LEKARSKA FAKULTA UNIVERZITY PALACKEHO V OLOMOUCI

Zanétlivé a degenerativni markery v mozkomiSnim moku
pacienti s roztrousenou sklerézou mozkomisni

Dizertacni prace

obor Neurologie

MUDr. Vladimira Sladkova

Olomouc 2012



Autorské prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem dizertacni praci vypracovala samostatné s pouzitim uvedené

literatury.

V Olomouci dne 25.4.2012

MUDr. Vladimira Sladkova



Podékovani

Chtela bych podekovat predevsim svym skolitelitelim, doc. MUDr. Janu MareSovi, Ph.D.
za erudované vedeni pii zpracovani zadaného tématu a cenné pfipominky a prof. Ing. MUDr.
Petru Hlustikovi, Ph.D. za pomoc pfi zpracovani dat k publikacim a jazykovou korekturu. M¢é
diky patfi i Mgr. Jan€¢ Zapletalové, Dr. a Mgr. Katefiné¢ Langové, Ph.D. za statistické
zpracovani dat a pomoc pfi interpretaci vysledkd. V neposledni fad¢ jsem vdécna prof.

MUDir. Petru Kanovskému, CSc. za iniciaci a vytvoreni podminek k vytvoreni této prace.



L UVOM ettt 8
1.1 Uvod do problematiky RS ...........coouiviuiieieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
1.2 Epidemiologie RS ......ccoooiiiiiieiieiieieeee ettt et et eebeesaae e ees 9
1.3 EHOPAtoZeneza RS........oooiiiiiiieetiee ettt ettt sttt es 11

1.3.1 AUtOIMUNIENT EEOTIC ...cuveeutiiieiieiieeiierte ettt ettt ettt sttt et e st eeeseeen 11
1.3.1.1 VYVO] PIAKY V CASE .vvieiiieiieciie ettt ettt 13
1.3.1.2 Mechanismus tkaNove destrukee.........covevieriiriiiiniiniiieniereeceeeeeeeee e 13
L.3.1.3 REPATACE ..ueeeeeiiiie ettt ettt ettt et et e et e et e e it e e e naneesabeeenns 14

1.3.2 Vztah matrixovych metaloproteinaz k etiopatogenezi RS..........c.cccocevviiniininicnnns 15

1.3.3 Uloha chronické cerebrospinalni Zilni insuficience v patogenezi RS...................... 16

1.4 Formy a KIinické prizZnaky ..........cocieriiiiiieniieiieeeeite ettt e 17

1.4.2 KHNICKE PIIZNAKY ...eecuvieeiiieceiie ettt et e e saae e e saraeeseseeenaee s 19

1.4.3 Kurtzkeho skala Expanded Disability Status Scale (EDSS)......ccccceevvveviveinieeennnn. 21

1.5.1 D1ag@nostiCka KITEETIA .....ccuveieeiieeiieeeiee ettt ettt e e vee e e e eeseeeeaee s 23

1.5.2 POMOCNA VYSELTCINT ..eeeeeiiiiiiieiiiieeeeiiee e et ee e et e e ettt e e e etaee e e setaee e e nneeesennnaaeeennnns 25
L.5.2.1 MRttt ettt s e et e s e teenteeneens 26
1.5.2.2 VySetteni mozkomiSniho moKu ........cccvveiiiiiiiiiiiiiiccecee e 26
1.5.2.3 EvOKOVANE POENCIALY ....oeeiiiieiiieeiiie ettt e 31
1.5.2.4 OftalomologiCKe VYSEtTeNT .....cc.ueeeiieeeiiieeiiiecee e 31

1.6 Diferencialni diagnlOza...........cocvieiiiiiiiiieeiie ettt e eree e 32

1.6.1 Neuromyelitis optica Devic (NMO) ....cccviieiiiieiieeiiieciie et 32

1.6.2 Akutni demyelinizacni encefalomyelitida (ADEM) ........ccccoevviieiiienieniiienieeieeens 32

1.6.3 NEUTODOITEIIOZA ...ttt sttt ettt e seeen 33

1.6.4 NeurosarkoidOZa ..........coceeiiiuiiiiiiieieieeee ettt 33

1.6.5 BehCetova ChOTODa........cc..oiiiiiiciiecee e e e e s 33

1.6.6 SJOGIenTV SYNATOM .....eeiiiiiiiiiieeciieecieeestee et e et e e tee e e e e e aeeesnaaeesnseeessseeenseens 34

LL6.7 SLE .ottt ettt bttt ettt ettt h et et naeen 34

1.6.8 VZACNE PIICINY .evvvienvieeiieeiie et eite et et et etee et e st e eteesteeesseessaesssaeseeesseesaesnseensneans 35

| N ¥ o) (PSP 35
L.7.1 LECDA QtAKY ..ecuvveeiiieiieeieeiee ettt ettt ettt e e et essbeeteeesbeesaeensaennneans 35
1.7.2 Dlouhodoba terapie ke snizeni poctu atak a zpomaleni progrese onemocnéni ....... 36



1.7.3 Intenzivni imunomodulac¢ni 1écba v ptipad¢ agresivniho prabéhu nemoci ............. 39

L.7.4 LECEDA CIS.....eeee ettt sttt ettt et et e st e beenae e st e nteeneesneens 40
1.7.5 SymptomatiCKA tETAPIC. ...cueervieriieeiieiieetierite et esiteeteesteeereesteeeteesseeesbeessneeseensnaans 40

2.1 SOUDOT ...ttt ettt et sttt nbee st s 43
2.2 METOAIKA ...ttt ettt ettt e n 45
2.3 StatiStICKE ZPTaCOVANT .....eeiiiieeiiie ettt et e et e e et e e s e e e s nseeenaseeennes 46
2.4 VYSIEAKY .ottt ettt ettt sttt et e a et et eneen 46
241 VYSIEAKY L. oottt et sttt et a et saeens 46
242 VYSIEAKY 2. .ot sttt 51
2.4.3 VYSIEAKY 3. oottt ettt ettt ettt e ae e e nb e e nnaeenbeenaaa e 55

2.5 DISKUSE ..ttt et ettt st b ettt saeen 60
2.5.1 DISKUSE 1.ttt sttt et sttt 61
2.5.2 DASKUSE. .. ettt e 61
2.5 3 DISKUSE 3.ttt ettt e e e e s e e st tr e e e e e e saiaaas 67
BUZLAVET ettt ettt e b ettt e bttt beenare s 69
A SOURNITL .ottt ettt et b et st b e et e bt e bt e st sbe et et e e bt e b et e naeen 70
4.1 SOURNITL CESKY ..ttt ettt et sttt e et e e sseesate e seeenseenees 70
A2 SUITINIATY ..eeutiieiiiieeniiieeeite et ee ettt e et e e et e ettt e e bt e e s st e e e abaeesasaeessbeeenaseeenabeeenabeeenaseesnseesnneens 72
R 13 1 1 ¢ PSP UOUUSRUPRRPRRRON 74
6 PUDIIKACE ...ttt sttt ettt e et eaeeas 81
6.1 Prace souvisejici s diZertani Praci.........cooceeeieiiieiienieeiieeie e 81

6.1.1 Pivodni védecké publikace uvetejnéné in extenso v recenzovanych védeckych

o0 03 EIeTe] 1 B U SRR 81
6.1.2 Pivodni védecké publikace uvetejnéné in extenso v ostatnich recenzovanych
VEAECKYCh CaSOPISECH ....iiniiiiiiieiii ettt 81
6.1.3 Piehledné/souborné védecke publikace in extenso uvetejnéné v ostatnich
recenzovanych védeckych CasopiSech .........c.ooviiiiiiiiiiiiiiiiee e 82
6.1.4 Publikovand abstrakta .............cccceviiiiiiiniiiii e 82
6.2 OStatnd PUDIIKACE .....ccviiiiieiieiie et ettt ens 85
6.2.1 Pavodni védecké publikace in extenso uveiejnéné v recenzovanych védeckych
CASOPISECR S TF ..ttt ettt et st ettt eabeenaeeens 85
6.2.2 Prehledné/souborné védecké publikace in extenso uvetejnéné v ostatnich
recenzovanych védeckych CasopiSech .........cooviiiiiiiiiiiiiiieece e 86
6.2.3 Publikovand abstrakta .............cccoviiiiiiiiniiiiiieee e 86
T PTILONY .ttt ettt sttt ettt naeen 88



Seznam pouzitych zkratek

AAT alfa-1-antitrypsin

ACE angiotensin-konvertujici enzym
ADEM akutni diseminované encefalomyelitida
APO-A-I apolipoprotein A-I

APO-B apolipoprotein B

APP amyloidovy prekurzorovy protein
CCSVI chronicka cerebrospinalni Zilni insuficience
CDMS clinical definated multiple sclerosis
CIS klinicky izolovany syndrom

CNS centralni nervovy systém

CSF cerebrospinal fluid

DIS dissemination in space

DIT dissemination in time

EDSS Expanded Disability Status Scale
EP evokované potencialy

HEB hemato-encefalickd bariéra

HLA hlavni histokompatibilni komplex
HLB hemato-likvorové bariéra

IFN interferon

Ig imunoglobulin

IL interleukin

MEP motorické evokované potencialy
MHC major histocompatibility complex
MMP matrixové metaloproteinazy

MR magneticka rezonance



MSFC Multiple Sclerosis Functional Composite

NS nervovy systém

NSE neuron-specifickd enoldza

OCB oligoclonal bands

OCT opticka pocitacova tomografie

PASAT Paced Auditory Serial Addition Test
PML progresivni multifokalni leukoencefalopatie
PP primarn¢ progredientni forma RS

RS roztrouSena skler6za

RR relaps-remitentni forma RS

SLE systémovy lupus erythematodes

SP sekundarné progredientni forma RS
SSEP somato-senzorické evokované potencidly
TCR receptor T-lymfocytu

TNF tumor-nekrotizujici faktor

VEP vizualni evokované potencialy

9-HPT 9 hole peg test



1 Uvod

Tématem dizertacni prace je zhodnoceni likvorovych markerti u pacientl s roztrousenou
skler6zou mozkomis$ni (RS). Je znamo, ze RS je onemocnéni, u kterého probihaji soucasné
zanétlivé 1 neurodegenerativni procesy. Odrazem tohoto déni je pfitomnost a urcité mnozstvi

specifickych latek v mozkomisnim moku.

Prace ma teoreticko-empiricky charakter. V teoretické ¢asti je analyzovana problematika
RS, jeji epidemiologické a etiopatogenetické aspekty, je podan piehled forem a klinickych
pfiznakli onemocnéni, vycet diagnostickych a pomocnych vySetfeni, diferencialné
diagnostickd charakteristika a také nastinény soucCasné moznosti terapeutického ovlivnéni

prubéhu RS.

Empirickd cast je zaméfend na analyzu likvorovych markerti a moznosti jejich vyuziti
v diagnostice RS. Zékladni vyzkumny problém byl definovan na zaklad€ naseho predpokladu,
ze nektery z likvorovych markert mtize byt typickym ukazatelem pro konkrétni formu RS a
muze byt tudiZz ukazatelem intenzity zadnétu nebo miry neurodegenerace, a tak predikovat

prubéh onemocnéni.

Vysetfovany soubor tvofili pacienti hospitalizovani na Neurologické klinice FN a LF UP
Olomouc v letech 2005 az 2009 s diagnoézou roztrouSené sklerdzy mozkomisni. Kontrolni
soubor tvofili nemocni, kterym byla provedena lumbdlni punkce =z diferencidlné

diagnostickych diivodt k vylouceni neuroinfekce ¢i krvaceni do CNS.

Vysledky naseho empirického Setfeni mohou poslouzit jako podklad pro dalsi zakladni
vyzkum, tedy hledani souvislosti mezi likvorologickym obrazem pacienta a klinickymi

projevy onemocnéni.



1.1 Uvod do problematiky RS

Roztrousena skler6za mozkomisni je chronické zanétlivé demyelinizaéni onemocnéni CNS
vedouci k demyelinizaci nervovych vldken a jejich nasledné ztraté. Patfi mezi autoimunitni
onemocnéni, kde cilovymi antigeny jsou antigeny myelinové pochvy nervovych vlaken

v CNS (1).

1.2 Epidemiologie RS

Roztrousena skler6za mozkomisni je onemocnéni, na jehoz rozvoji se patrné¢ podili cela
fada environmentdlnich a genetickych vlivii. Prevalence vyskytu RS se 1i8i v zavislosti na
etnickém pavodu a zemépisné poloze. Nejcastéji postihuje indoevropskou rasu v mirném
geografickém pasmu (2). Nejvyssi prevalence onemocnéni je na Islandu, ve Skandinavii,
Velké Britanii a v zemich osidlenych lidmi pochazejimi z téchto uzemi: v USA, Kanadé,
Australii a Novém Zélandu. Tato skute¢nost podporuje hypotézu, Ze gen vnimavosti
k onemocnéni RS rozsitili v Evropské populaci Vikingové a nasledné migraci obyvatelstva,
vlivem obchodu ¢i kiizackych valek expandoval do dalSich oblasti, napt. vychodni Evropy ¢i
Asie (3). V Asii misto RS dominuje onemocnéni neuromyelitis optica Devic, v oblasti
rovniku je téméf nezndma. Vyskyt RS u Afroameriani je vys$si vzhledem k jejich asimilaci
s bilou rasou (2). Prevalence onemocnéni RS u nés je uddvana 80—130 nemocnych na 100 000

obyvatel (4).

Metaanalyza prevalencnich studii Simpsona a kol., ktera zpracovala data z 321 studii z 59
zemi a z obdobi let 1923 az 2009, potvrzuje silny statisticky signifikantni gradient vyskytu RS
v zavislosti na zemé&pisné Sifce. Tento gradient plati pro Zeny i1 muZe, neméni se pomér
vyskytu Zeny:muZzi 2:1 a nedochazi ani k jeho zméné v Case. Existuji i vyjimky z tohoto
pravidla, které upozoriiuji na moZnou interakci mezi geny vnimavosti (napi. HLA-
DRBI1*1501 ¢i HLA DQO0601) a environmentalnimi rizikovymi faktory (napt. expozici UV
zafeni). Takovou vyjimkou je napi. opa¢ny gradient vyskytu RS mezi jizni a severni Casti
Italie (5). Geneticky podklad onemocnéni RS potvrzuje 1 to, Ze v oblastech s vysokou
prevalenci RS 7Ziji etnické skupiny, u kterych je RS vzéacnosti (naptf. Eskymaci, Japonci,

Laponci) (1).

Rada studii prokazuje nepfimou uméru mezi intenzitou UVB zafeni a prevalenci RS, kdy

s ptibyvajici intenzitou UVB zafeni klesa vyskyt onemocnéni RS. Tato skuteCnost se



vysvétluje schopnosti UVB zéifeni indukovat v kiizi tvorbu vitaminu D, ktery je povazovan za
protektivni faktor v souvislosti s rozvojem RS. Jednou ze studii je prace Ortona a kol.
zabyvajici se rodinami francouzskych farmati, u kterych je tato nepfimad uméra
nejmarkantnéjsi v zimnich mésicich a to piedev$im u Zen (6). Prace Meiera a kol. potvrzuje
vySssi subklinickou aktivitu onemocnéni s vyskytem novych 1ézi pfi MRI vySetfeni na T2-

vazenych fezech v obdobi od bfezna do srpna ve srovnani se zbytkem roku (7).

Jiz vroce 1972 se objevily prvni zminky o geneticky podminéné vnimavosti k rozvoji
onemocnéni RS. Podezielymi jsou urcité alely HLA systému, geny pro TCR, geny pro
nékteré slozky komplementu, geny pro ur¢it¢ komponenty myelinu ¢i geny pro tumor-
nekrotizujici faktor. Dédi¢nost vnimavosti k RS je pravdépodobné polygenni. Predpoklada se
1 existence genl pro progndézu onemocnéni (1). V souCasnosti je nejvice podeziela alela HLA
DRB1*1501. Goodin a kol. ve své studii uvadéji, ze vnimavost k rozvoji RS je dana
kombinaci pouze malého poctu genetickych lokusti na ,,alele vnimavosti“. TudiZ vyznam
alely HLA DRB1*1501 neni tak velky, jak se dosud ptedpokladalo. Dle jeho prace pouze 5,2
% jedinct s touto alelou je vnimavych k vyvoji RS (8). Ze studii rodin nemocnych s RS
vyplyva, Ze v populaci s prevalenci onemocnéni 1/1 000 obyvatel je pravdépodobnost rozvoje

nemoci u pifibuznych 1. stupné 3—4 % a u jednovaje¢ného dvojcete 34 % (4).

Vzhledem ktomu, Ze prevalence onemocnéni RS se u nékterych populaci stejného
etnického pivodu lisi v zavislosti na tom, v jakém geografickém pasmu Zziji, ptedpoklada se
vliv ur¢itych virli na etiopatogenezi RS. Byla zkoumana celd fada viri, ovSem u Zadného
nebyla zjisténa piima souvislost mezi jeho seropozitivitou a rozvojem RS (1). Mezi nejvice
podezielé viry patii Ebstein-Barrové virus (EBV), cytomegalovirus (CMV) a herpes simplex
typ I (HSV). Waubant a kol. provedli retrospektivni analyzu seropozitivity EBV, CMV a
HSV I a pfitomnosti alely HLA DRB1*1501 u déti do 18 let. Zjistili pouze nizkou vnimavost
s protilatkami proti HSV I a soucasné s alelou HLA DRB1*1501 (9). Rovnéz reaktivace
latentni infekce EBV nevedla k exacerbaci RRMS u statisticky signifikantniho poctu
nemocnych (10).

Velmi zajimavé je zjisténi, ze koufeni cigaret je dilezity faktor ovliviiujici vnimavost

k rozvoji RS, ale jeho efekt na progresi jiz stavajiciho onemocnéni je sporny (11).
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1.3 Etiopatogeneza RS

Patogeneza RS je charakterizovana procesem zanétu a neurodegenerace. Typicky je nalez
mnohocetnych infiltratd v bilé hmoté mozkové, ve kterych se nachazeji aktivované T-
lymfocyty a makrofagy, v mensi mife B-lymfocyty (2). Onemocnéni je patrné spousténo
imunitni reakci na myelinu podobny epitop na periferii, coz vede k tvorb¢ a aktivaci T-

lymfocytl cilenych na neidentifikovany antigen (12).

1.3.1 Autoimunitni teorie

Mozek byl diive povazovan na imunoprivilegovany organ, tj. organ podléhajici jen velmi
omezenému dohledu imunitniho systému. Toto tvrzeni ovSem nyni vyvraceji mnohé studie.
Pfi poskozeni mozkové tkdn¢ dochazi k aktivaci mikroglie, kterd ovliviiuje HLA systém a
kostimulaéni molekuly. Aktivovana mikroglie produkuje cytokiny a chemokiny umoziujici
vstup lymfocytii, monocytli a dendrocytim podobnym buiikkam do 1éze. Soucasn¢ s tim se
antigeny z CNS dostavaji do periferie. Byvaji nalézany v krénich a paraspinalnich
lymfatickych uzlinach, pficemz neni zndmo, zda jsou zde drénovany spontdnné nebo jsou
aktivné vychytavany fagocyty. Imunitni reakce se spousti v lymfatickych uzlinach, kde
dochazi k vazbé€ antigenu na antigen-prezentujici buitku prostfednictvim MHC II. tfidy a
soucasné k navazani CD4+ T-lymfocytu pies receptor T-lymfocytu (TCR) za ucasti
kostimula¢nich a adhezivnich molekul. Tato vazba iniciuje klonalni expanzi CD4+ T-
lymfocytt, které prechazeji pfes hemato-encefalickou bariéru (HEB) a nachézeji se ptredevsim
perivaskularné a v meningéach. Naproti tomu CD8+ T-lymfocyty rozeznavaji molekuly MHC
I. tfidy a kumuluji se tedy uvnitf zdnétem postizené tkané. Aktivované CD4+ T-lymfocyty
stimuluji makrofagy k produkci interleukinu (IL)-1, IL-6 a tumor nekrotizujiciho faktoru
(TNF)-a. CD8+ T-lymfocyty diky své schopnosti vazat se na MHC 1. tfidy mohou atakovat

oligodendrocyty a neurony.

B-lymfocyty jsou aktivovany rovnéz v lymfatickych wuzlinach prostiednictvim
dendritickych bunék. Jejich klonalni expanzi spousti vazba na aktivovany antigen-specificky
T-lymfocyt. Takto aktivované B-lymfocyty ptfechazeji rovnéz pies HEB, infiltruji

perivaskularni prostory a meningy a produkuji antigen-specifické protilatky. Otdzka, zda
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k aktivaci T a B-lymfocyti dochdzi v lymfatickych uzlinach ¢i v CNS, zGstava dosud
predmétem diskuzi (13). Viz obrazek 1.

Obrazek 1. Imunopatogeneza RS (12).
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1.3.1.1 Vyvaoj plaky v ¢ase

Zanétlive loZisko (plaka) podléhd vyvoji v Case. U relaps-remitentni formy dochazi béhem
prvnich dnli k aktivaci mikroglie a makrofagu, které exprimuji na svém povrchu molekuly
MHC 1I. tfidy a receptor pro C3d sloZzku komplementu. HEB zlstava intaktni, takZe zanétlivé
infiltraty v CNS jsou vzacné, demyelinizace a astroglidza chybi. Sesty az dvacaty tyden od
pocatku onemocnéni vlivem poruchy HEB je léze zaplnéna bunécnymi infiltraty,
aktivovanymi astrocyty s proliferujicimi oligodendrocyty na okraji. Toto je nejaktivnéjsi
obdobi nemoci. Po 20. tydnu pocet zanétlivych elementii klesa, a to ze stfedu k okraji 1éze.
K poskozeni axoni a demyelinizaci dochéazi jiz od pocatku onemocnéni a jeho rozsah
odpovida intenzité zancétu. Proces demyelinizace, proliferace oligodendroglie a remyelinizace,

ktera byva obvykle inkompletni, probihd u vSech pacienttl, ale v rozdilné mite (13).

U primarné ¢i sekundarné progresivni formy RS je tento obraz odlisny. Ackoli se zde stale
vyskytuji demyelinizacni 1éze bilé hmoty, klasické demyelinizacni plaky jsou vzacné. Je
patrné pomalé rozSifovani plaky v marginalni oblasti, kde se nachédzeji zanétlivé infiltraty
tvofené prevazné T-lymfocyty a aktivovanou mikroglii. Jen nékteré z mikroglidlnich bunék
obsahuji degradacni produkty myelinu, coZ ukazuje na velmi malou intenzitu demyelinizace.
Soucasné okolni bild hmota CNS, ktera pfi MR vySetfeni vypadd intaktni, je vysoce
abnormni. Je postizena difiznim zanétem a generalizovanou aktivaci mikroglie, coz je
provazeno rozsahlym poskozenim a destrukci axonl a naslednou sekundarni demyelinizaci.
Kromé jiz zminéné bilé hmoty mozkové je vyrazné postiZen i kortex, v extrémnich pfipadech
az 60 % veskerého kortexu. Aktivni kortikdlni 1éze jsou spojeny se zanétlivymi infiltraty

v oblasti leptomening (14).

Z praci zabyvajicich se MR zobrazenim a histologii chronickych RS 1€zi vyplyva, ze
s nartstem chronicity procesu se vlastni zanétliva reakce lokalizuje do CNS za intaktni HEB,
tedy mimo kontrolu periferniho imunitniho systému. Tato skute¢nost by mohla vysvétlit

inefektivitu systémové imunoterapie v pokrocilych stadiich RS (14).

1.3.1.2 Mechanismus tkanové destrukce

Mechanismus tkanového poskozeni se u jednotlivych forem RS lisi. U relaps-remitentni

formy v klasickych aktivnich demyeliniza¢nich 1ézich jsou medidtory axonalniho postiZzeni
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cytotoxické T-lymfocyty, specifické autoprotilatky a mechanismy vrozené imunity, jako je
geneticky podminénéd vnimavost cilové tkané. Histologickym vySetfenim mozkovych autopsii
a biopsii byly nalezeny rozdily i mezi jednotlivymi pacienty. U nékterych dominovaly
aktivované¢ T-lymfocyty a makrofagy, u jinych byla nalezena akumulace autoprotilatek a
komplementu. Jinou variantou jsou léze imitujici postiZzeni bilé hmoty mozkové ischemickym
iktem, kdy vlivem kyslikovych a NO radikal dochazi k alteraci funkce mitochondrii a
nasledné histotoxické hypoxii. V dalSich autopsiich byla nalezena jen mirna zanétliva reakce
s vyraznéj$i degeneraci oligodendroglie na okrajich 1ézi, ktera by mohla svéd¢it pro geneticky
podminénou zvySenou vnimavost cilové tkané k autoimunitnimu poskozeni. Zde je patrné
zéklad individualni odpovidavosti na terapii, napt. plazmaferéza by meéla byt nejucinnéjsi u
pacienti s protilatkou ¢i komplementem navozenou tkanovou destrukei (14). Prace Barnetta a
Prinease dokonce popisuji rtizné druhy 1ézi u jednoho pacienta, ale tento nalez je patrné

zpusoben rozdilnou metodikou obou praci (15).

U primarn¢ ¢i sekundarné progresivni formy RS se histologicky obraz 1ézi v mnohém lisi.
Makrotagy s produkty degradace myelinu jsou velmi vzacné nebo Gplné chybi. Na okraji 1éze
se nachazi aktivovana mikroglie obsahujici jen malé¢ mnozstvi degradovaného myelinu a
perivaskularné aktivované T-lymfocyty. Bylo zaznamendno jen malé mnozstvi komplementu,
kterému chybi aktivni termindlni lyticka cast. Kortikalni 1éze byvaji drobné, perivaskuldrni
nebo navazuji na subkortikalni 1éze a nachazeji se prevazné v sulcich nebo hlubsich ¢astech
kortexu, napft. v inzule, cingulu, frontobazaln¢, temporobazaln¢ a cerebelu. Demyelinizace u
chronickych subpidlnich 1ézi je patrné zplsobena zanétlivymi bunikami v meningach, které

svymi pisobky aktivuji mikroglii (14).

1.3.1.3 Reparace

Reparace poskozenych myelinovych pochev je mozna pouze na pocatku onemocnéni, kdy
neni jest¢ poskozeno velké mnozstvi oligodendrocytil, které jediné jsou schopny vytvaret
centrdlni myelin. Nové vytvotfeny myelin neni plnohodnotny, je tensi a kratsi. Vedeni vzruchu
jeho prostrednictvim je tedy pomalejsi. Po opakovanych vzplanutich zanétu v urcité lokalizaci
dochazi k poSkozeni i oligodendroglie, coz zplsobuje vyrazné omezeni regeneracni
schopnosti myelinu a nasledné poskozeni axonu (4). Obrazem remyelinizace jsou tzv. stinové

plaky, coz jsou oblasti s mén¢ denznim myelinem a nestejnou tloustkou myelinové pochvy.
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Makroskopicky se jevi bled$i nez okolni nervova tkan. Jsou castéj$i v akutnim stadiu

onemocnéni neZ v obdobi chronické progrese (1).

1.3.2 Vztah matrixovych metaloproteinaz k etiopatogenezi RS

V poslednich letech byla publikovana cela fada praci zabyvajicich se vztahem matrixovych
metaloproteindz (MMP) k patogenezi onemocnéni CNS. MMP byly poprvé popsany J.
Grossem a CH. Lapierem v roce 1962, v soucasnosti je znamo 26 enzymi (16). MMP jsou
Zn-dependentni endopeptiddzy, jejichz proteolytickd aktivita je zaméfena na extracelularni
matrix. Vyznamné se podileji na zanétlivych procesech, zplisobuji rozsahlé poSkozeni tkané a
vyraznou remodelaci tkdné, proto je jejich aktivita velmi pfisné kontrolovana. Aktivita MMP
v organismu je velice nizkd, jsou aktivovany jen v malé mife a pouze lokaln€, napf. pfi
ovulaci, menstruaci, pii remodelaci kosti, embryogenezi, angiogenezi a reparaci. ZvySeni
hladiny MMP je vétSinou spojeno s patologickym procesem. V CNS jsou secernovany
astrocyty, mikroglii, endotelem, T-lymfocyty i makrofdgy. Koncentrace MMP stoupa napf.
u RS, amyotrofické laterdlni sklerézy (ALS), chronické zanétlivé demyelinizacni
polyneuropatie (CIDP), Alzheimerovy nebo Parkinsonovy choroby, po ischemickém iktu ¢i
intracerebralnim krvaceni. U RS se MMP podileji na poruSeni hemato-likvorové bariéry
(HLB), perivaskularni infiltraci lymfocyty, na loziskovém poskozeni myelinu a axont.
Nejvice zkoumanou je MMP-9, jejiz zvysenou hladinu lze detekovat v séru i likvoru pacientti
s RS na rozdil od zdravych kontrol, kde je jeji hladina nemcéfitelnd. Bylo prokazano, Ze
hladina MMP-9 pozitivné koreluje s aktivitou onemocnéni, tedy i s narGstem poctu 1ézi pti

MR vySetteni (16).

Byly testovany ucinky synteticky vyrobenych inhibitorit MMP na zvitecich modelech nebo
napf. u onkologickych pacientli ¢i pacientll s revmatoidni artritidou. Vysledky nejsou zatim
presvédcivé pro nizkou ucinnost a vyrazné nezadouci U¢inky. Pfinosnéjsi se jevi stanoveni
hladiny MMP-9 pro posouzeni aktivity onemocnéni, stanoveni prognézy konverze CIS do
klinicky definované RS nebo objektivizaci ataky pii psychickém ¢i fyzickém vypéti nebo
infektu, kdy je subjektivni zhorSeni téZko odliSitelné. Dal§i mozZnosti je stanoveni hladiny

MMP-3, jejiz elevace je pritomna v dobé ataky a mésic po ni, ne v dobé remise (16).
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1.3.3 Uloha chronické cerebrospinalni Zilni insuficience v patogenezi RS

Vedle vSeobecné uznavané a efektem imunomodulacni terapie podporované autoimunitni
teorie etiopatogeneze RS se v poslednich letech ,,vynofil* velice kontroverzni, staronovy
koncept vlivu chronické cerebrospinalni Zilni insuficience (CCSVI) na rozvoj onemocnéni
RS. Prvni zminky o souvislosti Zzilni insuficience s RS se objevily jiz vroce 1839
v Cruveilhierové praci. Vroce 1863 popsal Rindfleisch a nasledné Charcot vaskuldrni
obstrukci a pfeplnéné cévy v centru RS plak (17). Nasledné v prubehu 19. a 20. stoleti vznikla
fada praci zabyvajicich se touto teorii, napf. prace Putnama ve 30. a Foga v 60. letech 20.
stoleti. VSechny se opiraly o hypotézu, ze porucha Zilni drendze vede k poruSe hemato-
likvorové bariéry a vzniku zanétlivych lozisek v CNS. Nov¢jsi, imunologické modely hovofti
o tom, ze stazou krve v zilnim systému se prodluzuje doba kontaktu imunitnich elementd,
piredev§im T-lymfocytd, ale i1 vird ¢i volnych radikala s endotelem, coz usnadiiuje jejich
piestup pies hemato-encefalickou bariéru (18). Tuto teorii podporuje publikace Adamse
z roku 1988 o priikazu pfitomnosti hemosiderinu v 30 % RS plak pii vySetieni kadaverdznich
mozkii nemocnych s RS (19). Podobné vysledky pfineslo méfeni mnozstvi hemosiderinu
prostiednictvim MR, nejvyssi hodnoty byly nalezeny v oblasti bazalnich ganglii, pfedevSim

striata, talamu a hipocampu (17).

Poslednim, kdo znovu vzkiisil tento kontroverzni koncept CCSVI, byl vroce 2006
Zamboni, ktery uvefejnil ¢lanek s ndzvem: The big idea: Iron-dependent inflammation in
venous disease and proposed parallels in multiple sclerosis. V ném rozviji teorii, Ze RS je
zpisobena imunitni ¢i zanétlivou reakci na Zelezo akumulované v CNS v dasledku
insuficience zilniho cerebrospinalniho fecisté¢ (20). V nasledujicich sd€lenich z roku 2009
popsal pfitomnost alesponi 2 ze 4 kritérii zilni insuficience u 100 % pacientl s RS na rozdil od
nulového vyskytu u zdravych kontrol ¢€i pacientd s jinymi neurologickymi chorobami.
K verifikaci bylo pouzito ultrazvukové vysetteni (UZ), vCetné transkranialniho zobrazeni. UZ
kritéria obsahovala: 1. morfologickou anomalii v B modu (atypicky umisténé chlopné¢, septa,
stenozy); 2. pritomnost zilniho refluxu; 3. paradoxni kolaps zily v horizontalni poloze; 4.
nepiitomnost toku v nékteré ze zil (18). Vysledky studii dalSich autord nejsou jiz tak
presvédcivé nebo naopak popiraji Zamboniho teze, jako napt. prace Wattjese a kol., ktery

pomoci magnetické rezonancni venografie Zadnou poruchu zilniho toku neprokazal (20).

Teorii o podilu CCSVI na etiopatogenezi RS vyvraci 1 dalsi klinicka a paraklinicka

vySetieni. Pti vySetfeni biopsii ¢i autopsii tkdné¢ CNS pacienti s RS nebyl nalezen edém ani
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hemoragické infarkty, které jsou ptiznac¢né pro tézkou zilni insuficienci. Postizeni optického
nervu a michy (nejCastéji postizené struktury u RS) nelze vysvétlit hypotézou o CCSVI.
Stejné tak pokles aktivity onemocnéni RS ve 2. a 3. trimestru t¢hotenstvi, vyssi prevalence RS
u mladych jedinci nebo geografické variace vyskytu RS (20). V neposledni tadé
nepopiratelny efekt imunomodula¢ni a imunosupresivni terapie opét nekoresponduje s teorii o

CCSVIL

Pomineme-li tuto hypotézu, u nemocnych s RS byly popsany 3 typy vaskularni dysfunkce.
1. Epidemiologické studie prokézaly u nemocnych s RS vyssi pravdépodobnost rozvoje
ischemického iktu. Dlvodem je patrné zanétem zplisobend dysfunkce endotelu se vzestupem
hladiny homocysteinu v séru. 2. Nemocni s RS maji globalni cerebralni hypoperfuzi, kterd
muze byt predispozici k rozvoji ischemie. Difuzni pokles perfuze je pravdépodobné zplisoben
redukci axondlni aktivity a poklesem energetického metabolismu astrocyta. Zda se, Ze nékteré
fokalni 1éze jsou ischemického ptvodu, coz by mohlo mit vztah ke kognitivni dysfunkci u

nemocnych s RS. 3. V dusledku redukce cerebralni perfuze je zpomalena i ven6zni drendz

21).

1.4 Formy a klinické priznaky

Akutni vznik neurologickych pfiznaki je dan demyelinizaci centrdlnich drah, tedy

kondukénim blokem, ktery zplisobi vypadek funkce.

1.4.1 Formy RS

Prvni klinicky ptiznak onemocnéni RS se nazyvéa klinicky izolovany syndrom (CIS).
Pokud se vyvine dal$i ataka onemocnéni, hovotime o klinicky definované RS (CDMS) (4).
Ataku definujeme vznikem novych nebo zhorSenim jiz stavajicich neurologickych piiznakii,
které pretrvavaji alesponl 24 hodin a nejsou provazeny horeckou. Progresi rozumime zhorSeni

objektivniho neurologického nélezu trvajici 3—6 mésicti (2).

NejcastéjSim typem pribéhu onemocnéni je relabujici remitujici, kterym trpi 85 %
pacientd v prvnich 10-15 letech. Je charakterizovan atakami s rizné dlouhymi obdobimi
remisi a riznou mirou Upravy klinického nalezu po jednotlivych atakach. V tomto obdobi je

na MR patrné vysoka zanétliva aktivita. Béhem let mira zanétu klesa a RS ptechdzi do stddia
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sekunddarni chronické progrese, kdy ataky jiz nejsou tak napadné a dochdzi spiSe
k postupnému nartstu neurologického deficitu. Pfrechod do staddia sekundarni progrese je dan
pfevahou neurodegenerace a vycerpanim rezerv CNS, urovenl neurologického deficitu
odpovida stupni 4-5 Kurtzkeho skaly (EDSS). Viz obrdzek 2. Typ RS s vysokou zanétlivou
aktivitou a soucasn¢ s velkou mirou neurodegenerace se nazyva relabujici-progredujici.
Kromé neuplné tuzdravy po atakach je tento typ charakterizovan postupnym nartstem
neurologického deficitu a béhem nékolika malo let nemocného téZzce invalidizuje. Postihuje
asi 3 % pacientl. U 15 % nemocnych dochédzi od pocatku choroby k pozvolnému naristu
invalidity, pfedevsim spastické paraparézy DKK. Tento typ se nazyva primdrni progrese. Je
patogeneticky ponckud odlisny, pfevlada neurodegenerace a ztrata oligodendrocytli i axonu.

Proto je terapeuticky velmi malo ovlivnitelny (1,2,4).

Termin benigni RS je n¢kdy uzivan po mnoha letech trvani onemocnéni, kdy nedochézi
k atakdm ani k progresi invalidity. Tento priibéh nelze ovSem dosud predikovat. Nikdy, ani po
mnoha letech remise, nelze vyloucit aktivaci ¢i maligni zvrat choroby (4). Velmi zékefna a
bohudiky 1 velmi vzacna je maligni, Marburgska forma RS, ktera béhem tydnli az mésict

vede nezavisle na terapii k tézké invalidizaci az smrti jedince.

Obrazek 2. Klinicka aktivita RS a postizeni CNS v Case (2).

remitentni stadium sekundarni progrese
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Pokles objemu CNS —— MRI: postizeni bilé hmoty —— aktivita 1
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1.4.2 Klinické priznaky

Klinické pfiznaky onemocnéni jsou rhznorodé. Jejich charakter zavisi na lokalizaci
zanétlivého infiltratu. Pokud je v misté pritbéhu vétsiho poctu ditlezitych drah (napt. mozkovy
kmen) vyvine se polysymptomaticka ataka, naopak lozisko v oblasti kolem komor miize

zlstat asymptomatické (4).

Nejcastéjsim a vétSinou prvnim piiznakem RS je zanét ocniho nervu, retrobulbarni
neuritida. Projevuje se zhorSenim vizu, od zamlZeni, pfes skotomy (nejcastéji centralni) a
poruchu barevného vidéni az po kompletni ztratu vizu. Dochézi pfi ném k demyelinizaci
optiku provazené lokalnim otokem, ktery se mliZze projevovat prominenci papily o¢niho nervu
na oénim pozadi. Casto je oviem nalez na o&nim fundu pfi optické neuritidé negativni (,,nic
nevidi pacient ani 1ékar*). Po odeznéni zanétu obvykle zlistava parcidlni nablednuti, event. az
atrofie papily o¢niho nervu. Uprava zraku miize byt Gplna, ale miize pietrvavat porucha zraku
rizného stupné. Reziduem muze byt i tzv. Uhthoffitv fenomén, kdy po vétsi zatézi (fyzicke,
psychické, ale napt. i v horku) dochézi k prechodnému zhorSeni vizu, které po odeznéni

vyvolavajici pfi¢iny ustupuje. Pfi¢inou tohoto jevu je insuficientni vedeni v minulosti

wvewr

Dalsim velice Castym pocatecnim ptiznakem jsou poruchy citi (hypestézie, parestézie,
hyperestézie) bez typické periferni distribuce. Byvaji Casto bagatelizovany nebo pricitany

r~r

k vertebrogennim potiZim a po n€kolika dnech az tydnech spontanné mizi (4).

K velice zavaznym symptomim patii centralni poruchy hybnosti, které¢ byvaji provazeny
spasticitou. Jedna se o zvysSeni svalového tonu v disledku preruseni tlumivych drah z vyssich
etazi a miSnich interneurond. Parézy mohou byt hlavné zpocatku reverzibilni, béhem let se
ovSem podileji na progredujici invalidité pacientl. Rovnéz spasticita vyrazn¢ omezuje
mobilitu nemocnych. Naopak napt. u tézSich paréz dolnich koncetin muize vyraznéjsi

spasticita pomoci zachovat schopnost chtize (1,4).

Dal$im zdvaznym ptiznakem jsou mozeckové poruchy. Jiz velmi malé 1éze mozeckovych
drah mohou zpisobit tézky defekt. Naptiklad pii poruSe debato-rubro-talamického traktu se
vyvine vyrazny inten¢ni tremor, ktery je velmi rezistentni k terapii. Objeveni se mozeckovych
ptiznaktl je vétSinou nepfiznivym prognostickym znamenim. Kromé tremoru byva pfitomna

ataxie koncetin, trupu i chiize, ktera muze pacienta invalidizovat i bez soucasnych paréz,
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adiadochokinéza a cerebelarni dysartrie. Typickd je nejistota v prostoru a porucha

posturalnich reflext (1,4).

Poruchy okulomotoriky a nystagmus byvaji zptisobeny postizenim mozkovych nervi a
jejich drah. Projevuji se diplopii eventudlné oscilopsii, které jsou provazeny nejistotou
v prostoru ¢i zavrati. Velmi Castou poruchou je internuklearni oftalmoplegie zplsobena 1ézi
fasciculus longitudinalis medialis v mezencefalu. Postihne v urcitém obdobi nemoci az 34 %
pacientli s RS. Projevuje se poruchou motility bulbti, kdy je mozny pohyb jen do abdukce a
addukujici bulbus zGstava ve sttednim postaveni, a monokuldrnim nystagmem na abdukujicim

bulbu (1,4).

Kromé okohybnych nervii byvaji postizeny i jiné mozkové nervy. Nemocni mohou trpét
neuralgii trigeminu, ktera byva zptsobena zanétlivym infiltratem v oblasti odstupu trigeminu
z mozkového kmene. Mén¢ Casta je neuralgie nervus glossopharyngeus, paréza nervus facialis
nebo porucha sluchu. Dysartrie a dysfagie byvaji spiSe pseudobulbarni z 1éze centralnich
motorickych drah neZ navozené postiZenim nervii postranniho smiSeného systému ¢i nervus

hypoglossus. Obvykle postihuji pacienty az v pozd¢jsich stadiich onemocnéni (1).

Sfinkterické potife jsou velmi obtézujici, ojedinéle mohou byt i prvnim piiznakem
onemocnéni RS. Patfi k nim urgence, opozdény start moceni, retence moci s recidivujicimi
uroinfekty, inkontinence moci, event. kombinace téchto potizi, obstipace ¢i inkontinence
stolice. Intenzita téchto potizi Casto koreluje s mirou postizeni dolnich koncetin (4). Velice
castou poruchou jsou sexudlni dysfunkce, které postihuji obé pohlavi, ackoli jejich
prevalence u zen je mén¢ zmapovana. Jejich vyskyt byva casto podhodnocen. Jsou
popisovany u 50-90 % muzt a 40-80 % Zen. Patii k nim pokles libida, erektilni dysfunkce,
problémy s ejakulaci a dosaZzenim orgasmu. Mohou byt zplisobeny lokalni demyelinizacni 1ézi

v oblasti NS (primarni dysfunkce) neboporuchou mobility, napt. parézou, spasticitou

rrrrr

Kromé vySe uvedenych neurologickych potizi trpi vétSina pacientti s RS celou tadou
psychiatrickych poruch postihujicich oblast afektivity, osobnosti 1 kognice (23). Vice nez
polovina pacientti trpi v nékteré fazi onemocnéni depresemi (24). Deprese mize vzniknout
jako reakce na sdéleni diagnézy chronického onemocnéni, ale také ptfimo vlivem chorobného
procesu, a to prostfednictvim cytokind (TNF-alfa, IL-6, IL-1, IL-2) nebo ucinkem zanétu na
serotoninergni transmisi (23,24). Dulezitym spoustécim faktorem depresi je i podavani

vysokych davek kortikoidii nebo 1écba interferonem beta. Nebyla prokazana korelace mezi
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tizi deprese a délkou trvani onemocnéni, stupném postizeni vyjadieného pomoci Kurtzkeho
Skaly (EDSS), rozsahem postizeni bilé hmoty mozkové méteného prostiednictvim MR ani
stupném kognitivniho deficitu. K dal§im psychiatrickym potiZim nemocnych s RS patfi
bipolarni afektivni porucha, euforie, emocni inkontinence, spasticky pla¢ a smich (23). Jak
ukazuji Cetné prace, vyznamnym problémem, a to uz od pocatku onemocnéni, je kognitivni
deficit, ktery se projevuje poruchou vstipivosti a vybavnosti paméti nebo uceni nové latce,
poruchou pozornosti, zpomalenim mysleni a chapani, pomalej$im psychomotorickym tempem

a poruchou exekutivnich funkci (25).

Velice ¢astym nespecifickym ptiznakem RS je #nava, postihuje az 85 % nemocnych. Jde
o pfiznak, ktery nelze nijak objektivné kvantifikovat, ale svoji intenzitou je schopna
invalidizovat. Jeji pfi€iny jsou multifaktoridlni. Podili se na ni patrné vyS§i Unavnost
demyelinizovanych nervovych vlaken, mensi pocet axoni v nervovych drahach a ptitomnost

zanétlivych plsobkil v nervové tkdni. Velkou mérou je tinava i projevem deprese (1,2).

Zavaznym a velice obtézujicim doprovodnym symptomem RS je bolest. NejcastéjSim
fenoménem je neuralgie trigeminu. DalSim zdrojem bolesti mulze byt spasticita,

muskuloskeletarni aparat u imobilnich pacienti ¢1 zménéna kvalita Citi.

Nemocni mohou také trpét rlznymi paroxysmalnimi ptiznaky, ke kterym Ize fadit
Lhermittiv ptfiznak. Asi u 5 % nemocnych s RS se mohou vyvinout epileptické paroxysmy

(1,2).

1.4.3 Kurtzkeho Skala Expanded Disability Status Scale (EDSS)

K posouzeni klinického stavu pacientli a hodnoceni jeho vyvoje v Case se nejcastéji
pouziva Kurtzkeho Skala Expanded Disability Status Scale (EDSS), ktera byla publikovana
vroce 1983 a prosla béhem let mnoha zménami (26). Tato Skala hodnoti 8 funkénich
systémt: vizus, mozkovy kmen, pyramidovy, mozeckovy a senzitivni systém, sfinktery a
mentalni status. Jeji nevyhodou je, Ze zohlediiuje hlavné schopnost chiize, ne dovednosti
dominantni ruky a stav kognice. Proto se nc¢kdy dopliuje o skdlu Multiple Sclerosis
Functional Composite (MSFC), kterou tvoii 3 testy: Paced Auditory Serial Addition Test
(PASAT), coz je orientacni test paméti a koncentrace; 9 hole peg test (9-HPT) k posouzeni
jemné motoriky hornich koncetin a test rychlosti chiize na 25 stop (7,6m). Obé tyto skaly jsou
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schopny podat komplexni obraz klinického statu a skutecnych schopnosti pacienta s RS (2).
Viz tabulka 1.

Tabulka 1. Kurtzkeho rozsifend skala disability (EDSS) (26).

0 normalni neurologicky nalez (vSechny FS stupeni 0)

1 zé&dna disabilita, minimalni neurologicky nalez v 1 FS (stupeni 1)

1,5 zadna disabilita, minimalni neurologicky nalez ve vice nez 1 FS (stupen 1)

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

2,5 minimdlni disabilita ve 2 FS (2 FS stupeii 2, ostatni 0 nebo 1)

3 lehka disabilita v 1 FS (1 FS stupen 3, ostatni 0 nebo 1) nebo mirné disabilita ve 3-

4 FS (3-4 FS stupen 2, ostatni 0 nebo 1) a zaroven chlize bez omezeni

3,5 chodici, ale s lehkou disabilitou v 1 FS (1 FS stupeni 3) a 1-2 FS stupné 2 nebo 2
FS stupné 3 nebo 5 FS stupné 2 (ostatni 0 nebo 1)

4 schopnost chlize bez pomicky a odpoc¢inku na alespoit 500m, ¢innost 12 h dené
navzdory relativné tézké disabilité sestavajici z 1 FS stupné 4 (ostatni 0 nebo 1)
nebo kombinace niZSich stupnil presahujici limity pfedchozich stupiii

4,5 schopnost chlize bez pomucky a odpocinku na alespon 300m, ¢innost po vétSinu
dne, t€Zk4 invalidita sestavajici z 1 FS stupné 4 (ostatni 0 nebo 1) nebo kombinace
nizsich stupnii pfesahujici limity predchozich stupnii

5 schopnost chiize bez pomtcky a odpocinku na alespont 200m (ekvivalentem FS je
Ix stupeil 5 a ostatni 0 nebo 1 nebo kombinace nizsich stupiiii pesahujici definici
pro stupeii 4,5)

5,5 schopnost ujit bez pomoci a odpocinku 100m

6 nutnd jednostranna opora (htl, berle) k ujiti alesponn 100m bez ptestavky nebo s
piestavkou

6,5 chiize s oboustrannou oporou (hole, berle) na alespoii 20m bez piestavky

7 pacient neni schopen ujit ani 20m s oporou, prevazné odkazan na vozik, na kterém

se prepravuje sam, travi na voziku bdéle alespon 12h

7,5 pacient neni schopen ujit s pomoci vice nez nékolik krokii, omezen pouze na vozik,
potfebuje pomoc pfi transportu na vozik a jizdé na ném

8 pacient prevazné odkazan na lizko nebo vozik, ale vétSinu dne travi mimo lazko,
jsou zachovany nékteré sebeobsluzné schopnosti — obecné moznost uzitecného
pouziti hornich koncetin

8,5 pacient vétSinu dne upoutany na lizko, ma urcitou schopnost uzivat hornich
koncetin, zachovany nékteré sebeobsluzné schopnosti

9 bezmocnost, pacient upoutany na 1izko, schopny jist a komunikovat

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

10 smrt v dasledku RS
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1.5 Diagnéza a pomocna vySetieni

Diagnosticka kritéria pro stanoveni diagnoézy RS se vyvijela ruku v ruce s rozvojem

pomocnych vysetiovacich metod.

1.5.1 Diagnosticka Kkritéria

Prvnimi obecné uzndvanymi kritérii pro diagnostiku RS byla Schumacherova kritéria
z roku 1965 (27) :

¢ Neurologické vySetfeni vykazuje objektivni abnormity ve funkci CNS.
¢ V minulosti byly postizeny 2 nebo vice oblasti CNS.
¢ Charakter onemocnéni ukazuje na postizeni bilé hmoty.
e Postizeni CNS probiha podle jednoho nebo druhého vzorce:
o 2 nebo vice atak, kazda v trvani alespon 24 hodin a mén¢ nez 1 mésic,
o Pomala nebo atakovitd progrese symptomd trvajici déle nez 6 mésict.
e VEk pacienta 10-50 let na zacatku onemocnéni.

¢ Pfiznaky nemohou byt vysvétleny jinym chorobnym procesem.

S nastupem novych technickych moznosti byla vySe uvedena kritéria revidovédna a v roce
1983 vesla v platnost nova, Poserova kritéria. Krom¢ klinického obrazu se opirala o

vySetieni magnetickou rezonanci a vySetfeni mozkomisniho moku (28).

Poserova kritéria:

e Klinicky definovana RS:
o 2 ataky a klinicky dikaz 2 separatnich 1ézi,
o 2 ataky, klinicky diikaz 1 a paraklinicky dikaz dalsi separatni 1éze.
e Laboratorn¢ podporovana definovana RS:
o 2 ataky, klinicky nebo paraklinicky dikaz 1 1éze, imunologické abnormity
v CSF,
o 1 ataka, klinicky diikaz 2 separatnich 1ézi a soucasné abnormity v CSF,
o 1 ataka, klinicky dikaz 1 1éze a paraklinicky dikaz jiné separatni léze,
abnormity v CSF.
e Klinicky mozna RS
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o 2 ataky a klinicky dukaz 1 1éze,

o 1 ataka a klinicky diikaz 2 separatnich 1ézi,

o 1 ataka, klinicky ditkaz 1 1éze a paraklinicky dikaz jiné separatni 1éze.
e Laboratorn¢ podporovand mozna RS:

o 2 ataky a abnormity v CSF.

Posledni zménou prosla diagnostickd kritéria v minulém desetileti. V roce 2001 byla
ptijata tzv. McDonaldova kritéria, podle kterych je k diagnostice RS nutné prokazat
diseminaci procesu v ¢ase a prostoru (29). Soucasné bylo akceptovano, ze nové 1éze na MR
mohou nahradit klinickou ataku (30). K jejich revizi doslo v roce 2005, nyni plati nova verze
z roku 2010. Viz tabulka 2 (31). Nova kritéria umoziuji diagnostikovat RS uz po prvni atace
z prvniho MR skenu, pokud spliluje podminky diseminace v prostoru a Case. Diseminace
v prostoru (DIS) znamena ptitomnost alespoii 1 T2-hyperintenzivni 1éze ve 2 ze 4 lokalizaci
typickych pro RS (periventrikularné, juxtakortikdln€, infratentorialné nebo v mise).
Diseminaci v ¢ase (DIT) piedstavuje soucasna ptritomnost asymptomatickych gadolinium
(Gd)-enhancujicich a neenhancujicich 1ézi na jediném skenu. Pokud tato kritéria nejsou
splnéna, je nutné provést kontrolni MR vySetieni s casovym odstupem. VySetfeni
mozkomiS$niho moku je povazovéano za dopliujici, slouZici k diferencialni diagnostice. Tato

nova kritéria pro CIS lze pouzit jen tehdy, pokud jsou vylou¢ena jina onemocnéni (30).
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Tabulka 2. Revidovand McDonaldova kritéria pro diagnostiku RS (2010) (31).

Klinicka prezentace Dalsi data nutnd k diagnoéze RS

> 2 ataky; objektivni klinicky | Zadna

prikaz > 2 1ézi nebo objektivni

klinicky prikaz 1 léze

s prokdzanou atakou v

minulosti

>2 ataky; objektivni klinicky Diseminace v prostoru (DIS): > 1 T2-1éze v alespoii 2 ze 4

prikaz 1 1éze lokalizaci typickych pro RS (periventrikularné,
juxtakortikalné, infratentorialné nebo v miSe); nebo dalsi
klinick4 ataka z jiné lokalizace v CNS

1 ataka; objektivni klinicky Diseminace v Case (DIT): sou€asna ptitomnost

prikaz > 2 1ézi asymptomatickych Gd-enhancujicich a neenhancujicich
1ézi v jakoukoli dobu; nebo nova T2 a/nebo Gd-enhancujici
1éze na nasledujicim MR proti prvnimu MR skenu bez
ohledu na nacasovani prvniho MR; nebo oc¢ekéavana 2.
klinickd ataka

1 ataka; objektivni klinicky Diseminace v prostoru a case:

prikaz 1 1éze (CIS) Pro DIS: > 1 T2-1éze v alespoii 2 ze 4 lokalizaci typickych
pro RS (periventrikularné, juxtakortikalng, infratentoridlné
nebo v miSe); nebo ocekavana 2. klinicka ataka z jiné
lokalizace v CNS
Pro DIT: soucasna pfitomnost asymptomatickych Gd-
enhancujicich a neenhancujicich 1€zi v jakoukoli dobu;
nebo nova T2 a/nebo Gd-enhancujici 1éze na nasledujicim
MR proti prvnimu MR skenu bez ohledu na nacasovani
prvniho MR; nebo o¢ekdvana 2. klinick4 ataka

Od pocatku progrese 1 rok progrese nemoci (retrospektivné nebo prospektivng) a

neurologického nalezu susp. 2 ze 3 nasledujicich kritérii:

z RS (PP) 1. prikaz DIS v mozku na zakladé > 1 T2-1éze v lokalizaci
typické pro RS (periventrikularng, juxtakortikalné,
infratentorialn¢)

2. prukaz DIS v miSe na zaklad¢ > 2 T2-1¢zi na MR michy
3. pozitivni CSF (prikaz oligoklondlnich past pfi
izoelektrické fokusaci a/nebo elevace indexu IgG

1.5.2 Pomocna vySetieni

Zakladni pomocnou vySetfovaci metodou pro diagnostiku roztrouSené sklerozy je

vySetieni magnetickou rezonanci (MR). VySetfeni mozkomiSniho moku, evokovanych
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potencialii, ofhtalmologické vySetieni a optickad koherentni tomografie (OCT) napomahaji v

diferencialné diagnostické rozvaze.

1.5.2.1 MR

MR ma zde dvé zékladni role: 1. podporu diagnozy RS a vylouceni jinych chorob v ramci
diferencialni diagnézy a 2. monitoraci pribé¢hu onemocnéni a predikci mozného klinického
zhorseni (32). Pro RS jsou typickd hyperintenzivni loziska v bilé hmoté mozkové
periventrikularng, juxtakortikdlné¢ a infratentoridlné na T2-vazenych fezech a ve FLAIR
(fluid-attenuated-inversion-recovery) sekvencich. Jejich pocet ovSem nekoresponduje
s klinickym obrazem (1,4). Akutni zanétliva loziska se zobrazuji jako hyperintenzni loZiska
na Tl-vazenych fezech po nitrozilnim podani gadolinia, které pfestupuje pies porusenou
HEB. Béhem trvani onemocnéni dochéazi k postupné atrofii CNS a plaky, kde po
recidivujicich vzplanutich zanétu doslo k zaniku axonti, se v T1- vazenych fezech jevi jako
hypointenzni loziska, tzv. ,black holes* (4). V oblasti vyzkumu se pouZzivaji moderni MR
techniky, které jsou schopny rozpoznat patogenetické mechanismy RS, které nebyly diive
detekovatelné. Patii k nim magnetizacni transfer (MRT), relaxometrie, funkéni magneticka
rezonance (fMRI) a magneticko-rezonancéni spektroskopie (MRS). Prostiednictvim
pocitacového softwaru je mozné méfit objem mozkové tkané a tak posuzovat stupeii, event.
progresi mozkové atrofie, lze stanovit objem demyeliniza¢nich lozisek (32), depozita zeleza

nebo abnormity perfaze (33).

1.5.2.2 VySetieni mozkomiSniho moku

Podle McDonaldovych diagnostickych kritérii publikovanych vroce 2001 a jejich
revidované verze zroku 2005 byla amnalyza mozkomisniho moku spolu s MR zakladni
vySetfovaci metodou slouzici k diagnostice RS. Vzhledem k tomu byl svétové uznavanymi
odborniky na problematiku RS vytvofen panel laboratornich likvorovych vySetfeni
nezbytnych k diagnostice ¢i diferencialni diagnostice RS. Cilem bylo sjednotit spektrum
dosud vySetfovanych parametr a pouzivanych metod, a tak minimalizovat pravdépodobnost
fale$n¢ pozitivni diagndzy RS. Jak uz bylo fe€eno, nyni je likvorové vySetieni pouze metodou

dopliikovou, slouzici k diferencidlni diagnostice. Zahrnuje kvantitativni a kvalitativni
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cytologii, zakladni biochemické vySetfeni, posouzeni stavu HLB, vysSetieni intratekalni
syntézy imunoglobulinii (Ig)G a stanoveni poctu oligoklonalnich IgG past (OCB) (34).
Spektrum vySetfeni dopliiuje tzv. MRZ reakce neboli stanoveni intratekdlni syntézy
specifickych IgG protilatek proti neurotropnim viriim (viru spalni¢ek, rubeola-zoster a
zardének), ke kterym se nékdy fadi i herpes virus I, a stanoveni hladin nékterych zanétlivych

¢1 neurodegenerativnich markert (35).

Pti kvantitativnim cytologickém vySetieni u nemocnych s RS obvykle nachdzime mirnou
pleiocytozu, tj. 20-30 bun&énych elementi/mm?, asi 2 % nemocnych s RS vykazuje pocet
elementil vy3$§i nez 40/mm’. Hodnota piesahujici 90 elementii/mm® diagnézu RS prakticky
vylucuje (36). Kvalitativné byva cytologicky obraz zcela normalni. V obdobi ataky mtize byt
pritomen obraz serdézniho zanétu s lymfomonocytarni pleiocytézou. Nachazime aktivované
formy lymfocytarni i monocytarni fady: plasmocyty, lymfofagy nebo bunky tvaru ,,peetniho
prstenu® (37). Pro RS jsou typické predevSim plazmatické buiiky s excentricky uloZzenym
jédrem, kondenzovanym chromatinem, perinuklearnim projasnénim a bazofilni cytoplazmou

(36).

Pti zdakladnim biochemickém vySetieni nachazime normalni ¢i lehce zvySenou
proteinorachii, ktera muze mit ptivod v poruse HLB nebo v intratekalni syntéze (1,36).

Glykorachie a koncentrace chloridii ziistava v normé (1).

Hemato-likvorovou bariéru tvoii endotel kapilar pia mater a chorioidealnich plexii. Jedna
se o dynamicky systém umoznujici transport celé fady latek. lonty ¢i nizkomolekularni latky
prochazeji za pomoci iontové pumpy, pro urcité latky (napf. aminokyseliny) existuji
specifické transportni proteiny (1). Pfenos proteini probiha prostfednictvim difuze. Zvyseni
koncentrace urcitého proteinu v séru tedy vede k jeho elevaci i v likvoru, pfi€emZ pomér
koncentrace tohoto proteinu v CSF a séru zlstava konstantni (36). Funkci HLB posuzujeme
pomoci tzv. albuminového kvocientu (Qa), ktery je pomérem hodnoty albuminu v likvoru k
albuminu v séru. Kvocient albuminu je hodnota vékoveé zavisld. Do 15 let véku je jeho
hodnota mensi nez 5 x 10'3, do 40 let < 6,5 x 107 a do 60 let < 8 x 10~. Albumin se do CSF
dostava vzdy ze séra prestupem pies HLB, takZze kazdé zvySeni koncentrace albuminu, a tedy
i kvocientu albuminu znamena poruchu HLB (36). U RS zistava funkce HLB zachovéna,

v dobg ataky miiZe byt lehce porusend, hodnota Qup je potom 7-10 x 107 (37).

Rozhodujici pro stanoveni diagnozy RS je pritkaz intratekalni syntézy IgG a piitomnost

oligoklondlnich IgG pasu (OCB) metodou izoelektrické fokusace na agarovém gelu
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s naslednym stfibfenim, imunofixaci ¢i imunoblottingem. Intratekdlni syntéza 1gG v CNS
pochazi z perivaskularnich infiltrati lymfocytt B, které vyzravaji v plazmocyty a produkuji
specifické Ig. Na rozdil od séra, kde béhem imunitni odpovédi dochéazi k ptechodu ze syntézy
IgM na IgG v subakutni ¢i chronické fazi reakce, intratekalné neni tato reakce patrna. Poméry
hodnot v tfidach IgG/IgM/IgA zistavaji od pocatku onemocnéni konstantni, protoze jsou
nejspiSe vyvolany uréitym specifickym agens. Tato jistd heterogenita imunitni odpovédi je
vysvétlovana teorii imunitni sité, kdy imunitni reakce na urcité agens vyvold zmény v celé
imunitni siti. Po aktivaci imunitniho systému CNS pak intratekalni syntéza pretrvava i bez
pritomnosti vyvolavajiciho agens (37). V minulosti se k vypoctu intratekalni syntézy pouzival
Linkiv index nebo Tourtellotova formule s linedrni zavislosti mezi Qu, ktery charakterizuje
funkci HLB, a Qg udavajicim intratekdlni syntézu IgG. Byly ovSem zatiZeny faleSnou
pozitivitou pfi stfedni a vyss$i poruse HLB (36). Proto se nyni vSeobecné uziva Reiberova
diagramu popisujiciho hyperbolickou zavislost mezi Qigg @ Qaipb (38,39). Obdobné se stanovuji
1 indexy IgM a IgA. Intratekalni syntézu potvrzuji hodnoty IgG > 0,7, IgM > 2,4 a IgA > 1,2
(37). U riiznych chorob se procentualni zastoupeni jednotlivych tfid imunoglobulint lisi, napf.
IgG dominuji kromé RS také v casné fazi bakteridlni a virové meningitidy, u
polyradikuloneuritidy Guillain-Barré, neurosyfylis a chronické HIV encefalitidy, IgA
prevazuji u neurotuberkulézy, mozkového abscesu a adrenoleukodystrofie, IgM u
neuroborreliozy a non-Hodgkinského lymfomu. Ke zvySeni vSech tfid Ig dochazi u

oportunnich infekci (CMV, toxoplazmdzy ) (38).

Metodou IEF je kromé oligoklonalni produkce imunoglobulinli moZné stanovit pfitomnost
volnych fetézcli kappa a lambda, coz je velmi dilezité v diferencialné diagnostické rozvaze.
Senzitivita prikazu oligoklonalnich IgG u pacientii s RS je 95 % (36). Prikaz lehkych fetézct
je méne senzitivni (92 %), je ovSem velmi dualezity, protoZze u nckterych nemocnych
nedochazi k syntéze oligoklonalnich IgG, ale pouze lehkych fetézclh kappa (34). Naproti
tomu izolovany nalez lehkych fetézcli lambda bez ptitomnosti OCB IgG je nespecificky a
muze spiSe hovoftit proti diagndze RS (34). U RS je vyskytuje intratekalni syntéza IgG u 72
% nemocnych, syntéza IgM u 20 % a IgA u 9 % nemocnych (36).

Pokud je prokazana intratekalni syntéza kvantitativné, vysetfeni pokracuje kvalitativnim
stanovenim oligoklondlnich subtrakci y-globulinii, neboli OCB v likvoru i séru. Za pozitivni
nalez prokazujici intratekalni syntézu je nalez 2 a vice OCB, které se u RS nachazeji vétSinou
v alkalické frakci elektroforetického pole (36). V roce 1994 bylo na zékladé mezinarodniho
konsenzu stanoveno 5 zakladnich vzorci OCB (35,36,37). Viz obrdzek 3. U pacienti s RS
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nachazime pievazné OCB vzorec 2, méné Casto vzorec 3. Piitomnost OCB v likvoru a séru

lze prokézat i1 u jinych chorob, napi. u infekci, autoimunitnich ¢i systémovych onemocnéni

(36).

Obrazek 3. Oligoklonélni IgG pésy — vzorce (39).

Vzorec 1

Vzorec 2 Vzorec3  Vzorec4  Vzorec S5
Oligoclonal Band pattern
= =
t 5 ¥ *. E e
Pattern: No bands Pattern: Ic

" . Identic It CSF pattern Pattern: extra CSF
dentical pattern Pattern: Identical pattern Pattern: CSF pa Bands

Vzorec 1: normalni likvor (bez priikazu OCB v likvoru a v séru).
[ ]

Vzorec 2: OCB v likvoru, které nejsou v séru (RS).
[ ]

Vzorec 3: OCB v obou kompartmentech a navic OCB v likvoru (neuroborreli6za,

event. RS).

e Vzorec 4: identické OCB v likvoru i v séru (paraneoplastické syndromy, systémovy

lupus erythematodes).

e Vzorec 5: monoklondlni pasy v likvoru i v séru (monoklonalni gamapatie — napft.

mnohotny myelom).
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MRZ reakce je doplitkkovym likvorovym vysetfenim k ¢asné diagnostice autoimunitnich
onemocnéni. Jedna se o detekci specifickych IgG protilatek proti neurotropnim virtim
spalni¢ek (morbilli), zardének (rubeola) a planych neStovic (varicela zoster virus) metodou
ELISA. K odliseni protilatek, které piestoupily ze séra pies poruSenou hemato-likvorovou
bariéru, se stanovuje protilatkovy index (Al), ktery je pomérem koncentrace dané protilatky
v likvoru ku koncentraci této protilatky v séru. Jeho normalni hodnota je 1,0 a referen¢ni
rozmezi 0,7-1,3. Hodnota Al > 1,4 je znamkou intratekalni syntézy dané protilatky (37).
Pozitivita kombinované MRZ reakce, tj. pfitomnost intratekdlni syntézy protilatek proti
jednomu, dvéma nebo vSem tfem neurotropnim virtim, podporuje predev§im diagnézu RS,
kde je popisovana u 84-94 % pacientl. Literatura uvadi pozitivitu protilatek proti spalnickam
u 78 % nemocnych s RS, protilatky proti zardénkam u 60 % a proti varicela-zoster viru u 55
% nemocnych. Vysoka pozitivita reakce je uvadéna i1 u dalSich autoimunit, napt. u Sjogrenova
syndromu, systémového lupusu ¢i Wegenerovy granulomatdzy. Naproti tomu u jinych
zanétlivych  afekei, napt. neuroborreliézy, neurosyfilis nebo neurotuberkulozy, je
kombinovana MRZ reakce pozitivni pouze v 0,1 % ptipadi (37,38). Kromé vySe uvedenych
protilatek se u pacientii s RS udava vyssi koncentrace protilatek proti herpes viru I (u 28 %

nemocnych) (38).

Ve specializovanych laboratofich lze provadét vySetieni specifickych likvorovych
markerit, pomoci kterych lze posoudit aktivitu onemocnéni, stupeni neurodegenerace nebo

predikovat pribéh onemocnéni.
Patfi sem:

e neurondlni protilatky,

o protilatky proti myelinu - protilatky proti myelin-bazickému proteinu (anti-
MBP), protilatky proti myelinovému oligodendrocytdrnimu glykoproteinu
(anti-MOQ), proteolipidovy protein, glykoprotein sdruzeny s myelinem, 2, 3°-
cyklicka nukleotid 3’- fosfodiestéraza,

o protilatky proti axonim — protilatky proti neurofilamentiim : lehkym (light-
NFL), sttednim (medium-NFM) a téZkym (heavy-NFH),

e zanétlivé markery — transferin, ferritin, prealbumin, orosomucoid, C-reaktivni protein,
C3 a C4 slozky komplementu, beta-2-mikroglobulin,

e markery destrukce — apolipoproteiny A (APO-A-I) a B (APO-B), cystatin C,

e cytokiny — interleukin 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12,
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e strukturdlni proteiny CNS — protein 14-3-3, neuron-specifickd enolaza (NSE), protein
S-100b, tau-protein, fosforylovany tau-protein, beta-amyloid (35,36), glidlni fibrilarni
kysely protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP), N-acetylaspartat (40,41).

1.5.2.3 Evokované potencialy

Vysetieni evokovanych potencialit bylo vyznamnou vysetfovaci metodou v 80. letech
minulého stoleti. Proméfenim vedeni zrakovych (visual evoked potentials, VEP),
somatosenzorickych (somatosensory evoked potentials, SSEP), sluchovych (brainstem
auditory evoked potentials, BAEP) a motorickych (motor evoked potentials, MEP) drah bylo
mozné prokazat soucasné postizeni vice etazi CNS a tim pfispét k potvrzeni diagnézy RS.
Nyni ovSem diky vyraznému pokroku v oblasti MRI se od jejich Sirokého vyuziti upousti.
Svou pozici si zatim zachovaly pouze VEP, které mohou odhalit 1ézi optiku u
asymptomatického pacienta po CIS (1). Mohou téz pftispét k diferencidlni diagnostice

v ptipad¢ atypickych symptomul pii normalnim neurologickém nalezu (42).

1.5.2.4 Oftalomologické vySetreni

Standardem 1 nyni zGstdva ocni vySetieni. Na o¢nim pozadi mizeme pozorovat edém
papily optiku v ptipadé€ retrobulbarni neuritidy. Mnohem c¢astéj$im nalezem byva temporalni
nablednuti papily o¢niho nervu ¢i jeji atrofie jako reziduum po retrobulbarni neuritidé. Dalsi

patologii mohou byt defekty zorného pole ¢i porucha barevného vidéni (1).

1.5.2.5 Opticka koherentni tomografie (OCT)

Novou moderni vysetiovaci metodou je optickd koherentni tomografie (OCT), ktera
vyuziva odrazu infracervené¢ho svétla v oblasti sitnice k vytvoteni jejiho dvojrozmérného a
trojrozmérného obrazu. To umozni méfeni tloustky sitnice a makuly (30,42). Zrakovy nerv je
tvofen axony gangliovych bunék retiny, které vedou vizudlni informace do corpus
geniculatum laterale, a neni chranén myelinovou pochvou. Kromé roztrousené sklerézy byva

postizen 1 u neurodegenerativnich onemocnéni. Vysetfeni OCT u nemocnych s RS prokazuje,
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ze k axondlni ztraté dochazi jiz na pocatku onemocnéni i po kazdé epizod¢ optické neuritidy a
stupefi axonalni ztraty koreluje s poskozenim vizu. Ubytek nervovych vlaken je patrny
dokonce bez pfitomnosti zanctu, jeho mira pak odpovida dobé trvani onemocnéni. Pro jeji
velkou pfesnost mize byt tato metoda pouzita k monitoraci ti¢innosti terapie, proto nachazi

Siroké uplatnéni v klinickych studiich ovétujicich G¢innost a bezpecnost novych ¢kt (43).

1.6 Diferencialni diagnoza

Diferencidlni diagnostika RS je vzhledem k rozmanitosti klinickych ptiznakt velmi Siroka.
Zakladnim zobrazovacim vySetfenim je MR mozku a michy, kterym vylouc¢ime predevs§im
chirurgicky feSitelnd onemocnéni, tj. nadory, vyhfezy intervertebralnich diskl, fraktury
obratlii ¢i cévni malformace (2). DalSim, zato klicovym vySetienim k odliSeni piedevSim
zanétlivych afekci CNS je vySetieni mozkomiSniho moku. K t€émto onemocnénim patii

neuromyelitis optica Devic, akutni diseminovana encefalomyelitida (ADEM),

neuroborrelidza, neurosarkoidéza, BehCetova choroba, Sjogrentiv syndrom a systémovy lupus

erythematodes (SLE) (44).

1.6.1 Neuromyelitis optica Devic (NMO)

NMO patii k autoimunitnim demyelinizaénim chorobam stejné jako RS a vyznacuje se
izolovanym postizenim zrakového nervu a myelitidou postihujici alespont 3 misni segmenty.
Stézejnim pro stanoveni diagnozy NMO je prikaz protilatek proti aquaporinu-4 v séru,

oligoklonalni IgG pasy vétSinou chybi (45).

1.6.2 Akutni demyeliniza¢ni encefalomyelitida (ADEM)

ADEM je akutni hore¢naté onemocnéni rozvijejici se po infektu hornich dychacich cest
nebo vakcinaci. Mlze byt provazeno kieCemi az komatem, ve 20 % piipadii kon¢i imrtim
pacienta. Probiha jednorazové. Pokud dojde k recidive, je nutné pomyslet na RS. Likvorovy

nalez je shodny s RS, pouze chybi OCB (1,2).
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1.6.3 Neuroborrelioza

Pro neuroborreliézu je ptiznacny prikaz antiborreliovych protilatek v likvoru metodou
ELISA ¢i western blot, ndlez zivych borrelii v elektronovém mikroskopu ¢i pritkaz borreliové
DNA v CSF prostiednictvim PCR. Neuroborrelioza muze zplsobit meningoencefalitidu,

mono- ¢i polyneuropatii, myelitidu event. subakutni encefalitidu.

1.6.4 Neurosarkoidoza

Neurosarkoidoza je systémové granulomatdzni onemocnéni neznamé etiologie s prevalenci
20-50/100 000 obyvatel. Podobné jako RS postihuje Castéji Zeny ve ve€ku 2040 let. Projevuje
se predevsim lymfadenopatii a pozdéji fibrozou plicni, dale postizenim jater, dermis s erytema
nodosum, artropatii, uveitidou a iridocyklitidou. U 10-30 % nemocnych dochazi k postiZeni
CNS. Béznymi ptiznaky jsou cefalea, bazilarni meningitida, bilateralni optickd neuritida,
senzitivni a motoricky deficit, zachvaty nebo neuropsychiatrické symptomy. Vzicnou
komplikaci je ischemie ¢i intracerebralni hemoragie. Laboratorn¢ prokazujeme
hyperkalcémii, hypergamaglobulinémii, elevaci angiotensin-konvertujictho enzymu (ACE),
lysozymu a solubilni formy receptoru pro IL-2. V likvoru nachazime stfedné tézkou
lymfomonocytarni pleiocytézu se vzestupem poméru lymfocyti CD4:CDS8, vyssi
proteinorachii, normalni ¢i lehce zvyseny IgG index a u 30-50 % nemocnych ptitomnost

OCB. Vice nez 30 % ptipadl miva elevaci ACE, lysozymu a beta2-mikroglobulinu (44).

1.6.5 Behcgetova choroba

Behcetova choroba je vaskulitida nejasné etiologie s prevalenci 300/100 000 obyvatel
pfedevsim zapadni Evropy a stfedomofti, ve vychodni Evropé je vzacna. Charakteristické pro
ni jsou ulcerace v Ustech a na genitdlu, kozni léze, iritida a uveitida, neerozivni artritidy,
postizeni GIT a plic. Neurologické pfiznaky mivaji remitentni ¢i progresivni pritbéh. Patii
k nim cefalea, parézy, pyramidové jevy, kognitivni poruchy, sfinkterické dysfunkce, faticka
porucha, hemianopsie ¢i kmenové symptomy, napt. internukledrni oftalmoparéza. V likvoru

nachdzime lehkou granulocytarni pleiocytozu a zvySenou proteinorachii, poruchu HLB a
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intratekdlni syntézu IgG, IgM 1 IgA, pficemz hodnoty IgM a IgA koreluji s aktivitou
onemocnéni. 55 % nemocnych vykazuje intratekalni syntézu OCB IgG (44).

1.6.6 Sjogrentv syndrom

Sjogrentiv syndrom je autoimunitni onemocnéni s 2% prevalenci postihujici pfedevsim
zeny stiedniho veku. K typickym pfiznaklim patii sicca syndrom — keratokonjunktivida a
xerostomie, dale Unava, teploty, artralgie, myalgie, postizeni plic, jater, ledvin a srdce.
Z neurologickych symptomi pozorujeme senzitivni ¢i motoricky deficit, afazii, dysfagii,
dysartrii, zavraté, mozeCkové ¢i kmenové syndromy, bolesti hlavy, kieCe, kognitivni
dysfunkci, demenci a dal§i neuropsychiatrické symptomy. Pfiznaénd pro néj je
lymfomonocytarni pleiocytéza v mozkomisnim moku s pfitomnosti plazmatickych bunék a
lehce vy$si proteinorachie. V obdobi aktivity nemoci dochazi ke zvySeni IgG indexu a elevaci
hladin IgA 1 IgM. AZ u 80 % nemocnych lze prokdzat intratekélni syntézu IgM a u 90 %
ptitomnost OCB, které ovSem v pritbéhu onemocnéni, zv1asté po terapii kortikoidy, zcela mizi

(44).

1.6.7 SLE

Velice zavaznou jednotkou, na kterou musime v diferencidlni diagnostice pomyslet, je

SLE. Jde opét o onemocnéni pfevazné Zen sttedniho véku s prevalenci 50:100 000 obyvatel.

Postihuje klouby, kiizi, sliznice, ledviny a nervovy systém, ktery byva zasazen v 50-70 %
ptipadt (44). Hlavnim symptomem jsou deprese a psychozy, dale bolesti hlavy, zachvaty,
myozitidy, myastenicky syndrom, myelopatie, cervikalni ¢i lumbdlni plexopatie a akutni
ischemické ikty. V dusledku postizeni cévni stény se mohou vytvaret fuziformni aneurysmata,
jejichz ruptura hrozi subarachnoidealnim krvacenim. Jinou manifestaci jsou embolizace ¢i
trombozy zplsobené koagulopatii v rdmci sekundarniho antifosfolipidového syndromu. V
mozkomi$nim moku nachdzime lymfocytarni pleiocytdézu a syntézu 2-3 tiid imunoglobulint.
U 25-80 % pacienti nachdzime OCB, kter¢ mohou po 1é¢bé kortikoidy vymizet. Byva

pritomna lehké porucha hemato-likvorové bariéry (44).
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1.6.8 Vzacné prifiny

v

V neposledni fadé musime v diferencidlni diagnostice odlisit vzacnéjsi jednotky jako je
funikularni mykoéza zpiisobené deficitem vitaminu B12, myelopatii asociovanou s HTLV-1 ¢i
AIDS, adultni formu adrenoleukodystrofie, spinocerebelarni degenerace nebo mitochondrialni

choroby (1).

1.7 Terapie

RoztrouSena skler6za zatim patii mezi nevylécitelné choroby, ale pii v€asné diagnostice a
dostate¢né razantni terapii jsme v soucasnosti schopni vyrazné snizit aktivitu onemocnéni a
zpomalit progresi neurologického deficitu. V poslednich desetiletich vlivem novych
védeckych poznatkii o patogenezi RS zaznamenal pfistup k jeji terapii vyrazné zmény.
Vzhledem k odlisnosti imunopatologickych déji u jednotlivych forem RS, Ize terapeuticky

piistup rozd¢lit na:

e |écbu akutni ataky,
e dlouhodobou terapii ke snizeni poctu atak a zpomaleni progrese onemocnéni,
e intenzivni imunomodulaéni lécbu v piipadé agresivniho prubéhu nemoci,

o 16bu CIS (4).

1.7.1 Lécba ataky

Zlatym standardem je podéani pulzu metylprednisolonu v davce 3-5g intravendzné€, po
kterém lze nasledné podat metylprednisolon ¢i prednisolon ve snizujici se davce peroralné.
S ohledem na jeho nezadouci U¢inky je nutné chranit zazivaci trakt (antacida, blokatory
protonové pumpy a H2 receptorl), myslet na prevenci osteopordzy (podavani véapniku,
magnesia, vitaminu D, pohybovy rezim, hormondlni substituce), kontrolovat krevni tlak a
glykémii, zvlasteé u diabetikli (4). Variantou je podani intravendéznich imunoglobulini (IVIg)
pacientkdm v poporodnim obdobi ke snizeni poctu relapsi, coz potvrzuje prace Hellwiga a
kol. (46). V pripadé¢ tézké ataky nereagujici na terapii vysokymi ddvkami kortikoidld je
metodou volby provedeni plazmaferézy, ktera ma dle literatury az 85% efekt na regresi

neurologického deficitu (47).
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1.7.2 Dlouhodoba terapie ke sniZeni poctu atak a zpomaleni progrese onemocnéni

Stézejni v terapii RS je dlouhodobd imunomodulace ¢i imunosuprese ke snizeni aktivity
onemocnéni, tedy sniZzeni poctu atak a zpomaleni progrese klinického deficitu. Doslova
revoluci v terapii RS bylo v polovin€ 90. let minulého stoleti zavedeni tzv. disease modifying
drugs (DMD), coz byly prvni léky schopné ovlivnit pfirozeny prabéh choroby. Jiz v roce
1993 byly zvetejnény vysledky klinické studie potvrzujici uCinnost interferonu beta-1b na
snizeni poCtu atak u relaps-remitentni formy RS. Interferon (IFN) beta-1b (preparat Betaferon
inj.) a IFN beta-la (Rebif 22 a 44 inj., Avonex inj.) snizuji aktivaci a proliferaci jiz
aktivovanych T-lymfocytl, snizuji permeabilitu HLB a snizuji tvorbu a G¢innost IFN gama.
K DMD déle patti glatiramer acetat (preparat Copaxone inj.), ktery je jedinou antigenné
specifickou uc¢innou terapii RS. Jde o smés 4 aminokyselin (L-glutamin, L-lysin, L-alanin a
autoantigeni u RS. Glatiramer acetat stimuluje tvorbu populace tlumivych lymfocytl
snizujicich zanétlivou aktivitu v CNS. Byly prokazany i jeho neuroprotektivni vlastnosti.
Preparaty DMD jsou nyni terapii prvni volby, jejich efektivita je udavana kolem 30 %, a to

-----

(4,48).

Lékem druhé volby, v ptipadé inefektivity 1€kd prvni volby a vysoké aktivit¢ onemocnéni
s velkym poctem relapst a rychlou progresi klinického deficitu, je natalizumab (preparat
Tysabri). Byl zaregistrovan v roce 2006 jako prvni monoklondlni protilatka pouZivana
v neurologii. Je selektivnim antagonistou a4-integrinu. Inhibuje jeho vazbu na adhezivni
molekuly cévniho endotelu, ¢imz zhorSuje leukocyto—endotelidlni adhezi a nasledné migraci
aktivovanych leukocyti pires HLB. Podle klinické studie AFFIRM (roky 2004-5) sledujici
pacienty v priabéhu dvouletého podavéani natalizumabu doSlo k 68% sniZzeni poctu relapst,
92% redukci poctu novych Gd-enhancujicich 1ézi a 83% snizeni poctu ¢i objemu T2-
hyperintenzivnich 1ézi na MR. Kromé toho byl zaznamenin o 42 % niz§i narist
neurologického deficitu vyjadieného skdlou EDSS ve srovnani s placebem (49). Vysoka
ucinnost natalizumabu je ovSem vykoupena rizikem rozvoje progresivni multifokalni
leukoencefalopatie (PML). PML vznika reaktivaci a mutaci endogenné piitomného polioma
DNA viru (48). Prvni ptipad byl zaznamendn v roce 2005 v ramci studie SENTINEL, kdy byl

natalizumab podavan soucCasné¢ sIFN beta-la. Nasledné¢ byla ucinnost a bezpecnost
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natalizumabu ovéfovana fadou klinickych sledovani. V ervnu 2011 bylo natalizumabem
lé€eno 88 100 pacientl. Riziko rozvoje PML bylo stanoveno pfiblizné 1,66 : 1 000
nemocnych timto preparatem lécenych. Jeho vyse je zavisld na poctu podanych infazi. Do 24
infuzi je riziko relativné nizké (0,3 : 1 000), nejvyssi je v rozmezi 25-36 infuzi (1,5 : 1 000) a
pak klesa. Pfedchozi terapie imunosupresivy se jevi jako nezavisly rizikovy faktor zvySujici
riziko PML 2- az 4krat, ptitomnost DNA JCV viru v séru pacienta pak piedstavuje dalsi
dvojnasobny narlst rizika (49). Proto v ramci farmakovigilance se pied zacatkem terapie
natalizumabem provadi MR mozku a vySetfeni séra na pfitomnost DNA JC viru. Pokud je
potvrzena diagndéza PML, je nutné¢ podavani natalizumabu ihned ukonéit a provést
plazmaferézu. V piipad¢é klinického zhorSeni spojeného s restauraci imunitniho systému je

tteba podat kortikoidy (48).

Dals$im novym lékem urCenym pro relaps-remitentni formu RS je fingolimod (prepardt
Gilenya), ktery byl schvalen k pouziti v USA v zafi 2010 jako 1€k prvni volby. Pro staty
Evropské unie je fingolimod 1ékem druhé volby pro nemocné s rychle progredujici RS. Vaze
se na sfingosin-1-fosfatovy receptor (S1P) lymfocyti, ¢imz brani jejich vstupu do cirkulace a
zadrzuje je v uzlindch. Vazbou na SI1P receptor v nervové tkani je pravdépodobné
zprostiedkovan jeho neuroprotektivni efekt. V disledku vyskytu velkého poctu SIP
receptord v myokardu vyvolavaji jeho prvni davky bradykardii az AV blok. Dle klinické
studie FREEDOMS doslo v disledku jeho podavani ke snizeni poctu relapst o 55 %, klesl
pocet novych ¢i objem jiz existujicich T2-hyperintenzivnich 1ézi o 75 % a Gd-enhancujicich

1ézi na MR o 82 % oproti placebu (48).

V soucasnosti probihé cela fada klinickych studii s peroralnimi 1éky schopnymi ovlivnit
aktivitu onemocnéni RS. Patii sem cladribin, coz je purinovy analog cytotoxicky ptisobici na
lymfocyty a zplsobujici tak dlouhodobou lymfopenii. Jeho uc¢innost je srovnatelna
s fingolimodem a podava se jen v jednom lécebném cyklu za rok. Jeho registrace byla zatim
odlozena pro vedlejsi Ucinky, kterymi je vySe zminovana dlouhodoba lymfopenie branici
dostatecné obrané organismu proti infekcim a vy$s$i pocet malignit u lé€enych pacientli ve
srovnani s placebem. Laquinimod je imunomodulans, které brani vstupu T- lymfocytli se
znakem CD4+ a makrofagii do CNS a omezuje prezentaci antigenu na buiikach exprimujicich
na svém povrchu antigen HLA II. tfidy. Je velice dobfe tolerovan s minimem nezadoucich
ucinkti. Fumarat (BG-12) je ester kyseliny fumarové a jeho efekt je podobny efektu
laquinimodu. Pidsobi imunomodula¢né a neuroprotektivné aktivaci nukledrniho faktoru 2,

ktery brani oxida¢nimu stresu pii zanétlivém poskozeni tkdné€. Teriflunomid je odvozeny od
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antirevmatika leflunomidu. Je inhibitorem syntézy pirimidinu, ¢imz blokuje rychle se d¢lici
bunky, tedy 1 T-lymfocyty. Je velmi dobie tolerovan a jevi se jako vhodny do kombinace

s DMD (48,50).

Velkou skupinu nové zkousenych 1€kt tvoii monoklonalni protilatky. Alentuzumab je
protilatka proti znaku CDS52 exprimovanému na T a B-lymfocytech, NK buikéach a
monocytech a je pouzivan k 1é¢b¢ chronické B-lymfocytarni leukémie. Jeho podani zptsobuje
lyzu téchto bunék, kterd je ovSem provazena vyraznou celkovou reakci organismu (48).
Problematickym nezadoucim ucinkem je moznost navozeni autoimunitni tyreoiditidy (7x
vys§i nez u placeba) a idiopatické trombocytopenické purpury (3x vyssi nez u placeba).
Rituximab je protilatkou proti znaku CD20 na B-lymfocytech a pouziva se k 1écb¢ non-
Hodgkinského lymfomu a revmatoidni artritidy (50). Daclizumab je protilatka proti znaku
CD25, coz je alfa podjednotka receptoru pro IL-2. Jeho vyfazenim se omezi aktivace
autoagresivnich lymfocyt bez poSkozeni funkce imunitniho systému. Aktivuje rovnéz NK
buiiky, coz by mélo mit vliv na regulaci zanétu v CNS (48). V soucasnosti se pouziva

k potlaceni rejekeni reakce po organovych transplantacich (51).

V piipadé inefektivity ¢i intolerance 1€ka prvni volby nebo v pfitomnosti imunodeficitu je
Iékem volby podani intravendéznich imunoglobulinii. IVIg obsahuji pfirozené protilatky proti

autoantigeniim, blokuji Fc receptory na makrofdzich a mikroglii, neutralizuji prozanétlivé

rrrrr

Podani 1€kt prvni volby vzhledem k jejich finan¢ni ndro¢nosti podléhd piisnym kritériim.
Proto pacienti, ktefi tato kritéria nespliiuji, jsou odkézadni na 1écbu Kklasickymi
imunosupresivy, mezi které patii azatioprin, metotrexat ¢i mofetil mykofenolat. Azatioprin je
purinovy analog s lymfostatickym efektem, je cytotoxicky i pro prekurzory hematopoetickych
bunék. Pied zahajenim terapie je vhodné vySetfit genomovou DNA na pfitomnost alelickych
variant enzymu tiopurinmetyltransferazy (TPMT) nebo stanovit jeho aktivitu v erytrocytech.
Homozygoti pro nefunkéni alelu maji kompletni deficit aktivity tohoto enzymu s vysokou
pravdépodobnosti rozvoje diefiového Utlumu po nasazeni azatioprinu. Metotrexdt je
antagonista kyseliny listové. Inhibici syntézy DNA zptsobuje sniZeni poctu B a T-lymfocytt,
proliferace makrofagli, naruSeni antigenni prezentace a sniZeni sekrece né&kterych
prozanétlivych plsobktli, napt. tumor-nekrotizujiciho faktoru ¢i IL-2. Mofetil mykofenolat

zpomaluje lymfocytarni proliferaci a expresi povrchovych antigenit T-lymfocyti. M4 ovSem
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vyznamné nezadouci ucinky, kterymi jsou pancytopenie, sklon k infektim a karcinogeneze

(52).

1.7.3 Intenzivni imunomodulac¢ni lé¢ba v piipadé agresivniho pribéhu nemoci

V ptipadé¢ agresivniho pribéhu onemocnéni, kdy vysSe uvedena terapie ztraci na ucinnosti,
je nutné ptistoupit k eskalaci lécby. Zpocatku je mozné k 1ékim prvni volby ptidat klasicka
imunosupresiva ¢i podavat pulzy metylprednisolonu intravendzné (Zivadinovo schéma: IFN
beta + 5x1g metylprednisolonu kazdé¢ 4 meésice). Dalsi, agresivnéj$i moznosti je podavani
pulziit metylprednisolonu s cyklofosfamidem (Harvardské schéma: 1g metylprednisolonu +
800mg/m” cyklofosfamidu prvni rok 1x mési¢ng, druhy rok po 6 tydnech a dalsi 2 roky po 2
meésicich) nebo pulzii metylprednisolonu s mitoxantronem (Edanovo schéma: 1Ig
metylprednisolonu + 20mg mitoxantronu nebo Hartungovo schéma: 1g metylprednisolonu + 5
nebo 12mg mitoxantronu co 2 mesice). Cilem této terapie je stabilizace onemocnéni se
zastavenim progrese deficitu. Vzhledem k mnohdy vyrazné leukopenii navozené touto terapii
jsou nutné kontroly krevniho obrazu, patrdni po infektech a jejich pteléCovani. Pro
kardiotoxicitu mitoxantronu se musi provést transtorakalni echokardiografie s ur€enim ejekéni

frakce levé komory pted zahajenim i1 v prubéhu terapie (1,2).

Pokud ani tato terapie neni efektivni, 1ze pfistoupit k u nas dosud experimentalni 1€cbe¢:
autologni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT). Tato metoda je
zalozena na imunoablaci vysokymi davkami imunosupresiv néasledované restauraci
imunitniho a hematopoetického systému autologni HSCT, ¢imz by mélo dojit k tzv. ,,resetu
imunitniho systému (52). Od roku 1995 dosud bylo touto metodou ve svété 1€ceno pres 400
pacientil. Dle publikovanych studii po ni dochézi ke sniZeni aktivity onemocnéni o 33—-64 % a
36-95 % pacientl je zcela bez progrese deficitu (53). Indikaci k HSCT je vysoce aktivni RS
s délkou trvani choroby do 5 let a zachovalou schopnosti chiize bez opory alesponi 100m (54).
Myslenka allogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék byla inspirovana
pacienty s RS, ktefi podstoupili HSCT z divodu hematologické malignity a nasledn¢ doslo
k vyraznému sniZeni aktivity onemocnéni. Allogenni HSCT je schopna nahradit autoagresivni
imunitni systém zdravymi allogennimi imunitnimi buiikami, ale za cenu mozné reakce Stépu
proti hostiteli a vy$s$i mortality. I pfes veSkerd rizika, véetné 2,3 % mortality u autologni

HSCT, je tato metoda nadéji pro pacienty s maligni RS (55).
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1.7.4 Lécba CIS

Je vSeobecné uznavanym nazorem, ze RS je nutné 1éCit jiz od prvnich pfiznakl a ¢im diive
s 1écbou zacneme, tim véEtsi je pravdépodobnost zpomaleni progrese onemocnéni a oddaleni
vzniku klinického deficitu. Diive se 1éCba zahajovala az po 2. atace onemocnéni, tedy
v ptipad¢ klinicky definované RS. Pod tihou dat z provadénych klinickych sledovani byl
definovan CIS v ramci revize McDonaldovych kritérii z roku 2010, coZ umoznilo zahdjit

terapii preparaty DMD jiz po 1. atace.

1.7.5 Symptomaticka terapie

Kromé vyse uvedené imunomodulacni ¢i imunosupresivni terapie musi byt soucasti 1écby i
symptomatickd terapie ke zmirnéni ptiznakt onemocnéni. K ovlivnéni spasticky lze pouzit
centralni myorelaxancia (tizanidin, baclofen, tetrazepam, tiokolchikosid), lokalni aplikaci
botulotoxinu nebo v ptipad¢ vyrazné spasticky dolnich koncetin pfistoupit k intratekalnimu
podavani baclofenu pumpou. Sfinkterické potize lze zmirnit podavanim anticholinergik,
myorelaxancii ¢ lokalni aplikaci botulotoxinu. Uplné vyprazdnéni mocového méchyie lze
zajistit Cistou intermitentni katetrizaci. Neurogenni bolesti lze ovlivnit gabapentinem,
pregabalinem nebo napf. karbamazepinem. Nesmime zapomenout ani na 1écbu depresi, které
zhorSuji tizi stavajicich piiznakti a prohlubuji tnavu. V 1é¢bé depresi se v souasnosti
nejcastéji pouzivaji preparaty SSRI- selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu,
SARI-serotoninovi antagonisté¢ a inhibitory zpétného vychytavani serotoninu nebo SNRI-
inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu. Nutno rovnéZ myslet na 1é€bu
infektll a sanaci fokust. Nedilnou soucasti péce o pacienty s RS je soustavna rehabilitace
udrzujici jejich fyzickou kondici a zmirfujici ptiznaky (pfedevSim spasticitu), psychoterapie,

ergoterapie nebo socidlni poradenstvi (4).
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Obrazek 4. Soucasné moznosti imunoterapie RS a mechanismy jejich ucinku (56).
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2 Vlastni vyzkum

Cilem nasi prace bylo vysledovat moZné rozdily v hodnotach jednotlivych zanétlivych a
degenerativnich markeri v mozkomisnim moku pacientll s riznymi formami roztrouSené
skler6zy mozkomi$ni a stanovit, zda je pokles ¢i elevace urcitého markeru typicky pro

nékterou z forem RS.

Stézejni vyzkumny problém byl definovan na zakladé naseho predpokladu, ze néktery
z likvorovych markerit miiZze byt typicky pro konkrétni formu RS, miZze byt tudiz ukazatelem
intenzity zanétu nebo miry neurodegenerace a tedy predikovat pribéh onemocnéni. Na bazi

tohoto ptedpokladu jsme stanovili nasledujici vécné hypotézy:

Hp: Néktery z vybranych likvorovych marker je specifickym ukazatelem pro konkrétni

formu RS.
K ni jsme stanovili alternativni hypotézu:

Ha: Zadny z vybranych likvorovych markert neni specifickym ukazatelem pro konkrétni

formu RS.

Ho: Uroven intratekalni syntézy (Qrei, 1gG index, pocet OCB) koreluje se stupném postizeni

pacientl s RS.
K ni jsme stanovili alternativni hypotézu:

Ha: Zadny z parametri intratekalni syntézy (Qreg, IgG index, pocet OCB) nekoreluje

se stupném postizeni pacientl s RS.

Hy: Urover intratekalni syntézy (Qrei, IgG index, pocet OCB) koreluje s délkou onemocnéni u

pacientl s RS.

K ni jsme stanovili alternativni hypotézu:
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Ha: Zadny z parametri intratekalni syntézy (Qiec, IgG index, pocet OCB) nekoreluje s délkou

onemocnéni u pacientii s RS.

2.1 Soubor

Bylo provedeno likvorologické vySetfeni u pacientll hospitalizovanych na Neurologické
klinice FN a LP UP Olomouc v letech 2005-2009. Mozkomisni mok byl odebran lumbalni
punkci po pfedchozim podpisu informovaného souhlasu s vykonem. Celkem bylo
analyzovéano 258 likvorti, z toho 120 od pacientd s RS a 138 kontrol. Jako kontroly byly
pouzity likvory pacientli, u kterych byla lumbalni punkce provedena z diferencialné
diagnostickych davodi k vylouceni jiného neurologického onemocnéni, jako napf.
subarachnoidealniho krvéceni ¢i infekce CNS. Diagnéza RS byla stanovena v souladu s

McDonaldovymi kritérii.

Skupinu RS pacientl tvoiilo 29 pacientli s CIS (23 Zen a 6 muzi) ve véku 29-58 let,
pramérné 33,9 £ 10,9 roku, 77 pacientl s relaps-remitentni formou RS (RR: 56 zen a 21
muzi) ve véku 18 az 68 let, primérné 40,5 + 11 let, 6 pacientli s primarné progredientni
formou (PP: 3 muzi a 3 zeny) ve véku 34 az 66 let s primérem 49,5 = 11,4 roku a 8 pacientti
v sekundarni progresi (SP: 7 Zen a 1 muz) ve véku 36 az 57 let primérného véku 47,9 + 7,2
roku. Zvolené kontroly byly co do véku s pacienty s RS homogenni, tj. ve véku 19 az 70 let,
prumérné 43,7 + 12,3 roku. Rovnéz pomér poctu zen a muzu v obou souborech byl obdobny.
Analyza rozptylu a LSD post hoc testy prokézaly, Ze pacienti po CIS byli ve srovnani
s ostatnimi skupinami (kromé RR) signifikantné mladsi. Viz tabulka 3, 4 a box graf 1.

Tabulka 3. Popisna statistika — vék

Podet Minimum | Maximum Median Prdmér | sm. odchylka
RR 77 18 68 40,00 40,47 10,990
CIS 29 20 58 34,00 33,97 10,891
PP 6 34 66 48,50 49,50 11,432
SP 8 36 57 50,00 47,88 7,180
Kontroly 138 19 70 45,00 43,73 12,294
Celkem 258 18 70 42,00 41,92 12,047
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Box graf 1. Znazornéni vé€kového rozlozeni jednotlivych zkoumanych skupin.
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Pozn: Horizontalni hrany obdélnikli reprezentuji 25. a 75. percentil, horizontdlni tucné linie
uvnitt obdélniki pfedstavuji median a vertikdlni ¢ary kolmé na obdélniky maximalni a

minimalni datové hodnoty v rozmezi 1,5 interkvartilové vzdalenosti.
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Tabulka 4. Kontingencni tabulka homogenity souboru vzhledem k pohlavi

pohlavi
z M celkem
RR pocet 56 21 77
% z celku 72,7 % 27,3% 100,0 %
CIS pocet 23 6 29
% ze celku 79,3 % 20,7 % 100,0 %
PP pocet 3 3 6
% z celku 50,0 % 50,0 % 100,0 %
SP pocet 7 1 8
% z celku 87,5 % 125 % 100,0 %
kontroly pocet 93 45 138
| % z celku 67,4 % 32,6 % 100,0 %
ce kem pocet 182 76 258
% z celku 70,5 % 29,5 % 100,0 %

2.2 Metodika

Vsem zkoumanym pacientim byla za sterilnich kautel provedena atraumatickou jehlou
lumbalni punkce, a to v poloze vsed¢, vpich byl veden do prostoru L4/5 . Bylo odebrano 15ml
mozkomisSniho moku do sklenénych zkumavek a 15ml krve. Likvor i krev byl ihned dopraven
do laboratote, kde byl centrifugovan (10 minut, 1 100g, 4°C) a spolu se sérem byl hluboce
zmrazen na -20°C. Byly stanoveny koncentrace vybranych zanétlivych a degenerativnich
markerii metodou ELISA (cystatin C, tau-protein, beta-amyloid), imunoturbidimetricky
(albumin), nefelometricky (IgG, prealbumin, transferin, C3 a C4 slozky komplementu,
haptoglobin,  orosomucoid, alfa-l-antitrypsin, APO-A-I, APO-B), luminiscen¢ni
imunoanalyzou (beta-2-mikroglobulin) a elektrochemoluminiscenci (NSE). Byl vypocitan
albuminovy kvocient (Qap) (albumin v CSF/albumin v séru) k posouzeni integrity HLB a
kvocient IgG (Qiec) (IgG v CSF/IgG v séru). OCB byly vySetieny metodou izoelektrické
fokusace na agarovém gelu s naslednym imunoblotingem. Pocet OCB nizs§i nez 2 byl

povazovan za negativni vysledek

Pied lumbalni punkci bylo vSem pacientim s RS provedeno neurologické vySetfeni a

stanovena hodnota skaly invalidity EDSS.
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Panel provedenych vySetteni:

1. k posouzeni integrity HLB : Q,, a prealbumin,

2. zénétlivé markery: transferin, C3 a C4 slozky komplementu, haptoglobin, beta-2-
mikroglobulin, orosomucoid a alfa-1-antitrypsin (AAT),

3. markery tkanové destrukce: APO-A-I, APO-B, cystatin C, NSE, tau-protein a beta-
amyloid,

4. intratekalni syntéza: pocet OCB, Qg a IgG index.

2.3 Statistické zpracovani

Ke statistické analyze dat byl pouzit software SPSS verze 15 (SPSS Inc., Chicago, USA).
Vzhledem k nenormalni distribuci hodnot sledovanych parametrti, resp. pfitomnosti
extrémnich hodnot v datech byl pro sledovani souborti pacientli pouzit neparametricky test
Kruskal-Wallis. V ptipadé signifikance testu Kruskal-Wallis byl pro porovnani dvou souborti
pouzit neparametricky test Mann-Whitney. Pro zkategorizované parametry (tj. podil pacienti
v norm¢ resp. mimo normu) byl pouzit Chi-kvadrat test. Pro porovnani v€éku pacient byla
pouzita Analyza rozptylu s LSD post hoc testy. Korelace mezi OCB ¢i IgG indexem a trvanim
onemocnéni nebo hodnotou EDSS byla vypocitdna pomoci Spearmanova rho. VSechny testy

byly provadény na hladin€ signifikance 0,05.

2.4 Vysledky

Vysledky jsou rozdé€leny do 3 casti. Prvni ¢ast se zabyva zpracovanim hodnot zanétlivych
markerd u jednotlivych forem RS, druha ¢ast je zaméfena na markery neurodegenerace a tieti
¢ast se vénuje posouzeni intratekalni syntézy IgG a jeji korelaci s hodnotami skaly EDSS a

délkou trvani onemocnéni.

2.4.1 Vysledky 1.

Prvni ¢ast prace provadi srovnani hodnot zanétlivych likvorovych markerii: C3 a C4

slozky komplementu, transferinu, haptoglobinu, beta-2-mikroglobulinu, orosomucoidu a alfa-
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l-antitrypsinu. Bylo nalezeno snizeni medianti a primérnych hodnot transferinu u CIS (16,75;
17,88 £ 4,72 mg/l), RR (16,95; 17,92 + 8,18 mg/l) a predevsim SP (16,55; 15,73 + 3,41 mg/l)
ve srovnani s kontrolami (19,3; 20,27 £ 9,27 mg/1) bez zanétlivého postizeni CNS. Obdobné
hodnoty jako kontroly vykazovala skupina PP (19,45; 20,01 £ 6,05 mg/l). Viz tabulka 5a a 5b.
Neparametricky globdlni Kruskal-Wallistiv test (test rovnosti medidnli) porovnavajici
sledované parametry v péti skupinach a nasledné Chi-kvadrat test potvrdil statisticky
vyznamné rozdily v hodnotach transferinu mezi sledovanymi skupinami (P = 0,048). Viz box
graf 2. OvSem test Mann-Whitney porovnavajici vSechny pary s upravenou hladinou
vyznamnosti a dle Bonferonniho neprokazal statisticky signifikantni rozdily. Dale byly
nalezeny nesignifikantné nizsi medidny a priméry hodnot C3 slozky komplentu u RR (3,17;
3,79 + 2,51 mg/l), SP (3,28; 3,62 + 1,62 mg/l) a piedevsim CIS (2,95; 3,46 + 1,33 mg/l) ve
srovnani s PP (1,95; 5,34 + 3,32 mg/l) a kontrolami (3,66; 4,13 + 2,16 mg/l), pfi¢emZ
prumérné hodnoty u vSech skupin a mediany u PP a kontrol vykazovaly vyssi hodnoty, nez je
horni hranice normy. Dal$im zji§ténim je mirné elevace medianu a priméru hodnot C4 slozky
komplementu u PP (1,95; 2,26 + 1,13) na rozdil o od ostatnich forem RS (CIS: 1,47; 173 +
0,42; RR: 1,56; 188 £+ 1,30; SP: 1,44; 1,52 + 0,22) a kontrol (1,46; 1,79 + 0,77), vSechny
hodnoty ale ztstaly v norm¢. Dale bylo zaznamenano zvyseni medianu a praméru hodnot
haptoglobinu u PP (3,40; 4,04 + 3,26 mg/l) proti ostatnim skupinam (CIS: 0,98; 2,20 + 2,26
mg/l; RR: 1,09; 2,15 + 3,09 mg/l; SP: 1,07; 2,467 = 2,08 mg/l; kontroly: 1,13; 2,25 + 2,66
mg/l). Kromé& toho byly nalezeny subnormalni hodnoty AAT v likvoru u 27,6 % nemocnych
po CIS (8 z 29 probandt), u 19,5 % nemocnych s RR (15 ze 77 probandi), 25 % s SP (2 z 8
probandt) a 16,7 % u PP (1 pacient ze 6).

Hodnoty beta-2-mikroglobulinu, orosomucoidu a alfa-1-antitrypsinu se ve sledovanych

skupinach nelisily.
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Tabulka 5a. Hodnoty markert zanétu u jednotlivych forem RS a kontrol.

C3 C4 Transferin
(norma 0,5- (norma 0,8— | (norma 7-22
3,5 mg/l) 2,5 mg/l) mg/l)

CIS Median 2,95 1,47 16,75
Primér + 3,46 +1,33 1,73 +£0,42 | 17,88 £4,72
sm.odchylka

RR Median 3,17 1,56 16,95
Primér + 3,79 £2,51 1,88 £1,30 | 17,92 +£8,18
sm.odchylka

SP Median 3,28 1,44 16,55
Primér + 3,62+ 1,62 1,52 +£0,22 | 15,74 £ 3,41
sm.odchylka

PP Median 4,14 1,95 19,45
Primér + 5,34 +£3,32 2,26 +1,13 | 20,01 £6,05
sm.odchylka

kontroly | Median 3,66 1,46 19,30
Primér + 4,13 £2,16 1,79 £0,77 | 20,27 £9,27
sm.odchylka
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Tabulka 5b. Hodnoty markerti zanétu u jednotlivych forem RS a kontrol - pokracovani.

Haptoglobin | Beta-2- Orosomucoid | Alfa-1-

(norma 0,5-2 | mikroglobulin | (norma 1,5- | antitrypsin

mg/l) (norma 0-2 4,5 mg/l) (norma 6-15
mg/l) mg/1)

CIS Median 0,98 0,90 4,38 6,99
Primér + 2,20 +£2,26 0,95 +0,24 5,65+ 3,66 8,59 +5,32
sm.odchylka

RR Medidn 1,09 0,90 4,73 6,81
Primér + 2,15+3,09 0,92 £0,27 6,30+ 7,17 8,43 +5,91
sm.odchylka

SP Median 1,07 0,95 4,54 8,78
Primér + 2,467 +2,08 |0,94+0,18 5,79 £3,53 823+242
sm.odchylka

PP Median 3,40 1,00 4,65 8,40
Primér + 4,04 £ 3,26 1,12 +0,33 7,62 +£5,72 11,96 + 8,00
sm.odchylka

kontroly Median 1,13 0,90 4,93 7,90
Primér + 2,25 +2,66 0,93 £0,43 6,04 + 3,67 9,11 +£5,83
sm.odchylka
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Box graf 2. RozloZeni hodnot transferinu ve sledovanych skupinach.
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Pozn: Horizontalni hrany obdélnikli reprezentuji 25. a 75. percentil, horizontdlni tucné linie
uvnitf obdélnikd predstavuji median a vertikdlni ¢ary kolmé na obdélniky maximalni a
minimalni datové hodnoty v rozmezi 1,5 interkvartilové vzdalenosti. Kolecka (*) a hvézdicky

(*) symbolizuji odlehlé a extrémni datové hodnoty.
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2.4.2 Vysledky 2.

Nasledujici ¢ast hodnoti rozdily v hodnotach vySetfovanych markerii neurodegenerace:
APO A-I, APO B, cystatinu C, NSE, tau-proteinu a beta-amyloidu. Viz tabulka 6a a 6b..
Kruskal-Wallisiiv test prokazal statisticky vyznamné rozdily v medidnech a primérech hodnot
cystatinu C mezi sledovanymi skupinami (P = 0,004). Viz box graf 3. Nasledn¢ provedeny test
Mann-Whitney popsal signifikantné niz8i hodnoty cystatinu C u RR nez u kontrol (P = 0,015).
Byl doplnén vypocet cystatinového indexu (cystatin C CSF/cystatin C sérum), ktery
vykazoval podobné vysledky. Provedené korelace mezi hodnotami cystatinu C a EDSS
pomoci Spearmanova rho nepotvrdily statistickou zavislost téchto parametrti (CIS: P = 0,254;
RR: P =0,774; SP: P = 0,558; PP: P = 0,624). Krom¢ toho byly zaznamenany niz§i mediany a
praméry hodnot APO-AI u pacientd s CIS (2,9; 3,69 = 1,47), RR (3,4; 3,69 &+ 1,78) a mén¢ SP
(3,45; 4,15 £ 2,07) oproti kontrolam (4,1; 4,61 £ 2,75); nepatrn¢ vyssi hodnoty tau proteinu u
CIS (244; 265,4 + 144,3) vuci kontrolam (220; 260,1 = 178,68) a normé (0-210 ng/l), a
naopak niz§i medidny a priméry hodnot tau proteinu piedevsim SP (175,5; 186,5 + 83,3),
méné u RR (207,0; 235,5 + 136,7) a PP (208,5; 217,8 £ 63,95). U vSech skupin s RS bylo
nalezeno snizeni mediant a pramérd hodnot beta-amyloidu, nejvice u SP (764,23; 798,8 +
117,2) ve srovnani s kontrolni skupinou (818,76; 844,63 £+ 219,52). VSechno ovSem bez
statistické vyznamnosti. Hodnoty APO-B a neuron-specifické enolazy byly identické ve vSech

skupinach.
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Tabulka 6a. Hodnoty degenerativnich markeri u sledovanych skupin.

APO-AI APO-B Cystatin C | Cystatinovy
(norma 1,5-3 | (norma 0,5-2 | (norma 3- | index (cystatin
mg/l) mg/l) 12,5 mg/l) | CSF/sérum)
CIS Median 2,9 1,4 4,51 4,7
Primér + 3,69+ 1,47 |1,34+0,38
sm.odchylka 429+1,50 | 4,89+ 1,3
RR Median 3,4 1,4 3,74 4,42
Primér + 393+1,78 | 1,7+2,14 3,88 +1,37
sm.odchylka 458+ 1,24
SP Median 3,45 1,5 2,97 3,79
Primér + 4,15+2,07 |1,69+1,0 3,44+ 1,26 | 4,49 £ 1,82
sm.odchylka
PP Median 3,0 1,5 4,05 5,0
Primér + 444+269 |1,2840,48 |4,46+1,45|4,74+£0,90
sm.odchylka
kontroly Median 4,1 1,4 4,42
Primér + 4,61 £2,75 1,51+£1,2 4,54 + 1,44
sm.odchylka
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Tabulka 6b. Hodnoty degenerativnich markert u sledovanych skupin - pokracovani.

NSE (norma Tau-protein Beta-amyloid
3,7-12,6 pg/l) (norma 0-210 (400-1200 ng/l)
ng/l)
CIS Median 10,1 244.0 802,71
Primér + 10,37 + 3,98 265,38 + 144,29
sm.odchylka 806,4 + 184,83
RR Median 8,81 207,0 777,47
Primér + 9,29 + 3,36 235,53 £ 136,71 | 776,55 + 253,47
sm.odchylka
SP Median 9,01 175,5 764,23
Primér + 8,06 + 2,87 186,5 + 83,32 798,84 + 117,20
sm.odchylka
PP Median 9,84 208,5 772,70
Primér + 9,61 £2,16 217,83 £63,95 | 796,27 + 270,95
sm.odchylka
kontroly Median 9,63 220,0 818,76
Primér + 10,28 4,18 260,01 £ 178,68 | 844,65 + 219,52
sm.odchylka
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Box graf 3. RozloZeni hodnot cystatinu C ve sledovanych skupinach.
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2.4.3 Vysledky 3.

Posledni ¢ast prace byla vénovana posouzeni intratekdlni syntézy IgG dané Qi IgG
indexem a poctem OCB IgG v alkalické frakci u jednotlivych forem RS. Déle byla provedena
korelace mezi intratekalni syntézou, Skalou invalidity EDSS a délkou trvani onemocnéni. Viz
tabulka 7. Kruskal-Wallisiv test prokazal statisticky signifikantni rozdily v hodnotach Qgg,
IgG indexu, OCB a EDSS mezi jednotlivymi zkoumanymi skupinami. Viz tabulka 8. Test
Mann-Whitney tyto diference potvrdil pouze u EDSS a to niz$i hodnoty medianu a praméru
EDSS u CIS (1,0; 0,79 £ 0,91) a RR (2,0; 2,01 £ 1,34) na rozdil od SP (6,0; 5,75 + 1,63) a PP
(4,5; 4,83 = 2,14). Tento rozdil byl nalezen 1 mezi CIS a RR, ne mezi SP a PP. Viz tabulka 9.
Grafické zndzornéni rozdéleni hodnot parametrii Qig6, OCB a EDSS u zkoumanych skupin viz
box graf 4,5,6. Hodnota Qjeg byla relativné niZzs$i u RR formy, pocet OCB byl ve sledovanych
skupinach podobny, pouze u PP byly nalezené hodnoty vys$si. Pokud jsme porovnavali
procentualni zastoupeni nemocnych s prokazanou intratekdlni syntézou, tedy IgG indexem
vy$§im nez 0,7, nejméné bylo nalezeno ve skupiné po CIS (49,3%), u ostatnich skupin bylo
toto zastoupeni obdobné (RR 69,8 %, SP 63,5 %, PP 66,6 %). Procentudlni vyjadieni
pozitivity intratekalni syntézy dané poctem OCB vétSim nebo rovno 2 bylo v jednotlivych
skupinach bez vyraznégjsiho rozdilu. Nejvice nemocnych s OCB > 2 bylo pfitomno ve skupiné
po CIS (89,7 %), nejméné u RR (81,8 %). Provedené korelace mezi Qg IgG indexem nebo
OCB a hodnotami EDSS ¢i délkou onemocnéni prostfednictvim Spearmanova rho

nezaznamenaly statistickou zavislost.
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Tabulka 7. Hodnoty Qigc, IgG indexu, OCB, EDSS a délka trvani onemocnéni u sledovanych

skupin.
CIS RR SP PP
Qi median 4,5 3,7 4,5 7,55
prumeér 8,28 4,76 5,33 8,15
st. odchylka 13,66 3,29 3,01 4,36
IgG index median 0,705 0,780 1,14 1,24
prumeér 1,006 0,948 1,067 0,974
st. odchylka 0,549 0,377 0,367 0,375
< 0.7 (pocet) 15 (51.7%) 24 (31.2%) 3 (37.5%) 2 (33.3%)
> 0.7 (pocet) 14 (49.3%) 53 (69.8%) 5 (63.5%) 4 (66.6%)
OCB (pocet) median 7,0 8,0 8,0 12,5
prumér n 10,1 8,97 8,88 13,0
st. odchylka 8,962 6,537 5,54 7,321
<2 (pocet) 3 (10.3%) 14 (18.2%) 1 (12.5%) 1 (16.7%)
> 2 (pocet) 26 (89.7%) 61 (81.8%) 7 (87.5%) 5(83.3%)
EDSS median 1,0 2,0 6,0 4,75
pramer 0,79 2,01 5,75 4,83
st. odchylka 0,911 1,339 1,626 2,137
Délka trvani median 0,1 2,5 11,5 8,0
onemocnéni prumér 0,32 4,04 15,38 7,5
(roky) st. odchylka 0,30 2,98 9,97 5,0
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Tabulka 8. Kruskal-Wallistv test pro parametry Q IgG, IgG index, OCB a EDSS.

Qiea IgG index OCB EDSS
Chi-Square 27,336 43,466 170,79 45,369
Df 4 4 4 3
Asymp. Sig. <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Tabulka 9. Test Mann-Whitney pro parametr EDSS.
RR : CIS RR : PP RR : SP CIS : PP CIS: SP PP : SP
Mann- 498,500 55,000 33,000 4,000 1,500 18,500
Whitney U
Wilcoxon W
933,500 3058,000 3036,000 439,000 436,500 39,500
Z
-4,457 -3,140 4,197 -3,784 -4,371 -0,722
Asymp. Sig.
. 0,002 0,040 0,0005 0,003 0,002 0,470
(2-tailed)
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Box graf 4. Rozlozeni hodnot Qe ve sledovanych skupinach.
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Box graf 5. Rozlozeni hodnot OCB u jednotlivych forem RS.
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Box graf 6. Hodnoty EDSS u jednotlivych forem RS.
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2.5 Diskuse

VSeobecné uznavanou tezi je, Ze na pocatku onemocnéni RS v etiopatogenezi prevazuji
zanétlivé procesy a v pokrocilych staddiich dominuji spiSe procesy neurodegenerativni (4).
Vyzkumy poslednich let ovSem prokézaly, Ze k axonalni transekci a neurodegeneraci dochazi
jiz v Casnych stadiich nemoci (57). Rozhodli jsme se proto provézt vySetieni vybranych
zanétlivych a degenerativnich markeri v mozkomiSnim moku pacienti s RS v rtiznych

stadiich onemocnéni a s rizné tézkym klinickym postizenim.
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2.5.1 Diskuse 1.

Cetné prace zabyvajici se etiopatogenezou RS se vénuji problematice metabolismu
zeleza. Velké mnozstvi Zeleza a ferritinu se nachazi v oligodendrocytech, kde se podili na
formovani myelinu a procesu oxidativni fosforylace (58). Zelezo je rovnéz ristovym faktorem
dalezitym pro proliferaci aktivovanych T-lymfocytt (59). V ptipad¢ jakéhokoli stresu stoupa
syntéza ferritinu v oligodendrocytech, ferritin se uvoliiuje i do mozkomisniho moku a plazmy.
Vaze volné Zelezo, ¢imz brani oxidativnimu poskozeni bunck. lonty Zeleza pusobi jako
katalyzator pti vzniku hydroxylového radikalu, ktery iniciuje peroxidaci lipidi a oxidativni
poskozeni proteinti. V praci LeVineho a kol. byly nalezeny vyssi hodnoty ferritinu v likvoru
pacientl s aktivni chronicko-progredientni formou RS. Elevace ferritinu byla pfitomna i u
stabilnich pacientti se SP, ovSem bez statistické signifikance. To, Ze podobny nélez nebyl
pozorovan 1 u relaps-remitentni formy, je patrné¢ zplisobeno rozdilnym mechanismem
demyelinizace a zanétu. Hodnoty transferinu v CSF odpovidaly hodnotam kontrol (60).
Zeman a kol. provadéli vysSetfeni hladin transferinu v séru a CSF a vypocet transferinového
kvocientu (transferin CSF/ transferin sérum). Zaznamenali snizeni hladiny transferinu v CSF
a transferinového kvocientu u pacientli v remisi, u nemocnych s trvanim onemocnéni do 2 let
au zen (61). Recentni studie pouzivaji k vysetieni CSF vétSinou proteomickou analyzu. Toto
vySetfeni predstavuje 2-dimenziondlni elektroforézu s naslednou spektrofotometrii, coz
umoznuje identifikovat jednotlivé likvorové proteiny (61). Proteomicky vysetioval CSF
pacientdl s RS Harris a kol. popsal u nich rovnéZ sniZeni hladiny transferinu (62). Tyto nalezy
potvrzuji vysledky naSich vySetfeni. Zaznamenali jsme také sniZeni hodnot transferinu
pfedevsim u SP, mén¢ u CIS a RR ve srovnani s PP a kontrolami. NerozliSovali jsme ov§em
pacienty s aktivni RS a v remisi a nase pozorovani nebyla statisticky signifikantni. MoZnost
vyuziti stanoveni hladin transferinu v CSF k diagnostice RS nebo posouzeni aktivity

onemocnéni se proto jevi spornd.

Aktivace komplementového systému je dalsi z entit podilejicich se na patogenezi RS.
Komplementové proteiny jsou nespecifickymi mediatory humoralni imunity. Komplementovy
systém funguje jako kaskéada, kterou lze aktivovat 3 rGznymi cestami. Klasicka cesta je
spousténa imunokomplexy, CRP ¢i agregaty IgG nebo IgM. Obdobna je cesta lektinova,
nezavisla na protilatkdch. Cesta alternativni je indukovdna pifimo bunécnymi sténami
kvasinek a viri za pfitomnosti magnézia. VSechny cesty vedou k aktivaci C3 slozky.
Spojenim slozek C5b s C6, C7, C8 a C9 se vytvoii membranovy Utocny komplex, ktery
vazbou na lipidovou bunéénou membranu zptsobi lyzu buiky. Dalsi funkci komplementu je
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opsonizace mikroorganismu pro fagocytozu, chemotaktické pritahovani leukocyti do oblasti
zanctu, likvidace imunokomplexi a indukce specifické imunitni odpovédi usnadnénim
lokalizace antigenti B-builkami a antigen-prezentujicimi bunikami (1). VySetfeni funkce
komplementu u pacientli s RS se vénoval Ingham a kol., ktery analyzoval hladiny C3 a C4
slozky komplementu v séru a likvoru. Popisuje signifikantni zvySeni plazmatické hladiny C3
a C4 1 poméru C3(C4) v CSF/C3(C4) v séru u pacientli s RS ve srovnani s kontrolami.
Korelace likvorovych a plazmatickych koncentraci C3 a C4 ukazuje na systémovy i centralni
puvod likvorové frakce téchto slozek komplementu, coz svéd¢i pro aktivaci komplementu u
RS (63). Sellebjerg a spolupracovnici stanovovali hladiny C3 slozky komplementu a
terminalniho komplementového komplexu (TTC) u jednotlivych typi RS. Zaznamenali
elevaci C3 slozky komplementu u vSech forem RS a TTC u nemocnych s atakou, pfi¢emz
jeho hladina korelovala s hladinou myelin bazického proteinu, ktery je pfimym markerem
demyelinizace, a hodnotou EDSS (64). Podobné vysledky prezentovala i studie Padilla-
Docaly a kol., kdy u 80 % nemocnych s RS byla nalezena intratekalni syntéza C3c bez ohledu
na délku onemocnéni (65). V naSem souboru jsme nalezli nesignifikantni zvySeni medianu a
praméru hodnot C3 u PP formy, ale naopak snizeni téchto hodnot u CIS, RR a SP ve srovnani
s kontrolami. VSechny primérné hodnoty a medidny PP a kontrol vykazovaly vyssi hodnoty,
nez je horni hranice normy. Median a praimér hodnot C4 slozky komplementu byl zvySen u
PP a hodnoty u ostatnich vysetfovanych skupin byly obdobné kontroldam. Hodnoty C4 ale
v z4dné ze skupin nepiesahly hranici normy. TakZe lze fici, Ze nase vysledky odpovidaji

vysledkiim vyse uvedenych pozorovani.

Haptoglobin je typickym likvorovym zanétlivym markerem ze skupiny reaktantii akutni
faze, jehoZ koncentrace roste témét u vSech zanétlivych onemocnéni. Rumbach a kol. se
pokouseli najit jiny parametr pro potvrzeni diagnézy RS neZ ptitomnost intratekalni syntézy
¢i OCB. Vysetfovali napt. hladinu haptoglobinu v séru a likvoru, ale nenasli Zadné rozdily
mezi pacienty s riznymi formami RS (66). Prace Tumani a kol. se pokousela najit marker,
ktery by predikoval ptechod z CIS do RRMS. Likvory pacienti sledovanych po dobu 2 let
podrobili proteomické analyze MALDI-TOF spektrofotometrie. Ve skupin¢ nemocnych, u
kterych se vyvinula RR, zaznamenali kromé niz8i hladiny haptoglobinu také nizs§i hodnoty
alfa-1-B-glykoproteinu, fetuinu-A, apolipoproteinu A4, retinol-vaziciho proteinu, superoxid
dismutazy a transferinu a zvySeni inhibitoru serinové peptidazy (67). V nasem souboru jsme
zaznamenali mirnou, nesignifikantni elevaci haptoglobinu ve skupiné ve stadiu primarni

progrese (median 3,40; pramér 4,04 + 3,26 mg/l), u ostatnich skupin byl v normé (0,5-2,0

62



mg/l). Nalez v podstaté koreluje se zavéry Rumbachovy studie, protoze rozdily nejsou
signifikantni. Mohlo by se rovnéz jednat o chybu malych ¢isel, protoze skupinu PP tvofilo jen

6 pacientil na rozdil od ostatnich skupin.

Beta-2-mikroglobulin je lehky fetézec HLA 1. tfidy, ktery je exprimovéan na povrchu
bunéénych membran pfedev§im lymfocytl, monocytli a makrofagh a lze ho detekovat ve
vSech télnich tekutinach. Jeho koncentrace roste u serdznich infekci, RS, hemoblastoz, iktu
nebo HIV encefalopatie. Je povazovan za marker aktivity imunitnich onemocnéni. Bylo
popsano snizeni jeho sérové hladiny u nemocnych 1écenych cladribinem, u kterych doslo ke
klinickému zlepSeni a snizeni EDSS. V likvoru tento trend nebyl zaznamenén (68). Bagnato a
spolupracovnici referuji o kolisani sérové hladiny beta-2-mikroglobulinu nezavisle na aktivité
onemocnéni, tudiz jeho vySetfovani nema prediktivni hodnotu (69). V nasem sledovani se

hodnoty beta-2-mikroglobulinu v likvoru nemocnych s RS a kontrol nelisily.

Orosomucoid je malda molekula dobie prochazejici pies HLB, ktera ho pravdépodobné
propousti selektivné podle jeho biologického vyznamu, ne v zavislosti na jeji permeabilité.
Koncentrace orosomucoidu stoupd u malignit, pfedev§im u metastdz karcinomu a
hemoblastéz. Jeho intratekdlni syntéza nebyla dosud presvéd¢iveé prokazana (70). Dle Adama
a kol. Ize zaznamenat elevaci orosomucoidu v likvoru 50-60 % nemocnych s RS po
mnohaletém trvani onemocnéni nezavisle na jejich veéku. Naopak niz$i hladiny v likvoru
vykazuji nemocni v remisi, niz§i sérové hladiny byly pozorovany u vyraznéji postizenych
pacientli v sekundarni progresi (71). NaSe prace nemuze tato pozorovani potvrdit, protoze
jsme nezaznamenali rozdily v CSF hladinach orosomucoidu mezi jednotlivymi typy RS a

kontrolami.

Alfa-1-antitrypsin (AAT) je proteindzovy inhibitor, inhibitor trypsinu. Stejné jako
orosomucoid prochazi selektivné ptes HLB a jeho koncentrace pozitivné koreluje s Qap, tedy
s integritou HLB (72). Jeho hladina v likvoru stoupd u vSech zanétlivych afekci CNS a
leukemickych meningedlnich infiltraci. Naopak nizka hladina AAT je nepfiznivym
prognostickym faktorem (70). AAT deficience je geneticky podminéné raritni onemocnéni
postihujici pfevazné kavkazskou rasu vseverni Evropé a je povaZzovana za jedno
z nejcastéjSim  jednolokusovych onemocnéni (73). Takto postizeni trpi predevsSim
onemocnénim jater a plic, Castéji se u nich vyskytuji i vaskuldrni onemocnéni a RS (74). U
sledovanych subjektli v naSem souboru byly priméry a medidny hodnot AAT v mezich normy

a neliily se mezi jednotlivymi skupinami. Ov§em niz8i hodnoty AAT v likvoru byly nalezeny
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u 27,6 % nemocnych po CIS, 19,5 % nemocnych s RR, 25 % s SP a 16,7 % u PP. Dalsi

genetické vysetieni téchto nemocnych je ke zvazeni.

2.5.2 Diskuse 2.

Druhd cast diskuse je zaméfena na nadmi vySetfované markery neurodegenerace.
Apolipoproteiny  jsou béznou soucasti likvoru, kde se nachdzeji ve velmi malych
koncentracich. Jejich elevace je znamkou tkanové destrukce CNS, podobné jako ptitomnost
lipofagl v cytologickém obraze. Pti poskozeni nervové tkané dochazi k vazbé lipidovych
metabolitll na transportni proteiny — apoproteiny za vzniku apolipoproteinti, které zajiSt'uji
odsun tukovych castic z CNS (75). Apolipoprotein APO-A-I patfi k vysoce denznim
lipoproteinim (HDL). Dle prace Burgera a Dayera APO-A-I specificky inhibuje produkci
cytokini monocyty a makrofagy po jejich kontaktu se stimulovanymi T-lymfocyty. Je
negativnim reaktantem akutni faze, nebot’ pfi akutnim zanétu jeho hladina klesa vice nez o 25
% oproti pivodnimu stavu. Podle autorii by snizeni plazmatické hladiny APO-A-I v akutni
fazi zanétu mohlo byt zndmkou tendence k ptechodu do chronicity (76). VySetfovani hladin
apolipoproteini je pfedmétem vyzkumu piedev§im u demenci. Je zndmo, Ze polymorfismus
alely APO-A-I-75G/A zpiisobuje elevaci hladiny APO-A-I, ¢imZ se sniZuje riziko demence.
Koutsis a spolupracovnici zkoumali efekt polymorfismu alely APO-A-I-75G/A na kognitivni
vykon nemocnych sRS. Udavaji, Ze nositelé této alely vykazovali lepsi vysledky
v neuropsychologickych testech, a to pfedevS§im v oblasti sémantické verbalni fluence a ve
Stroopove testu (77). Jiz v roce 1988 vysetfovali Gelman a kol. hladiny apolipoproteintit APO-
E a APO-A-I v séru a likvoru nemocnych s RS. U 44 % znich zaznamenali pouze mirny

pokles sérového APO-E, ostatni hodnoty v CSF a séru byly v normé (78).

Apolipoprotein APO-B je strukturdlnim apolipoproteinem pro chylomikra, VLDL (very
low density lipoproteins) a LDL (low density lipoproteins). Je syntetizovan ve stfevnich a
jaternich bunkéch a je vyznamny pro transport cholesterolu do bunky (75). Koncentrace APO-
B v likvoru je velice nizka, ackoli LDL receptory jsou popisovany na oligodendrocytech.
Osman a kol. pouzili k jeho stanoveni v séru a likvoru metodu TR-IFMA (time resolved
immunofluorometric assay). Intratekdlni syntéza APO-B nebyla prokézana, takze toto velmi
malé mnozstvi APO-B je pravdépodobn¢ sérového ptivodu. Vzhledem k témto vysledkiim je
patrné role APO-B v lipidovém transportu v CNS zanedbatelna (79). V nasi préaci jsme

zaznamenali nesignifikantné niz$i medidny a priméry hodnot APO-AI u pacientii s CIS, RR a
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méné SP oproti kontrolam. Podle vyse zminovanych dat by tato skute¢nost mohla znamenat
pritomnost akutniho zdnétu u nemocnych v téchto skupinach. Nejvyssi intenzita zanétu dle
hodnot APO-A-I by se vyskytovala ve skupiné po CIS, méné s RR a nejmensi by byla u SP. U
skupiny PP median hodnot APO-A-I je rovnéz niz$i, ovSem pramér hodnot odpovida
kontrolam. Zaznamenané koncentrace APO-B se mezi zkoumanymi skupinami neliSily, stejné

jako v dostupné literatuie.

Cystatin C patii do skupiny inhibitorti protedaz. Objektem védeckého zajmu se staly diky
skutecnosti, ze nekontrolovand proteolyza miize vést k ireverzibilnimu posSkozeni tkani,
chronickému zanétu, malignimu bujeni nebo predCasné aterosklerdéze. Cystatin C je
produkovan vétSinou jadernych bun¢k. Nachazi se v cytoplazmé neuront, ale také v bunikach
nadledvin, §titné zlazy, adenohypofyzy a A-bunkéch pankreatu. Jeho koncentrace v likvoru je
5,5 x vy$8i nez v séru a tvoii 2—4 % likvorovych proteint (80). Cystatin C je antagonistou
katepsind, coZ je skupina lysozomalnich proteinii produkovana aktivovanou mikroglii a
makrofagy. Je tak schopen modulovat aktivaci imunitnich bunék a zanétem zptsobenou smrt
bunék. Snizeni koncentrace cystatinu C v CSF je popisovano u celé fady zanétlivych afekci
postihujicich centralni i periferni nervovy systém. Na zvifecich modelech demyelinizace CNS
je béhem aktivni fdze demyelinizace patrnd zvySend produkce katepsini makrofagy a
mikroglii az do té doby, nez za¢nou astrocyty produkovat jejich inhibitor, cystatin C. Tato
pievaha katepsinli nad cystatinem C vede k dysregulaci tohoto systému v pozdnich fazich
demyelinizace a nasledné k nedostatecné remyelinizaci. Stejny nalez je popisovan i v CSF
pacientll v dob¢é relapsu RS (81,82). Z t€chto diivodl by cystatin C mohl byt uzivan jako
prognosticky biomarker. Snizeni jeho hladiny u nemocnych s RS imponuje jako znamka
nepiiznivého pribéhu nemoci (81). Vysledky naSich vySetfeni odpovidaly literarnim tdajim.
Prokazali jsme signifikantné nizs§i hodnoty cystatinu C i cystatinového indexu ve skupiné
nemocnych s relaps-remitentni formou RS a nesignifikantni sniZzeni ve skupiné se sekundarni
progresi. Hodnoty u CIS, PP a kontrol byly podobné. Hodnoty cystatinu v CSF nekorelovaly

s urovni invalidity vyjadienou Skalou EDSS. Korelace s relaps rate jsme neprovadéli.

Tau protein je fosforylovany protein, ktery zajistuje stabilitu mikrotubuli, umoznuje
rychly axondlni transport a utvafeni synapsi. Za normadlnich okolnosti je jeho hladina
v likvoru velmi nizka. Koncentrace tau proteinu v CSF roste u onemocnéni
charakterizovanych neuronélni a axonalni degeneraci, napt. u Creutzfeldt-Jacobovy choroby,
Alzheimerovy demence a jinych tauopatii, iktu nebo encefalitidy (81). Anderson a kol.

prokézali pritomnost abnormalné fosforylovaného a insolubilniho tau proteinu u chronické
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experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy a ve 2 vzorcich mozkl pacientd s chronicko-
progredientni formou RS, coz ukazuje na pfitomnost procesii podobnych jako u
neurodegeneraci (83). Bartosik-Psujek a Archelos vySetfovali likvorové hladiny tau proteinu a
14-3-3 proteinu u 3 skupin nemocnych: u pacientti s RS, u pacientll s jinymi zanétlivymi
chorobami a ve skupin€ s nezdnétlivymi chorobami CNS. Zaznamenali elevaci obou
parametri u RS a ve skupin€ se zanétlivymi chorobami CNS, hladina tau proteinu soucasné
korelovala s hodnotou IgG indexu. Tento néalez podporuje hypotézu, ze poskozeni axonl a
oligodendrocyti parcidlné¢ koreluje se zanétlivou aktivitou (84). Podobné i Kapaki a kol.
zaznamenal zvySeni hladiny tau proteinu u nemocnych s primarné a sekundarné progredientni
formou RS na rozdil od relaps-remitentni formy, kde jeho hodnoty odpovidaly kontrolam
(85). Dle Martineze-Y¢lamose a kol. hladina tau proteinu predikuje rychlost progrese, tzn.
¢im je vyssi hladina tau proteinu, tim kratSi doba je nutnd ke zvyseni EDSS o jeden stupen
(86). Naopak Jiménez-Jiménez a spol. nebo Guimardes nenasli rozdily v hodnotich tau
proteinu mezi RS a kontrolami (87,88) Podobné vysledky jsme ziskali i v naS§em souboru.
Zaznamenali jsme pouze nesignifikantné vyssi hodnoty tau proteinu u nemocnych po CIS,
kde byl medidn i primér lehce nad normou. U ostatnich forem RS byly jeho hodnoty nizsi nez

u kontrol.

Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) je bilkovina obsazena v riznych ¢astech neuronu
a je bézn¢ odbouravan enzymem alfa-sekretdzou. Za patologickych okolnosti je St€pen beta-
¢i gama-sekretazou za vzniku insolubilnich fragmentl, beta-amyloidu, jenz se uklada
v extracelularnim prostoru. Beta-amyloidové plaky jsou charakteristické pro Alzheimerovu
demenci, demenci s Lewyho télisky, demenci u Parkinsonovy choroby nebo cerebralni
amyloidovou angiopatii. APP je indukovan glii jako odpovéd na rtizné stimuly, véetné zanétu.
Gehrmann a kol. nasli pii histopatologickém a imunochemickém vySetieni vzorkli mozkové
tkan¢ nemocnych s RS velké mnozstvi APP v T-lymfocytech, makrofazich, astrocytech a
oligodendrocytech aktivnich 1ézi na rozdil od kontrol, kde byla jeho hladina velmi nizka (89).
Dle sdéleni Birtche a kol. je akumulace APP znamkou akutniho axonalniho poskozeni a
nachdzi se nejen v akutnich 1ézich, ale také v remyelinizovanych oblastech a inaktivnich
demyelinizovanych 1ézich. Exprese APP na poSkozenych axonech koreluje s mnozstvim
makrofagi a CD8 + T-lymfocytid. K axondlnimu poSkozeni dochéazi tedy nezdvisle na
demyelinizaci a jeho patogeneze je patrné odlisna (90). Mai a spol. nezaznamenali rozdily
v hladinach APP a beta-amyloidu v likvoru pacienti s RS, NMO a zdravych kontrol, ale

udavaji nepfimou zavislost mezi APP a EDSS. Nemocni s vys$§imi hodnotami APP
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vykazovali mensi uroven klinického postizeni (91). My jsme provadéli vysSetieni pouze beta-
amyloidu a rovnéz jsme nenalezli rozdily v jeho hodnotach mezi sledovanymi skupinami. U

nemocnych s RS jsme naopak zaznamenali jeho nesignifikantné niz8i hodnoty.

Neuron-specifickd enoldza (NSE) je glykolyticky enzym nachazejici se v bunkach
neuroektodermového ptivodu. Je dilezitym tumormarkerem u neuroblastomu, ale i
malobunécného karcinomu plic, melanomu ¢i seminomu. Jeho koncentrace v CSF stoupa po
urazech CNS. Nizsi hladinu NSE popsal Hein Née Maier a spol. v likvoru 1 séru nemocnych
po CIS, coz by mohlo znamenat niz$i neuronalni metabolickou aktivitu v asnych stadiich RS
(92). Koch a spol. pfi svém pétiletém sledovani zaznamenali snizeni hladiny NSE v séru u
nemocnych s progredujicim neurologickym deficitem. Koncentrace NSE negativn¢ korelovala
s hodnotou skaly EDSS (93). Forooghian a spol. se zabyvali vySetfenim autoprotilatek proti
NSE a myelin bazickému proteinu u nemocnych a RS a kontrol. Popsali zvySenou proliferacni
odpovéd T-lymfocytl proti NSE, kterd pozitivné korelovala s protildtkovou odpovédi na
myelin bazicky protein. To by mohlo znamenat, ze patogeneze RS nezahrnuje pouze tvorbu
protilatek proti myelinu, ale také autoimunitni odpovéd’ na nemyelinové autoantigeny (94).
V naSem souboru jsme nenalezli zadné rozdily v koncentracich NSE mezi vySetfovanymi

skupinami.

2.5.3 Diskuse 3.

Prikaz intratekalni syntézy IgG a oligoklonalnich IgG péast v likvoru dosud zlstava
dilezitym parametrem podporujicim diagndézu RS v diferencidlné diagnostické rozvaze.
Stanoveni OCB metodou IEF s imunofixaci je vysoce senzitivni, ale ne zcela specifické pro
RS. Pfitomnost OCB je prokazatelnd u 95 % pacientli s RS, 72 % nemocnych vykazuje
elevaci IgG indexu (95). V naSem souboru byla nalezena pozitivita OCB u 82,5 % pacienti a
elevace IgG indexu u 63 % nemocnych. Dle Kaisera a kol. v kazdém ptipadé, kdy je IgG
index > 0,8, je prokazatelna piitomnost OCB (96). Intratekalni syntéza IgG pietrvavd od
zaCatku onemocnéni bez ohledu na pritbéh nemoci (95) Tuto skutecnost potvrzuji Petereit a
Reske, ktefi v obdobi od 1 mésice do 8 let provedli 1 az 5 likvorovych vySetieni u 70
nemocnych s RR. Kromé¢ OCB a IgG indexu vySetfovali MRZ reakci a zaznamenali
signifikantni zvySeni produkce protilatek proti spalnickdm v obdobi mezi prvnimi 2 LP,

z toho u 7 % nemocnych byla prokézana tato protilatkova odpovéd’ de novo. ZvySeni Al bylo
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vyrazn€j$i ve skupiné nemocnych s vétsim postizenim (EDSS > 3) a rychlejsi progresi
(zhorSeni EDSS o vice nez 1 stupen za rok). U 2 ze 7 pacientt, kterym bylo provedeno 5 LP,
byla zaznamenéna expanze protilatkové odpoveédi v ramci MRZ reakce z 1 na 3 antigeny.
Tato pozorovani by mohla byt ditkazem pfitomnosti polyspecifické protilatkové reaktivity u
¢asti pacientil v pribéhu onemocnéni RS (97). Dle prace Kocha a kol. neni pfitomna zavislost
mezi poctem OCB a stabilitou onemocnéni. Béhem pétiletého sledovani 143 nemocnych se
pocet OCB nelisil mezi pacienty v remisi a pacienty s progredujicim neurologickym deficitem
(98). Zatimco pocet OCB IgG neni prognostickym faktorem dal$iho pribéhu onemocnéni,
prukaz oligoklondlnich IgM pést v likvoru predikuje hor$i prognozu, jak vyplyva
z desetiletého sledovani nemocnych s RR Mandrioliho a spolupracovnika (99). Literarni
udaje o korelaci mezi IgG indexem a poftem OCB se rizni. Mayringer a kol.) udavaji
pozitivni korelaci mezi témito parametry (100) naopak Mares a kol. po vySetfeni 150 likvort
tuto zavislost nenalezli (101). Z Cetnych klinickych sledovani je patrné, Ze intratekalni syntéza
vyjadfena poctem OCB a IgG indexem zistadva neménnd bez ohledu na terapii. Neni
ovlivnéna 1éCbou interferonem (102), imunosupresivy ani autologni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k (103,104). Vyjimkou je terapie natalizumabem, kdy
bylo von Glehnem a kol. popséno kompletni vymizeni OCB po jeho 10 aplikacich u 4 ze 6
vySetfovanych pacienta (105).

V naSem souboru jsme nezaznamenali Zadné signifikantni rozdily v Qg IgG indexu a
poctu OCB mezi jednotlivymi typy RS. Pouze u relaps-remitentni formy je patrnd
nesignifikantn€ nizs§i hodnota Qieg. Naopak u primarné progresivni formy byl vy$si pocet
OCB nez u ostatnich skupin, coz by mohlo byt i chybou malych ¢isel, protoze soubor PP
tvotilo pouze 6 pacientli. Nenasli jsme ani zadny vztah mezi intratekalni syntézou vyjadienou
Queg , IgG indexem a poctem OCB a trovni invalidity danou hodnotou EDSS. Neprokézali

jsme ani korelaci mezi intratekalni syntézou a délkou trvani onemocnéni.
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3 Zavér

Na zakladé statistické analyzy ziskanych dat se nam podafilo potvrdit hypotézu, Ze n¢ktery
z likvorovych markert miize byt specificky pro urcitou formu RS, a to v ptipad¢ 1 parametru.
Prokazali jsme signifikantné nizs§i hodnoty cystatinu C i cystatinového indexu ve skupiné
nemocnych s relaps-remitentni formou RS a nesignifikantné niz8i hodnoty u nemocnych
v sekundarni progresi. Hypotézu o korelaci mezi rovni intratekalni syntézy a mirou postizeni

danou hodnotou EDSS nebo délkou trvani onemocnéni nebylo mozné potvrdit.

Jinak lze fici, ze vySetfeni mozkomiSniho moku je stidle vyznamnou dopliujici vySetfovaci
metodou v diferencialni diagnostice RS. Zlatym standardem je vysSetieni intratekalni syntézy
dané Qp, IgG indexem a poctem OCB, jejiz intenzita nekoreluje s trovni klinického
postizeni ani délkou onemocnéni a neni ani specificka pro urcity typ RS. Dle vysledkt nasi
prace jsme dosli k zavéru, Ze nemé prognosticky vyznam provadét vySetfeni hladin nami
sledovanych zanétlivych nebo degenerativnich markerti. Pouze stanoveni koncentrace
cystatinu C v séru i likvoru mize byt pfinosné k posouzeni miry poskozeni nervové tkané

neboli neurodegenerace.

Na tyto vysledky chceme v budoucnu navazat dal$imi vyzkumnymi projekty, které by
mohly prispét ke zlepSeni diferencidlni diagnostiky RS. Protoze jen vcasné stanoveni
diagndzy choroby miiZe napomoci k lepSimu terapeutickému ovlivnéni pribéhu onemocnéni a
tak minimalizovat devastujici nasledky, kterym jsou i pfes stale nové mozZnosti terapie

pacienti vystaveni.
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4 Souhrn

4.1 Souhrn cesky

Roztrousena skler6za mozkomisni je chronické zanétlivé demyelinizacni onemocnéni CNS
vedouci k demyelinizaci nervovych vlaken a jejich nésledné ztrat€. VSeobecné je uznavana
teze, ze z poCatku onemocnéni v jeji patogenezi pievazuje zanét, ktery je postupné nahrazen
neurodegeneraci. Odrazem tohoto déni je pfitomnost a ur¢ité mnozstvi specifickych latek
v mozkomisnim moku. VySetfenim celého souboru likvorovych markerti jsme se pokusili
prokézat, zda koncentrace né¢kterého z markerti neni typickd pro urcitou formu RS, a nemize
byt tudiz ukazatelem intenzity zanétu nebo miry neurodegenerace, tedy predikovat prib¢h
onemocnéni. Déle jsme provedli korelaci mezi pfisluSnymi markery a Urovni klinického

postiZeni vySetfenych pacienti.

Mozkomisni mok byl ziskdn od pacienti hospitalizovanych na Neurologické klinice FN a
LF UP Olomouc v letech 2005 az 2009 s diagndézou roztrousené sklerézy mozkomisni.
Kontrolni soubor tvofili nemocni, kterym byla provedena lumbalni punkce z diferencialné
diagnostickych divodu k vylouceni neuroinfekce ¢i krvaceni do CNS. Pred lumbalni punkci
bylo vS§em pacientim s RS provedeno neurologické vySetfeni a stanovena hodnota Skaly

invalidity EDSS.

Celkem bylo analyzovano 258 likvort, ztoho 120 od pacientd s RS a 138 kontrol.
Skupinu RS pacienti tvofilo 29 pacientit s CIS primérného véku 33,9 + 10,9 roku, 77
pacientll s relaps-remitentni formou RS (RR) primérného véku 40,5 £ 11 let, 6 pacienth
s primarn¢ progredientni formou (PP) s primérem 49,5 + 11,4 roku a 8§ pacientli v sekundarni
progresi (SP) primérného véku 47,9 + 7,2 roku. Zvolené kontroly byly co do véku i poméru
pohlavi s pacienty s RS homogenni. Byl vytvofen panel laboratornich vySetfeni, ke kterym
patfil Q. a prealbumin k posouzeni integrity HLB, zanétlivé markery (transferin, C3 a C4
slozky komplementu, haptoglobin, beta-2-mikroglobulin, orosomucoid a alfa-1-antitrypsin),
markery tkanové destrukce (apoliproprotein A-I (Apo A-I), apolipoprotein B (Apo B),
cystatin C, neuron-specifickd enoldza (NSE), tau-protein a beta-amyloid) a ukazatele
intratekalni syntézy (pocet OCB a Qi ). Vysledky byly podrobeny statistické analyze. Po

zpracovani hodnot zanétlivych markerii nebyly nalezeny zadné signifikantni rozdily v jejich
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hladinach mezi jednotlivymi vySetfovanymi skupinami. Zajimavy byl nalez nizsich hodnot
alfa-1-antitrypsu (ATT) v likvoru u 27,6 % (8 z 29 probandl) nemocnych po CIS, u 19,5 %
(15 ze 77 probandl) nemocnych s RR, 25 % (2 z 8 probandil) s SP a 16,7 % (1 pacient ze 6) u
PP. AAT je proteinazovy inhibitor, jehoz hladina v likvoru stoupéd u vSech zanétlivych afekci
CNS. AAT deficience je geneticky podminéné raritni onemocnéni postihujici prevazné
kavkazskou rasu v severni Evropé. Takto postizeni trpi piedev§im onemocnénim jater a plic,
Castéji se u nich vyskytuji i vaskularni onemocnéni a RS Dalsi genetické vySetfeni naSich

nemocnych je ke zvaZeni.

Dale jsme prokazali signifikantné nizsi hodnoty cystatinu C i cystatinového indexu ve
skupiné nemocnych s relaps-remitentni formou RS a nesignifikantni snizeni ve skupiné se
sekundarni progresi. Hodnoty u CIS, PP a kontrol byly podobné. Hodnoty cystatinu v CSF
nekorelovaly s urovni invalidity vyjadienou Skalou EDSS. Korelace srelaps rate jsme
neprovadéli. Cystatin C patii do skupiny inhibitorl proteaz a je antagonickou katepsinii. U RS
prevaha katepsini nad cystatinem C vede k dysregulaci tohoto systému v pozdnich fazich
demyelinizace nebo v obdobi ataky a nasledn€ k nedostate¢né remyelinizaci. SniZeni hladiny
cystatinu C je povazovana na neptiznivy faktor. Z téchto divodii by cystatin C mohl byt

uzivan jako prognosticky biomarker.

V naSem souboru jsme nezaznamenali Zadné signifikantni rozdily v Qreg, IgG indexu a
poc¢tu OCB mezi jednotlivymi typy RS. Nenasli jsme ani Zadny vztah mezi intratekalni
syntézou vyjadienou Qie, IgG indexem a poc¢tem OCB a urovni invalidity danou hodnotou

EDSS. Neprokazali jsme ani korelaci mezi intratekalni syntézou a délkou trvani onemocnéni

Zavérem lze fici, ze vySetfeni mozkomiSniho moku je stale vyznamnou dopliujici
vySetfovaci metodou ke stanoveni diagnézy RS. Zlatym standardem je vySetfeni intratekalni
syntézy dané Q 1,6, IgG indexem a poftem OCB, jejiz intenzita nekoreluje s Grovni klinického
postizeni ani neni specificka pro urcity typ RS. Dle vysledkl nasi prace jsme dosli k zavéru,
7e nema prognosticky vyznam provadét vySeteni hladin nami sledovanych zanétlivych nebo
degenerativnich markert. Pouze stanoveni koncentrace cystatinu C v séru i likvoru mtize byt

piinosné k posouzeni miry poskozeni nervové tkané neboli neurodegenerace.
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4.2 Summary

Multiple sclerosis is a chronic inflammatory demyelinating disease of the CNS leading to
demyelination of nerve fibers and their subsequent loss. It is generally accepted thesis that the
beginning of the disease prevail the inflammation in the pathogenesis, which is gradually
replaced by neurodegeneration. By assessment of a number of specific markers in the
cerebrospinal fluid in CSF examination, we tried to establish whether the concentration of any
of the markers is typical for some form of MS and can therefore be an indicator of the
intensity or intensity of inflammation or neurodegeneration, therefore, predict the course of
the disease. In addition we searched for a correlation between the levels of markers and
clinical disability of examined patients. Cerebrospinal fluid was obtained from patients
hospitalized in the Neurological Clinic, University Hospital and Palacky University in
Olomouc in the years 2005 to 2009 with a diagnosis of multiple sclerosis. The control group
consisted of patients who were performed by lumbar puncture in the differential diagnostic
reasons to exclude neuroinfections or bleeding into the CNS. Before lumbar puncture, all
patients with MS were performed with neurological examination and measurement of EDSS
disability scale. A total of 258 cerebrospinal fluid were analyzed, including 120 from patients
with MS and 138 controls. The group of MS patients consisted of 29 patients with CIS
average age 33.9 + 10.9 year, 77 patients with relapsing-remitting MS (RR), mean age 40.5 £
11 years, 6 patients with primary progressive form (PP) with an average 49.5 + 11.4 years and
8 patients with secondary progressive (SP), mean age 47.9 + 7.2 years. Controls were selected
in terms of age and sex ratio of patients with MS homogenous. He was a panel of laboratory
tests, which belonged Qalb prealbumin and to assess the integrity of the HLB, inflammatory
markers (transferrin, C3 and C4 complement components, haptoglobin, beta-2-microglobulin,
orosomucoid and alpha-1-antitrypsin), markers of tissue destruction (apoliproprotein Al (Apo
Al), apolipoprotein B (Apo B), cystatin C, neuron-specific enolaza (NSE), tau-protein and
beta-amyloid) and intrathecal synthesis parameters (number and QIgG OCB). The results
were subjected to statistical analysis. After processing, the values of inflammatory markers
were no significant differences in their levels between the assessed groups. An interesting
finding was the lower values alpha-1-antitrypsin (ATT) in the CSF in 27.6 % (8 of 29
probands) of patients after the CIS, at 19.5 % (15 of 77 probands) of patients with RR, 25 %
(2 of 8 probands) with SP and 16.7 % (1 patient of 6) for PP. AAT is proteinase inhibitor

whose levels in CSF increases in all inflammatory affections CNS. AAT deficiency is a rare
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genetic disease that affects mainly Caucasian race in northern Europe. Thus disability is
suffering from liver disease, especially lung and, more often they occur and vascular diseases
and other genetic analysis of MS patients is our consideration. We also demonstrated
significantly lower levels of cystatin C and cystatin index in the group of patients with
relapsing-remitting MS, and a nonsignificant reduction in the group with secondary
progression. Values in the CIS, PA and controls were similar. Cystatin values in the CSF did
not correlate with the level of disability expressed by EDSS scale. We did not examine a
correlation with relapse rate. Cystatin C belongs to a class of protease inhibitors and
cathepsins antagonism. The prevalence of MS over cathepsins cystatin C leads to
dysregulation of this system in the late stages of demyelination, or in the attacks and
subsequent lack of remyelinization. Reducing levels of cystatin C is considered as the adverse
factor. For these reasons, cystatin C could be used as a prognostic biomarker.

In our group we did not detect any significant differences in QIgG, IgG index and OCB
number of different types of MS. We could not find either no relationship between intrathecal
synthesis expressed QIgG, IgG index and OCB number and level of disability the EDSS. We
did not find any correlation between the intrathecal synthesis and duration of disease

In conclusion, the examination of cerebrospinal fluid is still an important complementary
examination method for diagnosis of MS. Gold standard is the examination of the intrathecal
synthesis of Q IgG, IgG index and the number of OCB, whose intensity does not correlate
with the level of clinical disability and it is not specific to a particular type of MS. According
to the results of our work, we concluded that it had no prognostic significance level to test
above mentioned degenerative or inflammatory markers. Only the determination of
concentration of cystatin C in serum and CSF may be useful to assess the degree of damage of

the nervous tissue or neurodegeneration.
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Degenerative and inflammatory markers in the
cerebrospinal fluid of multiple sclerosis
patients with relapsing—remitting course of
disease and after clinical isolated syndrome

Vladimira Sladkova, Jan Mares, Blanka Lubenova, Jana Zapletalova, David
Stejskal, Petr Hlustik, Petr Kanovsky

Department of Neurology, University Hospital Olomouc, Czech Republic

Background: Literature includes evidence of initial predominance of inflammation and later development of
neurodegeneration in the pathogenesis of multiple sclerosis (MS).

Objective: To search for differences in inflammatory and degenerative cerebrospinal fluid (CSF) markers
between relapsing-remitting MS (RRMS) and the clinical isclated syndrome (CIS).

Methods: A total of 148 subjects were evaluated, 65 MS patients (45 RRMS and 20 CIS) and 83 controls.
The evaluated parameters included albumin quotient and prealbumin, transferrin, C3 and C4
complement factors, haptoglobin, beta-2-microglobulin, orosomucoid, alpha-1-antitrypsin, apolipoprotein
A-l, apolipoprotein B, cystatin C, neuron-specific enolase, tau protein, beta-amyloid, oligoclonal 196 band
(OCB), and 1gG quotient (QlgG).

Results: No differences were found in the inflammatory and degenerative CSF markers between patients
with RRMS and CIS. QIgG was higher in RRMS than that in CIS but the number of OCB was higher after
CI8. Cystatin C levels were significantly lower in RRMS compared to the other groups. It can be considered
an indicator of the demyelination degree. Normal values of beta-amyloid were less frequent in RRMS
compared to those in controls.

Keywords: Multiple sclerosis, CIS, RRMS, CSF, Inflammatory markers, Degenerative markers

Introduction

The pathogenesis of multiple sclerosis (MS) is
characterized by the processes of inflammation and
degeneration. The disease is probably triggered by an
immune reaction to myelin-related epitopes in the
periphery, which leads to generation and activation
of T cells targeting an unidentified antigen. These
cells cross the blood-brain barrier (BBB) into the
central nervous system (CNS), where local reactiva-
tion by the target antigen and clonal expansion

inflammation initiates the degenerative cascade right
from the onset of the disease. Neurodegeneration is
triggered by microglia activation and mediated by
oxidative stress and excitotoxicity. Oxidative stress
results in the damage of multiple lipid and protein
compounds via peroxidation and nitration processes.
Excitotoxicity mechanisms are complex involving
glutamate overload, ion channel dysfunction, calcium
overload, mitochondriopathy, proteolytic enzyme
production and activation of apoptotic pathways.’

occurs. Pro-inflammatory cytokines produced by
activated T cells stimulate the infiltration of macro-
phages and other immunocompetent cells into the
developing lesions. Antibodies released by B cells
contribute to myelin destruction through a comple-
ment system." In parallel with the damage of myelin
sheaths, axonal damage also begins during the
earliest stages of MS; inflammation sustains this
damage and can persist subclinically.? Furthermore,
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Generally, relapses are the clinical equivalent of the
acute focal inflammation in the CNS, whereas
progression is due to chronic diffuse neurodegenera-
tion. Acute inflammatory lesions may be the ‘trees
that hide the forest’, because clinical progression and
neurodegeneration develop from the onset of disease,

independently of relapses and the inflammatory

process.*

Assessment of inflammatory activity and the level of
neurodegeneration in the CNS is possible using several
methods in vivo: magnetic resonance imaging techni-
ques or body fluid evaluation. The basic and most
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important method is cerebrospinal fluid (CSF) exam-
ination. In our work, we asked the question, whether
there are any differences in the CSF levels of the
inflammatory and degenerative markers in patients
with relapsing—remitting course of MS (RRMS) and
those after clinical isolated syndrome (CIS).

Patients and Methods

A total of 148 patients were studied, 65 MS patients
and 83 controls with other non-inflammatory neuro-
logical diseases (e.g. stroke, low-back pain, and
headache). Diagnosis of MS was determinate by
McDonald criteria. All patients signed informed
consent to lumbar puncture. CSF evaluations in
control group patients were performed to exclude
other neurological disorders, such as subarachnoid
haemorrhage or CNS infection. The group of MS
patients included 45 patients with RRMS and 20
after CIS, overall 47 women and 18 men, 18-68 years
old (mean age 40.5 years) with disease duration
ranging from 1 month to 28 years (mean 3.5 years
and median 114 years). Demographic data are
provided in Table 1. The CIS patients (but not the

Table 1 Patient group characteristics

Dege nerative and inflammatory markers in cerebrospinal fluid in MS.

RRMS patients) were significantly younger than the
control group (P=0.011, analysis of variance and
least significant difference post koc test).

In each participant, about 15ml of CSF was
collected in glass tubes via lumbar puncture with an
atraumatic needle and 15 ml of blood was drawn.
The CSF was centrifuged (10 minutes, 1100g, 4°C)
and both serum and CSF were deep frozen (—20°C).
Serum and CSF were then subject to haematological,
immunological and biological testing using enzyme-
linked immunosorbent assay, spectrophotometry,
turbidimetry and nephelometry in the biochemical
and haematological laboratory.

A standardized laboratory protocol included the
following CSF analyses: (1) markers of the BBB
integrity: albumin quotient (Qalb) and prealbumin;
(2) inflammatory markers: transferrin, C3 and C4
complement factors, haptoglobin, beta-2-microglo-
bulin, orosomuceid and alpha-1-antitrypsin (AAT);
(3) markers of tissue destruction: apolipoprotein A-I
(ApoA-I), Apo-B, cystatin C, neuron-specific eno-
lase (NSE), tau protein and beta-amyloid, (4)
intrathecal immunoglobulin synthesis was evaluated

No. of patient (proportion)

Mean age (years)

Group Female Male Total Female Male Overall (years)
CIs 16 (80%) 4 (20%) 20 324 35.2 34.9
RRMS 31 (69.6%) 14 (30.4%) 45 40.5 38.6 39.6
Controls 61 (73.5%) 22 (26.5%) 83 428 419 42.3
Total 109 (73.2%) 40 (26.8%) 148 411 38.6 40.5

Table 2 Chi-square fest demonstrates statistically significantly lower share of RRMS patients with normal beta-amylold
values in comparison with controls and a higher proportion of patients with lower than normal beta-amyloid values in

RRMS

Cross-tabulation

Beta-amyloid
<400 Normal (400-1200) >1200 Total
Ccis Count 0 18 2 20
% within group 0.0% 90.0% 10.0% 100.0%
Adjusted residual -1.1 0.0 10
Controls Count 0 79 4 83
% within group 0.0% 95.2% 4.8% 100.0%
Adjusted residual -31 24 -0.4
RRMS Count 7 36 2 45
% within group 15.6% 80.0% 4.4% 100.0%
Adjusted residual 4.0 -2.6 -03
Total Count 7 133 8 148
% within group 4.7% 89.9% 5.4% 100.0%

Chi-square tests

Value Degree of freedom Asymptotic significance (two-sided)
Pearson chi-square 17.681 4 0.001
No. of valid cases 148
Note: Markers with significant differences across groups are printed in bold.
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Figure 1 Box graph illustrating statistically significantly
lower values of cystatin C in the RRMS group in comparison
with controls and the CIS group.

using the number of oligoclonal IgG bands (OCBs) in
the alkaline fraction in immunoelectrophoresis and
using IgG quotient (QIgG).

Statistical analysis was performed using SPSS version
15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Considering the
non-normal distribution values of evaluated para-
meters, and the apparent presence of outlier values in
the data, a non-parametric Kruskal-Wallis test was
used for comparison among the three subject groups.
Where the Kruskal-Wallis test was significant, a non-
parametric Mann-Whitney test was subsequently used
for a post hoc comparison between pairs of evaluated
patient groups. Chi-square test was applied to catego-
rical data. For correlation between disease duration or
expanded disability status scale (EDSS) value and
particular parameters, Spearman’s rho was used.
Significance level 0.05 was used for all the tests.

Results
Results are shown in Tables 2 and 3 and Fig. 1.

The RRMS patients, even those after CIS, showed
decreased values of several inflammatory and degen-
erative markers compared to the control group, but
none of the differences were statistically significant
(inflammatory marker: transferrin; degenerative mar-
kers: beta-amyloid and ApoA-I, see also Table 3).
Other non-significant changes included C3 and
prealbumin (decreased in CIS), tau protein
(decreased in RRMS), and NSE (increased in CIS
and decreased in RRMS).

Intrathecal synthesis assessed by the QIgG was
higher in RRMS than in controls (P=0.008, Mann—
Whitney U-test) whereas in CIS, the QIgG was
increased against controls, but not significantly
(P=0.278, Mann-Whitney U-test).

CSF oligoclonal bands were significantly more
numerous in both patient groups compared to
controls, as expected (both P<0.0001, Mann—
Whitney U-test). In contrast to the QIgG, the number
of OCB was higher after CIS than in RRMS,

CSF levels of cystatin C were statistically signifi-
cantly lower in RRMS patients compared to patients
after CIS (P=0.029, Mann-Whitney test) and control
group (P=0.003, Mann-Whitney test) as shown in
Fig. 1.

Chi-square test demonstrated a statistically sig-
nificantly lower proportion of patients with normal
beta-amyloid values among RRMS patients (80%)
compared to the control group (normal values in
95.2% patients) as shown in Table 2.

We found a positive correlation between the
number of OCBs in CSF and EDSS value in patients
after CIS.

Table 3 CSF levels of the Investigated markers in RRMS patients, patients after CIS and controls

CIs RRMS Controls
Marker Median Mean+SD Median Mean+SD Median Mean + SD
C3 (mg/) 3.20 3.6741.43 3.20 4.04+3.10 3.48 3.99+1.64
C4 (mgh) 1.44 1.824+0.48 1.45 2.04+1.62 1.48 1.84+0.88
Haptoglobin (mg/) 0.94 2544264 1.10 2.51+3.91 119 2.47+2.68
Beta-2-microglobulin (mg/l) 0.90 0.8140.22 0.90 0.95+0.30 0.%0 0.954+0.52
Alpha-1-antithrypsin (mg/1) 7.20 9.05+6.10 7.1 9.20£7.17 8.00 8.7814.06
Orosomucoid (mg/l) 4.48 6.22+4.21 4.79 7.35+9.03 5.25 6.24+3.56
Transferrin (mg/l} 17.55 17.79+4.88 16.65 17.87+£9.72 18.10 19.27+47.87
Cystatin C (mg/l) 452 4.46+1.19 3.1 3.85+1.48 4.42 456+ 1.32
Tau protein (ng/l) 235.00 218.85+80.22 205.50 208.334-98.06 215.00 257.631205.83
Beta-amyloid (ng/l) 843.92 84528+ 175.92 824.37 793.644-271.28 857.16 891.68+231.89
ApoA-I (mgfl) 3.10 3.71+1.38 3.40 3.91+1.69 4.10 458+2.13
Apo-B (mg/l) 1.50 1.3040.46 1.50 1.87+2.77 1.50 1.38+0.34
NSE {pgfl) 10.42 10.70+4.35 9.01 8.92+3.57 9.63 9.25+4.42
Prealbumin (mg/) 17.20 18.10+3.30 18.00 18.10+2.60 17.70 18.704+20.90
QlgG 3.15 6.29+10.50 3.75 4.8943.78 2.80 3.56+2.70
OCB number 6.00 9.40+9.48 7.50 8.55+6.10 0.00 0.39+1.24
Note: Parameters showing significant differences among the groups are printed in bold.

Neurological Research 2011 voL. 33 NO. 4

91

Degenerative and inflammatory markers in cerebrospinal fluid in MS.



Sladkova et al,

418

Discussion

According to the literature, in the course of MS, the
intensity of inflammation decreases, whereas the
importance of degeneration in the pathogenesis of
disease increases.’ It is assumed that values of CSF
inflammatory or degenerative markers could be
higher in a developed disease than those at disease
onset. Therefore, we decided to assess multiple
inflammatory and degenerative markers in the CSF
in patients after CIS and patients with RRMS.

BBB integrity evaluated by prealbumin and Qalb
values was normal or much slightly impaired, as it
was expected.

QIgG, reflecting B-lymphocyte activity associated
with intrathecal immunoglobulin synthesis, is ele-
vated in about 70% of MS patients, but its elevation
is not specific for MS.> The finding of CSF OCB
undetectable in the serum is a more sensitive as well
as more specific test for intrathecal 1gG production
than positive QIgG. The presence of OCB provides a
strong support for the diagnosis of MS and occurs in
more than 95% MS patients.>® Intrathecal IgG
synthesis seems to remain stable in course of disease,
independent of treatment. Progression from mono-
clonal to an oligocional CSF pattern during the
disease as described in the literature provides
evidence for expanding B cell activity.® In our studied
groups, we found significantly higher intrathecal
synthesis (as assessed by the QIgG) in RRMS
patients compared to controls, whereas in the CIS
patients, the QIgG was increased, but not signifi-
cantly. OCBs were significantly more numerous in
both patient groups compared to controls, as
expected. A positive correlation between the number
of OCB and EDSS value was found. It means that
higher disease activity induces higher disability.

Complement system activation was studied
through C3 and C4 factor evaluation. In a previous
study, C3c factor elevation was demonstrated in more
than 80% MS patients independently of disease
duration.” Another study reported a significant
correlation between CSF concentration of the term-
inal complement complex and the level of disability.®
In our patient group, C3 and C4 values were not
significantly different among the studied groups.

Transferrin quotient (CSF transferrin/serum trans-
ferrin concentration) decrease was described in MS
patients in remission and in patients with short
disease duration (0-2 years); in contrast, increased
values were found in primary progressive MS.’
Trrxabeoritu ‘1s “mvdnven ‘m “toe Tegliation 61 iron

metabolism and may have a protective role against
oxidative stress. Moreover, transferrin is an impor-
tant growth factor for the proliferation of activated T
lymphocytes® In our work, we did not assess
transferrin - quotient  for  technical  reasons.
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Nevertheless, we noted a decrease in transferrin
CSF level in RRMS and a less pronounced decrease
in the CIS group in comparison with controls, but
not statistically significant (see Table 3). This finding
corresponds with the expectation of lower transferrin
index in patients with short disease duration.

Orosomucoid is a small molecule crossing the BBB
and its concentration increases in malignant CNS
processes (haemoblastosis and metastatic cancer).
Increased CSF orosomucoid level occurs in about 50—
60% of MS patients but only after several years of
disease duration, without significant correlation with
age.'® Decreased CSF orosomucoid level was found
in patients in remission, whereas decreased serum
level was observed in secondary progression in
severely disabled MS patients.® BBB permits this
protein to pass due to its biological properties, not
according to BBB permeability.!' Our results were
not different across the studied groups.

Beta-2-microglobulin is the light chain of class I
antigen of the major histocompatibility complex and
is present in all body fluids. This protein is located on
the cell membrane surface, predominantly on lym-
phocytes, monocytes and macrophages. Its CSF
concentration increases in serous infections, MS,
haemoblastoses, strokes and HIV encephalopathies.
It is considered a marker for disease activity in
immune disorders, and also a marker of the effect of
some drugs (interferon-beta and cladribine).'*!* Our
data did not demonstrate increase in CSF levels of
beta-2-microglobulin, perhaps resulting from a con-
centration gradient across the blood-CSF barrier.

Haptoglobin is a typical CSF inflammatory mar-
ker, the concentration of which increases in all
inflammatory CNS diseases. In Rumbach et al’s
study, there were no differences in haptoglobin index
(haptoglobin in CSF/haptoglobin in serum) among
separate MS subgroups.'*

Cystatin C belongs to the group of protease
inhibitors. It has been found in the cytoplasm of
neurons and in the other extracerebral localizations
(adrenal medulla, thyroid gland, anterior pituitary
lobe, and A cells of the pancreas). Its concentration in
the CSF is 5.5 times higher than that in the serum and
constitutes 2-4% of total CSF protein.'* In our study,
we found statistically significantly lower value of
cystatin C in RRMS, which may relate to intensive
proteolysis during demyelination. The decrease in
cystatin C concentration in MS could suggest
proteinase system dysregulation, which could initiate,
or promote my&hn damage.™ That is why CSF
cystatin C level could be a marker of demyelination
intensity. 617

AAT is another protease (trypsin) inhibitor. It passes
through the damaged BBB and its concentration
positively correlates with Qalb. AAT concentration
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increases in all CNS inflammatory diseases and in
leukemic meningeal infiltrates. Its low CSF level in
CNS infections suggests worse prognosis. AAT
deficiency is genetically conditioned and may be
one of the most common single-locus diseases
worldwide.'® Lack of AAT leads predominantly to
liver and lunge diseases, and less often, it leads to
vascular diseases. Reduction of AAT activity has
been described in MS as well.!®

Tau protein is considered to be important for
maintaining the stability of axonal microtubules
involved in the mediation of fast axonal transport of
synaptic constituents.?® Literature data are discrepant.
Martinez-Yélamos et al?? studied the relationship
between CSF tau protein concentration and disability.
They reported that patients with higher tau protein
value manifest a more rapid one-point increase in the
EDSS.2 Other authors found positive correlations
between tau protein and EDSS in RRMS and CIS.*!
In this way, tau protein evaluation may help us to
predict short-term outcome in patients with early
RRMS.* On the contrary, Guimardes reported that
most MS patients have normal tau protein values.??

Amyloid precursor protein is produced in reactive
glial cells in response to several pathological stimuli.?*
1t was found not only in active demyelinated lesions,
but also in remyelinated and inactive demyelinated
lesions. Amyloid precursor protein expression in
damaged axons correlated with the number of macro-
phages and CD8-positive T lymphocytes within the
lesions, as reported by histopathology of brain biopsy
material. * CSF beta-amyloid concentration in MS
patients was normal 26

Similarly, NSE was investigated in the CSF of MS
patients. A decreased concentration was found in CIS
patients, which could indicate reduced neuronal
metabolic activity in the early stage of MS.2 In
another study, a negative correlation between plasma
NSE level and EDSS was described.” In our work,
we actually noted somewhat higher mean value of
CSF NSE in the CIS group, where lower EDSS was
found, but this difference was not statistically
significant.

Apolipoprotein CSF level is associated with tissue
destruction in CNS. Apo-B level in the CSF is very
low, although low-density lipoprotein receptors have

been found on oligodendrocytes. Its measurement is
very difficult, and only the use of highly semsitive
time-resolved immunofluorometric assay was descri-
bed. Intrathecal Apo-B synthesis in MS patients was
assumed, but no evidence for it has been found.
Therefore, all CSF Apo-B is probably of serum
origin.?® High-density lipoprotein (HDL)-associated
ApoA-I is considered a specific inhibitor of cyto-
kine production in monocyte-macrophages after
their contact with stimulated T cells.® Its serum

concentration is about 25% lower during the acute
phase of inflammatory diseases. The authors suggest
that serum HDL-associated ApoA-I during acute
inflammation may indicate the possibility of chronic
inflammation development, i.e. individuals might
develop chronic inflammatory disease after the
acute infection. HDL-associated ApoA-I might be
the missing link between infection and chronic
inflammation.”® Gelman ez al did not find alteration
of ApoA-1 CSF concentration,*® We observed some-
what lower mean values of ApoA-I in CIS and
RRMS groups in comparison with controls. Mean
values of Apo-B were not different among groups.

Conclusions

In the spectrum of inflammatory and degenerative
markers, differences were found in cystatin C levels
and numbers of OCB between the groups of CIS and
RRMS patients. Significantly lower cystatin C levels
in RRMS patients compared to the CIS patients can
demonstrate the development of inflammation to
neurodegeneration in the pathogenesis of MS.
Statistical analysis acknowledges that higher number
of OCB indicates higher disease activity and conse-
quently higher disability level.
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ABSTRACT

Aim: The aim of our study was to find any differences in intrathecal synthesis presented by

IgG index and number of OCB among particular types of multiple sclerosis (MS).

Methods: There were examined 120 CSFs of 29 patients after CIS and 91 MS patients (77
patients with relapsing-remitting MS (RR), 6 patients with primary progressive course of
disease (PP) and 8 patients in secondary progression (SP)), mean age 42 years (from 18 to 70
years). Albumin and IgG in serum and CSF was evaluated by nephelometry, consequently
was counted albumin quotient (serum albumin/CSF albumin), IgG quotient (serum IgG/CSF
IgG) and IgG index (IgG quotient/albumin quotient). Oligoclonal IgG bands (OCB) were
assessed by means of isoelectric focusing (IEF) on agarose gel followed by immunoblotting.
In all patients we determined Kurtzke Expanded Disability Status Scale (EDSS). All data

were subjected to statistical analysis on significance level 0.

Results: Statistically significant differences among IgG index and OCB count in particular
MS types were not found. Correlation between EDSS value and intrathecal synthesis

presented by IgG index (QIgG/Qalbumin) and OCB count was not evidenced.

Conclusion: The differences in intrathecal synthesis presented by IgG index and number of

OCB among particular types of MS were not confirmed.

Key words: Multiple sclerosis/Cerebrospinal fluid/Oligoclonal bands
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INTRODUCTION:

MS is an autoimmune inflammatory disease of the central nervous system (CNS). There
occurs autoimmune attack directed against the myelin sheet, which leads to demyelination and
axonal loss'. The inflammatory reaction in CNS in MS patients involves various components
of immune system: B and T cells, macrophages, cytokines, antibodies or complement
system'. Immunoglobulins are produced by activated B-lymphocytes crossing brain-blood
barrier. An elevation of CSF immunoglobulins G (IgG) and immunoglobulin index (IgG
index) and the presence of the oligoclonal bands (OCB) in the CSF are characteristic for MS.
But these findings are not specific only for MS®. OCB can be found in inflammatory or
chronic infection diseases of CNS>. Only 72% of MS patients present with increased IgG

index and 98% of MS patients show an intrathecal OCB, which are not found in serum®.

The aim of our study was to find any differences in intrathecal synthesis presented by IgG
index and number of OCB among particular types of MS. We tried to answer the question if

the intrathecal synthesis is different in the onset of disease and in the stage of developed MS.
GROUP AND METHODS:

We evaluated 120 CSFs of 29 patients after CIS and 91 MS patients. MS group consists of
77 patients with relapsing-remitting MS (RR), 6 patients with primary progressive course of
disease (PP) and 8 patients in secondary progression (SP); mean age 42 years (from 18 to 70

years). The whole group of assessed patients included 89 female and 31 men (table 1).

CSF evaluation in MS patients was taken as a part of differential diagnostics. All patients
signed an informed consent with a lumbar puncture. In each participant, about 15 ml of CSF
was collected in glass tubes via lumbar puncture with an atraumatic needle using; and 15 ml
of blood were drawn. The CSF was by 30 min. centrifuged (10 min., 1100g, 4 °C) and both
serum and CSF were deep frozen (-20 °C). There were evaluated albumin and IgG in serum
and CSF by nephelometry using commercially available kits, in certificated laboratory.
Consequently was counted albumin quotient (serum albumin/CSF albumin) for blood-brain
barrier (BBB) integrity appreciation and IgG quotient (serum IgG/CSF IgG). For intrathecal
synthesis determination was used IgG index (IgG quotient/albumin quotient). Value of IgG
index was higher than 0.7 means intrathecal IgG synthesis presence. Oligoclonal IgG bands
were assessed in both compartments by means of isoelectric focusing (IEF) on agarose gel

followed by immunoblotting. OCB number was lower than 2, considered as negative.
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In all patients we determined Kurtzke Expanded Disability Status Scale (EDSS) before

lumbar puncture procedure.

Statistical analysis was made by using SPSS version 15 (SPSS Inc., Chicago, USA).
Considering the abnormal distribution the values of evaluated parameters, and the apparent
presence of outlier values in the data, a non-parametric Kruskal-Wallis test was used for
comparison among the subject groups. Where the Kruskal-Wallis test was significant, a non-
-parametric Mann-Whitney test was subsequently used for a post-hoc comparison between
pairs of evaluated patient groups. Chi-square test was applied to categorical data. Significance

level 0.05 was used for all the tests.
RESULTS:

The CIS patients were significantly younger than the other evaluated groups (P = 0.109 to
RRSM, P=0.0032 to PP, P=0.0030 to SP, ANOVA and LSD post-hoc test).

We did not found any statistically significant differences between IgG index and OCB
count in particular MS types. Only mean and median of OCB count in PP was higher than in
other MS types (mean in PP =13.0, median =12.5; mean in CIS= 10.1, median = 7.0; mean in
RR = 8.97, median = 8.0; mean in SP = 8.88, median = 8.0). EDSS in CIS patients was
significantly lower than in the others groups. We did not find any correlation between EDSS

value and intrathecal synthesis presented by IgG index (QIgG/Qalbumin) and OCB count.
DISCUSSION:

The discovering of the OCB in cerebrospinal fluid (CSF) was a major step forward in the
understanding of MS and the other inflammatory diseases of CNS. The key observation that
leads to the discovery of OCB can be dated in 1942, when Kabat described an elevated
gamma globulin in CSF of MS patients. Subsequently in 1959, Karcher, van Sande and
Lowenthal reported that agar electrophoresis subdivided CSF gama-globulins from a patient
with subacute sclerosing panencephalitis™. From year 1986, it is routinely used for OCB
detection in CSF a method of isoelectric focusation on agarose gel with immunoblotting’.
OCB assessment in the CSF is currently important in the MS diagnosis; their presence

supports this diagnosis as they are not found in the serum’.

According to the revised McDonald criteria, the presence OCB in CSF or IgG index

elevation is one of the conditions for MS diagnosis determination’.

99



In our expectation, there are not any differences in intrathecal synthesis represented by IgG
index and OCB count CNS after first clinical manifestation of MS and in stage of developed
disease after many years of duration. The observation confirms the presence of inflammation
in the CNS from the onset of disease and through the whole disease duration. Higher number
of OCB in CSF of primary progressive patients in our group is apparently small numbers

mistake.

Koch and all did not find in their work any differences in the presence or number of CSF
OCB between patients with stable RRMS and SP patients with significant worsening of
disability®. In our work from year 2008, we did not find any correlation between the IgG

index values and the OCB count in the CSF of MS patients”.

As we note, we did not find any correlation between levels of disability presented by
EDSS and intrathecal synthesis as an inflammatory marker. These results can support the
literary data that the level of disability is caused by an advanced neurodegeneration and
axonal loss but not by the intensity of inflammation. Similar, patients after CIS had lower

EDSS score due to short disease duration.
CONCLUSION:

We did not find any statistically significant differences between IgG index and OCB count
in particular MS types. We did not record any correlation between EDSS value and intrathecal

synthesis presented by IgG index (QIgG/Qalbumin) and OCB count.
ABBREVIATIONS:

CIS, Clinical isolated syndrome; CNS, Central nervous system; CSF, Cerebrospinal fluid,
EDSS, Expanded Disability Status Scale; IEF, Isoelectric focusing; IgG, Immunoglobulin G;
MS, Multiple sclerosis; OCB, Oligoclonal bands; PP, Primary progressive multiple sclerosis;

RR, Relapsing — remitting multiple sclerosis; SP, Secondary progressive multiple sclerosis
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Table 1. Patient group characteristics

Sex Mean age
: Overall
roportion
Group (prop ) Total (years) (years)
F M
F M
23 6
CIS 29 34.85 30.8 33.97
79.3% | 20.7%
56 21
RR 77 41.33 | 38.99 40.47
72.7% | 21.3%
7 1
SP 8 47.18 | 48.24 47.88
87.5% | 12.5%
3 3
PP 6 51.47 48.5 49.50
50.0% | 50.0%
89 31
Total 120 41.52 | 42.00 41,92
74.2% | 25.8%
Table 2. IgG indexes, OCB and EDSS in particular MS forms.
MS type CIS RR SP PP
count 29 77 8 6
IgG index median 0.705 0.780 1.14 1.24
mean 1.006 0.948 1.067 0.974
St. deviation 0.549 0.377 0.367 0.375
<0.7 15 (51.7%) 24 (31.2%) 3 (37.5%) 2 (33.3%)
> 0.7 14 (49.3%) 53 (69.8%) 5(63.5%) 4 (66.6%)
OCB(count) median 7.0 8.0 8.0 12.5
mean 10.1 8.97 8.88 13.0
St. deviation 8.962 6.537 5.54 7.321
<2 3 (10.3%) 14 (18.2%) 1 (12.5%) 1 (16.7%)
>2 26 (89.7%) 61 (81.8%) 7 (87.5%) 5(83.3%)
EDSS median 1.0 2.0 6.0 4.75
mean 0.79 2.01 5.75 4.83
St. deviation 0.911 1.339 1.626 2.137
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Souhrn

Roztrousena skler6za mozkomisni (RS) je chronické zanétlivé demyelinizaci onemocnéni
CNS sprevalenci vnaSich zemich 80-130 nemocnych na 100 000 obyvatel. Patfi mezi
autoimunitni onemocnéni vedouci k demyelinizaci nervovych vlaken a jejich nasledné ztrate.
Podle McDonaldovych diagnostickych kritérii publikovanych v roce 2001 a jejich revidované
verze zroku 2005 byly kromé klinického vySetfeni zdkladnimi metodami ke stanoveni
diagnézy RS analyza mozkomi$niho moku a MR zobrazeni. Ptestoze podle revidované verze
McDonaldovych diagnostickych kritérii likvorové vyseteni jiz neni ke stanoveni diagnézy
RS nutné, stdle zOstavd nezbytnym v diferencidlné diagnostické rozvaze. K zakladnim
likvorologickym vySetfenim patii kvantitativni a kvalitativni cytologie, zdkladni biochemické
vySetieni, posouzeni stavu hemato-likvorové bariéry (HLB), vySetfeni intratekalni syntézy
IgG a stanoveni poctu oligoklonalnich IgG pasti (OCB). Spektrum vySetfeni Ize doplnit tzv.
MRZ reakci neboli stanovenim intratekdlni syntézy specifickych IgG protilatek proti
neurotropnim virm (viru spalnicek, rubeola-zoster, zardének a herpes viru I) a stanovenim

hladin n&kterych zanétlivych €1 neurodegenerativnich markert.

Kli¢ova slova: roztrousend skler6za mozkomisni, mozkomisni mok, intratekalni syntéza,

oligoklonalni pasy
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Uvod

Podle McDonaldovych diagnostickych kritérii publikovanych vroce 2001 a jejich
revidované verze zroku 2005 je analyza mozkomisniho moku spolu s MR zobrazenim a
vysetienim evokovanych potencidlti zakladni vySetfovaci metodou slouzici k diagnostice
roztrouSené skler6zy mozkomiSni (RS). Vzhledem k tomu byl svétové uzndvanymi odborniky
na problematiku RS vytvofen panel laboratornich likvorovych vySetieni nezbytnych k
diagnostice ¢i diferencidlni diagnostice RS. Cilem bylo sjednotit spektrum dosud
vysetfovanych parametrii a pouzivanych metod, a tak minimalizovat pravdépodobnost falesSné
pozitivni diagnézy RS.  Likvorologické vySetteni by mélo byt provadéno pouze
v certifikovanych laboratofich pracovniky s uréitou zkuSenosti s pouzitymi technikami.
K nezbytnym vySetfenim patii kvantitativni a kvalitativni cytologie, zdkladni biochemické
vySetieni, posouzeni stavu hemato-likvorové bariéry (HLB), vySetfeni intratekalni syntézy
IgG a stanoveni poctu oligoklonalnich IgG past (OCB) (1). Spektrum vySsetieni dopliiuje tzv.
MRZ reakce neboli stanoveni intratekdlni syntézy specifickych IgG protilatek proti
neurotropnim virtim (viru spalnicek, rubeola-zoster, zardének a herpes viru I) a stanoveni

hladin nékterych zanétlivych ¢i neurodegenerativnich markera (2).
Cytologie

Protoze bunécné elementy v likvoru (CSF) podléhaji velmi rychle destrukci, je nutné dle
doporudeni Ceské spole&nosti klinické biochemie CLS JEP provést cytologické vysetieni do 3
hodin po odbéru. Pouziva se nativni, necentrifugovany likvor (3). Pocet elementli se stanovuje
ve Fuchs-Rosenthalové komiirce o objemu 2,88 pl (3,2 mm’) a diive udavany zlomek/3 je
nahrazen po¢tem elementti v 1 pl. Za normu je povazovan pocet 5 bunécénych elementti v 1
ul. U nemocnych s RS obvykle nachdzime mirnou pleiocytozu, tj. 20-30 / mm’, asi 2 %
nemocnych s RS vykazuje polet elementii vys§i nez 40/ mm’. Hodnota piesahujici 90
elementl / mm’ diagnézu RS prakticky vyluduje (4). Ke kvalitativnimu zhodnoceni preparatu
se pro maly pocet elementi v CSF provadi jeho koncentrace napf. Saykovou
cytosedimentacni metodou, cytocentrifuga¢ni metodou nebo izolaci bunécnych elementt pies
membranové filtry. Nasledné se barvi podle Maye-Griinwalda-Giemsy-Romanowského. U RS
muze byt likvorovy obraz zcela normalni. V obdobi ataky miize byt pfitomen obraz ser6zniho
zanétu s lymfomonocytarni oligocytozou. Nachazime aktivované formy lymfocytarni i

monocytarni fady: plasmocyty, lymfofagy nebo bunky tvaru ,,pecetniho prstenu (3). Pro RS
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jsou typické predevsim plazmatické bunky s excentricky uloZzenym jadrem, kondenzovanym

chromatinem, perinukledrnim projasnénim a bazofilni cytoplazmou (4).
Zakladni biochemické vySetieni

Pii zadkladnim biochemickém vySetfeni nachdzime normdlni ¢i lehce zvySenou
proteinorachii, ktera mize mit ptiivod v poruSe hemato-likvorové bariéry nebo v intratekalni

syntéze (4,5). Glykorachie a koncentrace chloridl zlistdva v normé (5).
Funkce hemato-likvorové bariéry

Hemato-likvorovou bariéru tvoii endotel kapilar pia mater a chorioidealnich plexi. Jedna
se 0 dynamicky systém umoziujici transport celé fady latek. lonty ¢i nizkomolekularni latky
prochazeji za pomoci iontové pumpy, pro urCité latky (napf. aminokyseliny) existuji
specifické transportni proteiny (5). Pienos protein probiha prostfednictvim difuze. Zvyseni
koncentrace urcitého proteinu v séru tedy vede k jeho elevaci 1 v likvoru, pfiCemz pomér

koncentrace tohoto proteinu v CSF a séru ziistava konstantni (4).

Funkci hematolikvorové bariéry posuzujeme pomoci tzv. albuminového kvocientu Qgp ,
ktery je pomérem hodnoty albuminu v likvoru k albuminu v séru. Kvocient albuminu je
hodnota v&kové zavisla. Do 15 let véku je jeho hodnota mensi nez 5 x 10, do 40 let < 6,5 x
107 a do 60 let < 8 x 10™. Albumin se do CSF vzdy dostava piestupem pres HLB ze séra,
takZe kazdé zvySeni koncentrace albuminu, a tedy i kvocientu albuminu znamend poruchu
HLB (4). U RS zistava jeji funkce zachovana, v dobé ataky muze byt lehce porusena,
hodnota Qg pak je 7-10 x 107 (3).

Intratekalni syntéza IgG, IgA, IgM

Rozhodujici pro stanoveni diagnozy RS je prikaz intrathekalni syntézy IgG a pfitomnost
oligoklonalnich IgG past (OCB) metodou isoelektrické fokusace a imunofixace. Intrathekalni
syntéza IgG v CNS pochazi z perivaskularnich infiltratd lymfocyti B, které vyzravaji
v plazmocyty a produkuji specifické Ig. Na rozdil od séra, kde béhem imunitni odpovédi
dochazi k prechodu syntézy IgM v IgG v subakutni ¢i chronické fazi reakce, intrathekalné
neni tato reakce patrna. Poméry hodnot v tiidach IgG/IgM/IgA zGstavaji od pocatku
onemocnéni konstantni, protoze jsou patrné vyvolany uréitym specifickym agens. Tato jista
heterogenita imunitni odpovédi je vysvétlovana teorii imunitni sité, kdy imunitni reakce na

ur¢ité agens vyvola zmény v celé imunitni siti. Po aktivaci imunitniho systému CNS pak
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intrathekalni syntéza pietrvava i bez pritomnosti vyvolavajiciho agens (3). V minulosti se
k vypoctu intratekdlni syntézy pouzival Linkliv index nebo Tourtellotova formule s linearni
zavislosti mezi Qap, ktery charakterizuje funkci HLB, a Qo udavajicim intratekalni syntézu
IgG. Byly ovSem zatizeny faleSnou pozitivitou pfi stiedni a vyssi poruse HLB (4). Proto se
vSeobecné uziva Reiberova diagramu popisujiciho hyperbolickou zavislost mezi Qigg @ Qap.
Vertikalni linie udava vékoveé zavislé referenéni rozmezi hodnot Q,, a hyperbola rozdéluje
referencni hodnoty pro IgG pochézejici ze séra (pod linii) a syntetizované intratekalné (nad
linii). Viz obrazek 1 (6,7). Obdobn¢ se stanovuji i indexy IgM a IgA. Intrathekdlni syntézu
potvrzuji hodnoty IgG>0,7, IgM>2,4 a IgA>1,2 (3). U jednotlivych chorob se procentudlni
zastoupeni jednotlivych tiid IgG lisi, napt. IgG dominuji v Casné fazi bakterialni a virové
meningitidy, u polyradikuloneuritidy Guillain-Barré, RS, neurosyfylis a chronick¢ HIV
encefalitidy, IgA pievazuji u neurotuberkuldzy, mozkového abscesu a adrenoleukodystrofie,
IgM u neuroborrelidzy a non-Hodgkinsého lymfomu. Ke zvySeni vSech tiid IgG dochazi u

oportunnich infekci (CMV, toxoplazmdzy) (6).

Metodou IEF je kromé& oligoklonalni produkce imunoglobulinii moZzné stanovit pfitomnost
volnych fetézci kappa a lambda, coz je velmi diilezité v diferenciadlné diagnostické rozvaze.
Senzitivita prikazu oligoklonalnich IgG u pacientli s RS je 95 % (4). Prikaz lehkych fetézci
je méng senzitivni (92%), je ovSem velmi dulezity, protoze u nékterych nemocnych nedochézi
k syntéze oligoklonalnich IgG, ale pouze lehkych fetézch kappa (1). Naproti tomu izolovany
nalez lehkych fetézcl lambda bez ptitomnosti IgG OCB je nespecificky a mize spiSe hovofit
proti diagnéze RS (2). U RS je vyskytuje intratekalni syntéza IgG u 72 % nemocnych,
syntéza [gM u 20 % a IgA u 9 % nemocnych (4).

Oligoklonalni IgG pasy

Pokud je prokazéana intratekalni syntéza kvantitativné, vySetfeni pokracuje kvalitativnim
stanovenim oligoklonalnich subtrakci y-globulind v likvoru i séru metodou izoelektrické
fokusace na agarovém gelu s ndslednym stfibfenim, imunofixaci ¢i imunoblottingem. Poprvé
byla tato metoda prikazu OCB u pacienti s RS popsana v roce 1957 Karcherem a kol.
(Antwerpy, Belgie). Provadéli elektroforézu na agarovém gelu spolu se stfibfenim, které bylo
vroce 1986 nahrazeno imunoblottingem (8). Za pozitivni nalez prokazujici intratekalni
syntézu je nalez 2 a vice OCB, které se u RS nachdzeji vétSinou v alkalické frakci
elektroforetického pole (4). V roce 1994 bylo na zakladé¢ mezinarodniho konsenzu stanoveno

5 zakladnich vzorcti OCB (2,3,4). Viz obrazek 2.
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e Vzorec 1: normalni likvor (bez pritkazu OCB v likvoru a v séru)
e Vzorec 2: OCB v likvoru, které nejsou v séru ( RS)

e Vzorec 3: OCB v obou kompartmentech a navic OCB v likvoru (u neuroborrelidzy,
event. u RS)

e Vzorec 4: identické OCB v likvoru i v séru (paraneoplastické syndromy, systémovy
lupus erythematodes)

e Vzorec 5: monoklondlni pasy v likvoru i1 v séru (monoklondlni gamapatie — napf.
mnohotny myelom)

U pacientl s RS nachazime prevazné¢ OCB vzorec 2, méné Casto vzorec 3. Ovsem OCB
nachazime v likvoru a séru i u jinych chorob, napt. u infekci, autoimunitnich ¢i systémovych

onemocnéni (4).

Vysetteni OCB u pacientt s klinicky izolovanym syndromem (CIS) ma rovnéz prediktivni
charakter. Vyskyt OCB u nemocnych s CIS zdvojnasobuje riziko dalsi ataky a rozvoje RS

nezavisle na ndlezu na MR, nema ov§em vliv na tizi neurologického deficitu (9).
MRZ reakce

MRZ reakce je dopliikovym likvorovym vySetfenim k ¢asné diagnostice autoimunitnich
onemocnéni. Jednd se o detekci specifickych IgG protildtek proti neurotropnim virim
spalnicek (morbilli), zardének (rubeola) a planych nestovic (herpes zoster) metodou ELISA.
K odliseni protilatek, které prestoupily ze séra pies poruSenou hemato-likvorovou bariéru, se
stanovuje protilatkovy index Al, ktery je pomérem koncentrace dané protilatky v likvoru ku
koncentraci této protilatky v séru. Jeho normalni hodnota je 1,0 a referen¢ni rozmezi 0,7 —1,3.
Hodnota Al > 1,4 je znamkou intrathekalni syntézy dané protilatky (3). Pozitivita
kombinované MRZ reakce, tj. pfitomnost intratekdlni syntézy protilatek proti jednomu,
dvéma nebo vSem tfem neurotropnim virim, podporuje piedevS§im diagnézu RS, kde je
popisovana u 84 — 94 % pacientll. Literatura uvadi pozitivitu protilatek proti spalnickam u 78
% nemocnych s RS, protilatky proti zardénkam u 60 % a proti varicela-zoster viru u 55 %
nemocnych. Vysoka pozitivita reakce je uvadéna i1 u dalSich autoimunit, napt. u Sjogrenova
syndromu, systémového lupusu ¢i Wegenerovy granulomatézy. Naproti tomu u jinych

zanétlivych afekci, napf. neuroborreliézy, neurosyfilis nebo neurotuberkulézy, je
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kombinovana MRZ reakce pozitivni pouze v 0,1 % ptipada (3, 6). Kromé vyse uvedenych
protilatek se u pacientil s RS udava vyssi koncentrace protilatek proti herpes viru I (u 28 %

nemocnych) (6).
Specifické markery zanétu ¢i neurodegenerace

Ve specializovanych laboratofich 1ze provadét vysSetieni specifickych likvorovych markert,
pomoci kterych lze posoudit aktivitu onemocnéni, stupefl neurodegenerace nebo predikovat

prabéh onemocnéni.
Patii sem:

e neuronalni protilatky
o protilatky proti myelinu - protilatky proti myelin-bazickému proteinu (anti-
MBP), protilatky proti myelinovému oligodendrocytarnimu glykoproteinu
(anti-MOGQ), proteolipidovy protein, glykoprotein sdruzeny s myelinem, 2°, 3'-
cyklické nukleotid 3’- fosfodiestéraza
o protilatky proti axoniim - protilatky proti neurofilamentim : lehkym (light—
NFL), sttednim (medium—NFM) a tézkym (heavy—NFH)
e zanétlivé markery — transferin, ferritin, prealbumin, orosomucoid, C—reaktivni protein,
C3 a C4 slozky komplementu, beta-2-mikroglobulin
e markery destrukce — apolipoproteiny A a B, cystatin C
e cytokiny — interleukin 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12
e strukturdlni proteiny CNS — protein 14-3-3, neuron-specificka enolaza (NSE), protein
S-100b, tau-protein, fosforylovany tau-protein, beta-amyloid (2, 4), glidlni fibrilarni
kysely protein (glial fibrillary acidic protein, GFAP), N-acetylaspartat (10,11)

Myelinovy bazicky protein (MBP) je zdkladni strukturdlni protein vnitini strany
myelinové pochvy, ktery je jednim z hlavnich cili imunitni odpovédi u RS. U nemocnych
s RS dochazi v dasledku poSkozeni myelinu k elevaci jeho hladiny v CSF, soucasné¢ stoupa i
koncentrace anti-MBP protilatek (3). Zvysena hladina MBP obecné provazi vsechny
jednotky, kde probihd poskozeni myelinu, tj. traumata, cerebrovaskuldrni onemocnéni ¢i
rozsahlej$i postizeni bilé hmoty mozkové. Tudiz stanoveni hladiny MBP u RS nema
diferencidlné diagnosticky vyznam. Vzhledem k tomu, ze jeho hladina stoupa v obdobi atak,

muze byt markerem aktivity onemocnéni (8).
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Myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein (MOG) tvofi zevni ¢ast myelinové pochvy
a je dalSim dilezitym substratem humoralni imunity u RS (3). Recentni studie potvrzuji, ze je
vyznamnym autoantigenem pifedevS§im u détské ADEM. Zde aZz 40 % nemocnych vykazuje
anti-MOG protilatky v séru na rozdil od CIS ¢i RS, kde jsou relativné¢ vzacné. Vyznam
prikazu MOG a anti-MOG protilatek tkvi hlavné v roving teoretické, jejich prakticky vyznam

je ovSem maly (12).

Dalsi oblasti z4yjmu je vySetfeni koncentrace lehkych (light-NFL), stfednich (medium—
NFM) nebo tézkych (heavy—NFH) fetézcii neurofilament (NFL), zakladnich stavebnich
jednotek axonti. Uvoliuji se do likvoru pfi poSkozeni axonu a iniciuji tvorbu protilatek ve
t¥idach IgG, IgM i IgA (3). Cetné studie popisuji zvyseni hladiny light-NFL v likvoru vétsiny
pacientl s remitujici-relabujici formou RS (8), ktera ovSem nekoreluje s progresi nebo trovni
klinického deficitu, takze postrada prediktivni hodnotu (13). Anti-NFL protilatky se nachazeji
1 v séru pacientl s RS na rozdil od ostatnich neurologickych onemocnéni. To je patrné
zpusobeno prechodem cytoskeletalnich proteinii z poskozenych axonii do extracelularniho

prostoru pii dysregulaci imunitniho systému, coz by mohlo byt nalezem specifickym pro RS

(14).

Ferritin se nachdzi v oligodendrocytech, kde se podili na formovani myelinu a na procesu
oxidativni fosforylace (15). V ptipad¢ jakéhokoli stresu jeho syntéza v oligodendrocytech
stoupa a uvoliuje se do mozkomisniho moku a plazmy. Vyssi hodnoty feritinu v likvoru jsou
popisovany u pacientd s aktivni chronicko-progredientni formou RS (16). Hladina
transferinu, tzn. transportniho proteinu, byva naopak snizena, coz potvrzuji proteomicka
vySetieni likvoru (17). Orosomucoid je mald molekula patfici do skupiny onkomarkert. Jeji
koncentrace roste predevsim u malignit CNS (hemoblastézy, metastazy). Vys$si hodnoty
orosomucoidu v CSF jsou popisovany u 50 — 60 % pacientdi s RS po mnoha letech
onemocnéni, naopak sniZeni jeho hladiny bylo pozorovéno u pacientl v remisi. Nizké sérové
hladiny mivaji téZce postizeni pacienti v sekundarni progresi (18). C-reaktivni protein
(CRP) je protein akutni faze, k jehoz elevaci dochazi pfi jakékoli infekci CNS, a nema tudiz
vétsi pro RS diagnostickou hodnotu. Komplementové proteiny jsou nespecifickymi
mediatory humoralni imunity a podili se na patogenezi RS. Komplementovy systém funguje
jako kaskada vedouci k vytvotfeni membranového uto¢ného komplexu, ktery zpisobuje 1yzu
buiiky. Dalsi funkci komplementu je opsonizace mikroorganismii pro fagocytozu,
chemotaktické pritahovani leukocytti do oblasti zanétu, likvidace imunokomplexii a indukce

specifick¢é imunitni odpovédi usnadnénim lokalizace antigeni B-bunikami a antigen-
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prezentujicimi bunkami (5). V literatufe je u vSech forem RS popisovano zvyseni hladiny C3
a C4 slozky komplementu v séru i likvoru, coz ukazuje na jejich systémovy i centralni ptivod
(19). Beta-2-mikroglobulin je lehky fetézec HLA 1. tfidy, ktery je vdzan na povrchu
bunéénych membran predevsim lymfocytii, monocyti a makrofagl a Ize detekovat ve vSech
t€lnich tekutinach. Jeho koncentrace roste u serdznich infekci, RS, hemoblastoz, iktu nebo
HIV encefalopatie. Je povaZzovan za marker aktivity imunitnich onemocnéni, u RS tato
skute¢nost ovSem neni potvrzena (20). Zvyseni hladin apolipoproteinti v likvoru je vSeobecné
povazovéano za znamku tkanové destrukce. APO-B je nizkodenzitni lipoprotein s receptorem
na oligodendrocytech. Jeho hladina v CSF je velmi nizkd a je pravdépodobné sérového
puvodu (21). Vysokodenzitni lipoprotein APO-AI je povazovan za specificky inhibitor
produkce cytokinli monocyty a makrofagy po jejich kontaktu s aktivovanymi T-lymfocyty.
Jeho sérova koncentrace v akutni fazi zanétu klesa az o 25 %. Tento pokles v likvoru nebyl
pozorovan (22). Cystatin C patii do skupiny inhibitorii protedz a nachazi se v cytoplazmé
neurond, bunck nadledvinek, S§titné Zzlazy, A- bunék pankreatu a adenohypofyzy. Jeho
koncentrace v likvoru je 5,5 x vyssi nez v séru a tvoti 2-4 % proteini CSF. U RS pozorujeme
pokles jeho hladiny v CSF. To mize byt dikazem dysregulace systému proteindz, kterd by
mohla iniciovat poskozeni myelinu. Proto by cystatin C mohl byt markerem intenzity
demyelinizace (23). Interleukiny jsou prostfedky mezibunééné komunikace a funguji jako
aktivatory ¢i inhibitory zanétu. Ke zméndm jejich koncentraci dochazi u celé fady zanétlivych
i degenerativnich onemocnéni CNS (2). 14-3-3 protein je nitrobunécny protein ucastnici se
nitrobunééného prenosu signalu, déleni a riistu bunék, adheze ¢i apoptézy. Pii poskozeni
bunky dochazi kjeho uvolnéni o CSF, proto jeho koncentrace stoupa predevSim u
neurodegeneraci. Dle n¢kterych zvetejnénych praci dochdzi k jeho elevaci i1 u aktivnich forem
RS, coz by mohlo byt zndmkou poskozeni axond ¢i neuront (24). Neuron-specificka enolaza
(NSE) je glykolyticky enzym vyskytujici se v tkanich neuroektodermového ptvodu, v
nervoveé tkani tvoii 2 % cytoplazmatickych proteint. K jeho elevaci v CSF dochazi po
urazech nervové tkané. V séru byva zvySen u malignit (melanomu, tumort plic, ledvin,..),
takZe je vyznamnym tumormarkerem (25). U RS bylo zaznamenéno sniZeni koncentrace NSE
v likvoru, které mize indikovat snizenou metabolickou aktivitu neuronti (26). Protein S-100
je strukturalni protein exprimovany pievazné astrocyty, ale také melanomy. Jeho koncentrace
stoupa pii mozkovych kontuzich, subarachnoidealnim krvaceni, RS a nékterych neuroinfekci
(3). Tau-protein je strukturdlni protein dulezity pro udrZeni stability axonalnich mikrotubula
umoziujici rychly axonalni transport. Za normalnich okolnosti je jeho koncentrace v likvoru

velmi nizkd. Vzestup jeho koncentrace je typicky pro neurodegenerativni onemocnéni,
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predevsim Creutzfeldt-Jacobovu chorobu, Alzheimerovu demenci a dalsi tauopatie. U
nemocnych s RS byva vétSinou v normé, nékteré studie uvadeji vyssi hodnoty u primarné ¢i
sekunddrné progredientni formy (24). Beta-amyloid vznikd patologickym S§tépenim
amyloidového prekurzorového proteinu, ktery je soucdsti bunck, pfevazné bunécnych
membran. Neni dale metabolicky zpracovatelny, hromadi se v extracelularnim prostoru a je
soucasti amyloidovych plak, v jejichz blizkosti dochazi k zaniku synapsi a degeneraci
neuronil. Pokles jeho koncentrace v CSF je typicky pro Alzheimerovu demenci. U RS byvaji
jeho hodnoty v normé. Glidlni fibrilarni kysely protein (GFAP) je tvofen astroglii a
v likvoru se nachazi ve velmi nizké koncentraci. Neékteré prace uvadéji jeho mirnou elevaci u
RS, coz by mohlo opét souviset s posSkozenim axonii (10). N-acetylaspartat je produkovan
mitochondriemi axonli a v pfipadé jejich poSkozeni jeho produkce klesa. Proto by dle

publikovanych praci mohl byt ¢asnym markerem axonélniho poskozeni (27).
Zavér

Zaveérem lze fici, ze zlatym standardem likvorové analyzy pii podezieni z RS je kromé
provedeni kvalitativni a kvantitativni cytologie a posouzeni integrity hemato-likvorové

bariéry predev§im vypocet intratekalni syntézy IgG a stanoveni oligoklonalnich IgG past

v likvoru 1 séru. Dalsi parametry maji zatim spiSe experimentalni vyznam.
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Obrazek 1. Reiberiiv diagram

Oblast 1 : normalni nalez

Oblast 2 : izolovana porucha HLB bez intratekalni syntézy IgG
Oblast 3 : porucha HLB spolecné s intratekalni syntézou IgG
Oblast 4 : izolovand intratekalni syntéza IgG bez poruchy HLB

Oblast 5 : oblast analytickych chyb (7)
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Obrazek 2. Oligoklonalni IgG pasy — vzorce

Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4 Vzorec 5

Oligoclonal Band pattern

i 4 Pattern: extra CSF
Pattern: No bands Pattern: Identical pattern Pattern: Identical pattern Pattern: CSF pattern. tian
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KRATKE SDELEN!

Relapsing-remitting Multiple Sclerosis
and Oligoclonal Band Pattern During

Disease Modifying Drug Therapy

Abstract

The aim of this study was to assess oligoclonal bands {OCB) in the cerebrospinal fluid (CSF) in
patients with relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS) treated with disease modifying drug
(DMD) therapy. The authors examined a group of 22 patients, 5 males (aged 19-44, mean
29.8 + 6.5 years) and 17 females (aged 26-51, mean 37.8 + 6.7 years). CSF samples were taken
0-42 months before and 1-16 months after the initiation of DMD therapy. The number of OCB
in the CSF was assessed by isoelectric focusing. Paired sample t-test and Wilcoxon signed-rank
test were applied when assessing statistical significance. In the patient group, the number of
OCB at follow-up decreased significantly (mean decrease 6.2, median 3.5, p = 0.001, paired
t-test). These results demonstrate changes in OCB patterns, respectively support the hypothesis
about possible immunomodulation effect of DMD therapy.

Souhrn

Cilem studie bylo whodnotit oligoklonalni pasy (OCB) v mozkomidnim moku (CSF) u padenti
s relapsujici remitujici roztrousenou sklerézou (RRMS) lé¢enych nemoc modifikujicimi iéky (DMD).
Autoh vyetfili skupinu 22 pacientl, z nichz bylo 5 muzil (ve véku 19-44 let, primémy vék
29,8 £ 6,5 let) a 17 zen (ve véku 26-51 let, primémy vék 37,8 + 6,7 let). Vzorky CSF byly ode-
brany 0-42 mésich pfed a 1-16 mésici po zahajeni DMD lé¢by. Po¢et OCB v CSF byl stanoven
metodou izoelektrické fokusace. K vyhodnoceni statistické vyznamnosti byl poufit parovy t-test
a Wilcoxoniv jednovybérovy test. V pacientské skupiné se potet OCB pfi sledovani vyznamné
snizil (primérny pokles byl 6,2, medién 3,5, p = 0,001, parovy t-test). Tyto vysledky prokazuji
zmény vzorcl OCB, respektive podporuji hypotézu o moiném imunomodula¢nim Gcinku DMD
lécby.
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RELAPSING-REMITTING MULTIPLE SCLEROSIS AND OLIGOCLONAL BAND PATTERN DURING DISEASE MODIFYING DRUG Tk

introduction

The detailed assessment of the CSF is cur-
rently a part of multiple sclerosis (MS) diag-
nostics. In all stages of this disease, we can
find increased igG levels in CSF which after
correction for the function of the blood-
brain barrier show its intrathecal synthesis.
It is possible to demonstrate it as OCB. OCB
represent immunoglobulin fractions parti-
cipating in myelin destruction. OCB detec-
tion by isoelectric focusing is the most spe-
cific CSF test for MS [1] - it provides a signi-
ficant support for MS diagnostics because
they are not usually found in the serum of
these patients and are therefore a proof of
antibody production directly in central
nervous system (CNS). OCB in the alkaline
area are by CSF assessment positive (2 or
more bands) in 95-100% of patients with
MS [2, 3, 4]. In 40% of MS patients, OCB
may be found in the serum as well.

OCB can be present even when the CSF
IgG level is normal. Finally, these bands are
not specific only for MS - they are also found
in various inflammatory disorders as well as
in chronic infections of the CNS, in acute
disseminated encephalomyelitis [5], Guil-
lain-Barré syndrome (6] or neurodegenera-
tive dementia [7], vascular, toxic, metabolic,
traumatic or psychiatric disorders, radicular
syndromes or in most peripheral neuropa-
thies [8]. The finding of oligoclonal bands
in the CSF almost doubles the risk of deve-
lop in dlinically definite MS [9]. OCB have
a predictive value in the case of negative
MRI but there is no direct correlation be-
tween OCB in the CSF and the demyelina-
ting process as assessed by the MRI.

Therapy of RRMS with interferons leads
1o a significant decrease in the number of
relapses and to a shortening of their dura-
tion as well to marked improvement of MRI
findings. There are only limited data con-
cerning immunological CSF findings during
the interferon therapy in the current litera-
ture and changes of OCB patterns mostly
have not been described [10].

The aim of the study, which has been
realized at the Department of Neurology,
University Hospital in Olomouc, Czech Re-
public, was to find out whether OCB num-
ber changes during the DMD therapy. We
tried to investigate whether there are chan-

ges in the OCB patterns during the DMD
therapy.

Subjects and Methods

The studied patient group (N = 22) consisted of
5 males (aged 19-44, mean 29.8 + 6.5 years),
and 17 females (aged 26-51 years, mean
37.8 £ 6.7 years). The diagnosis of RRMS
was established based on the McDonald's
criteria [11).

The CSF was collected by a routine lum-
bar puncture as part of the standard diag-
nostic process prior to the start of the DMD
therapy (0—42 months before, mean 135
+ 8,2) and for a second time (after recei-
ving informed consent) 1-16 (mean 6,2 +
+ 2,1) months after the beginning of the
DMD therapy. During the study, some pa-
tients were treated with immunosupressive
therapy (Imuran p.o.) or chronic steroid the-
rapy (Medrol p.o., Prednison p.o.). Relap-
ses were treated with bolus of steroids
(5g Solu-Medrol i.v.) - see Table 1.

The method of Pharmacia Biotech modi-
fied for using of acrylamid gel PhastGel ICF
3-9 and by isoelectric focusing (IEF) with
successive affinity immunoblot was used.
The number of OCB in the CSF was asses-
sed by the method of isoelectric focusing in
a laboratory with the certificate KB/0079,
which was blinded to the aim of this study
and to the patient’s therapy.

Paired-sampie t-test (parametric) and Wil-
coxon signed-ranks test (nonparametric) were
applied when assessing statistical signifi-
cance, using SPSS-10 software package
(SPSS, Chicago, USA).

The whole study was conducted in accor-
dance with the Helsinki Declaration of 1975
(as revised in 1983) and it was approved by
local ethics committee of University Hospi-
tal in Olomouc, Czech Republic.

Results

The numbers of OCB before immunomo-
dulation treatment and after the initiation
of DMD therapy are summarized in Table 1
and Figure 1.

Only OCB bands present in the CSF and
absent in serum were considered. in 18 pa-
tients, a reduction in the number of OCB
was observed (mean 7.8 + 5.9), in 2 pa-
tients the number of OCB increased by 1 and
3(mean 2 + 1) and in 2 patients there were

no changes in the number of OCB. |
ral patients, a regression from 8 to
was observed. Overall, the number
between 1st and 2nd examination
low up decreased significantly (me
median 3.5; p = 0.001, paired t-te
Figure 1.

Considering that the distribution
counts is asymmetrical with lower
of 0, statistical significance was cor
using a nonparametric Wilcoxon
ranks test (p = 0.0004). Sensitivity
prediction was 90.9, specificity 76
negative predictive value 99.3.

Discussion

OCB represent the set of antibodies
yet unknown antigens of the CN
bably of , nonsense” nature. The dy
of the appearance and the developr
OCB during the course of MS is no
rally known yet [12]. In the study by
et al. [13], only two cases (1%) out
185 CSF samples obtained from g
with MS demonstrated the specifi
OCB antibodies against known CN
gens. Rudick et al. [14] did not obsel
changes in the IgG index, light
chains nor OCB patterns in 137 re
samples of CSF before and 2 year
the beginning of Avonex therapy.
nistration of interferon beta intrat
{i.t.) for duration of 2 months did n
in study by Confavreux et al. {15} in
tients after 6 months to OCB chan
the contrary, a characteristic inc
Jfingerprint” of the OCB in the C
preserved, allowing recognition of |
tient to whom the CSF sample bel
Saiz et al. made similar observation:
patients who underwent an autc
hematopoietic stem cell transplant
the baseline CSF OCB persisted for
following transplantation [16]. Kir
et al. {17] have found that in 3 out
6 patients with progressive MS, alf;
feron therapy lead to increased i.t. ¢
sis and production of OCB.

Other studies { 18-20] described th
ges of OCB during the steroid and
bin therapy where the changes obse
the CSF banding pattern were not
cant. On the basis of the above-mer
findings, it is possible to note that
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sible influences of bolus of steroid
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sis. Thirdly, the pathogenesis of OC|
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of activated T cells in MS plaques. Currently
the role of B cells, plasma cells and immu-
noglobulins in MS have been re-examined,
and findings indicate that humoral immu-
nity also plays a major role in MS pathoge-
nesis. According to Coreale et al. [3], B cells
and their products could exert several po-
tential effects during the course of MS ~
autoantibodies against specific myelin anti-
gens could mediate damage to myelin mem-
branes, some studies suggest that natural
autoantibodies could enhance remyelina-
tion, antibodies directed against myelin com-
ponents can participate in anti-idiotypic
networks, which may regulate the course
of MS. Therefore, a critical task is to clearly
desribe this issue and follow-up studies are
necessary considering the patophysiologi-
cal aspects of OCB changes in MS.

References

1. Andersson M, Alvarez-Carmeno J, Bernar-
di G, Cogato |, Fredman P, Frederiksen J et al.
Cerebrospinal fluid in the diagnosis of multi-
ple sclerosis: A consensus report. J Neurol Neu-
rosurg Psychiatry 1994; 57: 897-902.

2. Caudie C, Allauzen O, Bancel ), Later R. Dia-
gnostic usefullness of oligoclonal immuno-
globulin G bands in cerebro-spinal fluid using
isoelectric focusing in early diagnasis of mul-
tiple sclerosis. Annales de Biologie Clinique
2000; 2(58): 187-193.

3. Correale ), de los Milagros Bassani Molinas
M. Oligodonal bands and antibody responses in
muttiple sclerosis. J Neurol 2002; 249: 375-389.
4, Miller JR, Burke AM, Bever CT. Occurence
of oligodonal bands in multiple sclerosis and
other CNS diseases. Ann Neurol 1983; 13(1):
53-58.

5. Dale RC, de Sousa C, Chong WK, Cox TC,
Harding B, Neville BG. Acute disseminated en-

cephalomyelitis, multiphasic disseminated en-
cephalomyelitis and multiple sclerosis in chil-
dren. Brain 2000; 123: 2407-2422.

6. Kruger H, Englert D, Pflughaupt KW. De-
monstration of oligoclonal immunoglobulin G
in Guillain-Barre syndrome and lymphocytic
meningoradiculitis by isoelectric focusing.
) Neurol 1981; 226(1): 15-24.

7. Janssen IC. The prevalence of oligoclonal
bands in the CSF of patients with primary
neurodegenerative dementia. J Neurol 2004,
251(2); 184-188.

8. Sindic CHJM, Van Antwerpen MP, Gof-
fette S. The Intrathecal Humoral Immune Res-
ponse: Laboratory Analysis and Clinical Relevan-
ce. Clin Chem Lab Med 2001; 39(4): 333-340.
9. Barry A, Singer MD. Diagnosis and Monito-
ring of Multiple Sclerosis: Focus on Cerebro-
spinal Fluid Analysis and Brain Imaging. [onli-
ne] Ectrims 2006. Dostupné z URL: http:/doc-
tor.medscape.comiviearticle/548062

10. Rudick RA, Cookfair DL, Simonian NA,
Ransohoff RM, Richert JR, Jacobs LD el al. Ce-
rebrospinal fluid abnormalities in a phase I
trial of Avonex (IFNbeta-1a) for relapsing mul-
tiple sclerosis. The Multiple Sclerosis Collabo-
rative Research Group. } Neurcimmunol 1999,
93(1-2): 8-14.

11. McDonald WI, Compston A, Edan G,
Goodkin D, Hartung HP, Lublin FD et al. Re-
commended diagnostic criteria for multiple
sclerosis: guidelines from the International
Panel on the diagnosis of multiple sclerosis.
Ann Neurol 2001; 50: 121-179.

12. Antel JP, Birnbaum G, Hartung HP. Clini-
cal neuroimunology. London: Blackwell Sci-
ence 1998.

13. Kaiser R, Obert M, Kaufmann R, Czygan
M. IgG-antibodies to CNS proteins in patients
with multiple sclerosis. Eur J Med Res 1997,
2(4): 169-172.

14, Anderson T4, Donaldson 1M, Sheat
George PM. Methylprednisolone in mult
sclerosis exacerbation: changes in CSF p
meters. Aust N Z J Med 1990; 20(6): 794~
15. Confavreux C, Chapuis-Cellier C, Am
P, Robert O, Aimard G, Devic M. (1986)
godonal . fingerprint” of CSF IgG in mul
sdlerosis patients is not modified follov
intrathecal administration of natural b
interferon. J Neurol Neurosurg Psychi
1986; 49(11). 1308-1312.

16. Saiz A, Carreras E, Berenguer J, Yagu
Martinez C, Marin P et al. MRI and CSF
goclonal bands after autologous hemator
tic stem cell transplantation in MS. Neuro
2001; 56(8):1084-1089.

17. Kinnunen E, Timonen T, Pirttila T, K:
maki P, Ketonen L, Matikainen E et al. Ef
of recombinant alpha-2b-interferon the
in patients with progressive MS. Acta N
Scand 1993; 87(6): 457-460.

18. Caputo D, Zaffaroni M, Ghezzi A,
zullo CL. Azathioprine reduces intrat!
IgG synthesis in multiple sclerosis. Acta’
rol Scand 1987; 75(2): 84-86.

19. Durelli L, Codito D, Riccio A, Barile C,
gamasco B, Baggio GF et al. High-
intravenous methyprednisolone in the 1
ment of multiple sclerosis: dinical-imm
logic correlations. Neurology 1986; 3
238-243.

20. Sipe JC, Romine JS, Koziol JA, Mch
R, Zyroff J, Beutler E. Cladribine in treat
of chronic progressive multiple scle
Lancet 1994; 344: 9-13.

21, Bergamaschi R, Tonietti S, Franciot
Candeloro E, Tavazzi E, Piccolo G et al
goclonal bands in Devic's neuromyelitis ¢
and multiple sclerosis: differences in rep:
cerebrospinal fluid examinations. Mt
Sclerosis 2004; 10(1): 2-4.




7.5 Publikace ¢. 5

Mares J, Herzig R, Urbanek K, Sladkova V, Opavsky R, Hlustik P, Kollarova K, Podivinsky
J, Sklenarova J, Bekarek V, Schneiderka P, Zapletalova J, Kanovsky P. Correlation of the
IgG index and oligoclonal bands in the CSF of patients with multiple sclerosis. Ces a slov

Neurol N 2007; 70/103(4):392-394, 1F505 0,070.

124



ORIGINAL PAPER

Correlation of the IgG index and
oligoclonal bands in the CSF of patient

with multiple sclerosis
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Abstract

Objective: The aim of this study was 1o assess the correlation between IgG index values and the
number of the oligoclonal IgG bands {OCB) in the cerebrospinal fluid (CSF) of patients with mul-
tiple sclerosis (MS). Material and Methods: The set of 150 patients consisted of 41 males and
109 females (aged 18-68, mean 36.6 + 10.1 years). The CSF collected by a lumbar puncture
was examined evaluating intrathecal synthesis using the IgG index and determining OCB. The
number of alkaline OCB in the CSF was assessed using the method of isoelectric focusation.
Pearson's correlation analysis, and homogeneity ¥ test , Mann-Whitney test, paired-sample
t-test {parametric} and Wilcoxon signed-ranks test (nonparametric} were used to evaluate the
statistical significance of the results. Results: No positive correlation between the IgG index and
the number of OCB was found. Mann-Whitney test also did not demonstrate any significant
difference of the IgG index values in patients both with the OCB number 2 2 and < 2. Conclu-
sion: This study did not confirm the correlation between the IgG index values and the OCB nurm-
ber in the CSF of MS patients.

Souhrn

Gii: Cilem studie bylo vyhodnotit vztah mezi hodnotami indexu IgG a poctemn oligoklonéinich
IgG pésti (OCB) v mozkomignim moku (CSF) pacientd s roztrousenou sklerozou (SM). Materal
a metodika: Soubor 150 pacient( sestaval ze 41 muzli a 109 Zen (ve véku od 18 do 68 let,
pramémy vék byl 36,6 + 10,1 let). U mozkom&niho moku odebraného lumbalni punkei byla
posouzena intratekalni syntéza s wuzitim indexu lgG a stanovenim OCB. Pocet alkalickych OCB
v CSF byl stanoven metodou izoelektrické fokusace. K whodnoceni statistické vyznamnosti vy-
sledkil byla rovné? pouzita Pearsonova korela¢ni analyza, x? test homogenity, Manniv-Whit-
ney(v test, parovy t-test (parametricky) a jednowbérovy Wilcoxonlv test (neparametricky).
Wsledky: Pozitivni korelace mezi IgG indexem a po¢tern OCB nebyla nalezena. Ani Manniv-Whit-
neylv test neprokézal podstatny rozdil v hodnotéach indexu IgG u pacienti s OCB2 2 a < 2.
Zavér: Studie nepotvrdila korelad mezi hodnotami IgG indexu a poctem OCB v CSF u paden-
1 s roztrousenou sklerézou.
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CORRELATION OF THE IGG INDEX AND OLIGOCLONAL BANDS IN THE CSF OF PATIENTS WITH MULTIPLE SCLEROS

Introduction
Immunoglobulins are glycoproteins produ-
ced by plasmocytes. In contrast to the known
and characteristic reaction in the serum,
where antibody production switches from
the IgM to IgG class in the subacute and
chronic phase of the disease, such a transi-
tion is not present in the intrathecal synthe-
sis. The characteristic immunoglobulin pat-
tern in classes 1gG, IgM and IgA existing in
the central nervous system (CNS) remains
relatively constant already at the disease
onset. Intrathecal IgG synthesis represents
local IgG production within the CNS com-
partment, originates from perivascular
infilttrates of B lymphocytes. Quantitative
assessment of the intrathecal IgG synthesis
is based on the relationship between igG
and albumin concentrations in the CSF and
serum. Oligoclonal 1gG immunoglobulins
represent a primarily polyspecific and only
subsequently an oligocional type of immune
response. This produces an extensive spec-
trum of non-specific antibodies of ,non-
sense” nature.

information obtained by a detailed assess-
ment of the CSF is currently unreplaceable
for the diagnostics and monitoring of MS
development. In all MS stages, increased
IgG levels, which after correction for the
function of the blood-brain barrier show
their intrathecal synthesis, can be found. It
is possible to demonstrate it as OCB by
which the immunoglobulins participating
in a destruction of the myelin covering of
axons are lining up to special patterns.
OCR assessment is the most specific CSF
test for MS diagnosis [1] - their presence
provides a significant support for this dia-
gnosis, because they are not found in the
serum of these patients and are therefore
a proof of antibody production directly in
the CNS. OCB are present (in the number
of 2 or more) in the CSF of 95-100%
of MS patients [2,3]. OCB can be present

even in the case, when the CSF IgG level is
normal. Finally, OCB are not specific only
for MS — they are also found in various in-
flammatory disorders as well as in the chro-
nic CNS infections. On the other hand, they
are usually not present in neurodegenera-
tive diseases, acute disseminated encepha-
lomyelitis, Guillain-Barré syndrome, vascu-
lar, toxic, metabolic, traumatic or psychia-
tric disorders, radicular syndromes or in the
majority of peripheral neuropathies [4].
OCB have a predictive value in the case of
a negative magnetic resononace imaging fin-
ding (MRI}, but there is no direct correlation
between the OCB in the CSF and the demye-
linating process as assessed by the MRI.

Determination of 1gG index represents
a quantitative detection of intrathecal syn-
thesis. In the case of higher concentration
of CSF 1gG with normal levels of 1gG in se-
rum is the IgG index value elevated, re-
garding to the blood-brain barrier func-
tion. The limit for intrathecal synthesis de-
tection is rated for 0,7. OCB represent
a qualitative detection of intrathecal syn-
thesis — OBC are detected by IEF usually in
alkaline spectrum (event. neutral or para-
neutral section) and are characterized by
polyspecifity and oligoclonality.

The aim of this study was to assess the
correlation between IgG index values and
the OCB number in the CSF of patients
with MS.

Material and Methods
The set of 150 MS patients (aged 18-68,
mean 36.6 + 10.1 years) consisted of
41 males and 109 females. The diagnosis
of RRMS was established based on the
McDonald's criteria. All patients were trea-
ted at the Depariment of Neurology, Uni-
versity Hospital, Olomouc, Czech Republic,
between 2001 and 2005,

In all patients, the CSF was collected by
a routine lumbar puncture as part of the

standard diagnostic process. The asses
ment of the IgG index and of the OCB w
used for the evaluation of the intrathec
synthesis. 1gG method of Pharmacia Bi
tech (Uppsala, Sweden) modified for usir
of acrylamid gel PhastGel ICF 3-9 and |
isoelectric focusing (IEF) [5] with successi
affinity immunoblot was used. The numk
of OCB in the CSF was assessed by 1
method of isoelectric focusation (IEF). T
samples were examined in a laboratc
with the international certificate for the |
method (KB/0079). The IgG index w
calculated from 1gG and albumin measul
ments performed in CSF and serum. The ¢
culation takes the following form: Index It
= 09Gcs1GG e (Al AlD enpr) = Qge/Q
Pearson’s correlation analysis, and hor
geneity y* test, Mann-Whitney test, paire
sample t-test {(parametric) and Wilcoxon s
ned-ranks test (nonparametric) were used
evaluate the statistical significance of the
sults, using SPSS-10 software package (SP
Chicago, USA). Sensitivity and specificity
the 1gG index and the OCB number for |
prediction of MS diagnosis were also assess
The whole study was conducted
accordance with the Helsinki Declarat
of 1975 (as revised in 1983) and it W
approved by local ethics committee of L
versity Hospital in Olomouc, Czech Repuk

Results

Only OCB present in the CSF and abs
from serum were considered. IgG in:
and the OCB number are summarizec
the Tables 1 and 2.

No positive corretation between the |
index and the number of OCB was fol
by the Pearson’s correlation and nonp:
metric Spearman correlation. Using
Mann-Whitney also test did not demonst
any significant difference of the IgG in
values in patients both with the OCB ni
ber> 2 and < 2.

NIS—————Y PONE—

Table 1. 1gG Index values.

Table 2. Number of oligoclonal IgG bands.

1gG Index Frequency Percent Valid Percent ! 1gG Index Frequency Percent Valid Perce
1507 9 60,7 619 | 22 97 64,7 703
1507 56 37.3 381 <2 a 273 297

{ Total 147 98,0 100,0 ' Total 138 92,0 100,0

| Unlisted 3 2,0 ! Unlisted 12 8.0

i Total 150 100,0

100,0

| Total

150
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Figure 1. Correlation of the 1gG inf
dex a OCB number.

We also have determined the sensitivity
and the specificity of the technique used in
our laboratory: characteristics of diagnostic
test of IgG index > 0,7 for prediction of MS
diagnosis: sensitivity ~ 38,1%, specificity -
91,7 %, accuracy - 77, 6 %, positive pre-
dictive value - 62,2 %, negative predictive
value - 80,5 %. Characteristics of diagnos-
tic test of QCB number 2 2 for prediction of
MS diagnosis: sensitivity - 70,3 %, specifi-
city - 76,1 %, accuracy - 74,4 %, positive
predictive value - 53,3 %, negative pre-
dictive value — 86,8 %. Characteristics of dia-
gnostic test both of of IgG index > 0,7 and
oligoclonal 1gG bands number > 2 for pre-
diction of MS diagnosis: sensitivity - 77,0 %,
specificity = 73,7 %, accuracy - 74,6 %,
positive predictive value - 51,1 %, negative
predictive value - 90,0 %.

Discussion
The dynamics of the appearance and the
development of OCB during the course of
MS are not yet generally known [6]. In the
study performed by Kaiser et al [7], only two
cases (1%} out of the 185 CSF samples
obtained from MS patients demonstrated the
specificity of OCB antibodies against known
CNS antigens. Livrea et al [8] did not find
any correlation was found between the OCB
pattern or amounts and age, duration, clini-
cal course or therapy of the disease.
Concerning to correlation between the
IgG index and OCB there is a lack of data
in current literature - in study of Kaiser et
al [9] were used two quantitative methods
of determining the intrathecal synthesis of

1gG for their usefulness in deciding about
the necessity of further investigations of
OCB in the CSF. While OCB could be de-
tected in no patient with an 1gG index
< 0.45, OCB were always demonstrated in
patients with an index > 0.80. Even though
arrange of IgG index 0.45-0.8 values OCB
was only detected in 268 out of 1316 pa-
tients (20.4%), in 190 out of 268 samples
{70.8%)

Mayringer et al {10} found a positive
correlation between the IgG index and the
frequency of OCB as well as the probability
of demyelinating CNS disease in patients
with demyelinating CNS disease.

On the contrary we did not find any po-
sitive correlation between both parameters
of intrathecal synthesis which is in accor-
dance with study of Rochelli et al [11] -
63 out of 70 patients with definite MS and
24 out of 35 with probable MS had oligoclo-
nal bands in the CSF and in the 18 patients
with normal OCB pattern did not show any
statistically significant difference as con-
cerns the quantitative CSF parameters (I9G
index, IgG synthesis and serumV/CSF albu-
min quotient) compared to the patients
with the OCB in CSF. Also in study of Polo-
ni [12], in a group of 120 MS patients the
group of 20 patients with normal IgG pro-
file has been compared with a group of
22 patients selected by random out of the
100 with IgG oligoclonal bands and no sta-
tistically significant difference was discove-
red between these groups.

On the basis of our findings we can sup-
port the opinion about unsubsitutability of
quantitative and qualitative methods in
CSF assessment for use in differential diag-
nostics of MS. Because of lower diagnostic
sensitivity, IgG index assessment cannot be
recommended as replacement of [EF. Quan-
titative assessment of 1gG in CSF is easier
and quicker but qualitative method by IEF
is the most sensitive method for detecting

of abnormal intrathecal synthesis.

Conclusion

This study did not confirm the correlation
between the IgG index values and the OCB
number in the CSF of MS patients and sup-
port the opinion about unsubsitutability
both of methods in MS diagnostics. Fur-
ther studies are needed to assess this topic.
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