne, sa davka antihistaminik zvySuje aZ Stvornasobne V tretej linii,
ak symptomy pretrvavaju 1-4 tyZzdne, sa k liecbe z druhej linie priddva omalizumab,
cyklosporin A alebo montelukast. Pri exacerbacii prejavov sa odporuca kratkodobo,
pocas desiatich dni, podavat systémové kortikosteroidy. Druha linia lie¢by a terapia
cyklosporinom A alebo montelukastom z tretej linie je v indikacii chronickej urtikarie
mimo ramca ich SPC. Druhogeneracné antihistaminika su prvou volbou pri terapii ur-
tikarie pre ich dobru Géinnost, minimalny resp. Ziadny sedativny G¢inok a minimalne
neziaduce ucinky a interakcie. DIhodobo podavané antihistaminika su Ucinné skoro
u 50% pacientov s CSU (7) .

V pripade, Ze symptémy ochorenia neustupuju, davka antihistaminik sa zvySuje az
stvornasobne z coho profituju % pacientov s CSU, bez vyskytu neZiaducich ucinkov (8).

Omalizumab

V tretej linii liecby CSU ma indikacné schvélenie omalizumab. Omalizumab je re-
kombinantna, humanizovana monoklonalna protilatka proti IgE. Omalizumab formuje
malé IK s volnymi IgE protilatkami, ktoré sa viazu Specificky k oblasti IgE (Ce3), ktora
reaguje s FceRl, receptorom na bazofiloch a mastocytoch. Preferen¢na vazba k oma-
lizumabu znamena, Ze IgE nedokdzu reagovat s FceRl a neméZu spustit alergickd kas-
kadu. Tym, Ze omalizumab je zacieleny proti IgE, prerusuje niektoré kltcové zlozky
zapalovej kaskady. ViaZe sa na volny IgE, ¢im dochdadza k znizeniu jeho hladiny, s na-
slednym vyraznym zniZzenim expresie FceRl receptora na mastocytoch a bazofiloch.
Vysledkom je zniZend aktivacia a senzitivita mastocytov a redukcia prilivu a aktiva-
cie eozinofilov. Nasledkom je podstatny pokles uvolfiovania zapalovych mediatorov
a vyrazna redukcia zapalu(9,10). Okrem jasného modulovania IgE-FceRI osy omalizu-
mabom, ostavaju nevyjasnené dalsie cesty jeho pbsobenia, ku ktorym patri klinicka
odpoved' u ostatnych subtypov CU nezévisle na hladine IgE. Priblizne 1/3 pacientov
s chronickou urtikdriou ma antithyreoglobulinové alebo antimikrozomalne protilatky
a asi 1/5 ma abnormalnu funkciu $titnej Zlazy. (11)

Pozitivny anti-FceR test potvrdzuje autoimunitny pévod ochorenia, ale neurcuje,
ktoré protilatky sa v organizme nachadzaju (6).

Davkovanie omalizumabu, na zaklade vysledkov klinickych sStadii, pre diagndzu
CSU je 300 mg sc raz mesacne.

Pri liecbe CSU omalizumabom sa stretavame s non respondermi, ktori v minulosti
reagovali na lieCbu kortikoidmi (12). Niektori pacienti si postupne na omalizumab re-
zistentni (12) ¢o mbze poukazovat na fakt, Ze patogenéza ochorenia prebieha viacery-
mi cestami. Bol dokazany efekt omalizumabu na redukciu hladiny D-diméru v plazme
(13) ¢o nepriamo potvrdili klinické studie o kladnom efekte antikoagulacnej liecby na
CSU (14). Efekt omalizumabu ustava jeden mesiac po ukonceni terapie a nezanechdva
Ziadny vplyv na bunkami podmienent zédpalovu reakciu (15).
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Diferencidlna diagnostika

Diagnostika CSU je zaloZena najma na anamnéze, ku ktorej priradujeme zakladné
rutinné vysSetrenie zapalovych parametrov a diferencial krvného obrazu. V diferen-
cidlnej diagnostike je nevyhnutné vylucit ochorenia, u ktorych sa vyskytuje urtikdm
podobny vysev. K tomuto klinickému obrazu patria viaceré autoimunitné ochorenia.
Urticaria vasculitis ma bolestivé pretrvavajuce urtiky, modriny, pigmentacie, celko-
vé priznaky a diagndza sa potvdi histologickym vysetrenim. Lupus erythematosus sa
prejavuje celkovymi priznakmi, teplotou, chudnutim, bolestami kibov a zhoréenim
nalezu vplyvom UV Ziarenia. Pre Schnitzler syndrém okrem vysevov urtik su typické
bolesti kibov, teplota, monoklondlna gammapatia (IgM, 1gG) hepatosplenomegilia.
Pri kryoglobulinémii je pritomny vysev urtik, purpura, artralgie, lymfadenopatia, he-
patosplenomegdlia, periferna neuropatia, Raynaudov fenomén a glomerulonefritida.
Polymorfnd erupcia v gravidite vznikd v poslednom trimestri gravidity. Vysevy urtik
sprevadzaju aj mastocytozu a hypereozinofilny syndréom. Pri angioedéme treba odli-
Sit hereditarny angioedém, ktorého podkladom je deficitom/defektom inhibitora C1
komplementového systému (C1-INH) alebo bez jeho deficitu.

Kazuistiky

Na Dermatovenerologickej klinike LFUK a UN v Bratislave lie¢ime omalizumabom 5
pacientov s diagnézou CSU. V stbore su dvaja muZi a 3 Zeny vo veku od 29 do 72 rokov
s trvanim ochorenia od 6 mesiacov do 12 rokov.

Kazuistika 1. 30-ro¢ny muz, ktorého matka ma astmu a brat ma rhinitis alergica

Pacient maval casté tonzilitidy a v 10-r. mu zistili poruchu celuldrnej imunity, na
liecbu si nepaméta. Je precitliveny na penicilin acylpyrin a leukoplast.

Vysevy urtik mal od r. 2004 so zdverom tlakova urtikaria. Od januara 2014 mal
denne vysevy urtik. Zakladné vySetrenia boli v norme. Uzival antihistaminika 1-2 tbl
denne

V juni 2014 bol podany depotny kortikoid im, po ktorom bol 4 dni bez vysevu.
Nasledne sa stav nadhle zhorsil, opuchol na tvéri, mal generalizovanu urtikariu, bol
hospitalizovany. Z vy$etreni mal leukocytdzu, bolesti kibov. Bol vysetreny reumatolo-
gom pre susp.- Schnitzlerov sy., Imunologické vy3etrenie bolo negativne. Stvornasob-
na davka antihistaminik, bola bez efektu. Pred liecCbou omalizumabom mal UAS7 42
a opakované edémy tvare.

Vo februdri 2015 podany omalizumab v davke 300 mg sc./mes., po 4 drioch bolo
UAS7 — 0 a edémy nevznikli. Pocas 6 mesiacov liecby bol bez klinickych prejavov ocho-
renia a bez bolesti kibov. V juli 2015 bola ukonéend lie¢ba omalizumabom. Od augusta
2015 maval vysevy urtik a angioedémy, ktoré sa od septembra 2015 opakovali denne.

Vo februari 2016 znova nasadeny omalizumab v davke 300 mg sc / mes., po tyzdni
bol bez klinickych prejavov CSU a tento stav pocas lieCby pretrvava.
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Kazuistika 2. 62-ro¢na Zena, ktorej matka mala diabetes mellitus a rakovinu hru-
bého Creva.

Pacientka ma astmu, hypotyredzu a artériova hypertenziu. Udava alergiu na peni-
cilin, Ibalgin, Supralip, anopyrin, Bioparox, Symbicort, z jedla na jablko, citrusy, orechy
a med.

Od r. 2010 ma vysevy urtik a edémy tvare. V roku 2013 uzivala 9 mesiacov omarit
v schvdlenom davkovani a bola bez vysevov. Od januara 2014 ma denné vysevy urtik.
UzZivala kortikoidy a antihistaminika bez efektu. Zakladné vysetrenia boli negativne.
Eliminac¢nd diéta bola bez efektu. Po antihistaminkach v 4 —ndsobnej davke udavala
len mierne zlepsSenie klinického stavu.

Pred liecbou omalizumabom mala UAS7 — 37 a angioedémy 2-3-x tyZdenne.

V maji 2015 nasadeny omalizumab 300 mg sc/mes.. Viysevy pretrvavali v mensom
rozsahu

V jani 2015 bola 1x bez vysevu a bez edémov. V novembri 2015 mala urtiky oje-
dinele, angioedém nemala, pruritus bol minimalny. Omalizumab bol po 6 mesiacoch
vysadeny.

V juli 2016 bol pre diseminovany vysev urtik znova nasadeny omalizumab v davke
300 mg sc/ mes. s naslednym ustupom klinickych prejavov CSU.

Kazuistika 3. 59 ro¢na Zena. Brat zomrel na karcindm pluc. Pacientka ma hypotyre-
0za, artériovu hypertenziu a panickd poruchu. Ma alergiu na Biseptol.

Od augusta 2014 mala denné vysevy urtik a edémy tvare. Po podani depotného
kortikoidu bola 10 dni bez prejavov. Zakladné vySetrenia boli negativne. Antihistamin-
ka v 4 —ndsobnej davke a kortikoidy boli bez efektu. Pred lie¢cbou omalizumabom mala
UAS7 — 32, angioedémy tvare denne. V decembri 2015 bol podany omalizumab 300
mg sc.. Do tyZzdna bola bez vysevu a bez edémov. 31. 12. 2015, pri zdpale hornych
dychacich ciest s teplotou 40°C, mala vysev urtik na celom tele, s angioedémom tvare
s intenzivnym pruritom.

UZivala Klacid 700 mg denne po, z vySetreni mala zvySené zapalové parametre—
CRP 79,98, FW 12/20, Leu 11,34. K lie¢be bol pridany Prednison v davke 40 mg.

Od januara 2016 do maja 2016 uzivala omalizumab v davke 300 mg mesacne sc
s postupnym Ustupom prejavov CSU. Terapia ukonéend v maji 2016 na Ziadost pa-
cientky. Ziadost oddvodnila zvy$enim hmotnosti od augusta 2015 o 25 kg v désledku
retencie tekutin, ktort mienila riesit.

Kazuistika 4. 71 r. Zzena, ktorej otec zomrel na karcindm plic, matka na infarkt. Pa-
cientka je lie¢ena na artériovu hypertenziu. Udava alergiu na brezu, plesne a kandidy.
V rokoch 2007- 2010 mala intermitentne vysevy urtik, edémy tvéare a dusenie.Od
roku 2010 do 2015 bola bez tazkosti, aj bez lieby. V juni 2015 sa nahle zacdala dusit
a mala vysevy urtik. Bola lieCena antihistaminikami, dietou a v novembri 2015 mala
nasadené kortikoidy celkovo. V decembri 2015 bola hospitalizovana pre recidivujuci
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angioedém pier, jazyka a tvare. V januari 2016 boli vysadené kortikoidy. Pretrvava-
lo svrbenie a edémy dlani, stupaji a ojedinelé urtiky na tele. Od februara 2016 bol
nasadeny omalizumab 300 mg sc. V auguste 2016 bola bez prejavoy, len ojedinele
pocitovala svrbenie stupaji.

Kazuistika 5. 29 r., muz, ktorého matka zomrela na zlyhanie orgdnov, otec ma hy-
pertenziu,

Pacient trpi od detstva na migrény s vertigom a so zrakovou aurou. Ma alergiu na
Fromilid.

Je fajéiar. Od marca 2016 ma denne vysevy urtik. Bol lie¢eny kortikoidmi, antihis-
taminikami s malym efektom. V maji 2016 z vysetreni mal zvySené hladiny triacylgly-
cerolu, pecenovych enzymov a IgE mal 1846,5ug/I.

Pred liecbou omalizumabom mal UAS7 — 27. Od jula 2016 nasadeny omalizumab
300 mg sc/mes. Pri kontrolnom vysetreni v auguste 2016 vysevy pretrvavajd v mini-
malnom rozsahu.

Pacient sa staZoval na intenzivnejsie vertigo, potenie a bolesti kibov a bol odoslany
na konzilidrne endokrinologické vysetrenie.

Diskusia a zaver

CSU je ochorenie, ktoré postihuje priblizne 1% obyvatelstva, najma Zeny. V liec-
be, pri neucinnosti druhogeneracnych H1 antihistaminik v 4-nasobnom davkovani, je
indikovany omalizumab, ktory sa vyznacuje rychlym nastupom ucinku a vysokou bez-
pecnostou. Za rychly ucinok je zodpovedna vazba na Ce3 doménu solubilného IgE
s naslednym zamedzenim vazby na FceRI na bazofiloch a mastocytoch. Rovnako, ako
aj tvorba trimérovych a hexamérovych komplexov, ktora vedie k zablokovaniu anti IgE
protilatok(16). Rychly nastup ucinku omalizumabu, do 3-4 dni, sa prejavil aj u nasich
pacientov. Dve pacientky mali zniZzenu funkciu Stitnej zlazy, o sa tiez dava do suvisu
s CSU (11). VSetci nasi pacienti boli precitliveni na jeden az viac liekov, resp. na potra-
viny a pele, mali sami alebo v rodine migrénu, astmu, alergicku rinitidu, ¢o poukazuje
na rizikovy terén aj pre CSU. U vsetkych pacientov priblizne 6 tyzdriov po vysadeni
omalizumabu sa postupne vratili klinické prejavy CSU podobne, ako sa uvadza v li-
teratire. Omalizumab je liek, ktory zmierriuje az eliminuje symptomy CSU, ale nie je
schopny je vyliedit.

Recenzent
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MOZNE POSTUPY PRI ALERGENOVEJ IMUNOTERAPII
VCELIM A OSiM EXTRAKTOM

NemsSovska J.
Dermatovenerologickad klinika LF UK a UN Bratislava

Suahrn

Precitlivenost na jed blanokridleho hmyzu je ¢astou pri¢inou anafylaxie a moze
viest k Zivot ohrozujicemu stavu. Liecba alergie na jed blanokridleho hmyzu zaht-
fa liecbu akutnych reakcii a dlhodobé lie¢ebné stratégie s ciefom minimalizovat ri-
ziko nasledujucich reakcii. Kauzalnou lie¢bou ochorenia u pacientov so systémovou
reakciou po bodnuti hmyzom je alergénova imunoterapia. Alergénova imunoterapia
hmyzim jedom prebieha v dvoch fazach, inicidlnej a udrziavacej. Podla frekvencie po-
davania zvysujucich sa davok alergénu v inicidlnej faze rozoznavame viaceré liecebné
rezimy: udrZiavacia davka moze byt dosiahnuta v priebehu jedného dna (zrychleny
rezim typu ,ultra-rush”), po dvoch aZ piatich drioch (zrychleny rezim typu ,rush”),
alebo v priebehu niekolkych tyzdriov az mesiacov (rezim typu ,cluster”, Standardny
rezim). Vyhodou zrychlenych rezimov je rychlejsi nastup ochranného efektu liecby,
nevyhodou je vyssie riziko anafylaxie navodenej s podavanym alergénom.

Klacové slova: alergia na jed blanokridleho hmyzu, alergénova imunoterpia je-
dom hmyzu, zrychlené rezimy

Summary

Possible treatment protocols for venom immunotherapy

Venom allergy is a common cause of anaphylaxis and may be fatal. The manage-
ment of hymenoptera venom allergy includes short-term interventions to treat acute
reactions and long-term strategies to minimize the risk of consecutive reactions. Ve-
nom immunotherapy (VIT) is the only specific treatment, which is currently available
for patients with a history of systemic reaction to a hymenoptera insect sting. There
are 2 phases of VIT: the initial build-up phase and the maintenance phase. There are
numerous protocols for dose increase during the initial phase of VIT: the maintenance
dose may be reached within one day (ultra-rush), after two to five days (rush) or wit-
hin weeks or months (cluster, conventional). The aim of rapid protocols is to achieve
more rapid protection from repeated stings, but there is serious risk of anaphylaxis
during the treatment.

Key words: venom allergy, venom immunotherapy, rapid protocols
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Uvod

Alergia na jed blanokridleho hmyzu predstavuje vzhladom na riziko vzniku zavaz-
nych az fatalnych reakcii vazny medicinsky problém. Aspon raz za Zivot je bodnutych
56,6 — 94,5 % ludi. Prevalencia senzibilizacie na jed blanokridleho hmyzu v dospelej
populacii koliSe medzi 9,3 % a 38,7 %. Prevalencia velkej lokdlnej reakcie sa pohybuje
medzi 2,4 % a 26,4 % a systémovej reakcie medzi 0,3 % a 7,5 %. Fatalne reakcie po
bodnuti hmyzom su zriedkavé, vyskytuja sa v 0,03 — 0,48 pripadov na 100 000 obyva-
telov za rok (2,9).

Terapia alergie na jed blanokridleho hmyzu zahfia liecbu akdtnych reakcii a dlho-
dobé lie¢ebné stratégie s cieflom minimalizovat riziko nasledujdcich reakcii. Terapia
akdtnych reakcii je symptomaticka. K dlhodobym lieCebnym stratégiam patri elimi-
nacia alergénu (edukaciou pacienta), preskripcia pohotovostného balicka a Specific-
ka alergénova imunoterapia, ktora predstavuje kauzalnu lie¢bu precitlivenosti I. typu
(15).

Alergénova imunoterapia

Alergénova imunoterapia hmyzim jedom (Venom immunotherapy - VIT) je vysoko
efektivna: v 95 % pripadov pacientov alergickych na jed osy a v 80 % pripadov pacien-
tov alergickych na jed vcely zabrani pri opatovnom bodnuti systémove;j reakcii (4,17).
VIT sa indikuje u pacientov s anamnézou tazkej systémovej reakcie po bodnuti (pri-
tomnost respiracnych alebo kardiovaskularnych symptémov) a dokazanou IgE spro-
stredkovanou precitlivenostou. U pacientov s anamnézou miernej systémovej reakcie
sa podla odporucani EAACI (European Academy of Allergology and Clinical Immuno-
logy) a BSACI (British Society for Allergy and Clinical Immunology) VIT podava vtedy,
ak su pritomné dalsie rizikové faktory, ako vysoké riziko nasledného bodnutia (vcelari,
zahradnici), zvysena bazalna hladina sérovej tryptazy, mastocytdza, alebo zhorsenie
kvality Zivota (9). Naopak, odporucania v Severnej Amerike indikuju VIT u vSetkych
dospelych pacientov bez ohladu na zdvaznost systémovej reakcie (22). Rovnako Joint
Council of Allergy, Asthma and Immunology odporuca VIT u vSetkych pacientov nad
16 rokov nezavisle od stupna systémovej reakcie a rizikovych faktorov (10), vzhfadom
na to, Ze vo viacerych studiach sa dokazalo, Ze predchadzajica lahka systémova re-
akcia po bodnuti hmyzom predstavuje rizikovy faktor pre neskorsiu tazku anafylaxiu
(22).

Pri VIT sa pouZiva vyhradne injek¢éna alergénova imunoterapia, iné aplikacné cesty
sa v stucasnej dobe povazuju za neoverené. Vakciny musia byt Standardizované, vy-
rabané modernymi postupmi a s dokdzanou lie¢ebnou uéinnostou radom klinickych
studii (6). Vakciny mozu byt depotné (alergénové extrakty viazané na hydroxid hlini-
ty) alebo vodné. Depotné pripravky sa lepsie toleruju a maju nizsie riziko anafylaxie.
Vodné pripravky su uréené pre zrychlené rezimy (17). V udrziavace] faze sa pouzivaju
vylucne depotné pripravky (25). V Slovenskej republike nie st vodné alergénové prip-
ravky na VIT registrované.
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V Slovenskej republike mame k dispozicii pripravok urc¢eny na VIT s vcelim (Apis
mellifera) alebo osim jedom (Vespula spp) — extraktom viazanym na hydroxid hlinity.
V pripade dokdzanej precitlivenosti na jed srsia sa na zéklade signifikantnej skrizenej
reaktivity alergénov réznych druhov 0s a srsfiov na VIT pouZiva osi extrakt, podobne
pri precitlivenosti na jed ¢mela sa na VIT pouZiva vceli extrakt. Alergény jedu vcely
a ¢mela vykazuju vysoku skrizenu reaktivitu, o suvisi s vysokym stupriom homoldgie
jednotlivych zloZiek jedu (26). Pri dokaze skutocnej dvojitej senzibilizacie sa, vzhla-
dom na moznost vzniku celkovej reakcie po bodnuti ktorymkolvek hmyzom (véelou aj
osou, pripadne ¢melom, srSriom), odpordca imunoterapia oboma jedmi (13).

Mechanizmus Gcinku

Mechanizmus ucinku Specifickej alergénovej imunoterapie je zaloZeny na induk-
cii periférnej tolerancie (1). Alergénova imunoterapia zasahuje komplexne do celého
retazca alergickej reakcie, od prezentacie antigénu, cez zdsah do dysbalancie cytoki-
novej produkcie Treg, T,1, T,2, aZ po zniZenie poCtu a aktivity efektorovych buniek z4-
palu. Pocas Uspesnej alergénovej imunoterapie dochddza k normalizacii patologickej
prevahy cytokinovej produkcie T 2 lymfocytov smerom k zvySeniu tvorby cytokinov
produkovanych T 1 lymfocytmi. Pozoruje sa skoré produkcia IL-10 a zvy3enie tvorby
TGF-B, o pretrvava viac ako rok po imunizacii a je sprevadzané zvysenymi hodnotami
Specifickych protilatok 1gG4 a IgA. Pokles hladin IgE v sére je neskory, relativne maly
a slabo koreluje s klinickym zlepsenim. NajvyraznejSie zmeny sa pozoruju v pomere
slgG4 (Specifické 1gG4) ku sIgE v prospech slgG4. Napriek tomu vysledky in vitro a in
vivo testov ako absolutna kontrola Uspesnosti VIT nepostacuju (9).

Manaiment

VIT prebieha v dvoch fazach, inicialnej a udrziavacej. V inicialnej faze sa davka aler-
génu postupne zvysuje podla odporucanych schém aZ do dosiahnutia tzv. udrziavacej
davky. Odporucana udrziavacia davka je 100 pg jedu. Vzhladom na to, Ze VIT vcelim
jedom je menej Gc¢inna ako VIT osim jedom, moZzno u dospelych pacientov s precitli-
venostou na jed vcely s rizikovymi faktormi zvysit udrziavaciu davku na 150 — 200 pg.
ZvySenie davky sa odporuca u vcelarov a pacientov s mastocytézou (3, 23). Podla
frekvencie podavania zvySujlcich sa davok alergénu rozozndvame viaceré lieCebné
rezimy, od konvencnych aZ po ultra-rychle. Vyhodou zrychlenych reZzimov je skorsie
dosiahnutie udrziavacej davky a tym rychlejsi nastup ochranného efektu liecby, na
druhej strane su rychle protokoly zatazené vyssim rizikom anafylaxie. V ramci jednot-
livych reZimov je k dispozicii viacero protokolov.

¢ Standardny reZim — podava sa jedna davka alergénového extraktu 1 — 2x tyz-

denne s postupne sa zvySujucim mnozstvom alergénu. Dosiahnutie udrziava-
cej davky trva priemerne 2 — 3 mesiace.

76



Biologikd v dermatoldgii

Prikladom je protokol pouZivany v Alergologickej ambulancii Dermatovenerologic-
kej kliniky LF UK a UNB. MnoZstvo podavaného alergénu v jednotlivej davke sa zvysuje
podla nasledujucej schémy: 0,02 pg, 0,04 pg, 0,08 ug, 0,2 pg, 0,4 pg, 0,8 ug, 2 ug,
4 pg, 8 ug, 10 pg, 20 pg, 40 pg, 60 pg, 80 pg, 100 pg.

® Zrychleny reZim typu ,cluster” — podava sa niekolko davok alergénového ex-
traktu denne (zvycajne 3 kazdych 30 — 45 min) s tyZdnovymi intervalmi. UdrZia-
vaciu fazu dosiahneme o 5 — 7 tyzdnov.

Prikladom je protokol uvedeny v davkovani a spésobe poddvania pripravku urce-
ného na alergénovu imunoterapiu v SPC (Summary of product characteristics; suhrn
charakteristickych vlastnosti lieku) (Tab. 1), pripadne protokol pouzivany v Alergolo-
gickej ambulancii Dermatovenerologickej kliniky LF UK a UNB (Tab. 2), pouZivany na
zaklade dlhorocnych skusenosti alergologickej ambulancie OKIA Podunajské Biskupi-
ce, neskdr OUSA Bratislava.

Zrychleny rezim typu ,cluster” — protokol uvedeny v SPC

tyzden Cislo injekcie mnozstvo alergénu v ug
1 0,01
1 2 0,1
3 1
4 2
2
5 4
6 6
3
7 10
8 10
4
9 20
10 30
5
11 30
12 50
6
13 50
7 14 100

Tab. 1 Zrychleny rezim typu , cluster” — protokol uvedeny v SPC
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Alternativny reZim typu ,cluster”

den Cislo injekcie mnozstvo alergénu v ug
1 0,02
1 2 0,04
3 0,08
4 0,2
8 5 0,4
6 0,8
7 2
15 8 4
9 8
10 10
22 11 30
12 60
29 13 100

Tab. 2 Alternativny rezim typu ,cluster”

® Zrychleny rezim typu ,rush“—podava sa niekolko davok alergénového extraktu
denne (maximalne 4 jednotlivé davky v intervale 30 — 45 min) niekolko dni za
sebou. UdrZiavacia davka sa dosiahne v priebehu niekolkych dni.
Prikladom mdze byt zrychleny protokol pouzivany v Alergologickej ambulancii
Dermatovenerologickej kliniky LF UK a UNB (Tab. 3).

Zrychleny rezim typu ,,rush” — protokol pouzivany
v Alergologickej ambulancii Dermatovenerologickej kliniky LF UK a UNB

den Cislo injekcie mnozstvo alergénu v ug
0,02
0,2
2
6
10
30
60
100

0 (N[O |~ |W (N

Tab. 3 Zrychleny reZim typu ,,rush” — protokol pouzivany
v Alergologickej ambulancii Dermatovenerologickej kliniky LF UK a UNB
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® Zrychleny reZim typu ,ultra-rush” — umoznuje dosiahnutie udrziavacej davky
za jeden den (vacsinou do 12 hodin).
Prikladom je protokol pouZivany na Oddeleni alergologie a imunologie FNOL
v Olomouci v Ceskej republike, kedy sa kazdych 30 — 45 min sa podava injek-
cia s postupne sa zvySujucim mnoZstvom alergénu podla nasledujicej schémy:
0,02 pg, 0,2 pg, 2 pg, 10 pg, 30 pg, 60 pg.

V udrZiavacej faze sa v prvom roku interval medzi jednotlivymi davkami postupne
predlZuje na 4 tyzdne, v nasledujucich rokoch na kazdych 4 — 6 tyZzdnov, pricom davka
alergénu ostava rovnaka. Pri VIT véelim jedom u dospelych predizenie intervalu na 8
tyzdiov neznizilo Uc¢innost terapie (19).

VIT sa realizuje v zdravotnickom zariadeni, ktoré ma skdsenosti a znalosti v danej
oblasti, a ktoré je dostatoCne persondlne aj pristrojovo vybavené pre pripad nutnos-
ti rieSenia eventudlne vzniknutej akutnej anafylaktickej reakcie. Hoci viaceré studie
potvrdili dobru toleranciu zrychlenych schém, zrychlené rezimy typu ,rush” a ,ultra-
rush” sa pre zvysené riziko anafylaxie realizuji za nemocni¢nych podmienok(16).

Kontraindikacie

Medzi docasné kontraindikacie VIT patri akdtna infekcia, zle kompenzovana as-
tma a aktudlne prebehnuté ockovanie proti roznym infekénym agensom (7). Dlho-
trvajucimi kontraindikaciami VIT su tazké imunodeficientné stavy, kardiovaskularne
ochorenia a respiracné ochorenia, zdvazné ochorenia obliCiek, pecene a Stitnej zlazy,
hematologické ochorenia, malignity, epilepsia, psychické poruchy. Rozhodnutie pre
a proti VIT v pripade tychto dlhotrvajucich kontraindikacii je individudlne, v spolupraci
s lekdarom lie¢iacim sprievodné ochorenie pacienta, so starostlivym posidenim bene-
fitov a rizik planovanej liecby (11). Za kontraindikaciu sa povaZzuje aj terapia betablo-
katormi a inhibitormi enzymu konvertujiceho angiotenzin (12, 20).

Systémové reakcie v gravidite s spojené s vysokym rizikom pre matku aj plod, ¢o
mbze vyustit do potratu alebo poskodenia plodu. Preto by u Zien v produktivnom veku
mala byt zacatd VIT pred tehotenstvom. Pokial pacientka otehotnie pocas VIT, nie je
kontraindikované pokracovat v dobre tolerovanej udrZiavacej lie¢be, ale vzhladom na
riziko anafylaxie, ktoré je vyssie v inicidlnej faze terapie, by sa VIT nemala v gravidite
zacinat.

Alergénova imunoterapia je kontraindikovana aj pri alergickych reakciach vyvola-
nych inym typom imunitnej reakcie ako IgE mechanizmom.

Neziaduce ucinky a rizika

Rizikom liecby je vznik neZiaducich reakcii, ktoré sa ni¢im neliSia od reakcii po bod-
nuti blanokridlym hmyzom. Stretdme sa s nimi Castejsie v inicidlnej faze liecby. M6Zu
byt lokélne alebo systémové, véasné (do 30 min) alebo neskoré (6 — 24 h).

Lokalne reakcie (erytém, edém) vzniknuté v mieste aplikacie alergénu, s velmi
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Casté na zaciatku inicidlnej fazy terapie. Ich intenzita v priebehu VIT postupne klesa.
V terapii sa vyuZzivaju fadové obklady, topické kortikosteroidy, podla potreby sucasna
lie¢ba antihistaminikami alebo montelukastom. Lie¢ba antihistaminikami ani monte-
lukastom nezniZuje ucinok VIT (14, 27).

Vyskyt systémovej reakcie sa pocas inicidlnej fazy VIT udava medzi 3,1 % aZz 50
%. V literature sa Casto ako vedlajsi Ucinok liecby opisuje Unava a bolesti hlavy (18).
Systémové reakcie sa vyskytuju osemkrat CastejsSie pri VIT véelim extraktom ako osim
extraktom (21, 24). Vyskyt celkovych reakcii je Castejsi u pacientov so zvysenou ba-
zalnou hladinou sérovej tryptazy alebo mastocytdzou (23). Prebehnuvsia systémova
reakcia po podani alergénovej vakciny nie je absolUtnou kontraindikaciu pokracovania
v lie¢be. Rozhodujeme sa individudlne, ale ak si aj pacient v lie¢be Zeld pokracovat,
skisame v nej pokracovat — zvycajne sa v schéme podavania vratime na davku aler-
génu 10-nasobne nizsiu ako bola ta, pri ktorej vznikla reakcia. U vacsiny pacientov sa
napokon podari dosiahnut potrebnd udrziavaciu davku.

Opakované systémové reakcie v inicidlnej faze, alebo pocas udrZiavacej fazy su
zriedkavé. V pripade, Ze sa vyskytnd, mézu viest k ukonéeniu liecby. Vychadza sa
z toho, Ze u pacientov s opakujucimi sa celkovymi reakciami pocas VIT nevznikne
ochrana ani pred celkovou reakciou po bodnuti hmyzom. Navod ako postupovat pri
opakovanych systémovych reakciach pocas VIT je zhrnuty v tabulke 12 (Tab. 4).

Postup pri opakovanych systémovych reakciach pocas VIT

Odhalenie a pokial mozno odstranenie kofaktorov anafylaxie:
— lieky (ako betablokatory, ACE-inhibitory)

1. —inhalacna alebo potravinova alergia

— chronicka infekcia, iné celkové ochorenie

— mastocytdza/ zvy$ena bazélna hladina sérovej tryptazy

2. Sprievodna liecba antihistaminikami

Priblizne Sest-mesacna liecba s najvyssou tolerovanou davkou jedu v
skratenych intervaloch, nasledne novy pokus o zvySenie davky

4. Sprievodna alebo predchddzajuca liecba anti-IgE (omalizumab)

Tab. 4 Postup pri opakovanych systémovych reakciach pocas VIT (18)

V sucasnosti sa pri vzniku neZiaducich reakcii v stvislosti s VIT ako najslfubnejsia
javi terapia anti-IgE protildtkou (omalizumab). Odporuca sa u pacientov s opakova-
nymi systémovymi reakciami a u pacientov s rizikovymi faktormi (Tab. 3), u ktorych
zlyhala sprievodnd liec¢ba antihistaminikami (5, 8).
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Dizka lie¢by
U pacientov bez rizikovych faktorov mozno lie¢bu ukonéit, ak je splnené nasledu-
juce:
* dizka trvania VIT je minimalne 3 az 5 rokov
* pocas VIT sa nevyskytli systémové reakcie
* bodnutie pri¢cinnym hmyzom (prednostne provokacny test) neviedlo k systé-
movej reakcii.

V pripade, Ze nie je mozné odsledovat splnenie 3. bodu, treba vo VIT pokracovat
do Ustupu koZnej reaktivity a negativizacie hladiny slgk (9, 18). Negativizaciu sIgE sa
viak malokedy podari dosiahnut. Na pracovisku OKIA-OUSA lie¢bu ukoncuju, ak sa
dosiahne minimalne 10-nasobny vzostup slgG4 a sucasne sIgE 10- a viac-ndsobne po-
klesne (nepublikované).

U pacientov s vysokym rizikom vzniku zavaznej anafylaxie zale#i di?ka terapie od ri-
zikového profilu. CeloZivotna terapia sa v niektorych publikacidch odporuca u pacien-
tov s mastocytdzou alebo zvySenou bazédlnou hladinou sérovej tryptazy a u pacientov
s kardiovaskularnym zlyhanim alebo zastavou dychania po bodnuti (18).

Aj po ukonéeni VIT je dolezité dodrziavat preventivne opatrenia zamerané na
minimalizaciu rizika nasledujiceho bodnutia a nosit pohotovostny bali¢ek. V pripa-
de ndhodného bodnutia s dlhsim ¢asovym odstupom od ukoncenej imunoterapie je
vhodné pacienta pretestovat (koZny test aj vysetrenie sIgE protilatok) a podla potreby
opakovat VIT.

Zaver

Precitlivenost na jed blanokridleho hmyzu je ¢astou pri¢inou anafylaxie a mbze
viest k Zivot ohrozujlcim stavom. Prevencia tychto Zivot ohrozujucich stavov vychadza
zo spravnej diagnostiky a néleZitej terapie choroby. Specifickd alergénovd imunotera-
pia je, okrem eliminacie alergénu, jedinou kauzélnou lie¢bou alergie I. typu. Prebie-
ha v dvoch fazach, inicidlnej a udrzZiavacej. Podla frekvencie podavania zvysujucich
sa davok alergénu v inicidlnej faze lieCby rozozndvame viaceré liecebné rezimy, od
konvencnych az po ultra-rychle. Vyhodou zrychlenych reZzimov je skorsie dosiahnutie
udrziavacej davky a tym rychlejsi ndstup ochranného efektu liecby.

Zrychleny rezim typu ,rush” sa v sicasnosti na Slovensku realizuje len na jednom
pracovisku (Dermatovenerologicka klinika LF UK a UN Bratislava), pre obavy z vysoké-
ho rizika vzniku anafylaktickej reakcie. Zlepsenim osvety o moznostiach zrychlenych
reZzimov alergénovej imunoterapie, vypracovanim protokolov podavania lieby a real-
nym postdenim skutoéného rizika mozno rozsirit pouZitie tejto perspektivnej metddy
aj na iné pracoviska.
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PRAKTICKE VYUZITIE IVIG V LIECBE PORUCH PLODNOSTI
Z IMUNOLOGICKYCH PRIiCIN

Dzurillova Z*2, Dzurilla M.%2
t Ambulancia reprodukénej imunoldgie, Medicentrum Dzurilla, Nitra, SR
2Laboratérium klinickej imunoldgie a alergolégie, Medicentrum Dzurilla, Nitra, SR

Abstrakt

Imunomodulaéna liecba v pripade potvrdenia imunologickej etiolégie podielaju-
cej sa na opakovanych potratoch alebo na opakovanych implantacnych zlyhaniach sa
v odbornej verejnosti plne akceptuje. Jednou z moznych terapeutickych modalit su aj
intravendzne imunoglobuliny (IVIG). Ich vyhodou je nizka incidencia neZiaducich tcin-
kov, moznost poddvania pocas tehotenstva a nijaké dokumentované riziko vysSieho
vyskytu vrodenych malformacii plodu.

Prva randomizovana Studia s pouzitim IVIG v indikacii idiopatického, opakovaného
implanta¢ného zlyhania u Zien bola publikovand v roku 1994. Velka metaanalyza stu-
dii z databdz PubMed, EMBASE a CNKI v roku 2013 preukdzala pozitivny efekt lieCby
IVIG u Zien s poruchami implantdcie, avSak u Zien s opakovanymi potratmi sa klinicky
signifikantny efekt nedokazal.

Opakované spontanne potraty (reccurrent miscarriage - RM) sa definuje ako tri a
viac spontannych potratov do 14. tyZzdna gravidity a opakované implantacné zlyhanie
(reccurrent implantation miscarriage - RIF) ako zlyhanie pocatia u Zien, vratane bio-
chemickych tehotenstiev, u ktorych sa transferuju dve a viac embryi s vysokou kvali-
tou.

In vitro aj in vivo sa preukazalo niekolko mechanizmov Gcinku IVIG. ZniZuju pocet
aj cytotoxicitu periférnych NK-buniek (CD56%™ a CD16*) sprostredkovanu cez FcyRIll
receptor (CD16). Zvysuju aj syntézu GM-CSF, déleZitého Th2 cytokinu s vplyvom na
reparaciu chromozémovych aberacii a perceptivity endometria. Dokazal sa tiez efekt
zniZenia expresie inhibi¢ného receptoru CD94/NKG2 na periférnych NK-bunkéch a po-
tlacenie diferenciacie Th17-lymfocytov. Zaroven IVIG zvysuju diferenciaciu Treg-lym-
focytov.

Na pouzitie IVIG v spominanych dvoch indikacidch zatial neexistuje jednotny kon-
senzus o davkovani, natasovani ani o dizke lie¢by. V niektorych krajinach sa vypraco-
vali odporucania pre lieCbu IVIG, ktoré akceptuju lokalne gynekologické a imunologic-
ké spolocnosti.

Publikované studie preukazali klinicky signifikantny efekt lieCby IVIG len pri d6-
slednej selekcii pacientiek s dokazanou imunologickou pri¢inou podielajucou sa na
poruche plodnosti. Tento typ lie¢by je vhodné zvazit v pripade zlyhania inej formy
imunomoduldcie a v konkrétnych situaciach, kde aplikacia IVIG vedie k vysSej Uspes-
nosti otehotnenia alebo udrzania tehotenstva.
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Uvod

Efektivnost reprodukcie u ludi v porovnani' s inymi druhmi cicavcov je nizka. Odha-
duje sa, ze v jednom menstruac¢nom cykle je pravdepodobnost otehotnenia 20 — 30
%. Pri inych cicavcov, ako napr. pri pavianoch, ¢i zajacoch je tato pravdepodobnost
az 90 % (Chard 1991, Foote et al. 1988, Stevens 1997). Umelé asistované reprodukc-
né techniky ako IVF (in vitro fertilizdcia) maju priemernd Uspesnost len 20 — 25 %
(Boomsma et al. 2009) , ¢o Casto vedie ku fyzickej, emociondlnej i financ¢nej zatazi
neplodnych parov. Uspeénost oplodnenia zavisi od primeranej receptivity a selektivity
endometria (Check 2011), kvality implantovanych embryi (Erenus et al. 1991) a aj od
veku Zeny (Templeton et al. 1998). Podrobnejsie pochopenie pricin zlyhdvania implan-
tacie embryi je vsak kldcom ku zlepSovaniu technik asistovanej reprodukcie. Bazalny
a klinicky vyskum je vsak limitovany aj technickymi problémami aj etickymi limitmi
(Macklon et al. 2014). Pre pochopenie fyziolégie a patofyzioldgie poruch plodnosti
sme tak odkazani prevazne na kombinaciu animalnych a in vitro modelov(Macklon et
al. 2014). V pripadoch opakovanych nevysvetlitelnych implantacénych zlyhani a opa-
kovanych potratoch sa mnohokrat vyslovili podozrenia, Ze sa na nich mézu podielat
abnormality v imunitnom systéme (Sanmarco et al. 2007) . Tato hypotéza sa neskor
potvrdila aj poznatkami z bazalneho vyskumu. Studie v klinickej praxi taktie? preuka-
zali u Zien s poruchou plodnosti pritomnost patologickych imunitnych parametroy,
ako je zvyseny pocet a cytotoxicita periférnych NK-buniek, zvyseny pomer Th1/Th2
cytokinov, pritomnost organovo- a systémovo-$pecifickych autoprotilatok, znizeny
pocet periférnych Treg-lymfocytov a antifosfolipidové protilatky (Dzurilova et al. ne-
publikované).

Embryo, receptivita a selektivita endometria

Pre ludské embryo je charakteristicka vysokd miera invazivnosti a chromozémo-
vych abnormalit v zmysle aneuploidii a mozaicizmu. Gendmovy skrining blastomér
z vysoko kvalitnych embryi preukazal chromozédmové abnormality pochadzajice skor
z mitotického ako meotického delenia az v 70 % pripadov (Mertzanidou et al. 2013,
Vanneste et al. 2009, Fragouli et al. 2013). Aneuploidia je u Cloveka az 10-nasob-
ne vyssia ako pri inych cicavcoch a klesa postupnym vyvojom do Stadia blastocysty
(Macklon et al. 2014). Invazivnost embrya teda nezévisi od jeho kvality; embryo zaro-
ven secernuje dostatok serinovych proteaz (Macklon et al. 2014).

Na vzniku a udrzani tehotenstva sa zasadnym sp6sobom podiela decidualizacia
endometria, Co je transformacia strémovych fibroblastov na sekre¢né deciduové bun-
ky pod vplyvom endokrinnych faktorov (Gellersen et al. 2007). Decidualizované en-
dometrium v procese implantacie embrya nie je pasivnhym ¢lankom procesu, pretoze
zahffa rozpoznanie a selekciu embrya (Macklon et al. 2014) .

Vnimavost (receptivitu) endometria zahffia rozpoznavanie signélov embrya (napr.
serinovych proteaz), ¢o vedie k produkcii prozapalovych cytokinov, ako su IL-1pB, IL-6,
LIF (leukemicky inhibi¢ny faktor) a HB-EGF (heparin viaZuci faktor podobny EGF)
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(Macklon et al. 2014). Nasledne dochadza k enkapsulacii embrya, ¢o je dej typicky
pre aktivnu endometriovua selekciu. Trofoblast produkuje rastovy faktor PDGF (plate-
let derived growth factor), ktory posobi chemotakticky na migraciu endometriovych
stromovych buniek (Macklon et al. 2014). Uvedené poznatky viedli k vyvoju klinického
testu ERA (Endometrial Receptivity Analysis), pri ktorom sa vykondva personalizovany
geneticky test pre detekciu vnimavosti endometria v implantacnom obdobi (Carlos
Siman- Igenomix CSO).

Feto-maternalne rozhranie

Po prilnuti blastocysty na epitel endometria trofoblast invaduje hlboko do deci-
dualizovaného endometria. Diferencuje sa na vildézny trofoblast, ktory zabezpecuje
vyzivu plodu a extravildzny, ktory prenika este hlbsie a podiela sa na remodelacii $pi-
ralovitych artérii. Vildzny trofoblast neexprimuje Ziadne MHC molekuly | ani Il triedy.
Extravilézny trofoblast exprimuje HLA-C, -E, -F a -G molekuly (Inada et al. 2015), (Le
Bouteiller et al. 1999). Molekuly HLA-E a HLA-G su doleZité pre inhibiciu cytotoxicity
uterinnych NK buniek (uNK) a T-lymfocytov. Indukcia tolerancie paternalnych antigé-
novo Specifickych HLA-C molekul je nutna pre navodenie tolerancie plodu (Saito et
al. 2016)

V decidue sa nachadzaju 4 typy imunitnych buniek: uNK bunky (uterinné), mak-
rofagy, dendritové bunky (DCs), pomocné, cytotoxické a regulacné T-lymfocyty. Cha-
rakteristickym rysom uNK buniek je tvorba imunosupresivnych cytokinov, pritomnost
znaku CD56 a CD9, chyba vsak expresia CD16 a L-selektinu. K diferenciacii uNK buniek
dochadza pri kazdom menstruacnom cykle, 3 az 5 dni od vyplavenia luteinizacného
hormonu. Uterinné NK-bunky sa nachadzaju v decidue a intraluminalne i intramural-
ne v spirdlovych artéridch. Su doélezité pri separacii buniek hladkého svalstva Spiralo-
vitych artérii, tvoria cytokiny ako je angiopoetin-2 a VEGF, matrixové metaloprotedzy
(MMP2, 7, 9) a aktivator plazminogénu (uPA) (Saito et al. 2016, Naruse et al. 2009,
Smith et al. 2009, Wallace et al. 2013). Tato premena vedie k nizkotlakovému vysoko-
objemovému prietoku (Lash et al. 2010).

Makrofagy zabezpecuju imunitna toleranciu plodu a zaroven chrania plod pred
ascendentnou i hematogénnou infekciou. Dominantne je zastupeny M2-fenotyp,
ktory sa diferencuje pod vplyvom Th2-cytokinov a glukokortikoidov. Charakterizuje
ho zvysend expresia ,upratovacich“ (scavenger) a mandzovych receptorov, zvysena
aktivita argindzy Il, ktorad spésobuje znizenie tvorby oxidu dusnatého (NO), zvySena
produkcia antagonistu IL-1 receptora a zniZzena tvorba IL-12. Protiinfekénd imunitu
M2-makrofagy zabezpecuju pomocou vzorkovych receptorov TLR (Toll like receptors)
a CLR (C type lectin receptors). Narusenie fenotypovej M2-dominancie mdze viest
k patologickym stavom ako je preeklampsia a predcasny pérod . Dokazala sa tiez pri-
tomnost nezrelych myeloidnych dendritovych buniek (DCs) v decidue s nizkou expre-
siou kostimula¢nych molekul CD80, resp. CD86 (Chen 2012). Opakovane sa ukazuje aj
dolezZitost Treg-lymfocytov na vyvoji imunitnej tolerancie. Treg-lymfocyty (CD4*CD25*
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FOXP3*) tvoria priblizne 14 % z deciduovych CD4 T-lymfocytov. V kooperacii s decidu-
ovymi DCs navodzuju tvorbu indolamin-2,3-dioxygendzy (IDO), ktora znizuje hladinu
tryptofanu v mikroprostredi a tym vedie k nizsej proliferacii efektorovych T-lymfo-
cytov (Miwa et al. 2005). Z hladiska T-lymfocytovych subpopulécii pre tehotenstvo
je charakteristickd dominancia Th2-lymfocytoy, i ked' v skora faza implantacie je pod
vplyvom Th1-mikroprostredia (Macklon et al. 2014).

Mechanizmy ucinku intravenéznych imunoglobulinov (IVIG)

Intravendzne imunoglobuliny (IVIG) su pripravky obsahujice monomérové hu-
manne 1gG; pripravuju sa z plazmy najmenej 1000 zdravych darcov. IVIG neutralizuju
autoprotilatky antiidiotypovymi proti latkami, blokuju Fcyl-receptor na retikulo-endo-
telovych bunkach, B- lymfocytoch a NKT- bunkach (Ballow 2011). V pripade B-lymfo-
cytov, IVIG zvysuju aktivitu receptora Feyllb, ¢o nasledne znizuje schopnost prezen-
tacie antigénu a tvorbu protilatok (Jordan et al. 2011) . Vazbou na lektinovy receptor
SIGN 1 aktivuju protizdpalové drahy , znizuju diferenciaciu Th17-lymfocytov a zvysSuju
expresiu FOXP3; vysledkom je zvySenie poctu i aktivity Treg-lymfocytov (Anthony et
al. 2010). Znizuju aj pocet a cytotoxicitu uNK- a NKT-buniek prostrednictvom inhibi-
cie FcylllA (CD16) receptora a znizuju expresiu inhibiéného receptora CD94/NKG2 na
uNK-bunkach (Szereday et al. 1999; Roussev et al. 2007). IVIG vplyvaju na zniZenie
produkcie cytokinov Thl a pomeru Th1/Th2 (Winger et al. 2008) a zvySuju syntézu
GM-CSF, ktory pozitivne vplyva na reparaciu chromozdémovych aberacii a zaroven
zlepsuje implantaénd schopnost endometria (Perricone et al. 2003)

Klinické indikacie pouzitia intravendznych imunoglobulinov

Ucinnost podavania IVIG v pripade opakovanych potratov (RM - recurrent miscar-
riage) sa nepreukazala, ak sa pacientky nevyberali na zaklade imunitnych abnormalit.
V rokoch 2010 a 2015 boli publikované randomizované studie kontrolované place-
bom, ktoré nepreukazali G¢innost liecby IVIG (Mekinian et al. 2016). V oboch $tudiach
bola indikaénym kritériom sekundarne opakované potraty. Je dbleZité poznamenat,
Ze v oboch pripadoch iSlo o malu skupinu Zien, pouZivanie aj menej ucinnych prepa-
ratov a hlavne nebola pritomna selekcia na zdklade abnormalit v imunitnom systé-
me (Stephenson et al. 2010), (Christiansen et al. 2015). Metaanalyza piatich studii
podavania IVIG v indikacii sekundarnej RM v pripade zvySeného poctu periférnych
NK buniek (> 12 %) preukézala Uspesnost pérodu zivonarodeného dietata v 82,5 %
pripadov (Clark 2011).

V r. 2013 publikovali ¢inski autori velkd metaanalyzu Studii z databaz PubMed,
EMBASE a CNKI. Tato poukazala na pozitivny efekt liecby IVIG u Zien s poruchami im-
plantécie (Li et al. 2013). Porovnavali efekt IVIG v klinickych Studiach, pri ktorych bolo
placebové rameno alebo rameno, v ktorom sa neaplikovala nijaka liecba. Vsetky pa-
cientky podstupili IVF alebo ICSI (intracytoplazmova injekcia spermie). Celkovy pocet
selektovanych relevantnych studii bol 973. Na zaklade inkliznych a exkltznych kritérii
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bolo 921 $tudii vylic¢enych pre metodické chyby. Dalsich 52 $tudii sa z metaanalyzy
vynalo pre nesplnenie inkltznych kritérii, chybajice data o selekcii pacientiek, nie-
ktoré publikacie tiez obsahovali dohady o vysledku. Do konecnej analyzy sa napo-
kon vybralo 10 studii. Hlavné ukazovatele, ktoré sa sledovali boli Uspesnd implantacia
verifikovana ultrasonogaficky (implantation rate), detekcia akcie srdca plodu (clinical
pregnancy rate) a dosiahnutie aspon 25. tyzdria tehotenstva s pérodom Zivého dieta-
ta (live birth rate). V pripade vyhodnotenia ,implantation rate” bola Gspesnost v sku-
pine s IVIG 34,3% oproti skupine bez IVIG 13, 7 %. Aj v pripade dosiahnutia ,clinical
pregnancy rate” bola Uspesnost v skupine Zien s IVIG 60,2% s porovnanim bez IVIG
39,3 %. V kohorte , live birth rate” bola taktiez vy$sia Uspesnost s IVIG 49.8 % (Tab. 1).

Zaver

Poruchy plodnosti z pricin portch vimunitnom systéme su najcastejsie spdsobené
autoimunitnou reakciou voci trofoblastu, plodovym a placentovym antigénom. Pozi-
tivny ucinok intravendznych imunoglobulinov sa rutinne vyuZiva pri liecbe viacerych
autoimunitnych chordb a Uvaha o ich analogickom pouZiti priviedla mnohé klinické
timy aj k ich vyuZitiu v liecbe porich plodnosti zapri¢inenych imunitnymi procesmi.
Niektoré publikované studie preukazali klinicky signifikantny efekt lieCby IVIG len pri
doslednej selekcii pacientiek. Tento typ lieby treba zvaZit najma v pripade zlyhania
inej formy imunomodulacie a v konkrétnych situaciach, kde aplikacia IVIG vedie k vys-
Sej Uspesnosti otehotnenia.
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Tab.1 Vyhodnotenie tspesnosti liecby IVIG (podla Li et al. 2003)

Vysledok Pocet studii Pocet pacientiek Liecba s IVIG | Liecba bez IVIG
,Implantation rate” 6 6 34,3 % 13,7 %
Klinické gravidity 10 2 455 60,2 % 39,3 %
,Live birth rate” 9 2 415 49,8 % 31,6 %
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MALE MOLEKULY -
INHIBITORY ROZHODUJUCICH ZAPALOVYCH DRAH:
CESTA SPAT MOZE BYT AJ CESTOU VPRED

Hrubisko M.
Oddelenie klinickej imunoldgie a alergoldgie, OUSA, Bratislava

Abstrakt

Autor v svojom prispevku sumarizuje vyvoj farmakoterapie za ostatnych zhruba
100 rokov. Poukazuje na vyvoj od ucinnych latok objavenych ndhodne alebo na za-
klade empirie, cez postupné spoznavanie mechanizmov chordb, na zaklade ¢oho sa
farmaka zacali vyvijat cielene. Poukazuje na obmedzené moznosti dalSieho vyvoja
klasickych farmak zameranych na rézne bunkové receptory — tu s moznosti dalsie-
ho vyvoja limitované. Dal$im krokom bol vyvoj makromolekul, ktoré imituju alebo
blokuju funkcie fyziologickych molekul ako su cytokiny &i ich receptory — prave pre
tuto skutocnost sa nazvali biologické lieciva, tzv. biologika. | ked' tu sa vyvoj zdaleka
neskoncil, ich uzivanie limituje vyskyt neZiaducich ucinkov, netcinnost u vietkych pa-
cientov trpiacich konkrétnou chorobou, ako aj potreba parenteralneho podavania.
Vyvoj smeruje k syntéze malych molekul ovplyviujucich vnutrobunkové signalizacné
drahy umoznujuci cielenejSie zasahy a poskytujuci komfortné uzivanie per os. Toto
nové smerovanie mediciny autor priblizuje na priklade inhibitora JAK1- a JAK3-kina-
zy tofacitinibu a jeho vyufZitia v liecbe reumatoidnej artritidy. Farmakologicka liecba
sa tak po rokoch vyvoja makromolekulovych lieciv znova vracia k malym molekulam,
tentoraz vsak vyvijanym cielene za ucelom ovplyvnenia konkrétnych vnatrobunko-
vych signalnych drah.

Klucové slova: farmakoterapia, biologika, malé molekuly, inhibitory JAK-kinaz

Hrubisko M.: Small molecules - inhibitors of principal inflammatory pathways:
a way backwards can be a way forward.

Summary

Author summarises the development of pharmacotherapy during the last 100
years. Progress from accidentally or due to empiricism discovered substances led
through gradual discovery of disease mechanisms that enabled a more focused ap-
proach. The development of new drugs directed to classical cell receptors is limited.
A next step was the development of macromolecules imitating or blocking functions
of cytokines or their receptors - so called biological drugs. Despite continuing de-
velopment, their utilisation is limited due to side effects, infectivity in all patients
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suffering from the disease and the need of their parenteral application. Last evolu-
tion leads to the synthesis of small molecules affecting intracellular signalling path-
ways. Such drugs enable more targeted intervention and are suitable for oral usage.
This new approach in medicine and pharmacotherapy is introduced on the example
of JAK1 and JAK3 kinase inhibitor tofacitinib and its utilisation in the treatment of
rheumatoid arthritis. So, after 100 years of development, the pharmacotherapy is
coming back to small molecules, but nowadays in much more targeted manner to
influence intracellular signalling pathways.

Key words: pharmacotherapy, biologic drugs, small molecules, JAK kinase inhibitors.

Vyvoj farmakoterapie za ostatnych 100 rokov

Farmakologicka liecba presla za ostatnych zhruba 100 rokov prudkym vyvojom.
Celé starocia, a nebolo tomu inak ani pred 100 rokmi, sa lieciva objavovali ndhodne,
respektive na zédklade dlhoroc¢nych skisenosti. Tak napriklad antipyreticky Gcinok vi-
bovej kéry bol znamy po starocia a i ked sa neskor spoznala jej hlavna ucinna latka
(kyselina acetylosalicylova), mechanizmus Ucinku zndmy nebol. Samozrejme, s naras-
tom poznania biologicky vied (chémie, mediciny) a so vznikom novej discipliny — far-
makoldgie, sa situacia zacala postupne menit. Jednak sa spoznali mechanizmy uz zna-
mych farmak (napr. spominaného ,aspirinu“), ale sa aj zacali vyvijat cielené farmaka
zasahujuce ten - ktory znamy fyziologicky mechanizmus. Takto sa postupne vyvijali
napriklad stimulatory alebo blokatory a- ¢i B- receptorov (a-mimetka, B-blokatory),
anticholinergika, inhibitory angiotenzin-konvertujuceho enzymu, inhibitory receptora
pre angiotenzin Il (sartany), Hl-antihistaminika, H2-blokatory, blokatory proténovej
pumpy, ako aj dalSie skupiny liekov ako diuretika, psychofarmaka atd'. Zvlastnu skupi-
nu lieCiv tvoria antibiotika, ktoré sa po pociatocnom nahodnom objave vyvijali cielene
za Ucelom zasiahnut konkrétny bod metabolizmu alebo mnoZenie baktérii.

V druhej polovici 20. storo¢ia sme zaznamenali prudky vyvoj farmakoterapie -
v uvedenych skupindch sa syntetizovali stale nové a nové molekuly s cielom zvysit ich
udinnost a obmedzit neziaduce ucinky. Z ¢isto biochemického hladiska islo prevaine
o malé molekuly s molekulovou hmotnostou pod 1 000 Da (tyka sa to aj vacésiny an-
tibiotik). Bolo vsak jasné, Ze tento vyvoj raz skonci; pravdepodobne uz nie je redlne
mat este lepSie antihistaminikum, este lepsi B-blokator a podobne. Aj vyvoj klasickych
antibiotik sa dostal do slepej ulicky.

Biologika

Tak ako sa prehlbovali poznatky o patofyzioldgii choréb, vyskum a vyvoj sa zacal
orientovat na képie a modifikacie réznych fyziologicky sa vyskytujucich molekdl (cyto-
kiny, ich receptory). Ciel bol jasny: v pripade zndmeho dominantného patomechaniz-
mu konkrétnej choroby ho cielene zasiahnut - potenciovat alebo potladit ¢i vyradit.
Tak nastala éra klinického vyuZivania makromolekul: cytokinov, monoklonovych pro-
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tilatok, fuznych proteinov ¢i peptidov, tzv. biologickych lieiv. Biologika su farmace-
utické pripravky vyrabané biotechnoldgiami, ziskané zloZitym vyrobnym procesom zo
Zivych zdrojov (produkty Zivych makro- ¢i mikro- organizmov, resp. bunkovych kultur).
Zahfnaju tradicné pripravky vyrobené z ludskej z krvi, antitoxiny, klasické antiinfekéné
a alergénové vakciny, ako aj moderné biologikd ako monoklonové protilatky, cytokiny,
rastové faktory, solubilné receptory, novodobé vakciny a produkty prenosu génov (1).

Hoci sa pouzivanim biologik zaznamenal v liecbe mnohych alergickych, autoimu-
nitnych a onkologickych choréb obrovsky pokrok, ukazalo sa, Ze aj tato liecba ma svo-
je limity. Vyradenim toho - ktorého cytokinu z jeho biologickej funkcie nie vidy do-
siahneme dostatocény efekt — je to dané komplementarnostou a redundanciou ucin-
ku viacerych cytokinov, a tieZ tym, Zze choroba malokedy ,beZi iba po jednej drahe”.
Vzhladom k rozsahu fyziologickych ucinkov cytokinov je vyskyt neZiaducich ucinkov
sprevadzajucich ich podavanie velky, a tak sa az na vynimky (napr. interferény v liecbe
sclerosis multiplex) terapeuticky nepouzivaju. NeZiaduce ucinky pri podavani lieCiv vy-
radujucich konkrétny cytokin alebo inu fyziologicki molekulu z patologickej ucinnosti
sU miernejSie, a preto sa v sucasnosti rad takychto lieCiv vyuZiva. AvSak vzhladom
k vyradeniu konkrétnej molekuly z jej fyziologickej uc¢innosti méze takuto liecbu spre-
vadzat vyskyt komplikacii, aj vaznych, ktoré ohrozuju Zivot. Napriklad pri anti-TNF-a
liecbe sa spociatku vyskytli smrtelné pripady ndasledkom aktivovanej tuberkuldzy
(z tychto dovodov kazdy pacient indikovany na tuto lieCbu musi v sicasnosti najprv
podstupit testy na TBC). Problémom je tiez skutocnost, Ze tieto lie¢ivd neddinkuju
u vSetkych pacientov s konkrétnou diagndzou, pricom chybaju biomarkery pomocou
ktorych by sme vedeli vopred definovat jedinca ktory bude z lie¢by profitovat najviac.

Malé molekuly

Veda a vyskum vSak pokracuju dalej a 21. storocie charakterizuje snaha poznat
subceluldrne fyziologické mechanizmy, ako aj ich poruchy podmieriujice jednotlivé
choroby. V suvislosti s chorobami z porusenej imunitnej regulacie (alergické a auto-
imunitné choroby, ¢iastotne sem mozno radit aj onkologické choroby) sa skumaju
vnutrobunkové signalizacné drahy (spustace alebo ,vypinace” proteosyntézy, bun-
kového delenia) cez ktoré prechadza informdcia z extracelularneho priestoru az do
bunkového jadra. Pri porovnani's doteraz pouzivanymi tzv. biologikami musi ist o malé
molekuly (menej ako 900 Da, optimalne dokonca pod 500 Da) — dévodom je potreba
prestupu lieciva do vnutra bunky. Benefitom pre pacientov je moznost uZivania cez
Usta, odpada potreba parenterdlneho podavania charakteristickd pre makromoleku-
lové lieciva (2). Malé molekuly st na rozdiel od biologik produktom priemyselnej che-
mickej syntézy. Mozno teda konstatovat, Ze vyvoj farmakoterapie chordb sa v priebe-
hu storodia oto¢il o 180°- od malych molekul sa cez velké proteinové molekuly opat
vracia k ,mikromolekuldm®, avsak tentoraz uz cielene - syntetizuju sa latky s presnym
zdmerom ovplyvnit tu ktord signalizacnu dréhu. Tento trend liecby sa pokusime pribli-
Zit na priklade zavaznej autoimunitnej choroby — reumatoidnej artritidy (RA).
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Reumatoidna artritida ako priklad choroby z porusenej imunitnej regulacie

Reumatoidna artritida (RA) je zapalova choroba zhybov, ale aj inych organov (ok-
rem kibov byvaju najéastejsie postihnuté pltca), multifaktorovej genézy, iniciované
a udrziavané autoimunitnymi mechanizmami (3). Postihnuté zhyby infiltruju viaceré
druhy imunitnych buniek, nasledkom ¢oho vznika synovitida s naslednym poskodenim
jednotlivych $truktur kibu (4). Synovitidu charakterizuje jej hyperplazia, zvy$eny influx
buniek zapalu (mastocyty, neutrofily, makrofagy, dendritové bunky, T- a B-lymfocy-
ty) a extenzivna angiogenéza a aktivacia fibroblastov a endotelovych buniek (5). Hoci
iniciacny faktor ktory spusta autoimunitny zépal stale nie je presne znamy, vieme, ze
na samom zaciatku dochadza k aktivacii zloZiek neadaptivnej imunity, ¢o vedie k cit-
rulinacii peptidov, ktoré potom dendritové bunky prezentuju T lymfocytom, ktorych
vyznamna Cast sa diferencuje na Th1- a Th17-lymfocyty. B-lymfocyty sa diferencuju
na plazmocyty produkujlice autoprotilatky. Jednou z charakteristik autoimunitného
zépalu je dysregulovana siet pro- a proti- zapalovych cytokinov a rovnako dysreguldcia
proteaz a antiprotedz produkovanych mezenchymovymi bunkami (6).

Prenos signalov indukovanych cytokinmi do bunkového jadra

Prvé poznatky o Ulohe cytokinov v patogenéze RA viedli k sistredeniu sa na pro-
zapalovy cytokin TNF-a. Skutocne, anti-TNF protilatka vedie k zniZeniu produkcie pro-
zapalovych cytokinov ako IL-1B, IL-6, IL-8 a GM-CSF (7). V sucasnosti vsak vieme, Ze
pre cytokinovu siet je charakteristickd multiplicita, redundancia a synergia, ¢o je aj
klac¢ k pochopeniu cCiastoénych neulspechov pri anti-TNF, ale aj inej anti-cytokinovej
liecby. Preto sa dalsi vyskum sustredil na jednotlivé body, cez ktoré cytokiny odo-
vzdavaju informaciu dalej. Prenos informacie sa uskutocriuje prostrednictvom Spe-
cifickych receptorov, ktoré potom prendsaju signal k transkripénym proteinom (ako
napr. NFkB, STAT) a ich prostrednictvom k bunkovému jadru prostrednictvom roznych
vnutrobunkovych signalizacnych drah. Medzi takéto cesty patria drahy sprostredkova-
né mitogénmi aktivovanymi proteinovymi kinazami (MAPK), slezinovou tyrozinovou
kindzou (Syk), fosfoinozitilovou kindzou-3 (P13K) a signalizac¢né drahy sprostredkované
Janusovymi kindazami (JAK) (8).

Proteinové kinazy a moznosti ich blokovania tofacitinibom

Proteinové kinazy su enzymy modifikujice iné proteiny pridanim fosfatovej sku-
piny do ich Struktury (= fosforylacia). Fosforylacia zvycajne vedie k funkénej zmene
ciefového proteinu (substratu) zmenou jeho enzymovej aktivity, lokalizacie v bunke,
alebo asociaciou s inymi proteinmi. Ludsky gendm obsahuje okolo 500 génov kdduju-
cich proteinové kinazy, ¢o je okolo 2% vsetkych [udskych génov a az 30 % vSetkych hu-
mannych proteinov sa kindzovou aktivitou méze zmenit (9). Vieme, Ze kinazy reguluju
vacsinu bunkovych drah, najma drah tzv. signdlizacnej transdukcie.

Tyrozinkinazy sa aktivuji horménmi a alebo cytokinmi a st stéastou mnohych
signalizacnych kaskad. Jednou rodinou z tyrozinkindz zviazanych s cytokinovymi re-
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ceptormi su aj Janusove kindzy. Mnohé z nich odovzdavaju signal dalej do bunkového
jadra prostrednictvom proteinov STAT (Signal Transducer and Activator of Transcripti-
on). Signdlna draha JAK-STAT sprostredkuva extraceluldrne chemické signaly do bun-
kového jadra - vysledkom tejto signalizacie je transkripcia DNA a expresia génov za-
pojenych do imunitnej odpovede, proliferdcie, diferenciacie, apoptdzy a onkogenézy.
Celd kaskada pozostéva z troch hlavnych zloZiek: povrchového bunkového receptora,
kindzy JAK a dvoch proteinov STAT (10). Cez kombinacie JAK- a STAT- drah vedu signaly
viacerych cytokinovych rodin. Tofacitinib sa syntetizoval ako Specificky kompetitivny
inhibitor JAK-kindz (11). Tato molekula znemoznuje vazbu adenozin trifosfatu na vaz-
bovom mieste kindzy, a tak sa zabrani prenosu signalu pre proteosyntézu cez koncovy
prenasac signalu STAT do bunkového jadra (12).

Ucinnost sa testovala najprv na bunkovych kulttrach a zvieracich modeloch, ne-
skor tofacitinib presiel Uspesne vsetkymi fazami klinického skisania a v sticasnosti sa
ocakava jeho zavedenie do kazdodennej praxe (samozrejme nateraz viazané na vy-
soko Specializované pracoviska). Predklinické studie potvrdili, Ze tofacitinib in vitro
inhibuje diferenciaciu a pocet Thl aj Th17 lymfocytov (13, 14). Na mySacich mode-
loch RA sa potvrdil imunomodulacny ucinok tofacitinibu na sekréciu viacerych zapal
regulujucich cytokinov: doslo k potlaceniu syntézy TNF, IFN, IL-1B, IL6, IL12 a GM-CSF
a naopak k vzostupu tvorby IL-10, suicasne sa potvrdil pokles CRP (13).

S pripravkom prebehli 4 klticové klinické skdsania fazy Il (ORAL Solo, ORAL Stan-
dard, ORAL Step, ORAL Scan), na zaklade vysledkov ktorych v stcasnosti prebieha
americkd aj eurdpska registracia (15). Studia ORAL Solo ukézala rychlu a pretrvava-
jucu klinickd Géinnost monoterapie tofacitinibom u pacientov s nedostato¢ne kon-
trolovanou RA klasickymi aj biologickymi chorobu modifikujicimi antireumatikami
(DMARDs). Studia ORAL Standard potvrdila klinicki odpoved kombinovanej lie¢by
tofacitinib + metotrexat (MTX) u pacientov nedostato¢ne kontrolovanych samotnym
MTX. Studia ORAL step ukazala rychlu klinickd odpoved na kombindciu tofacitinib +
MTX u pacientov ktori neodpovedali dostato¢ne na lie¢bu antagonistami TNF. Sttdia
ORAL Scan demonstrovala schopnost kombinovanej lie¢by tofacitinib + MTX zastavit
radiografickd progresiu a zlepsit klinické parametre pacientov s RA. Naj¢astejsie po-
zorovanymi neziaducimi uc¢inkami boli infekcie hornych dychacich ciest (nazofarangi-
tida), bolesti hlavy a hnacka.

Na zéklade uvedeného suhrnu klinickych studii fazy Il vyrobca podal Ziadosti o re-
gistraciu na prislusné eurdpske aj americké liekové institlcie a predpoklada sa jeho
skoré schvalenie do klinického pouZivania.
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Zhrnutie

V ¢asoch pred biotechnoldgiami bol repertoar lieCiv obmedzeny na urcité zhluky
molekul zameranych na konkrétne extracelularne ciele v cytoplazme alebo na povrchu
buniek. BeZzne pouZzivané lieciva boli az na niektoré vynimky malé molekuly, ich vyvoj
sa vSak na prelome tisicroci dostal na svoj vrchol, a preto sa hladali dalSie mozZnosti vy-
voja novych lieciv. Spociatku sa vyvoj uberal cestou tvorby rozne upravenych ludskych
a inych proteinov. Cielom bolo aktivovat alebo blokovat nimi sprostredkované deje.
Tieto makromolekulové lieciva priniesli v liecbe mnohych choréb vyznamny pokrok,
ale ukazalo sa, Ze nie su ucinné u vSetkych pacientov trpiacich tou-ktorou chorobou a
ich poddvanie sa spaja s radom neziaducich ucinkov. Navyse, vzhladom k ich makro-

Sucasny priemysel biotechnolégii otvara nové moznosti tym, Ze vyuZiva vedecké
poznatky molekuldrnej bioldgie a syntetizuje latky viaZuce sa na intracelularne struk-
tury. VyuZivaju sa poznatky o prirodzenych vnutrobunkovych induktoroch a blokato-
roch biologickych funkcii bunky, ¢im sa terapeutické zasahy stavaju este sofistikove-
nejsimi nez tomu bolo dosial. Rovnakym smerom ako vyrobca tofacitinibu sa ubrali
aj ini vyrobcovia liekov, v klinickom skusani su aj dalSie molekuly inhibujlce tyrozin
kindzovu signalizaciu: baricitinib (rovnako ako tofacitinib ide o selektivny JAK1 a JAK2
inhibitor), filgotinib (selektivny JAK1 inhibitor). V blizkej budlcnosti sa da ocakavat
vyvoj dalsich lieCiv zo skupiny modifikatorov bunkovej signalizacie. Samozrejme, tak
ako pri vietkych novych liekoch, bude nevyhnutné velmi pozorne sledovat nie iba ich
udinnost, ale aj bezpecnost, a to z kratkodobého aj dlhodobého hladiska.
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BIOLOGIKA V LIECBE PRIMARNYCH IMUNODEFICIENCIi

Ciznar P.
1.detskad klinika LFUK a DFNsP Bratislava

Primarne imunodeficiencie (PID) su vSseobecne povaZované za zriedkavé choroby,
postihujuce menej ako 1 na 2000 jedincov nasej populacie. Jednotlivé poruchy maju
vyskyt 1:2x10* az 1:2x10°, avsak prevalencia vSetkych primarnych imunodeficitov su-
hrnne nie je az taka zriedkava. Pricinou PID je intrinzicky defekt v mechanizme imu-
nitnej odpovede, podmieneny zvacsa monogénovym postihnutim. Rozvoj teoretic-
kych poznatkov v odbore imunoldgia vyrazne prispel k narastu novych PID, na druhej
strane samotné PID pomohli pri pochopeni patofyziologickych a fyziologickych funkcii
imunity. Ku klasickym PID patria poruchy ako je hereditdrna agamaglobulinémia, taz-
ka kombinovana imunodeficiencia (SCID) podmienena defektom poctu alebo funkcie
T lymfocytov, dedi¢na neutropénia, chronicka granulomatézna choroba, poruchy zlo-
Ziek komplementu alebo komplexné poruchy ako napr. ataxia telangiektazia alebo Di-
Georgeov syndréom. Najcastejsia klinicky vyznamna hypogamaglobulinémia — bezna
variabilnd imunodeficiencia sa povaZuje za heterogénnu skupinu poruch s rovnakym
klinicko-imunologickycm fenotypom. Vdaka lepsej diagnostiky sa v poslednych rokoch
z tejto skupiny od¢lenilo priblizne 15% monogénovych poruch, ktoré povazujeme za
samostatné klinické jednotky. Podobne aj v pripade ostatnych skupin sa celkovy pocet
klinickych a molekulovo-genetickych jednotiek vyrazne rozsiril, napr. u tazkej kombi-
novanej imunodeficiencie sa identifikovalo viac ako 20 réznych génov z r6znych oblas-
ti. DOleZitym poznanim je skutoénost, Ze mutacie v tom istom géne mozu mat velmi
odlisnu klinicku prezentaciu a progndzu.

Klasické terapeutické postupy su zamerané najma na liecbu infekénych kompli-
kacii. Patri k nim antiinfekéna liecba (antibiotikd, antimykotikd), substituc¢na liecba
imunoglobulinmi, imunostimulacna liecba rastovymi faktormi, podavanie cytokinov,
dalej transplantacia krvotvornych buniek a v poslednych rokoch génova terapia. So
zlepsenim konvencnych terapeutickych postupov, najméa substiticiou imunoglobuli-
nov sa stale vacsi pocet pacientov doZiva dospelosti a vac¢si vyznam nadobuda liecba
neinfekénych komplikacii. Medzi takéto patria autoimunne komplikacie, chronické za-
palové zmeny alebo patologicka lymfoproliferacia, v urcitych pripadoch maligneho
charakteru. Zdokonalujuca sa diagnostika na molekulovej Grovni otvara priestor pre
podstatne cielenejsi zasah do patomechanizmu jednotlivych choréb. Biofarmaceutic-
kymi postupmi syntetizované latky — monoklonové protilatky, fuzne proteiny, anti-cy-
tokiny a pod., st obvykle vyvijané pre liecbu chordb ako je reumatoidna artritida, ne-
Specifické zapalové ochorenia ¢reva (IBD) alebo onkologické choroby. Tieto biologika
postupne nachdadzaju svoje uplatnenie aj v lie¢be PID. Ako priklad moze sluzit studium
pacientov s defektmi v molekulach CTLA a LRBA

100



Varia

Deficiiencia LRBA

Hypogamaglobulinémia s chybanim B lymfocytov u deti v prvych rokoch Zivota
je z 80% spojena s X viazanou dedi¢nostou a najcastejSou poruchou je deficit Btk
tyrozinkinazy, zndmej aj pod nazvom Brutonova tyrozinkinaza. Na rozdiel od deti su
v dospelom veku najcastejSou primarnou hypogamaglobulinémiou bezna variabilna
imunodeficiencia, v 99% s pritomnostou normalneho poctu B lymfocytov. Zatial ¢o
v dospelom veku je takato porucha ¢asto sprevadzana autoimunitou, u deti je to
zriedkavé. Lopez- Herrera a spol. (1) v roku 2012 identifikovali celkovo 4 rodiny s au-
tozémovo recesivnym familidrnym vyskytom hypogamaglobulinémie, autoimunity
a lymfoproliferacie u 5 deti. Pomocou analyzy vazieb identifikovali ako suspektnd ob-
last chromozému 4q a naslednym sekvenovanim kandidatskych génov potvrdili ho-
mozygotné mutacie v proteine LRBA (lipopolysaccharide-responsive and beige-like
anchor protein) u postihnutych jedincov. Jedinci s heterozygotnymi mutdciami boli
zdravi. UZ skor bolo zname, Ze protein LRBA ma domény zhodné s proteinmi ovplyv-
nujuacimi pohyb vnutrobunkovych vezikul (2), ale jeho biologicka funkcia a patofyzi-
ologicky vyznam ostaval neznamy. V imunologickom profile mali pacienti poruchu
vyvoja B lymfocytov. Chybnu aktivaciu a proliferaciu B lymfocytov v in vitro podmien-
kach sprevadzala porucha tvorby plazmablastov a nizka sekrécia imunoglobulinov.
Autori konstatovali, Ze pravdepodobnou pri¢inou je porucha autofagie a vnimavost
na apoptotické signdly. VSetci postihnuti jedinci boli pdvodne klinicky diagnostikova-
ni ako bezna variabilnd imunodeficiencia s tym rozdielom, Ze autoimunita zacinala vo
véasnom detskom veku.

Interakcia CTLA-4 a LRBA

V roku 2015 Lo B a spol. (3) publikovala pracu, podla ktorej sa pacientom s defi-
citom LRBA klinicky stav dramaticky zlepsil po podani farmaka abatacept, fuzneho
proteinu imunoglobulinu a molekuly CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte antigen 4). CTLA-
4 je kld¢ovym inhibiénym proteinom, ktory sa exprimuje na aktivovanych T lymfocy-
toch a regulacnych T lymfocytoch (Treg) (4). Inhibuje imunitni odpoved pomocou
negativneho signalu, kompeticiou s kostimulacnou molekulou CD28 o vdzbové miesta
CD80 a CD86. CTLA-4 sa nachadza v endocytickych vezikulach, ktoré sa uvoltiuju na
povrch bunky po stimulécii T bunkového receptora. Tato molekulu je mozné ovplyvnit
tromi biologikami, ktoré ju nahradzuju alebo viazu. Abatacept, pouzivany na liecbu
reumatoidnej artritidy (5); belatacept, pouZivany na prevenciu rejekcie Stepu (6) a ipi-
limumab, urceny na liecbu melandmu (7). Autori identifikovali 9 pacientov s bialelic-
kou mutaciou génu LRBA, u ktorych potvrdili imunoblotovou analyzou a prietokovou
cytometriou zniZzenu alebo chybajlcu expresiu LRBA proteinu. Vacsina pacientov sa
diagnostikovala v rannom detstve autoiminnymi poruchami (diabetes mellitus typ
1), lymfoproliferativnymi patolégiami (Burkittov lymfém), intersticidlnym plicnym
postihnutim s histologicky preukazanymi T lymfocytovymi infiltrdtmi. Abatacept,
ktory utlmil celularnu odpoved T lymfocytov, velmi efektivne potlacil autoiminne
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aj lymfoproliferativne komplikacie a sicasne podstatne zlepsil protilatkovu odpoved.
Po dobu 5-8 rokov mali pacienti minimalne infekéné a neinfekéné komplikacie. Tato
klinicka odpoved' a vyssie uvedend zhoda LRBA s proteinmi intracelularnych vezikul
viedla k hypotéze, Ze LRBA reguluje presun CTLA-4 vo vnutri bunky.

Deficiencia CTLA-4

Vyznam molekuly CTLA-4 v homeostaze lymfocytov a pri navodeni tolerancie po-
tvrdzuju experimenty s knock-out mySami. Vyradenie génu CTLA-4 viedlo k velmi rych-
lemu Umrtiu v désledku lymfocytovej infiltracie mnohych organov (8). Tato molekula
je kli¢ovym inhibitorom proliferacie T lymfocytov. Autozomovo recesivna porucha
CTLA-4 sa u ludi nikdy nediagnostikovala, ale v 2014 roku publikovali dve pracovné
skupiny Gdaje o pacientoch s parcialnym deficitom CTLA-4 (9, 10). Tento parcialny de-
ficit, oznacovany ako haploinsuficiencia sa identicky ako v pripade deficitu LRBA spajal
s lymfocytovymi infiltratmi mnohych orgadnov a hypogamaglobulinémiou charakteru
beznej variabilnej imunodeficiencie, s nizkym poc¢tom B lymfocytov. Na rozdiel od de-
ficiencie LRBA iSlo o dospelych pacientov nad 20 rokov. Klinicky fenotyp deficitu LRBA
a CTLA-4 haploinsuficiencie spdja predovsetkym hyperaktivacia lymfocytov spojena
s infiltraciou minimalne jedného nelymfoidného organu, obvykle pltc alebo mozgu,
ako aj ¢asta enteropatia ako prejav zapalovych zmien.

Molekula CTLA-4 viaZe ligandy CD80 a CD86 s vyssiu afinitou ako molekula CD28
s ktorou sutazi o spolo¢né vazobné miesto na antigén prezentujucich bunkach. Za-
tial' ¢o CD28 je dblezitym stimulaénym signdlom, CTLA-4 silnym inhibi¢nym signalom.
Konstitucne je pritomnd na povrchu T-regulacnych buniek (Treg), na konvencnych T
lymfocytoch len po ich aktivacii. CTLA-4 sa po vazbe dostava do endozémov, kde sa
recykluje pre dalSie pouZitie. LRBA brani degradacii CTLA-4, ¢im umoznuje jeho trva-
|G pritomnost v intraceluldrnych vezikulach. Deficit LRBA naopak vedie k vyéerpaniu
zasob CTLA-4. Tvorba protilatok zavisi od signalizacie cestou kostimulaénej molekuly
CD28 a od pomoci T lymfocytov. Chronicka stimulacia vedie k vyCerpaniu, resp. funké-
nej neschopnosti odpovedat na signély a progresivnemu poklesu protildtok s obra-
zom hypogamaglobulinémie.

Liecba deficitu CTLA-4 a LRBA

Obidve genetické poruchy spésobuju funkénu stratu CTLA-4. Podobna situacia na-
stdva aj v pripade liecby monoklonovou protilatkou proti CTLA-4 (Ipilimumab), ktora
sa pouzivaju v lie¢be matastazujuceho melanému. U 1/3 takto lieCenych pacientov
sa prejavia znamky enteropatie resp. kolitidy. U pacientov s genetickym defektom je
jednou z terapeutickych alternativ liecba zamerana na ovplyvnenie drahy CD28/CTLA-
4 a ovplyvnenie funkcie Treg lymfocytov. Abatacept — fuzny protein, sltzi ako farma-
kologickd nadhrada CTLA-4 a nahradza imunosupresivnu funkciu Treg. Inymi postupmi
suU imunosupresiva typu mTOR inhibitorov (mechanistic target of rapamycin) alebo
transplantécia krvotvornych buniek. Tento priklad ilustruje akym spésobom sa mozu
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podielat biologicka na novych poznatkoch o mechanizme imunitnych reakcii a akym
spbsobom sa bude uberat terapia zriedkavych poruch imunity v buddcnosti.
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MEZENCHYMOVE STROMOVE BUNKY
V GENOVEJ TERAPII ONKOLOGICKYCH CHOROB

Matuskova M, Durinikova E, Altaner €, Kuéerova L.
Laboratérium molekuldrnej onkoldgie, Ustav experimentdinej onkoldgie,
Biomedicinske centrum SAV, Dubravskad cesta 9, 845 05 Bratislava

Abstrakt

Mezenchymové strdmové bunky (MSC) boli identifikované pred niekolkymi de-
satroCiami. Maju viacero unikdtnych vistnosti a jednou z nich je afinita k nddorovému
tkanivu. Vdaka tomuto fenoménu je ich mozné vyuzit ako nosice terapeutickych mo-
lekul pri cielenej protinadorovej liecbe, napriklad pri génovej terapii vyuzivajucej en-
zymaticku konverziu netoxického ,predlieCiva“ na Gcinné chemoterapeutikum in situ.
Na nasom pracovisku sa protinddorovej génovej terapii pomocou mezenchymovych
stromalnych buniek izolovanych z tukového tkaniva venujeme viac ako desat rokov
a na niekolkych predklinickych modeloch sme uk&zali jej G¢innost. V tejto prehladnej
praci definujeme MSC ako unikatny nastroj génovej terapie. Na druhej strane by sme
chceli poukazat aj na faktory, ktoré je treba brat do Gvahy pri vyuziti MSC v klinickej
praxi.

Uvod

Onkologické choroby su stale jednou z hlavnych pri¢in Umrtia napriek pokrokom
v diagnostike, terapii a preventivnym programom. Sucasna liecba je sprevadzand ved-
[ajsimi G¢inkami, ktoré maju negativny dopad na kvalitu Zivota onkologickych pacien-
tov. Stretdvame sa s chemorezisteniou nadorovych buniek, stale aktudlnym problé-
mom je metastatické choroba, lebo prave ono je Castou pri¢inou Umrtia pacientov.
Je nevyhnutné hladat nové, uc¢innejsie a cielené spdsoby liecby. Jednou z moznosti je
génova terapia.

Protinddorova terapia vyuZivajuca enzymaticku konverziu netoxického ,,predlieci-
va“ je znama niekolko desatroci. Na vnesenie terapeutického génu do cielovych bu-
niek sa pouzivali a dodnes stdle pouzivaju virusové vektory, rézne typy nanonosicov
alebo fyzikdlne metddy. Napriek velmi slubnym vysledkom predklinickych experimen-
tov vela klinickych $tudii nesplnilo o¢akdvania. Pri¢inou bola nizka u¢innost prenosu
genetickej informdcie do ciefovych buniek, nedostato¢na infiltracia nddorového tka-
niva vektorom, pripadne nizka expresia terapeutického génu.

Mezenchymové stromové bunky
Mezenchymové stromové bunky (MSC) boli identifikované pred niekolkymi de-
satro¢iami [Friedenstein et al., 1970]. MSC su nehematopoetické multipotentné stro-
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mové bunky fibroblastovej morfolégie, ktoré boli pévodne identifikované v kostnej
dreni, ale nachadzaju sa takmer vo vsetkych tkanivach na vonkajsej strane cievnych
kapilar, odkial putuji na miesto urcenia na zaklade chemickych signalov. K najcastej-
Sie vyuzivanym zdrojom vo vyskume a Coraz Castejsie aj v klinickej praxi, hlavne v re-
generativnej medicine, su kostna dren, tukové tkanivo, zubna dren, pupocnik alebo
pupocnikova krv. Prirodzenou funkciou MSC je podpora homeostazy, prispievaju k re-
generacii a hojeniu ran. Medzindrodna spolocnost pre bunkovu terapiu (ISCT, Inter-
national Society for Cellular Therapy) urcila minimalne kritéria charakterizujice MSC.
Ex vivo su definované schopnostou adherencie na povrch plastovych kultivaénych na-
dob, schopnostou diferencovat na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty a panelom
povrchovych markerov. Viac ako 95% analyzovanych buniek musi na svojom povrchu
exprimovat CD73, CD90 a CD105, zaroven musia byt negativne na CD45, CD34, CD14
alebo CD11b, CD79a alebo CD19 a HLA-DR [Dominici et al., 2006]. Nové kritéria za-
loZzené na poufZiti pokrocilych metdd ako stanovenie transkriptomu, protedmu alebo
sekretomu by umoznili presnejsiu definiciu MSC [Keating, 2012], [Ranganath et al.,
2012] prehladne v [Durinikova et al., 2014].

Génova terapia sprostredkovana mezenchymovymi stromovymi bunkami

Zistenie, Ze tieto bunky maju popri inych unikatnych vlastnostiach aj vysoku afinitu
k nddorovému tkanivu a mozu byt vyuzité ako cielené nosice terapeutickych molekul
vratane génov umoznila vyrazny pokrok v protinddorovej génovej terapii. Nador vy-
siela podobné chemické signaly ako poskodené tkanivo, mdzeme ho prirovnat k ne-
hojacej sa rane [Dvorak, 1986]. Tieto signdly MSC rozpoznavaju, usidluji sa v naddore
a stavaju sa sucastou nadorovej stromy. Génova terapia s vyuzitim MSC ako nosi¢ov
terapeutickych génov vyrazne pomohla eliminovat vyssie uvedené prekazky suvisiace
s limitmi virusovych alebo nevirusovych vektorov. Geneticky modifikované MSC do-
pravia terapeuticky gén priamo na miesto urcenia.

Na nasom pracovisku dlhodobo vyuZivame MSC izolované z tukového tkaniva,
(adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells, AT-MSC). Tukové tkanivo je vel-
mi vhodnym zdrojom MSC, je mozné ziskat ho v dostato¢nom mnozstve ako vedlajsi
produkt kozmetickych liposukeii alebo plastickych operacii. Daléou vyhodou je pomer-
ne vysoké zastipenie MSC. Bunky po izolacii geneticky modifikujeme retrovirusovy-
mi vektormi, ktoré sa integruju do gendmu hostitelskej bunky a zabezpecia jej trvalu
geneticki modifikaciu a stalu expresiu transgénu. V protinddorovej génovej terapii
je mozné potlacit expresiu aktivovanych onkogénov, obnovit expresiu nador-supre-
sorovych génov, aktivovat protinddorovd imunitu, inhibovat nadorovi angiogenézu
alebo metastaticky potencial nadorovych buniek. Samostatnu skupinu tvoria gény
indukujuce samodestrukciu nadoru — takzvané toxické gény kédujice enzymy konver-
tujuce netoxické ,predliecivo” na toxicky produkt [Portsmouth et al., 2007]. Prave na
posledny typ génov sa zameriavame na nasom pracovisku. AT-MSC geneticky modifi-
kujeme enzymom, ktory nema v cicavcich bunkach ekvivalent, a preto bezné cicavcie
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bunky nie st schopné ,predlieCivo” aktivovat. Konvertovat ho dokazu len geneticky
modifikované bunky. Takyto pristup sa nazyva aj ,samovrazedna génova terapia, su-
icide gene therapy”. Ak s na terapiu vyuZivané bunkové nosice, nie je prvoradd smrt
geneticky modifikovanej bunky (aj ked' je to jav, ktory zvysSuje bezpecnost terapie),
ale indukcia apoptdzy okolitych nadorovych buniek spésobena uvoltfiovanim konver-
tovaného lieciva do okolia. Tento fenomén sa nazyva , bystander efekt”. Na rozdiel od
konvencnej chemoterapie dochdadza k toxickému efektu len v nadore, kde sa stretne
aktivaény enzym so systémovo podanym predlieCivom, ktoré nasledne konvertuje
na aktivne chemoterapeutikum. Dokazali sme, Ze terapeutické systémy vyuZivajlce
fazny kvasinkovy gén cytozindeaminaza::uracil fosforibozyl transferdza (CD::UPRT)
s ,predlie¢ivom” 5-fluorocytozin (5-FC) a tymidin kindza virusu Herpes simplex (HSVtk)
s ,predlie¢ivom” ganciklovir (GCV) sa vyznacuju vysokou uéinnostou na rézne typy na-
dorovych buniek in vitro, ako aj na modeli imunodeficientnych mysi. Po systémovom
podani terapeutickych MSC sme pozorovali vyraznu inhibiciu rastu subkutannych na-
dorov odvodenych od nadoru hrubého creva [Kucerova et al., 2007] alebo melanédmu
[Kucerova et al., 2008]. Na tomto modeli sme ukazali, Ze viac ako 80 % mysi dlhodobo
preZiva bez navratu ochorenia [Kucerova et al., 2014].

Vyznamné vysledky dosiahlo nase pracovisko na ortotopickom modeli glioblasté-
mu. Na toto najagresivnejsie nadorové choroba mozgu s velmi zlou progndzou dote-
raz neexistuje uc¢inna liecba. Experimenty ukazali, Ze geneticky modifikované AT-MSC
si zachovavaju nadorovy tropizmus aj v pripade intrakranidlneho podania relativne
daleko od xenotransplantatu. PouZitie osmotickych pump pre kontinualne podavanie
5-FC a opakované podanie terapeutickych buniek predizilo dobu prezivania experi-
mentalnych zvierat [Altanerova et al., 2012].

Experimenty, ktoré simulovali klasicky terapeuticky postup pri liecbe pacientov
trpiacich glioblastémom ukazali, Ze lietba systémom CD::UPRT-MSC/5-FC ma kura-
tivny ucinok a vysledkom je dlhodobé prezivanie zvierat, ktoré podstupili chirurgicku
resekciu nadoru a nasledne génovu terapiu davkovanid pomocou osmotickych pamp
[Altaner et al., 2014].

Zameriavame sa aj na Studium ucinnosti tohto terapeutického pristupu na me-
tastatické choroba. Karcindm ovaria patri medzi nadorové ochorenia s nepriaznivou
progndzou pre rezistenciu voci konvencnej lieCbe a ¢astému metastatickému rozsevu
buniek v brusnej dutine. Pomocou génovej terapie sprostredkovane] terapeutickymi
AT-MSC sme dosiahli dlhodobé prezivanie u 33% mysi s metastatickym rozsevom mo-
delovych buniek [Toro et al., 2016].

Na modeli plucnych metastaz indukovanych bunkami nddoru prsnika sme doka-
zali, Ze systémy CD::UPRT-MSC/5-FC a HSVtk-MSC/GCV pdsobia synergicky a ich kom-
bindciou je mozné eliminovat nadorové bunky, ktoré sa vyznacuju uréitym stupriom
rezistencie voci jednotlivym systémom [Matuskova et al., 2015].

Na druhej strane sme vsak zistili, Ze pre Géinnost terapie su dblezZité vlastnosti
nadorovych buniek. Vyznamnym faktorom je ich schopnost komunikovat pomocou
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»gap junctions”, tento spdsob komunikacie je kriticky najma pri systéme HSVtk-MSC/
GCV, kedy fosforylovany GCV nie je schopny difzie cez bunkové membrany a z tera-
peutickej do cielovej bunky prechadza prave cez tento typ medzibunkovych spojeni.
Dolezita je i hladina expresie enzymov zapojenych do metabolizmu nukleotidov a ABC
transportérov schopnych vylucit chemoterapeutikd alebo ich metabolity do medzi-
bunkového priestoru [Matuskova et al., 2012].

Zistili sme, Ze rozne typy nadorovych buniek sa odlisuju v schopnosti pritiahnut
k sebe MSC. Napriek slubnym vysledkom v in vitro podmienkach sme u jednej mode-
lovej bunkovej linie nedosiahli signifikantny tGcinok in vivo. Predpokladame, Ze prici-
nou bola nedostatocna infiltracia nadoru terapeutickymi bunkami [Matuskova et al.,
2010].

V stcasnej dobe uZ prebiehaju prvé klinické studie s vyuZitim génovej terapie po-
mocou bunkovych nosi¢ov. V USA prebieha studia vyuZivajuca neuronalne progeni-
tory exprimujuce cytozindeaminazu na liecbu glioblastému. Ciefom prvej eurdpskej
studie TREAT-MEL1 je stanovenie bezpecnosti a Ucinnosti terapie pomocou autoldog-
nych MSC izolovanych z kostnej drene transdukovanych retrovirusovym vektorom ko-
dujdcim HSVtk [Niess et al., 2015].

Doteraz vSak nebola publikovana praca, ktora by priamo definovala Gc¢innost gé-
novej terapie pomocou predlieciva a enzymu na chemorezistentné populacie nado-
rovych buniek alebo na nddorové kmenové bunky. Chemorezistencia nadorovych bu-
niek je vsak velmi Casty jav komplikujuci alebo znemoznujuci protinddorovu liecbu,
preto sa zaoberame ucinnostou tohto pristupu na chemorezistentné populécie nado-
rovych buniek. Kultivaciou chemosenzitivnych buniek odvodenych od kolorektalneho
karcindmu v postupne sa zvysujucej koncentracii 5-fluorouracilu (5-FU) sme pripra-
vili chemorezistentny derivat schopny proliferacie v klinicky relevantnej koncentracii
5-FU. S poctom pasazi v pritomnosti chemoterapeutika sa chemorezistencia zvySova-
la, rovnako ako expresia génov poukazujucich na agresivny fenotyp tohto derivatu.
Zistili sme, Ze rezistencia voci 5-FU vyznamnym sposobom negativne ovplyvriuje ucin-
nost systému CD::UPRT-MSC/5-FC. Poukazali sme na skutoénost, Ze predchadzajuca
chemoterapia a mozna rezistencia nadoru by mala byt brana do Gvahy pri definovani
kritérii pre pacientov vstupujucich do klinickych stadii [pripravovany rukopis Durini-
kova et al.].

Pri klinickom vyuziti mezenchymovych stromovych buniek treba pamétat aj na
skutoénost, Ze MSC, alebo z nich odvodené bunky, st suc¢astou nddorového mikropro-
stredia, kde ovplyvriuju vlastnosti nadorovych buniek - mézu mat podporny vplyv na
ich proliferaciu, invazivnost a zniZovat citlivost na chemoterapiu. Ukézali sme Ze, MSC
kultivované v pritomnosti Cis-platiny (CisPt) maju odlisné vlastnosti ako bunky kultivo-
vané bez pritomnosti chemoterapeutika. Zmeny v sekre¢nom a fosforylacnom profile
MSC nasledne negativne ovplyvnili chemosenzitivnost buniek odvodenych z nddoru
prsnika a zaroven tieto bunky ziskali niektoré vlastnosti nadorovych kmenovych bu-
niek [Skolekova et al., 2016].
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Zaver

Terapeuticky potencial MSC je nespochybnitelny. Prebieha Coraz viac klinickych
studii, kde su MSC vyuZivané pri liecbe autoimunitnych ochoreni, reakcie Stepu pro-
ti hostitelovi (GVHD), regenerativnej medicine, plastickej a rekonstrukénej chirurgii.
Umoznili vyrazny pokrok v protinadorovej génovej terapii. Je vSak potrebné stale mys-
liet na skutoc¢nost, ze MSC mdzu mat podporny Ucinok na nadorové bunky a mézu
znizit uc¢innost konvenénej protinadorovej liecby.
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