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Laboratorni metody pouzivané v diagnostice Bechtérevovy choroby

Abstrakt

Cilem mé bakalarské prace bylo seznamit se s laboratornimi metodami, které se pouzivaji
pii diagnostice Bechtérevovy choroby. Pro diagnostiku Bechtérevovy choroby je velmi
dilezitym markerem HLA-B27, ktery se screeningové urcuje pomoci pritokového
cytometru a poté se jeho pritomnost potvrdi nebo vyvrati pomoci molekuldrné-
biologickych metod. Dal§im laboratornim vySetienim, které je podstatné pii zachytu
a sledovani aktivity Bechtérevovy choroby, je stanoveni hladiny C-reaktivniho proteinu,
ktery je ukazatel zanétlivé reakce v téle pacienta. Poslednim vySetfenim, se kterym jsem
se seznamila, bylo stanoveni rychlosti sedimentace erytrocyti, které se pouziva téz jako

ukazatel probihajiciho zanétu v téle.

V teoretické Casti jsem se vénovala predevsim definici Bechtérevovy choroby. Zabyvala
jsem se tim, jaké jsou piiznaky choroby, dale podle jakych kritérii je nemoc
diagnostikovana a jaka 1éCba se pouziva. V druhém okruhu teoretické ¢asti jsem se
zaméftila predevsim na HLA-komplex, ktery je vysoce spjaty s Bechtérevovou chorobou.
Zabyvala jsem se predevSim strukturou a prezentaci antigenii pomoci HLA molekul

. tfidy. Dale jsem se zminila o stavbé a funkci C-reaktivniho proteinu.

V praktické ¢asti jsem popsala laboratorni metody, které se pouzivaji pii diagnostice
Bechtérevovy choroby. Prvni metodou, kterou jsem si vyzkousela, bylo screeningové
vySetieni markeru HLA-B27 pomoci pritokové cytometrie. Uvedla jsem, jak ma vypadat
odbér biologického materidlu, postup ptipravy vzorku a postup pii analyze na
pritokovém cytometru. Na zavér této Casti jsem vlozila ukazku vysledkil analyzy, jak
vypadé vysledek negativni, vysledek pozitivni a vysledek, ktery se nachazi v Sedé zoné.
Jako druhou metodu jsem uvedla genetické typizovani molekuly HLA-B27, které se
provadi pomoci real time PCR. Uvedla jsem preanalytickou ¢ast a postup piipravy. Déle
jsem se zabyvala métenim hladiny C-reaktivniho proteinu pomoci nefelometrie a poté
jsem uvedla vySetfeni pomoci testovaciho prouzku. Posledni metodou, kterou jsem si
vyzkousela, bylo méfeni rychlosti sedimentace erytrocytd, kde jsem uvedla princip

metody, dale postup méfeni a na zavér referencni hodnoty.

V posledni ¢asti mé bakalaiské prace jsem zpracovala data ziskana z Fakultni nemocnici
v Motole z Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol. Za rok 2017 bylo vy3etieno na
marker HLA- B27 celkem 452 pacientti a z toho bylo 75 pozitivnich. Déle jsem pracovala



pouze s HLA-B27 pozitivnimi pacienty. Zkoumala jsem rozlozeni pohlavi, jaky je veék

HLA-B27 pozitivnich pacientt a jejich diagnoza.
Klicova slova
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Laboratory methods using in diagnostic morbus Bechterew

Abstract

The aim of my bachelor thesis was to get familiar with laboratory methods, which are
used in the diagnostics of morbus Bechterew. Very important for the diagnostics of
morbus Bechterew is the marker HLA-B27, which is identified by screening, with the
help of flow cytometer and then is the presence confirmed or refuted with the help of
molecular-biological methods. Other laboratory examination, which is essential when it
comes to interception and observation of the activities of morbus Bechterew, is the
determination of the C-reactive protein level, which is an indicator of inflammatory
reaction in the body of the patient. The last examination | got familiar with was the
determination of the sedimentation speed of erythrocytes, which is used as an indicator

of ongoing inflammation in the body.

In the theoretical part of the thesis | focused primarily on the definition of morbus
Bechterew. | dealt with the question what are the symptoms of the disease, then also
according to which criteria is the disease diagnosed and what treatment is applied. In the
second part of the theoretical part | focused primarily on the major histocompatibility
complex, which is highly connected with morbus Bechterew. | dealt mostly with the
structure and presentation of antigens by the means of MHC molecules of class I. | also

mentioned the structure and the function of C-reactive protein.

In the practical part | described laboratory methods used in diagnostics of morbus
Bechterew. The first method | tried was screening examination of HLA-B27 marker by
the means of flow cytometry. | introduced how the following processes should look like:
collection of biological material, preparation of the sample and the analysis made on the
flow cytometer. At the end of this part | put an example of the analysis results, how do
the results look like when they are positive, negative, or in the grey zone. As a second
method | introduced genetic typing of HLA-B27 molecule, which is made by the means
of real time PCR. | mentioned the preanalytical part and the process of preparation.
Moreover | dealt with the measuring of C-reactive protein by the means of nephelometry
and then I also mentioned examination with the help of a test strip. The last method I tried
was measuring the sedimentation speed of erythrocytes, I mentioned the principle of

method, the process of measuring and the measured results as well.



In the last part of my bachelor thesis | worked with the data | got from Motol University
Hospital, more precisely from the Department of Immunology, 2" Faculty of Medicine
of Medicine, Charles University in Prague and Motol University Hospital. During the
year 2017, overall 452 patients were tested on the presence of HLA-B27 marker and 75
of them tested positive. Then | worked only with HLA-B27 positive patients. | researched
how much is the disease represented in both sexes, what age do the HLA-B27 positive

patients have and what is their diagnosis.
Key words

morbus Bechterew; ankylosing spondylitis; HLA-B27; CRP; flow cytometrics; Real

time PCR; sedimentation speed of erythrocytes; nephelometry
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Uvod

Bechtérevova choroba neboli ankylozujici spondylitida (AS) se fadi mezi jednu z mnoha
autoimunitnich chorob. Autoimunitni choroby vznikaji pfi¢inou Spatn€¢ fungujiciho
imunitniho systému, ktery nedokaze rozlisit co je télu ,,vlastni* a co ,,cizi“. Nasledek
takového chovani imunitniho systému je poskozeni vlastnich bun¢k a tkani.

Autoimunitnimi chorobami trpi 5 % populace celého svéta.

Bechtérevova choroba je chronické zanétlivé onemocnéni pifedevsim axialniho skeletu.
Daéle postihuje bedrokycelni, apofyzealni a kostovertebralni klouby patefe. V novych
studiich se uvadi, Ze touto chorobou je postizeno 0,5 % muzt a 0,05 % Zen: z toho

vyplyva, Ze u muzi jevyskyt onemocnéni az desetkrat vyssi.

Mymi cili bakalafské prace jsou vypracovani reSerse na téma Bechtérevova choroba, dale
seznameni s metodami, které se pouzivaji pifi diagnostice Bechtérevovy choroby a na
zavér vypracovat statistiku z dat ziskanych z Fakultni nemocnice v Motole z Ustavu

imunologie 2. LF UK a FN Motol.

Hlavnimi metodami, které se pouzivaji pfi diagnostice AS, jsou screening molekuly HLA
B27 pomoci pritokové cytometrie, typizace alel HLA-B27 pomoci molekularné-

biologickych metod, ur¢eni hladiny C-reaktivniho proteinu (CRP) a rychlost sedimentace

erytrocytu.

V teoretické Casti jsem se zaméfila na popis AS. Uvedla jsem, jak se nemoc projevuje
a ¢im je zpiisobena z imunologického hlediska. Déle jsem se zaméfila na jednotlivé typy
AS a diagnostiku choroby. V zavéru prvni Casti reSerSe jsem se podrobnéji zabyvala
1é¢bou AS. V druhé ¢asti reserse jsem popsala HLA- komplex, a to pfedevsim molekuly
HLA IL.tfidy, které souvisi s AS. Dale jsem se zabyvala reaktanty akutni faze, a to

pfedevS§im CRP a rychlosti sedimentace erytrocytl, ktera také souvisi s AS.

V praktické ¢asti jsem se soustfedila na vySetfovaci metody, které se pouZzivaji pfi

vvvvvv

HLA-B27 pomoci pritokové cytometrie. Druhd metoda je typizace alel HLA-B27
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pomoci molekularné-biologické metody real-time PCR. Dalsi metodou jsem urcila
hladinu CRP pomoci nefelometrie a testovaciho prouzku a posledni metodou je stanoveni

rychlosti sedimentace erytrocytli. Na zavér jsem sestavila statistiku z dat z Fakultni

nemocnici v Motole z Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol.
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Teoreticka ¢ast

1 Bechtérevova choroba

1.1 Definice onemocnéni

Bechtérevova choroba neboli ankylozujici spondylitida (AS) je chronické zanétlivé
onemocnéni, které postihuje predevSim axidlni skelet (patef). Dale postihuje
bedrokycelni, apofyzedlni a kostovertebralni klouby patefe. V dusledku sekundarni
metaplazie ptrednich a boc¢nich okrajii tél obratli dochazi k osifikaci perifernich ¢asti

vazivového prstence meziobratlové ploténky a okolnich vazt (Forejtova, 2009).

1.2 Klasifikace spondylartritid

AS se fadi mezi skupinu onemocnéni zvanych seronegativni spondylartritidy. Tuto
skupinu onemocnéni charakterizuje to, ze se jedna o zanétlivé revmatické choroby
S nepiitomnosti revmatoidnich faktori, a objevuje se u nich artritida, entezopatie,
sarkoiliitida, spondylartritida. Casto jsou s nimi spojeny i komplikace, které nezasahuji
klouby, jako napfiklad postizeni o¢i, gastrointestinalniho traktu, poruchy srdeéni ¢innosti
a kozni projevy. Dale je typicky rodinny vyskyt a asociace s HLA-B27 (Pavelka, 2003).
Spondylartritidy se déli podle dvou hledisek. V prvni skupiné jsou spondylartritidy
rozdélené podle definovanych klinickych jednotek. Do této skupiny patii ankylozujici
spondylitida, psoriatickd artritida, reaktivni artritida, enteropaticka artritida (artritida pfi
ulcer6zni kolitidé, Crohnové nemoci, Whippleové chorobé a jejunoilealnim bypassu),
Reiteriv  syndrom, Behcetova choroba, juvenilni ankylozujici spondylitida
a ediferenciovana spondylitida. Z druhého hlediska se spondylartritidy déli podle
ptevazujiciho poSkozeni na formu axialni a periferni. U axidlni formy pfevazuje postizeni

pétefe a u periferni jsou postizeny periferni klouby (Ceska, 2010)

1.3 Historie

AS se v populaci vyskytuje jiz od starovéku, coz dokazuji nalezy na egyptskych mumiich,
které byly stejné jako nalezy u AS. Prvni zdznam o AS je v knize De Re Anatomica, kde

Realdo Colombo popisuje dvé kostry, které odpovidaji popisu AS. Tato zminka je z roku
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1559. Vice nez 100 let po Colombové popisu, roku 1693 irsky 1ékat Bernard Connor
popsal lidskou patet, ktera byla vyrazné¢ zdeformovéna. Popisuje, ze kost kycelni
a kiizova, pét bedernich a deset hrudnich obratla, pét pravych a tfi leva Zebra byla spojena
V jednu kontinualni kost. Connor dale popsal, jaky mohla mit dopad tato deformace na
kvalitu zivota. DalSi popisy choroby se objevuji az od poloviny 18. stoleti. Mezi
nejvyznamnéjsi osobnosti, které se spojuji s objevenim AS, patii v Rusku Wladimir von
Bechterew, podle n¢hoz je choroba pojmenovana, v Némecku Adolph Striimpell a ve
Francii Pierre Marie. Dalsi pfinos pro diagnostiku mél vynalez rentgenu, vytvoreny roku
1895 némeckym fyzikem Wilhelmem Conradem Roentgenem. Rentgenovy snimek se ale
pro diagnostiku AS zacal pouzivat az na pocatku dvacatych let dvacatého stoleti.
Rentgenové projevy AS, jako jsou sarkoiliitida a syndesmofyty, popsali Krebs, Scott,
Forestier a Robert ve tficatych letech dvacatého stoleti. Tato radiologicka kritéria se
pouzivaji dodnes v diagnostice AS. V prvni poloviné dvacatého stoleti se zjistila
souvislost AS s mnoha ostatnimi nemocemi jako napf. s uritymi formami artritidy,
véetné Reiterovy choroby, psoriatické artritidy a s artropatii, ktera je spojena se sttevnimi
chorobami. Moll zavedl nazev skupiny onemocnéni spondylartritidy, které maji spolecné
klinické a genetické znaky odliSné od revmatoidni artritidy. DalS$im dileZitym meznikem
je objeveni HLA v letech 1940-50, ktery pomohl k porozuméni spondylartritid. Zjistilo
se, Ze je vzajemna korelace mezi AS a Reiterovym syndromem, protoze mély podobné
klinické piiznaky. Tato teorie se pozdé¢ji potvrdila, a to vroce 1973, kdy se nasla

piitomnost antigenu HLA-B27 u pacientti s obéma chorobami (Sieper, 2002)

1.4 P¥idina nemoci

Pfi¢ina AS nebyla dosud zcela objasnéna. Jako jedna z pti¢in Bechtérevovy choroby je
pfitomnost antigenu HLA-B27. Az 90% nemocnych vlastni tento antigen, a na druhou
stranu 20% lidi nesouci antigen HLA-B27 onemocni AS. Jelikoz je onemocnéni dédi¢né,
piihlizi se pfi diagnostice k rodinné anamnéze. U HLA-molekuly nachézejici se na
bunééném povrchu je navdzany ve vazebném Zlabku imunogenni peptid. Kazda molekula
HLA vaze razné peptidy, a to podle tvaru zlabku. Pokud je peptid z nepozménéného

antigenu vlastniho téla, tak na néj imunitni systém nereaguje a nastavuje vici nému
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toleranci. Pokud peptid pochézi z vlastniho antigenu, ktery je ale pozménény, nebo
pochézi z ciziho antigenu, imunitni systém navodi vii¢i nému imunitni rekci. Posledni
moznosti je to, kdyz peptid pochazi z antigenu, ktery je specificky pro ur¢itou chorobu.
Takovy peptid oznaCujeme jako patognosticky peptid, ktery mize pochazet
z endogenniho i exogenniho antigenu (Ferencik, 2004). U pacientli s AS se nachazi
molekula HLA-B27. kterA ma schopnost vazat tento patognosticky peptid. Takto
predisponovani jedinci maji az 88x vys§i riziko, Ze onemocni AS. V souvislosti
santigenem HLA-B27 existuje teorie zkiizené reakce, ktera objasnuje patogenezi
onemocnéni. Podle této teorie onemocnéni propukd tehdy, kdyz se pacient vlastnici
antigen HLA-B27 nakazi bakterii (pfedev§im stievni bakterii), ktera na svém povrchu
nese antigeny blizce podobné antigenu HLA-B27. Imunitni systém nastartuje imunitni
odpovéd proti bakteriim, ale zaroven i vii€i svym zdravym buiikam, jelikoZ nesou antigen
podobny antigenu bakterie. Z toho divodu jsou ni¢eny i zdravé bunky téla a dochazi
k zanétu. Tomuto jevu se fikd molekularni mimikry (Pavelka, 2003) Hlavnim
mechanismemspoustéjici reakci mohou byt T-lymfocyty, které reaguji na bakterialni
peptidy prezentované molekulou HLA-B27 (Shoenfeld, 2007).

1.5 Epidemiologie

Pacienti s AS jsou predevsim muzi, a to az desetkrat ¢astéji nez zeny. Celkovy vyskyt AS
v populaci je 0,1 % do 1 %. V Ceské republice se vyskyt choroby pohybuje okolo 0,1 %,
kam spadaji pouze pacienti, ktefi splnili kritéria pro definitivni AS. Pokud bychom
zahrnuli 1 ¢asné a nediferenciované AS, prevalence vystoupd az na 0,5 %. Dale jsou
geografické rozdily ve vyskytu onemocnéni - na severu je vyssi vyskyt AS nez na rovniku

(Ceska, 2010).

1.6 Klinické projevy nemoci

1.6.1 Axialni projevy

AS se zacind projevovat mezi 18. a 40. rokem Zivota, po 40. roce se projevuje pouze
ojedinéle. Onemocnéni se zprvu projevuje pozvolné, ve vétsin€ pripadech mirnou bolesti
v kfizobederni oblasti. Bolest m& zanétlivy charakter, to znamena, Ze pacienti maji

nejvétsi bolesti v klidovém rezimu a pohyb pfinasi Glevu. Casto se pacienti s AS v noci
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budi bolesti, a to pfedevsim v druhé poloviné noci, a po ranu citi ztuhlost. Déle si pacienti
stézuji na bolest v hyzd'ové oblasti. V dal§im stadiu se zacina projevovat bolest hrudi,
jejiz pfic¢inou je artritida kostoklavikularnich kloubi. DalSimi klouby, které jsou
postizeny artritidou, jsou klouby ramenni a kycelni. Pii deformacich patefe dochazi ke
vzniku vétsi hrudni kyfozy a také ke zmenSeni expanze hrudniku pti nddechu a vydechu

(Forejtova, 2009).

1.6.2  Periferni projevy

Z perifernich projevil je tieba zminit oligoartritidu pfedev§im dolnich koncetin, ktera
byva asymetricka. DalSim z perifernich projevt artritidy je daktylitida a entezitidy.
Entezitidy se klinicky projevuji citlivosti na tlak, pfi urCitych pohybech se objevuje
prudké bolest. Bolest se mtize objevovat i v klidu. Jedna se predevs§im o zanéty v uponu
Achillovy §lachy, plantarni fascie, ipontli na panevni kosti, malého a velkého vybézku

stehenni kosti, v oblasti lokte a ramene (Ceska, 2010).

1.6.3 Mimokloubni projevy

Mezi mimokloubni projevy AS se tadi akutni pfedni uveitida, ktera se vyskytuje zhruba
u 40% postizenych AS. Jedna se o postizeni zivnatky oka, ktera se sklada ze tiech Casti —
cévnatky, fasnatého téliska a duhovky. U pfedni uveitidy je postizené fasnaté télisko
s duhovkou a obvykle za ur¢itou dobu odezni. Hlavni ptiznakem uveitidy je tupa bolest
oka se zhorSenim vidénim. Dale dochazi ke kardidlnim komplikacim pfiblizné u 9%
pacientd. Mezi tyto projevy patii aortitida a aortalni insuficience. Mezi dalsi
mimokloubni projevy fadime gastrointestinalni ptiznaky, které se podle studii objevuji
témet u 50% postizenych AS. Ve vétsing piipadld se jednd o zanéty stievni sliznice.
Pomérné cCasta je také osteopordza obratlovych tél. Osteoporéza u AS je odlisna od
primarni osteopordzy. Casto se projevuje u mladych muzi, a to predevim v oblasti kréni

a bederni oblasti patefe a pomérné rychle se rozviji (Ceska, 2010).

1.7 Diagnostika AS

AS se doposud diagnostikovala pomoci Newyorskych kritérii z roku 1984, do kterych

jsou zahrnuta radiologickd a klinickd kritéria. Pacient pro potvrzeni diagndzy musi
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splilovat alesponi jedno ze tii klinickych kritérii a jedno radiologické kritérium. Déle se

pii diagnostice AS ptihliZi k rodinné anamnéze (Forejtova, 2009).
1.7.1 Klinicka kritéria

1 soucasna nebo anamnesticka paterni bolest, ktera ma zanétlivy charakter
a pretrvdva vice nez 3 mésice

2 omezeni hybnosti bederni patere ve trech rovinach — dorzalni, ventradlni
a lateralni

3 omezeni dychacich pohybit hrudniku na 2,5 cm nebo méné — meéreno v V.

mezizebri (Forejtova, 2009, s.31)

Pfi vySetfeni sarkoiliakalnich kloubli se pouZzivd test nazyvany Menneliv manévr.
K dals$imu vySetfeni se pouziva Schobertv test, kterym se zjiStuje rozvijeni patete ve
ttech rovindch. Timto testem se méfi vzdalenost tylni kosti od kolmé stény. Tato
vzdalenost by méla fyziologicky byt maximalné 2 cm. Déle se méfi expanze hrudniku,

ktera by mé&la byt minimalné 5 cm a hodnota pod 2,5 cm je patologické (Ceska, 2010).
1.7.2 Radiologicka kritéria

Prvnim rentgenovym néalezem AS je sarkoileitida. Nalez je obvykle oboustranny
a symetricky. DalSim charakteristickym nélezem je kostni eroze a ve vétsiné ptipada se
objevuje i nepravidelna kloubni §térbina, kterd se zuzuje nebo rozsituje. Erozivni zmény
Vv pfednich rozich obratl patefe vedou k tzv. zectvercovaténi obratlii neboli spondylitis
anterior. Dale dochazi ke kostnaténi Gponu ligament a vzniku syndesmofytd, které
zpisobuji ankylozu ¢asti anebo celé patefe, tento stav se oznaCuje bambusova pater.
Kostnaté vybézky (syndesmofyty) vznikaji ve vétSin€¢ ptipadi nejdiive v oblasti
kiizobederni patefe a dale smérem vzhlru az ke kréni patefi. Jsou zndmé i piipady, kdy
dochazi k preskoCeni urcité Casti patefe. AS doprovazeji 1 dalsi erozivni zmény, a to
predevsim apofyzealnich kloubti, zdnét meziobratlové ploténky a obratle, atlantoaxidlni
subluxace a osteopordza. Dalsi postizenou oblasti mize byt kycelni kloub, ktery ma

zhzenou kloubni $térbinu, a tim dochézi k destrukei (Ceska, 2010).
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Ve vétsing pripadii se AS diagnostikuje se zpozdénim, a to v rozmezi 7 az 9 let od prvnich
priznakt. Jelikoz k potvrzeni diagnozy je potieba splnit radiologické kritérium, které
vétsinou ukazuje jiz na probihajici erozivni zmény, vytvofila se nova kritéria, ktera by
méla zachytit i Casna stddia AS. Pro tato kritéria se pouziva zobrazovaci metoda s ndzvem
magnetickd rezonance (MR). Touto zobrazovaci metodou se daji zachytit zanétlivé

zmény sarkoiliakélnich kloubt a patefe, napt. vypotek, edém kostni diené (Ceska, 2010).

Pti diferencialni diagnoze je potieba odlisit zanétlivou bolest zad od bolesti pii prolapsu
meziobratlové ploténky, kterd na rozdil od AS se zhorSuje pii pohybu a v klidu se zmirni.
Dale se musi odlisit zmény na sakroiliakédlnich kloubech, které mohou mit degenerativni
puvod napi. osteopordza nebo osteoartréza. V piipadé AS je sakroileitida vétSinou
asymetricka a byva doprovazena syndesmofyty. Pozor si musime dat i v ptipadé difuzni
idiopatické skeletdrni hyperostdzy. Toto onemocnéni vznik4 u pacientl starSich 50 let
atypicky nalez na rentgenovém snimku jsou nové vytvofené kosti v oblasti
meziobratlové ploténky, které maji polevovity tvar. Rentgenovy nalez AS musime dale
odlisit od deformacni osteoartrdzy, kterd postihuje predevsim starsi pacienty a nejsou pro

ni typické sakroileitidy (Forejtova, 2009).

1.8 Stdadia AS

Podle radiologického nalezu rozliSujeme 5 stadii AS.
0. normalni nalez
1. podezieni na sarkoileitidu, nepravidelné a neostré kontury subchondralni kosti a
zdanlivé rozsireni sterbiny
2. eroze, skleroza, ohranicené kapsularni osifikace
3. rozsdhlejsi eroze, jednoznacna skleroza, parcialni ankyloza sterbin

4. synostoza — ankyloza (Pavelka, 2003, s. h352)
1.9 Pribéh a prognoza

U kazdého pacienta je prubéh AS jiny. U nékterych ma rychly nastup s velkymi bolestmi
a patef se deformuje béhem kratkého casového useku. V jinych piipadech mize byt

nastup pomaly bez vyraznych bolesti (Forejtova, 2009). U ¢asti pacientll se onemocnéni
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objevuje po urcitych ¢asovych usecich, kdy se zhorsi celkovy zdravotni stav pacienta

(Klener, 2002).

U zen probihd onemocnéni odliSnym zpisobem nez u muzi. VétSinou trpi mirnéjsi
formou AS, a pfedevsim jsou u nich postizeny periferni klouby a kréni patet. Komplikace
nastavaji pii téhotenstvi, kdy na rozdil od revmatoidni artritidy nemé gravidita pozitivni
vliv a Casto se AS zhorSuje. AS je onemocnéni na cely zivot, ale pokud se zachyti v¢as
anastavi se spravna lécba, tak vétSina lidi zije normalni aktivnim Zivotem (Forejtova,

2009).

Antepozice hlavy

Redukce
bederni
lordozy

1972

>

25 35 40 45 50 V&K (roky)

Obr. 1 Prubéh AS béhem 26 let (zdroj: Krystafkova, 2017)

110 Lécba AS

Nejvétsim kamenem trazu je v€asna diagnéza AS. Jak uz jsem diive zminila, prodleva
mezi prvnimi pfiznaky a diagnostikovanim této nemoci je v nékterych piipadech az 9 let.

Pfi prvni navstéve 1€kate po stanoveni diagndzy by mél byt pacient sezndmen s tim, ze
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musi dlouhodobé¢ cvicit doma a mél by byt i k tomu motivovan. Spravné by pacient mél
cvicit kazdy den, a to celozivotné. Dale se vyuziva specialni rehabilitace, ktera je jedinou
prevenci pied zatuhnutim patete, a farmakologické prostiedky. Dulezitou soucasti terapie

AS je fyzioterapie a lazenska 1écba (Forejtova, 2009).

1.10.1 Historie léc¢by

Néekolik desetileti, ptiblizné od dvacatych let 20. stoleti, se bolest zad u AS 1é¢ila pomoci
rentgenového zareni. Tato 1é¢ba méla dobré vysledky a pacientim prinasela kratkodobé
zlepSeni, a diky tomu se mohly snizit ddvky antirevmatickych a analgetickych 1¢ku.
Nicméné se muselo od 1é¢by rentgenovym zafenim ustoupit, jelikoz méla vedlejsi Gi€inky.
Mezi né patii predevsim Gcinky na kostni dfen a fada pacientll takto léCena zemiela na
leukémii nebo jinou rakovinu. Prvni Iéky nabizené pacientim s AS byly ze skupiny
salicylatu a opiatt, diky jejich analgetickym vlastnostem. V roce 1838 byla kyselina
salicylova izolovana ze salicinu a potvrzeny jeji analgetické a antipyretické u¢inky. Roku
1899 byl vyvinut Aspirin (salicylat se snizenou toxicitou), ktery u AS U¢inny neni, na
rozdil od RA, kde se kl1écbeé pouzivd. Nasledné¢ vroce 1949 se zaCala AS I1€Cit
Fenylbutazonem, ktery je prvnim lé¢ivem spadajicim do skupiny nesteroidnich
aplastickd anémie nebo poskozeni jater. Roku 1965 se vyvinula druhd generace NSA
s hlavnim pfedstavitelem Indometacinem, které mély velmi dobré vysledky (Sieper,

2002).

1.10.2 Lécéba AS v soucasnosti

Choroba neni zcela vylécitelna, ale zavedly se rizné prosttedky v 1écbé, které zmiriuji
ptiznaky a zpomaluji pribeh nemoci. Tyto 1€cebné opatfeni mizeme roziadit do nékolika
skupin. Prvni skupinou je pohybova terapie, do které fadime rehabilitaci, fyzioterapii
alazenskou 1écbu. DalSimi  skupinami terapii AS jsou farmakoterapie,

revmatochirurgické vykony, rentgenova terapie a biologicka 1écba (Pavelka, 2003).
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Pohybova terapie

aby dodrzoval cvicebni plan, a to je v mnoha ptipadech kdmen trazu. Cilem této 1éCby je
posileni svall, které jsou potieba pro spravné drzeni patefe a zabranit patefnim
deformacim. Mezi tyto svaly patii pfedev§im musculus erector spinae neboli vzpfimovac
patere. Dalsi dulezitou slozkou jsou dechova cviceni, ktera slouzi k tomu, aby si hrudnik
udrzel svoji pohyblivost, které se s pribéhem onemocnéni zhorsuje, a zaroven napomaha
lepSimu brani¢nimu dychéni. Dal$im problémem, ke kterému dochdzi pii AS, je
kyfotizace, které pacient zabrani diky vzpiimenému postoji pii béznych kazdodennich
¢innostech. K dal§im zplsobiim, jak si nemocny miize pomoct sam, se fadi cvi¢eni kréni
patefe pomoci flekénich a extencnich pohybu, které slouzi k udrzeni hybnosti kréni
patete. Déle je potieba, aby si pacient obstaral pevné a tvrdé 1zko a hlavu pii spanku mél
podlozenou pouze nizkou podlozkou. Béhem spanku je také potieba stfidat spanek na
zadech a na bfiSe, aby se zabranilo flekénim deformacim kycelnich kloubt. Vyznam ma
i hydrokinezioterapie, ktera by se mé&la provadét denné. Pacienti s AS maji v CR na vybér
z n¢kolika specializovanych lazeniskych mist, kam patfi napt. 1azné Bohdane¢, Jachymov,

Ttebon a Podébrady (Pavelka, 2003).

Farmakoterapie

Ugelem této terapie je atlum zanétlivé aktivity, zmirnéni bolesti a ztuhlosti (Pavelka,

2003).

e Nesteroidni antirevmatika (NSA) - Prvni skupinou a nejuc¢inné;jsi skupinou jsou
nesteroidni antirevmatika, do které fadime pyrazolonové derivaty. Mezi tyto
derivaty patii napf. fenylbutazon a kebuzon, které se ovSem pouZivaji pouze
jednorazové nebo kratkodobé vzhledem k jejich vedlejsim ucinkdm pfi
dlouhodobé¢ 1écbe. Dalsim kratkodobym lékem je indometacin, ktery se podava
v davce 50-75 mg per os denné nebo 100 mg Cipku vecer pred spanim. Tento
ptipravek uc¢inkuje predevsim pies noc, kdy pacientim utlumi no¢ni bolest a ranni
ztuhlost. Ovsem k dlouhodobému podavani se musela vyvinout nova farmaka.

Pyrazolony byly nahrazeny diklofenakovymi pfipravky, jejichz G€innost je velmi
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dobrid a jejich davka se v prubéhu 1écby snizuje. Diklofenakové ptipravky se pro
snizeni gastroduodenalnich komplikaci kombinuji S inhibitory protonové pumpy
(napf. omeprazol). Dal$imi ptipravky, které se fadi mezi NSA, jsou napiiklad
derivaty kyseliny propionové. Nejmensi gastroduodenalni komplikace jsou pfi

uzivani selektivnich inhibitord COX-2 (Pavelka, 2003).

e Modifikujici 1€ky - Tato skupina 1€ka se pouziva v piipad¢, kdy je jiz zanétliva
aktivita vysokd a NSA jiz nezabiraji nebo jejich pisobeni neni dostate¢né. Dale
se pouzivaji u perifernich forem AS. Nejvice pouzivanym farmakem je
sulfasalazin, ktery se pouziva v davce 2 g denné, a je mozno jej po nékolika
mésicich vysadit pfi sniZeni aktivity. Je celkem dobfte tolerovan, pouze u urcitého
procenta pacientll dochazi k ubytku krevnich elementli nebo ke koznim projeviim.
Dale se uziva metotrexat, ktery se podava v davce 7,5 mg jednou tydné (Pavelka,
2003).

* Kortikosteroidy — Tato skupina 1é¢iv se pouziva jen v ojedinélych ptipadech
a denni davka by neméla presdhnout 10 mg, coz je v porovnani s RA podstatné
mensi davka. Uzivaji se ve vétSin€ piipadu u periferni formy AS nebo se mohou
pouzit lokalné k opichim kloubli a Upont Slach. Kortikoidy se vSak mohou

aplikovat jen kratkodobé, ale i ptesto maji velmi dobré G¢inky (Pavelka, 2003).

Rentgenova terapie

Jak je vySe zminéno, prvni 1é¢ba AS byla terapie pomoci rentgenovych paprski, ktera se
ale zédhy zavrhla kvali zdvaznym vedlejSim ucinkim zejména na kostni dfen.
V soucasnosti se vyuziva jen vyjimecné, a to pouze v piipadech, u nichZ ostatni terapie
selhala nebo ji pacienti nesnesou. Pacienti indikovani k rentgenové terapii trpi vétSinou
agresivni formou AS s tézkym prabéhem nemoci. Davka rentgenovym zarenim nesmi
prekrocit 0,15 az 0,18 mC/kg pouzita na osovy skelet patefe. VétSinou se aplikuje pouze

V mist¢€ nelepsicich se zanétt tponi slach (Pavelka, 2003).
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Revmatochirurgické vykony

Dtivodem k chirurgickému zakroku je vétSinou poskozeni kycelniho kloubu pii formée
AS, kterd postihuje periferni klouby. Takto poskozeny kloub se nahrazuje endoprotézou
kycelniho kloubu s del§im krc¢kem, jelikoz po operaci Casto dochdzi k sekundarni
ektopické osifikaci. Diky lé€ebnym moznostem se v soucasnosti setkavame jen ziidka
S pacienty, ktefi trpi tézkou kyfoézou. Problém nastava v piipad¢, kdy pacient trpi
osteoporézou a AS zaroven. Pii této kombinaci se doporucuji kalcitové pripravky.
Naopak fluoridové ptipravky se nepouzivaji ztoho ditvodu, Ze by mohly podpofit

osifikaci (Pavelka, 2003).

Biologicka lécba

Tento typ 1€cby se zacal vyuzivat k terapii AS pted nedavnou dobou a pfes to jiz prinasi
pozitivni vysledky. Zjistilo se, ze pfi této 1é¢bé se snizila hodnota proteint akutni faze
a rychlost sedimentace erytrocyti a dale se sniZila i agresivita choroby. U velmi zanétlivé
reakce u AS se standardné podavaji blokatory TNFa, coz mohou byt protilatky proti
TNFa nebo solubilni receptor pro TNFa. (Forejtova,2009).

1.11 Laboratorni ndlezy

Hlavnim diagnosticky laboratornim nélezem je pfitomnost molekuly HLA-B27, ktera se
vyskytuje zhruba u 90 % pacientti s AS. Dale se objevuji zvySené hodnoty proteint akutni
faze, a to predevs§im C-reaktivniho proteinu (CRP) a zvySena rychlost sedimentace
erytrocyti. U tézkych forem AS muze byt zvySend hodnota alkalické fosfatazy a IgA
(Pavelka, 2003).
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2 MHC komplex

Hlavni histokompatibilni komplex MHC (Major Histocompatibility Complex)
se U kazdého Zzivoc¢isného druhu nazyvéa jinak. U clovéka se jmenuje HLA systém,

napiiklad u mysi H-2, u kravy BoLa a u koné ELA (Mateicka, 2004).

2.1 HLA komplex

HLA systém (Human Leukocyte Antigen) je tvofen molekulami, které jsou produkty
genetického komplexu, mezi jehoz hlavni ulohy patii rozeznavat, co je télu vlastni a co
je cizi. Tato funkce systému je zodpovédna i za odhojovani transplantatu organu. HLA
komplex se déli podle funkce, struktury, tkanové distribuce a genetické determinace na
tii tiidy: HLA 1. tiidy, HLA II. tfidy a HLA III. tfidy (Krejsek, 2004). Molekuly HLA
komplexu jsou vystaveny na bunééném povrchu, kde je rozpoznavaji T-lymfocyty.
Molekuly HLA 1. tfidy ptredkladaji antigenni peptid cytotoxickym T-lymfocytim
(Tc, CD8+) zatimco molekuly HLA II. tfidy rozpoznéavaji pomocné T-lymfocyty
(Th, CD4+) (Fucikova, 1997). HLA-antigeny jsou kdédované mnoha geny, které se
nachdzeji na kratkém raménku 6. chromozomu cloveéka. Podle cytogenetické
nomenklatury se tato oblast nazyva jako 6p21.31., kde 6p se oznacuje kratké raménko 6.
chromozomu a ¢isla 21.31 oznacuji pozici prouzku, které vznikaji pfi specialnich
cytogenetickych metodach a jsou pro dany chromozom specifické. Kompletni genova
mapa HLA-komplexu je zndma od roku 1999 a zjistilo se, Ze se zde nachazi 224 gend,
Z nichz 128 je funkénich a 96 pseudogent, které nekdduji zadny peptid. Geneticka oblast
HLA se sklada ptiblizné z 3 600 000 parti bazi DNA, coz se rovna 0,1 % genomu ¢loveéka
(Mateicka, 2004).
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Obr. 2 Genovy komplex HLA (zdroj: Bartinkova, 2011)

2.2 Polymorfismus HLA-systému

vvvvvv

K nejpolymorfnéjsim genetickym komplexim ¢lovéka. Znamena to, ze geny kodujici
HLA-systém se vyskytuji ve vice variantach neboli alelach, ¢imZ je zabezpecena
adekvatni imunitni odpovéd’ organismu. HLA-polymorfismus se detekuje pomoci dvou
vySetfovacich metod a kazda ma rtiznou senzitivitu detekce. Pomoci serologickémetody
se podafilo ur€it pfiblizné 160 antigenti, resp. antigennich specifit. Druhou skupinou
vySetiovanych metod jsou DNA-metody, které pomohly k odhaleni vice nez 1200 alel
kodujicich klasické HLA-antigeny (Mateicka, 2004).

2.2.1 Frekvence a vyskyt HLA-alel

Vyskyt a frekvence jednotlivych HLA-alel je odli$na. Lisi se pfedev§im mezi etnickymi
skupinami, rasami i mezi jednotlivymi populacemi, a proto se HLA-systém vyuziva ve
vyzkumu evoluéni genetiky a antropologie. Timto zplisobem se naptiklad dokazalo to, Ze
lidska populace pochazi z Afriky, z nichz jedna cast odesla do Evropy a severni Asie
a druhd na Uzemi jizni Asie a Pacifiku. Je dokdzano, ze nékteré alely se ve vSech
populacich vyskytuji se stejnou frekvenci napt. HLA-A2 se vyskytuje u 48-49 % lidské

populace. Existuji i alely, které se vyskytuji u riznych populaci s riznou frekvenci: napft.
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HLA-AT1 se vyskytuje u 26 % bélocht, ale jen u 2 % orientalcii. Dale se vyskytuji také
alely, které se u urcité¢ skupiny populace nevyskytuji nikdy, jako napi. HLA-A25 se
vyskytuje u 5 % bélochi, ale u ¢ernochtl je frekvence nulova (Mateicka, 2004). V CR
maji nejveétsi frekvenci vyskytu alely HLA-AL, -A2, -A3,-B7, -B35, -B44, -Cw3, -Cw4
a -Cw7 (Kralovicova, 2000).

Dalsi vyznamnou charakteristikou HLA-systému je vazbova nerovnovaha. Rovnovazny
stav, kdy se frekvence haplotypu rovnd souinu frekvenci obou gend, nastava v tom
ptipadé, kdyz lezi dva geny vedle sebe na stejném chromozomu. Takto lezici geny jsou
ve vazb¢ a dochdzi mezi nimi ke crossing-overu, takze za urcity pocet generaci nelze
zjistit, zda geny jsou nebo nejsou ve vazbé. K rovnovaznému stavu v nékterych ptripadech
nedochazi a z toho divodu se nékteré¢ haplotypy vyskytuji v populaci ¢astéji, nez se
ptedpokladalo. Tato skutecnost je prave typicka pro HLA-systém. Naptiklad ve slovenské
populaci je frekvence alely HLA-B8 0,109 a alely HLA-DR3 0,104. Kdyby mezi geny
byl rovnovazny stav, tak by vyskyt haplotypu HLA-B8, HLA-DR3 byl 1,1 %. Ovsem
skutecnost je jind, protoze vyskyt tohoto haplotypu ve slovenské populaci je 7,3 %, coz

je témét 7x vice, a to prave kviili vazbové nerovnovaze (Mateicka, 2004).

2.2.2 Pri¢iny a mechanizmy vzniku polymorfismu

K HLA-polymorfismu mize dochazet riznymi zpisoby, jako jsou naptiklad mutace,
genové konverze, sestfih po prepisu DNA a posttranslacni tpravy proteini. HLA-
polymorfismus vznikl nejpravdépodobnéji kvili jeho biologické vyhodnosti. Diky tomu,
ze existuje velky pocet HLA-antigent s riznymi zldbky vazici peptid, tak se muze
prezentovat a vazat Siroké spektrum cizich antigend, a tim se zabezpe¢i imunitni odpovéd’
organismu. Tato skute€nost umoziuje jednotlivci i celému druhu se brénit vaci
pfitomnost mikroorganismi v organismu. V tomto pfipadé by HLA-polymorfismus byl
ureny polymorfismem vyskytu riznych patogent. Tuto teorii potvrzuje piipad ze
zapadni Afriky, kde je vysoky vyskyt alely HLA-A3, ktera se v ostatnich populacich
Vv takové mife nevyskytuje. Antigen HLA-A3 chrani lidskou populaci pfed rozvojem

mozkové formy malarie, ktera se vyskytuje pravé na uzemi zapadni Afriky. Na druhou
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stranu existuji i izolované¢ kmeny v Australii a na jihu Ameriky, u kterych je
polymorfismus vyrazné mensi, ale z imunologického hlediska nejsou znevyhodnéni.
Také velké epidemie cholery, moru a tyfu nemély vyrazny vliv na HLA-polymorfismus
(Mateicka, 2004).

Dalsi teorii vzniku polymorfismu HLA-systému je selekce uptednostiiujici heterozygoty.
Geny jsou lokalizované na chromozému, které jsou v parech a diky tomu se vyskytuji ve
dvou formach neboli alelach. Heterozygot ma kazdou alelu jinou na rozdil od
homozygota, ktery ma obé alely stejné. Diky tomu je heterozygot z hlediska
imunologické variability vyhodnéjsi. Napiiklad v populaci, kde se vyskytuje 10 alel
urc¢itého genu, bude podil homozygott 10 %. Pti navySeni alel na 30 se pocet homozygott
snizi na 3 % a vétsina populace jsou heterozygoti. Na druhou stranu existuje izolovany
kmen lidské populace Taurégov, u kterého se vyskytuje jen 21 HLA-alel a dochazi
Kk piibuzenskym svazkim, a proto by mél byt pocet homozygoti v kmeni vysoky. Ve
skutecnosti je tomu jinak, homozygoti se v kmeni téméf nevyskytuji, takze zvySena

frekvence heterozygoti ma i jiné pfic¢iny (Mateicka, 2004).

2.3 HLA-molekuly a geny I. tiidy

Molekuly HLA I. tfidy jsou exprimovany na vSech jadernych bunkach, na rozdil od
molekul HLA II. tfidy, které se vyskytuji pouze na antigen prezentujicich bunikach APC.
HLA 1. tfidy se déli na dvé skupiny. Prvni skupina zahrnuje klasické antigeny HLA-A,
HLA-B a HLA-C a druhé skupina obsahuje neklasické antigeny HLA-E, HLA-F, HLA-
G. Klasické antigeny se vyskytuji na membranach vétSiny jadernych bunék, ale jejich
exprese je rozdilna. Nejvice exprimované jsou v lymfatické tkani, slezing, thymu
a lymfocytech, kde jeden lymfocyt nese pfiblizné ptil milionu HLA molekul. Mensi
exprese je na ledvinach, svalovych buiikach, fibroblastech, myokardu, endokrinni tkéni,
hepatocytech a rohovce. Na neuronech, spermiich, bufikach placenty, extraviloznim
trofoblastu a erytrocytech se HLA-molekuly nevyskytuji. Antigen HLA-C se vyskytuje
vV mensi mife (exprese asi 2%) nez antigeny HLA-A a HLA-B. Expresivita antigenil se
zvySuje pii pusobeni nékterych lymfokini a sniZzuje pii pfitomnosti virli napt. adenovirt

(Mateicka, 2004).
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2.4 Struktura klasickych antigenii HLA I. ti'idy

Biochemickou strukturu molekuly antigenu tvoii dva nekovalentné vazané fetézce a a f3.
kilodaltond, ktery je tvofeny z 350 aminokyselin. Retézec o se sklada ze tii &asti, které se
nazyvaji extracelularni, transmembranova a cytoplazmatickd. Extracelularni cast
obsahuje tfi domény al, 02, a3. Klasické antigeny HLA-A, HLA-B a HLA-C se od sebe
ligi v dlouhé cytoplazmatické ¢asti. Retdzec P je P2-mikroglobulin, ktery ma
molekulovou hmotnost 12 kD a je sloZzeny z 99 aminokyselin. B fetézec neni
transmembranovy a nekovalentné se vaze na a fetézec vdoméné a3. Ve vsech typech
antigent je stejny, takze neni polymorfni. Pomoci rentgenové krystalografické studie se
zjistilo, jak vypada prostorova struktura antigen HLA-A, HLA-B a HLA-C. B2-
mikroglobulin a a3 doména maji strukturu skladaného listu neboli B-strukturu, spodni
¢ast domén al a a2 maji téz B-strukturu a horni ¢ast je spiralovitd struktura neboli a-
struktura. Toto prostorové uspotadani je z hlediska funkce HLA molekul velice dulezité,
protoze se mezi al a 02 vytvaii zlabek, kam se pozd&ji vaze peptid. a fetézec je na rozdil
od B-fetézce polymorfni, a to pfedev§im domény al a a2. Jednotlivé antigeny se od sebe
li§i v primarni struktufe, coZ znamend v potfadi aminokyselin. V nomenklatuie se proto
pouziva Ciselné znaceni jako v tomto pfikladu HLA-B27, kde B urcuje, ze se jedna o
antigen HLA-B a ¢islo 27 oznacuje konkrétni antigen dané skupiny. Zatimco fetézec o je
kédovan na 6. chromozomu, fetézec B lokalizujeme na 15. chromozomu. Klasické
antigeny se dédi kodominantné€, coz znamena, ze u heterozygota miizeme urcit oba geny,

které determinuji dany antigen (Mateicka, 2004).

2.5 Molekulova genetika a biosyntéza HLA-molekul 1. tiidy

Geny kodujici molekuly HLA 1. tfidy jsou slozené geny, takZe maji podobnou stavbu jako
ostatni geny eukaryot. Skladaji se z nekodujicich tseki DNA (introntl) a kdédujicich
usekil (exontl). Primarni struktura, tak jako u vétSiny jinych gend, je zapsana v potadi
bazi DNA. V prubchu transkripce, ktera probiha v jadie, se ptepise do premediatorové
RNA, ktera je poté upravena posttranskripéni modifikaci. Pfi tomto procesu dochazi

k vystiihani nekodujicich ¢asti DNA a vznika mediatorova RNA (mRNA), ktera obsahuje
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pouze exony. Takto vytvorend mRNA postupuje k dalSimu zpracovani v procesu
translace, pfi které se jiZ vytvoii na ribozomu novy protein. Geny I. tfidy jsou slozené ze
7 nekodujicich a 8 kodujicich usekd. V 1. kodujicim useku je zapsan vodici peptid LP
(Leader Peptide), 2.-7. exon koduji jednotlivé ¢asti a-fetézce a 8. exon nepodléha translaci
(UT-untranslated). Protein vytvofeny pii proteosyntéze se sklada z a-fetézce a LP
a presouva se do endoplazmatického retikula (ER). Tento transport je zprostiedkovan LP,
ktery se po piesunu enzymaticky odstépi. V ER vznika glykoprotein, poté co se k proteinu
navazi oligosacharidové zbytky pii procesu glykosylace. Takto se vytvofi a-fetézec
molekuly I. tfidy. Podobné se do ER dostane i -fetézec. Nekovalentni vazba a a B-fetézce
vzniké pomoci chaperonu kalnexinu a vznika kompletni molekula I. tfidy. Stabilitu této

molekuly udrzuji dalsi dva chaperony kalretikulin a tapasin (Mateicka, 2004).

Peptid
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Obr. 3 Porovnani struktury HLA 1. a HLA II. Ttidy (zdroj: Bartiiikova, 2011)

2.6 Prezentace antigenu molekulami I. ti'idy

Molekuly HLA 1. tfidy prezentuji peptidy z antigenil, které se nachédzeji uvnitt buiky
(endogenni antigeny). Tyto antigeny jsou produkované zhoubnymi bunkami, viry,
vnitrobunéénymi organismy nebo vlastni degradované bilkoviny nachdzejici se
Vv cytosolu. Proces prezentace endogennich antigeni zacind tim, Ze se prezentovany
protein navdze v cytoplazmé nejprve na chaperon ubikvitin, ktery ho dovede

Kk proteazomu. Proteazom je utvar, ktery se sklada z n¢€kolika enzymu (proteaz), ma
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soudkovity tvar a sklada se z 28 podjednotek napiiklad LMP2 a LMP7. Ve stfedu tohoto
utvaru se nachazi otvor, ktery slouzi k zasunuti ubikvitinu s navazanym peptidem. Protein
se rozstépi na kratsi tiseky o 8-9 aminokyselinach, které jsou pro prezentaci antigenu
optimalni. Po tomto procesu se ubikvitin vrati do cytosolu a vznikly isek aminokyselin
se navaze na membranu ER, kde se nachazeji membranové kanédlky (TAP1 a TAP2), které
transportuji antigenni peptidy do ER. V ER se Vv tuto chvili nachazi antigenni zbytek a
kompletni molekula HLA 1. tifidy s chaperony kalretikulinem a tapasinem. Tapasin
zprostiedkuje vazbu peptidu na HLA molekulu a soucasné s kalretikulinem se od
molekuly odd¢€li. Timto celym procesem vznika komplex, ktery zahrnuje a-fetézec, -
fetézec a antigenni peptid. Imunogenni peptid se vaze s HLA-molekulou ve Zlabku, ktery
vznika v disledku prostorového uspotradani. Na molekuly HLA 1. tfidy se vazi peptidy o
antigend vazaly zejména do oblasti zlabku. Polymorfismus zajistuje vazbu Sirokého
spektra antigennich peptidul, a tim zabezpecuje adekvatni imunitni odpoveéd’ proti nim.
HLA-antigen spolu s navazanym peptidem piechazi do bunééné membrany pies Golgiho
a trans-Golgiho aparat pomoci exocytézy. V tuto chvili nastava vlastni prezentace
antigenu. Imunogenni peptid navdzany na HLA-molekulu I. tfidy rozpoznavaji
T lymfocyty (CD8+) pomoci receptorit TCR a,B. Zaroven dochézi k vazbé koreceptoru
CDS8 na a3 doménu, coZ vede k aktivaci cytotoxickych T-lymfocytl, které pak nici tyto
tercové buniky. Cely proces prezentace antigen se uskutecniuje ve vSech jadernych
somatickych bunikdch. HLA-antigeny se do buné¢né membrany dostanou béhem 30-45

minut a aktivace cytotoxickych T-lymfocyt 24 hodin (Mateicka, 2004).
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2.7 HLA-B27

HLA-B27 je asociovand s AS, a dokazuje to, ze az 90 % pacientl s HLA-B27 maji
diagnostikovanou AS. Kazdda HLA-molekula vaze peptidy, které maji podobnou
strukturu neboli vazebny motiv. U HLA-B27 je vazebny motiv xArgxxxxxxLys(Arg), na
druhém misté se nachazi aminokyselina arginin a na devatém misté lysin nebo arginin.
Misto pismene x miize byt jakdkoliv aminokyselina (Bartiiikova,2017). Do dnes je
znamo 132 alelovych variant molekuly HLA-B27 (Novota, 2016) a v ¢eské populaci se
vyskytuji pfedevsim alely B*2705 a B*2702, které jsou asociované s AS (Tesafova,
2012).
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3 Reaktanty akutni faze

Mezi hlavni reaktanty akutni faze, které ukazuji aktivitu AS, se fadi pfedevsim C-
reaktivni protein. Odrazem zmén v sérovych proteinech je pak zvySend rychlost

sedimentace erytrocyta.

3.1 C-reaktivni protein

C-reaktivni protein neboli CRP se fadi mezi pozitivni proteiny akutni fize, coz znamena,
ze jeho hladina stoupd pfi probihajicim zanétu. Patii do fylogeneticky starobylé vysoce
konzervované skupiny pentraxini. CRP je slozeny z péti nekovalentné¢ véazanych
podjednotek, které jsou rozlozeny kolem poru uprostied. Na kazdou pentamerni
podjednotku se vaze podjednotka komplementového systému Clq v daném vazebném
misté. Na druhé strané této oblasti je vazebné misto pro fosforylcholin, coZ je hlavni
ligand pro CRP. Fosforylcholin je slozkou kyseliny teichoové, obalovych sacharidi
a lipopolysacharidt bakterii a jinych mikroorganisma. Déle se nachazi na vnéjsi strané
biomembréan. Pro vazbu CRP s fosforylcholinem musi byt pfitomny ionty Ca%*. Tvorba
CRP probiha v jaternich bunikach a béhem 1-2 dni od propuknuti zdnétu se hladina CRP
zvysi témert tisickrat. Na druhou stranu se po odeznéni zanétlivé reakce normalizuje
piiblizné se stejnou rychlosti. CRP je kodovan genem nachazejicim se na 1. chromozomu
Vv oblasti 1921 az q23. Hlavnim signalem pro transkripci genu pro CRP je pfitomnost IL-
6, a opacny ucinek maji molekuly IL-1 a slozky komplementu. Hladina CRP stoupa
rychle pfi zanétu diky tomu, Ze jeho posttranslanéni tprava v ER je z 18 hodin zkracena
pouze na 75 minut. CRP je také jeden ze solubilnich receptori pro nebezpecné vzory
(PRR), takze rozpoznava patogeny, t€lu vlastni zménéné nebo poskozené bunky, které
dokdze znicit pomoci komplementu a fagocytii. CRP umi nicit téZ apoptotické bunky,
které se vyznacuji tim, ze fosfolipidy piesouvaji z vnitfni strany membrany na vnéjsi
stranu, ¢imz se odli$uji od zdravych bunék. Tento proces nazyvany flip-flop vede k tomu,
ze fosfatidylserin a fosfatidyletanolamin se nachazeji misto uvnitf buiikky na jejim
povrchu. Ty jsou pak pomoci sekre¢ni fosfolipdzy Az Stépeny pii procesu zvanym
hydrolyza na lysofosfolipidy, které poté vaze CRP. CRP dile mulze aktivovat

komplement, k ¢emuz je potfeba navazani podjednotky Clq, ktera aktivuje klasickou
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cestu komplementu az do bodu aktivace fagocytti a tvorby opsoninti. Pti aktivaci pomoci
CRP se nevytvaii komplex MAC, ktery zajistuje perforaci buniky a nésledné jeji lyzu.
Dale jsou nepiimé dikazy, ze CRP vaze Fc fragment IgG, coz ma vliv na opsoniza¢ni
aktivitu makrofagii a neutrofild. Zatimco u makrofagh tato vazba nastartuje aktivitu,
u neutrofild je aktivita potlacena tim, ze utlumuje odpovéd’ na signaly od IL-8, fMLP
a slozku komplementu C5a. Déle znemoziuje adhezi neutrofilnich granulocyta a jejich
naslednou diapedézu do tkani. Makrofagy po styku s apoptotickou buiikou ptisobi spise
subsetu Th1, ktery je hlavnim Cinitelem destrukce tkané pti zanétu. Timto mechnismem
se CRP podili na regulaci zanétlivé reakce. Hladina CRP se stanovuje pomoci

nefelometrickych a turbidimetrickych metod (Krejsek, 2004).

3.2 Sedimentace erytrocytii

Rychlost sedimentace erytrocyti (FW) je jedna z nejzékladngjSich hematologickych
metod a patii mezi skupinu nespecifickych zanétlivych markerid. Krev se sklada z krevni
plazmy a krevnich elementt, které jsou v krevnim ob&hu ¢lovéka stejnomérné rozptyleny.
Ale pokud nesrazlivou krev nechame stat delsi dobu ve zkumavce, komponenty se rozdéli
podle hustoty (Trojan, 2003). Rychlost usazovani je zavisla na vzajemném pisobeni
erytrocyt: jelikoz maji stejny naboj, tak se odpuzuji. Déle také zavisi na vlastnostech
plazmy, a ptedevs§im na obsahu proteinti (Rokyta, 2000). FW se zrychluje pfi zdnétlivych

stavech, jako jsou napiiklad infekce a autoimunitni onemocnéni (Trojan, 2003).
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Cile prace
1. Vypracovat resersi na téma Bechtérevova choroba
2. Seznameni s metodami, které se pouzivaji pii diagnostice Bechtérevovy choroby

3. Vypracovat statistiku ze ziskanych dat

Hypotézy
1. Mezi pacienty s diagnostikovanou Bechtérevovou chorobou budou pievazovat
muzi
2. Vék pacientl s Bechtérevovou chorobou se bude pohybovat v rozmezi od 20 do

40 let
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Metodika

4 Typizace HLA

Typizovani znaku leukocytd se diive vyuzivalo pfedev§im v transplanta¢ni medicing.
Dnes ma vSak urCovani téchto znaka vétsi uplatnéni jako pomocny diagnosticky marker.
Vyuzivd se napiiklad pifi diagnostice nékterych autoimunitnich chorob, a to

i v diagnostice AS (Bartinkova, 2011).

4.1 Screening HLA-B27 pomoci pritokové cytometrie
4.1.1 Princip metody

Pritokova cytometrie je jednou ze zdkladnich metod, které se pouzivaji k analyze bunék.
K analyze vzorku nejprve musime vzorek oznacit monoklonalni protilatkou, na které je
navazana fluorescencni molekula neboli fluorochrom. Takto znacené monoklonalni
protilatky se vazi specificky na antigeny na povrchu buiiky. Takto ptfipraveny vzorek se
poté analyzuje v priitokovém cytometru. Uvniti cytometru je vzorek pod tlakem stiikan
skrz trysku a je unaSen nosnou kapalinou. Timto mechanismem se docili toho, ze bunky
jsou unaseny jedna za druhou jako koralky na niti k laseru. Laserovy paprsek se od kazdé
&astice odrazi a rozptyli. Castice znaéené fluorochromy vyfazuji excitované svétlo, které
se vytvoii pomoci laserového paprsku. Pomoci excitovaného svétla se ziskavaji doty.
Pouzitim riznych monoklonalnich protilatek s odlisSnymi fluorochromy se souc¢asné miize
vySetfit pfitomnost vice antigenti. Kazda buiika ma dva optické parametry, které se meti
pomoci dvou detektorii a nejméné¢ dva parametry vyjadiujici fluorescenci. Prvnim
detektorem méfici optické parametry je Side scatter, ktery méfi odrazené svétlo, a druhy
je Forward scatter, ktery méfi rozptyl svétla. Vysledné parametry se zaznamenavaji ve
form¢ matrice do pocitace, ktery je pomoci softwaru prevede do grafické formy

(Bartiiikové, 2011).

4.1.2 Grafické znazornéni

Prvni formou zobrazeni dat ziskanych z priitokového cytometru je histogram. Pomoci

histogramu miZeme urcit to jaké procento bunék je pozitivnich pro urcity znak nebo jak
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velkd je intenzita fluorescence dané subpopulace. Druhou formou zobrazeni jsou
dvourozmérné grafy. Obvykle se pouzivaji bodové grafy neboli dot plot, kde je kazda
builka zobrazena jednim bodem. Tento typ grafu se pouziva pro zkoumani interakce dvou
znaku. Poslednim typem pouzivanym pfi analyze je trojrozmérné zobrazeni. Uziva se pii
analyze tfi a vice parametri, kdy si ozna¢ime vybranou skupinu bun¢k pomoci gatu. Poté

se z gatu vytvoii dalsi graf, ktery ukazuje ostatni znaky (Bartiinkova, 2011).

4.1.3 Preanalyticka faze

K analyze se pouziva cela krev odebrana do zkumavky s ¢inidlem KsEDTA. Vzorek by
m¢él byt dodan do laboratote nejlépe do 5 hodin od odbéru a stabilita vzorku pii 20-25 °C
jsou dva dny. Ke vzorku musi byt pfilozena fadné¢ vyplnéna zadanka pro pritokovou

cytometrii s pozadavkem pro vysetteni HLA-B27.

4.1.4  Analytické faze

DuraClone B27
K ptipravé vzorku pro HLA-B27 screening pomoci prutokové cytometrie jsem pouzila
komeréné dodavany set The DuraClone B27 a pro vlastni analyzu jsem pouzivala

pratokovy cytometr od firmy Beckman Coulter typ Navios, ktery je na obrazku ¢.4.

Obr. 4 Pritokovy cytometr Beckman Coulter typ Navios (zdroj: vlastni)
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DuraClone B27 je urcen k detekci HLA-B27 v lyzované krvi, proto se neda pouzit
k detekci HLA-B27 v tkanové formé¢. Reakcéni smés DuraClone B27 obsahuje
R- fykoerythrin (PE) znac¢ené protilatky proti lidskému HLA-B27, neznacené protilatky
proti lidskému HLA-B7 a PE-Dyomics 649 znalené protilatky proti lidskému CD3.
Pomoci protilatek proti CD3 si oznac¢ime T-lymfocyty, protoze bylo dokazéano, ze tento
predvybér T-lymfocytd zvySuje specificitu testu odstranénim pozadi od ostatnich
leukocytt. Protilatka proti HLA-B7 soutézi s protilatkou proti HLA-B27 o vazebné misto
na antigenu HLA-B7. Pokud by v reakéni smési chybéla protilatka proti B7, mohlo by
dojit k falesn¢ pozitivnimu vysledku HLA-B27, protoze dochézi ke zkiizené reaktivité

HLA-B7 a HLA-B27.
e Materialy v setu DuraClone B27
e Sada reagencii DuraClone B27, reagen¢ni ¢inidlo DuraClone B27, DuraLyse
e Materialy mimo set DuraClone B27

Zkumavka pro odbér krve s KsEDTA, Kalibrované pipety, vortex, nosna tekutina,

kalibratory

Postup piipravy

Vzorek krve ve zkumavce fadné promichame a odebereme pipetou 25 pl krve a ptidame
do jednorazové zkumavky s reagencii DuraClone B27. Zkumavku jemné promichéme,
nechame inkubovat 25-30 minut pfi teploté mezi 20-30 °C chranénou pied svétlem. Poté
do zkumavky ptfidame 500 pl roztoku DuralLyse, vzorek protfepeme na laboratorni
ttepacce Vortex a nechdme inkubovat ve tmé¢ po dobu nejméné 15 minut. Takto
pfipraveny vzorek musime analyzovat do 24 hodin a pfed vlozenim do pritokového
cytometru musime vzorek protfepat. Poté vzorky vlozime do karuselu a s nim do

pritokového cytometru.

Na pocitaci otevieme software urCeny pro cytometr Navios a spojime s prutokovym

cytometrem. Optické filtry jsou nastaveny na urcitou vlnovou délku, a to u FL1 na 530 +
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30 nm, FL2 na 575 £ 25 nm, FL3 na 620 + 25 nm a FL4 na 675 £ 25 nm. Daéle musime
nastavit napéti FL1, FL2 a FL4. U FL1 a FL2 se medianova fluorescencni intenzita
(MdFI) nastavi na 19 + 0,5 a u FL4 se MdFI nastavi na 15 = 0,5. Na obrazku ¢. 5 si
prvnim gatem ozna¢ime kontrolni kuli¢ky a druhym gatem si ozna¢ime T-lymfocyty. Na
obrazku ¢. 6 mame zagatované kontrolni kuli¢ky. Na obrazku €. 7 vidime histogram, kde
je vyobrazena populace T-lymfocytu, ktera je HLA-B27 pozitivni. Obrazek ¢. 8 zobrazuje
histogramy, kde jsou zagatované kalibra¢ni kulicky na FL1, FL2 a FL4. Pro ziskani

vysledku potiebujeme analyzovat nejméne 3000 kontrolnich kulicek.
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Obr. 5 FL4 vs. SS - zagatované T-lymfocyty a referen¢ni kuli¢ky (zdroj: piibalovy letak
DuraClone B27)
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Obr. 6 FL1 vs. FL2 -zagatované referencni kulicky (zdroj: ptibalovy letak
DuraClone B27)
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Obr. 7 Histogram HLA-B27 pozitivnich T-lymfocyti (zdroj: ptibalovy letak
DuraClone B27)

A

>]
Count
Count

|||||

FL“I . FL2 ’ L F;-J
Obr. 8 Histogramy napéti na FL1, FL2 A FL4 (zdroj: pfibalovy letak DuraClone B27)
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zda je vysledek HLA-B27 pozitivni ¢i negativni. Po analyze mizeme ziskat tfi vysledky.
Vzorek je HLA-B27 negativni, kdyz hodnota x-medianu je do 14. Druhou moznosti je,
ze vzorek se nachazi v Sedé zon€, coz znamena, Ze vysledek neni jednoznac¢ny a hodnota

x-medianu se pohybuje mezi 15 a 23. Posledni moznosti je pozitivni vysledek, u kterého
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se hodnota x-medianu pohybuje nad 24. Jelikoz se jedna pouze o screening, tak vzorky,
které jsou pozitivni nebo se nachazi v Sedé zon€, se dale posilaji k molekularné —

biologické analyze.

Na obrazcich €. 9, 10, 11 muzete vidét, jak vypada negativni vysledek.
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Obr. 9 FL4 vs. SS - negativni vysledek (zdroj: Imunologie CB)
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Obr. 10 FL1 vs. FL2 - negativni vysledek (zdroj: Imunologie CB)
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Obr. 11 HLA-B27 pozitivni T-ly-negativni vysledek (zdroj: Imunologie CB)

Na obrazcich €. 12, 13,14 je vysledek, ktery je nejednoznacny.
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Obr. 12 FL4 vs. SS-nejednoznacény vysledek (zdroj: Imunologie CB)
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Obr. 13 FL1 vs. FL2-nejednoznaény vysledek (zdroj: Imunologie CB)
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Obr. 14 HLA-B27 pozitivni T-ly-nejednoznaény vysledek (zdroj: Imunologie CB)
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Na obrazcich €. 15,16,17 mlizete vidét pozitivni vysledek.
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Obr. 15 FL4 vs. SS-pozitivni vysledek (zdroj: Imunologie CB)
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Obr. 16 FL1 vs. FL2-pozitivni vysledek (zdroj: Imunologie CB)
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Obr. 17 HLA-B27 pozitivni T-ly-pozitivni vysledek (zdroj: Imunologie CB)

4.2 Molekuldrné-biologické metody
4.2.1 Stanoveni rizikovych alel HLA-B27 pomoci real-time PCR

Po screeningovém vysetfeni pomoci pratokové cytometrie na Pracovisti imunologie
Nemocnice Ceské Budé&jovice se vzorek posila do Laboratofe molekularni biologie
a genetiky, pouze pokud je vysledek pozitivni anebo se nachédzi v Sedé zoné. Zde se

stanovuji rizikové alely HLA-B27 metodou na principu real-time PCR.

Odbér materidalu
Jako material pro analyzu se pouziva nesrazliva krev odebrana do zkumavek
s ptipravkem EDTA nebo citratem. Transport probihd pii teploté¢ od 4°C do 10°C

a nejpozdéji do tii dnil od odbéru se vzorek musi zpracovat.

Piiprava vzorku a vyhodnoceni
Naizolovana DNA piechazi do faze amplifikace. K této fazi si musime pfipravit master
mix, ktery se ptipravuje pro urcity pocet vzorkll plus jednu negativni a jednu pozitivni

kontrolu. Dale vzorek prechdzi k vlastni amplifikaci, ktery probihad na pfistroji Light
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Cycler® 480. Na pfistroji Light Cycler® 480 se pomoci softwaru vyhodnocuji i vysledky.
Vyhodnoceni vysledku se provadi pomoci melting analyzy. Pokud specificky bod tani
sond (Tm) je 56 °C, tak vzorek je negativni. Pokud je Tm 64 °C, tak je vzorek pozitivni

a rizikové alely jsou pfitomné.

Mezi dalsi molekularné-biologické metody, které se pouzivaji k typizovani HLA-B27, se
fadi Sekvencéné-specifické typizovani s pouzitim oligonukleotidovych sond a metoda

Sekvencné-specifické primery (Bartitkova, 2011).
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5 Stanoveni hladiny CRP

Ve vétsing laboratoii se hladina CRP stanovuje pomoci nefelometrie nebo turbidimetrie.
Ob¢ tyto metody jsou zaloZzeny na analyze pfitomného zakalu. J& jsem pfi analyze

vyuzivala nefelometr, ale pro porovnani se zminim i o turbidimetru (Bartinkova, 2011).

5.1 Turbidimetrie

Tato metoda vyuziva jako zdroj svétla diodu a detektor se nachazi pfimo proti zdroji
svétla. M¢éteni probiha tak, Ze svétlo ze zdroje prochazi kyvetou se vzorkem a detektor

méti ubytek svétla, které neprojde kyvetou anebo se odrazi od zakalu (Bartinkova, 2011).

5.2 Nefelometrie

Jako zdroj svétla pro tuto metodu vyuzivame vybojku nebo laser a detektor neni na rozdil
od turbidimetrie naproti zdroji svétla. Tento detektor je podle druhu nefelometru
Vv rizném uhlu od zdroje svétla a méti intenzitu svétla, které se odrazi od zékalu v kyveté.

Oproti turbidimetrii je nefelometrie citlivéjsi a presnéjsi (Bartinkova, 2011)..

5.3 Preanalytickd faze

Jako primarni vzorek se pro tuto metodu vyuziva srazliva krev, ktera je odebrana do
zkumavky s koagulaénim médiem. Stabilita vzorku je 24 hodin pfi teploté 20-25 °C nebo
2-3 dny pfi teploté 2-8 °C. Pro vySetieni pouZivame sérum, které se po centrifugaci oddéli
ze srazené krve a odebere se pomoci pipety do jiné zkumavky. Material musi byt dodan

do laboratote s fadné vyplnénou zadankou.

5.4 Analyticka faze

Nejprve musime zhodnotit vzhled séra pomoci oka, protoze odliSnosti mohou ovlivnit
naslednou analyzu vzorku. RozliSujeme hemolytické sérum, lipemické sérum a ikterické
sérum. Hemolytické sérum se vyznacuje Cervenou barvou, kterd vznikd hemolyzou
erytrocyt pfi odbéru, transportu nebo miZe byt spojeno snemoci nebo 1écbou.
Lipemické sérum neboli chylozni sérum se vyznacuje tim, ze je bohaté na tuky, je

nehomogenni a muze ovliviiovat vysledky nefelometrie. Ikterické sérum se vyznacuje

45



vyraznou zlutozelenou az zlutohnédou barvou, ktera je zpisobena pfitomnosti bilirubinu.
Vyskytuje se u pacientll s onemocnénim jater, zZlucovych cest nebo pii zvyseném rozpadu

¢ervenych krvinek (Marek, 2002).

Po zhodnoceni vzhledu vlozime sérum pacienta ve zkumavce do piistroje a pfistroj zacne

mefit mnozstvi zakalu na principu nefelometrie.

5.5 CRP-test od firmy DOT®diagnostics

Dalsi metodou pro zjistovani CRP je CRP test od firmy DOT®diagnostics. Pti tomto
stanoveni se vyuzivaji monoklonalni protilatky proti lidskému CRP, kter¢ jsou navazané
na Cervené Castecky zlata, a jsou v zonach na membrané vysetfovaciho prouzku. Tyto
protilatky reaguji s CRP vkrvi pacienta. Tento test funguje na principu
imunochromatografie. Prouzek se pomoti do vzorku s pufrem a vzorek pronika skrz
reakéni zénu a CRP ze vzorku se vaze s CRP-protilatkami na prouzku za vzniku
ervenych linii. Cim je vy$§i hladina CRP v krvi pacienta, tim vice ervenych linii se
objevi. Na konci reakéni zony se musi vytvofit kontrolni linie. Pokud se neobjevi, tak je
test neplatny. Odbér probiha tak, ze do kapilary o objemu 10ul odebereme plnou krev
z prstu (mtze se pracovat s plasmou i sérem). Krev z kapilary se musi ihned piidat do
zkumavky s pufrem a necha se jednu minutu stat. Dale vyjmeme prouzek z obalu
a ponofime na 20 s do zkumavky s pufrem a vzorkem. Prouzek vSak nesmi byt ponotfen
hloubéji, nez je znacka MAX, jinak by se prouZzek znehodnotil. Pokud je reakéni zona
vlhké polozime prouzek na vodorovnou podlozku a vysledek odecitame po 2-5 minutach.
Kontrolni linie musi byt vzdy vidét. Na obrazku ¢. 18 miizeme vidé€t interpretaci vysledki.

Posledni dva prouzky jsou neplatné, jelikoz se neobjevila kontrolni zona.
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Obr. 18 Interpretace CRP testu (Zdroj: Navod CRP)

5.6 Nilez

U zdravého pacienta se hladina CRP pohybu pod hranici 2 mg/l. Pii koncentraci do 8 mg/I
predpokladame, ze u pacienta mize probihat néjaky mirny zanét, at’ jiz endogenni nebo
infekéni — v druhém ptipadé se muze jednat napf. o virovou infekci. Stejné diagnostické
rozvahy plati pro rozmezi mezi 8-39 mg/l, které se nazyva Seda zoéna. Pokud je
koncentrace nad 40 mg/l, miZe se jednat o bakterialni infekci nebo o neinfekéni
chronicky zanét (autoimunitni choroby, nadorova onemocnéni) (Marek, 2002). U AS se

koncentrace CRP pohybuje nad 15 mg/l a vétSinou je mnohem vétsi.
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6 Rychlost sedimentace erytrocyti FW

Tato metoda je jednou ze zékladnich metod pouzivanych v laboratorni diagnostice. Pti
uréeni rychlosti sedimentace erytrocytil se vyuziva gravitacni sily, kterd v klidu pfitahuje

erytrocyty ke dnu zkumavky (Barttnkova, 2011).

6.1 Preanalyticka fize

Krev se odebird do specidlni zkumavky S-Sedivette od vyrobce Sarstedt s citratem
sodnym, ktery zabrani sraZeni krve. Po odbéru se musi zkumavka fadné€ promichat, aby
doslo k promichani vzorku s antikoagula¢nim ¢inidlem. Poté je potieba co nejdiive dodat

vzorek i s fadné vyplnénou zadankou.

6.2 Analyticka faze

Zkumavku promichame a vlozime do pfipraveného stojanu, tak aby hladina ve zkumavce
byla ve stejné trovni jako prvni dilek métitka na stojanu. Kazdy dilek na méfitku stojanu
jsou dva milimetry. Poté nechame stat jednu hodinu. Po hodiné zapiseme pocet milimetrt,
o ktery erytrocyty klesly a opét nechame stat hodinu. Po dvou hodinéch si zapiSeme opét
hodnotu na méfitku. Poté hodnotime. Stojan se zkumavkou mizZeme vidét na obrazku

¢.19ac. 20.
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Obr. 19 Stojan na sedimentaci se zkumavkou (zdroj: vlastni)

Obr. 20 Stojan na sedimentaci se zkumavkou a métitkem (zdroj: vlastni)
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6.3 Ndlez

Hodnotime ob¢ ziskané hodnoty. Referen¢ni mez pro Zeny do 50 let je 3-8 mm za jednu
hodinu a nad 50 let je 7-12 mm za jednu hodinu. U muzu do 50 let se referen¢ni mez
pohybuje mezi 2-5 mm za jednu hodinu a nad 50 let je to mezi 3-9 mm za jednu hodinu.
Referen¢ni mez pro druhou hodnotu ziskanou po dvou hodinéach je u zen do 50 let 9-15

mm a nad 50 let 14-28 mm. U muzi je to pod 50 let 6-10 mm a nad 50 let 6-20 mm.

Zvysena rychlost sedimentace erytrocytl odrazi nespecificky pfitomnost zanétu, a to jak
infeké&niho, tak neinfekéniho. U AS jsou hodnoty obvykle sttedné zvySené aZ vysoké, tj.

cca nad 20/40.
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Vysledky
7 Zpracovani dat

Data pouzita v této casti bakalaiské prace pochazi z Fakultni nemocnici v Motole

z Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol.

Za rok 2017 bylo vysetfeno na marker HLA-B27 452 pacienti a ztoho bylo 75
pozitivnich, coz je 16,6 % ze vSech vySetfenych.
7.1 Pohlavi HLA-B27 pozitivnich pacientit

Z HLA-B27 pozitivnich pacientti bylo 40 zen a 35 muzii, coz je vidét na obrazku ¢. 21.

Vyjadfeno procenty to odpovida 53 % zen a 47 % muzi.

m/ena m Mu¥

Obr. 21 Pohlavi HLA-B27 pozitivnich pacienti (zdroj: vlastni)

7.2 Vek HLA-B27 pozitivnich pacientii

Nejmlads$im pacientem byla Zena ve v€ku 2 let a nejstar§im pacientem byla zena ve véku
86 let. Primérny vék HLA-B27 pozitivnich pacienti je 38 let. HLA-B27 pozitivni
pacienty jsem si rozdélila do v€kovych kategorii a nasledné vytvofila tabulku (tabulka

¢.1) a graf s po¢tem pacienti ve v€kové kategorii.
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Tab. 1 Pocet pacientli ve vékové kategorii (zdroj: vlastni)

Vékova | Veékové | Pocet
kategorie | rozmezi | pacienti
1. 0-9 6

2. 10-19 7

3. 20-29 14

4. 30-39 17

S. 40-49 15

6. 50-59 |5

7. 60-69 6

8. 70-79 4

9. 80-89 |1

18
16

14
12
10
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Vékova kategorie

Pocet pacienti

o N s Oy 0

Obr. 22 Pocet pacientt ve vékové kategorii (zdroj: vlastni)

V tabulce ¢. 1 i na obrazku ¢. 22 vidime, Ze nejvice pacientt se nachazi ve vékové skupiné
od 30 do 39 let, kde se nachazi 17 pacientd. Dale jsou také pocetné skupiny ve véku od
20 do 29 a ve véku od 40 do 49 let.
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Nasledujici obrazek ¢. 23 ukazuje presny pocet pacientd v urcitém veéku.
. _ _
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Obr. 23 Vék HLA-B27 pozitivnich pacienttl (zdroj: vlastni)

Pocet pacientil
[l w

=

7.3 Diagnézy pacientii

Dale jsem se zabyvala diagndzou jednotlivych pacienti. Diagnozy se fadi do 22 skupin
podle Mezinarodni klasifikace nemoci. V tabulce ¢.2 jsou uvedeny k jednotlivym
skupindm nazvy. Ciselné diagndzy byly uvedeny na zadankach k vy3etieni a nebyly dale

ovefovany.
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Tab. 2 Kapitoly diagndz (zdroj: http://www.uzis.cz/cz/mkn/index.html)

l. A00-B99 |Nekteré infekéni a parazitarni nemoci

. C00-D48 |Novotvary

1. |D50-D89 |[Nemoci krve, krvetvornych organt a nékteré poruchy tykajici se
mechanismu imunity

IV. |[EO0-E90 |Nemoci endokrinni, vyzivy a pfemény latek

V. FOO—F99 |Poruchy dusevni a poruchy chovani

VI. |G0O0-G99 |[Nemoci nervové soustavy

VIl. |HOO-H59 |[Nemoci oka a o¢nich adnex

VIIl. |[H60-H95 |[Nemoci ucha a bradavkového vybézku

IX. [I00-199 |Nemoci obéhové soustavy

X. JO0-J99  |Nemoci dychaci soustavy

XI.  |KOO-K93 [Nemoci travici soustavy

XII. HLOO—L99 INemoci kiize a podkozniho vaziva

XIII. HMOO—M 99 [INemoci svalové a kosterni soustavy a pojivové tkané

XIV. [NOO-N99 |[Nemoci mocové a pohlavni soustavy

XV. |000-099 |T¢hotenstvi, porod a Sestined¢li

XVI. |[PO0-P96 [Ne¢které stavy vzniklé v perinatdlnim obdobi

XVII. |Q00-Q99 |Vrozené vady, deformace a chromozomalni abnormality

XVIII|RO0-R99 |Pfiznaky, znaky a abnormalni klinické a laboratorni nélezy
inezatazené jinde

XIX. [S00-T98 |Poranéni, otravy a n¢které jiné nasledky vnéjsich pticin

XX. |[V01-Y98 [Vngjsi pti¢iny nemocnosti a umrtnosti

XXI. [Z200-Z99 |Faktory ovliviiujici zdravotni stav a kontakt se zdravotnickymi
sluzbami

XXII. {UO0-U99 [Kody pro specialni ucely

U HLA-B27 pozitivnich pacientl pfevazovala skupina ¢islo XIII., do které se zahrnuji

nemoci svalové a kosterni soustavy a pojivové tkang. Pacientii s diagnozou skupiny XII1.
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bylo 56 %, a budu se jim vénovat az déle. Na obrazku ¢. 24 mtizeme vidét pocty pacientd

s danou kapitolou diagnozy.
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4 m XIII. m XVIIL
= XXI.

Obr. 24 Pocet pacientl s danou skupinou diagnozy (zdroj: vlastni)

Druhou vétsi skupinou byli pacienti s diagndézami z kapitoly III., ktefi trpi poruchami
krvetvorby a imunitniho systému. Jednim z ptipadii byla devitileta dvojcata, kterd byla
vySetfena pro zvySenou nemocnost a zaroven bylo zjisténo, ze v rodin€ se vyskytuji
autoimunitni onemocnéni psoridza a revmatoidni artritida. Nakonec byla dvojcatim
pfifazena diagndza jiné poruchy imunitnich mechanisml nezatfaditelné jinam. Dale
pacienti s kapitolou I11. mé&li diagndzy, jako jsou imunodeficience a poruchy mechanismi

imunity.

U tfi pacientl se bylo postizeno oko, u jednoho ptipadu se objevila konjunktivitida (zanét
spojivek), u druhého piipadu iridocyklitida (zanét duhovky a fasnatého téliska)
a u posledniho pacienta byl diagnostikovan diabetes mellitus I. typu s o¢nimi

komplikacemi.

U péti pacientil byla postizena kiize. U dvou piipadii byla diagnostikovana alopecie, a pak

vzdy po jednom ptipadu atopicka dermatitida, psoridza a parestezie kize.

U ctyf pacientti byla postizena travici soustava, a to ve dvou ptipadech uvedena neurcita

btisni bolest a ve zbyvajicich dvou nemoc Zaludku a dvanéctniku.
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7.3.1 Diagnozy u pacientii do véku 18 let

VétSina déti a mladistvych do véku 18 let byla vySetiena na zakladé rodinné anamnézy
a celkem jich bylo pozitivnich 13. U 5 pacienti do 18 let byla diagndza oznacena jako
jiné poruchy mechanismi imunity nezafaditelné jinam. Ve 2 piipadech se objevila
alergie. V prvnim ptipadu byla ve form¢ alergické purpury a ve druhém ptipadu ve formé
alergické rymy zptsobené pylem. Dale se také objevila diagndza juvenilni revmatické
artritidy, a to ve dvou pfipadech. U prvniho pacienta byl postizen kotnik a noha pod nim
a druhého pacienta se naSly mnohocetné lokalizace. Déale dva pacienti trpéli bolestmi
kloubu. Posledni dva pfipady byly diagnostikovany jako pika kojenct a déti a neurcita
bolest bricha.Ostatni HLA-B27 pozitivni pacienti se nasli ndhodné pfi vysetfeni jinych

chorob.

7.3.2 Pacienti s diagnozou z kapitoly XI11.

Dale jsem zkoumala pouze pacienty s diagnozou z kapitoly XIII. Pacienty jsem zatadila

do deviti skupin podle typu diagnézy, které jsou uvedené v tabulce ¢. 3.
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Tab. 3 Pocet pacientti s diagnézami z kapitoly XIII. (zdroj: vlastni)

Diagnoza Pocet pacient

Ankylozujici spondylitida 10

Artritida (rizné formy)

Bolesti dolni ¢asti zad

Bolest klouba

Cervikokranidlni syndrom

Dorzopatie

Osteoartroza

Zanétlivé spondylopatie

| O | N| k| O &~ O

Ziskana deformita koncetiny

8
m Ankylozujici spondylitida = Artritida ( rdzné formy) = Bolest kloubt
Bolesti dolni ¢asti zad = Cervikokranialni syndrom = Dorzopatie
m Osteoartroza m 7anétlivé spondylpatie m 7iskana deformita koncetiny

Obr. 25 Pocet pacientl s diagndzou z kapitoly XIII. (zdroj: vlastni)

Z tabulky ¢. 3 a obrazku ¢. 25 je vidét, ze nejvice pacientt HLA-B27 pozitivnich trpi AS.

Dalsi pocetnou skupinou jsou pacienti se zanétlivou spondylpatii a s bolestmi kloubt.



Pacientii s artritidou bylo celkem Sest, z toho dva pacienti trpi juvenilni revmatoidni
artritidou, a pak vzdy po jednom piipadu se objevuji diagnozy jako reak¢ni artropatie,

séronegativni revmaticka artritida, revmaticka artritida a monoartritida.

Celkem osm pacientl trpi bolestmi kloubti, ztoho Sest pacienti ma mnohocetné
lokalizace, jeden pacient ma bolesti kloubti v oblasti hlavy, krku a trupu a u posledniho
pacienta lokalizace bolesti neni urcend.Dalsi skupinou diagnéz jsou zanétlivé
spondylopatie, které byly diagnostikovany celkem u deviti pacienti. Z toho pét pacientli
mélo mnohocetné lokalizace, u tfi pacientli lokalizace nebyla urcena a jeden pacient mél

zanétlivou spondylopatii v kiizové a kiizovo-kostréni oblasti patete.

U ctyt pacientl se vyskytovala bolest dolni ¢asti zad, a z toho u dvou ptipada pacienti
méli mnohocetné poskozeni patete, v jednom piipadé byla postizena bederni oblast patefe

a v poslednim piipad¢ byla bolest zad spojena s polymyozitidou.

Ve dvou ptipadech pacienti trpéli dorzopatii, v prvni piipad¢ se jednalo o postizeni kréné-

hrudni oblasti zad a u druhého pacienta bylo postiZzeni v bederni oblasti zad.

Déle se objevily 1 diagndzy jako je cervikokranidlni syndrom, osteoartr6za a ziskana

deformita koncetiny.

Posledni a nejvétsi skupinou jsou pacienti s ankylozujici spondylitidou. Pacienti s touto
diagnézou bylo celkem deset. Z tohoto mnoZstvi bylo u osmi pacientd nalezeno
mnohocetné poSkozeni patete, u jednoho postiZzeni v bederni oblasti patefe a u posledniho

pacienta nebyla urc¢end lokalizace.

Dale jsem vyhodnotila pohlavi a v€k u pacienti s AS. Z deseti pacientt, ktefi maji
diagnostikovanou AS, je sedm muzd a tfi zeny, coz potvrzuje, ze vétSina pacientd s AS
jsou muzi. Déle se veék pacientl pohybuje v rozmezi od 25 do 41 let a jednomu pacientovi
je 70 let. Toto v€kové rozmezi také potvrzuje tvrzeni, Ze prvni pfiznaky se projevuji

V rozmezi ptiblizné od 20 do 40 let

Uvedené vysledky potvrzuji klasické asociace pozitivity HLA B27 se znamymi

diagn6zami, ale v fad¢ ptipada pravdépodobné piispivaji k diagnostickému sméfovani u
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dosud nevyhranénych ptiznak, jako jsou bolesti zad. U fady pacientll zejména détskych
byla nalezena pozitivita na zakladé rodinné anamnézy, pii¢emz pacienti zatim netrp&li

klasickymi chorobami asociovanymi s HLA-B27.
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Diskuze

V mé bakalafské praci jsem se vénovala problematice Bechtérevovy choroby
a laboratornim metodam, které slouzi k jeji diagnostice. Pti psani teoretické Casti jsem se
setkala s podstatnym problémem, coz byl nedostatek literarnich zdrojti. Nedohledala jsem
zadnou odbornou publikaci, kterd by se vénovala pouze Bechtérevoveé chorobé. Existuji
pouze publikace, v kterych nalezneme ve vét$iné piipadd pouze jednu kapitolu, ktera se
zabyva Bechtérevovou chorobou. I piesto jsem si s timto problémem dokazala poradit

a napsala jsem obséhlou reSersi na téma Bechtérevova choroba.

Dalsim problémem bylo najit publikaci, kde by byla popsana ptimo molekula HLA-B27.
Ve vétsing zdroju jsem nasla pouze obecna fakta o HLA-komplexu.

Pfi psani této bakalatské prace mé zaujalo, Ze i kdyZ touto chorobou trpi témét 0,5 %
populace, neni mezi lidmi moc zndma. Ve vétsSin€ piipadd Bechtérevovu chorobu znaji
pouze ti, ktefi jsou postizeni touto chorobou a nebo maji v ptibuzenstvu ¢lovéka trpiciho

touto chorobou.

V praktické Casti jsem se v€novala laboratornim metodam, které se pouZivaji pii
diagnostice Bechtérevovy choroby. S metodami jsem se seznamila prakticky a nebo

teoreticky.

Prvni metodou byl screeningovy test HLA-B27 pomoci pritokové cytometrie, ktery jsem
si vyzkousela na Pracoviiti Imunologie v Nemocnici v Ceskych Budgjovicich.
Vyzkousela jsem si analyzu a nasledné vyhodnoceni vysledki. Dale jsem v praci pouzila
data ziskand pratokovym cytometrem. Porovnala jsem tfi vysledky z pratokového
cytometru, kde jeden byl negativni, druhy se nachazel v Sedé zo6né€ a posledni byl
pozitivni. Pozitivni vzorek a vzorek, ktery se nachazi v Sedé¢ zon¢ se dale posilaji do

Laboratofe molekularni biologie a genetiky k dourceni.

Druhou metodou, které jsem se vénovala, byla metoda stanoveni rizikovych alel HLA-
B27 pomoci real-time PCR. S touto metodou jsem byla teoreticky sezndmena. Pomoci
této metody se potvrzuje nebo vyvraci stanovisko pozitivniho vzorku a urcuje se

pozitivita nebo negativita vzorku v sedé zon¢ po screeningovém testu.
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Dalsi metodou bylo stanoveni hladiny CRP. Téz jsem byla s metodou seznamena
teoreticky. Zaujala mé metoda stanoveni hladiny CRP pomoci testovacich prouzkd,

jelikoz k tomuto stanoveni potiebujeme pouze kapku krve.

Posledni metodou, kterou jsem si prakticky vyzkousela v Nemocnici Téabor, bylo

stanoveni rychlosti sedimentace erytrocytu.

V zavéru mé bakalaiské prace jsem zpracovala data, ktera jsem ziskala z Fakultni
nemocnici v Motole z Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol. Porovnavala jsem
pohlavi, v€k a diagnozy pacientt, kteti byli HLA-B27 pozitivni. Pfekvapilo m¢, ze se
mezi HLA-B27 pozitivnimi pacienty objevilo mnoho téch, ktefi nebyli star§i osmnacti
let. Jejich vysetieni bylo vSak indikovano vétSinou na zékladé rodinné anamnézy anebo

trpéli nékterymi juvenilnimi formami kloubniho postizeni.

Moje prvni hypotéza znéla: Mezi pacienty s diagnostikovanou Bechtérevovou chorobou
budou prevazovat muzi. Tato hypotéza se potvrdila, jelikoz z deseti pacientl bylo sedm
muzu a tfi Zeny. OvSem je mozné, ze vysledky mohly byt zkreslené, jelikoz pacientt
s Bechtérevovou chorobou bylo méné, nezZ jsem ptiivodné ¢ekala. To je vSak dano tim, Ze
pokud je jiz pacient jednou diagnostikovan jako Bechtérevova choroba, opakovat
vySetieni HLA B27 ztraci smysl. Proto je Castéji na zddankach uvedena diagnoza bolesti
zad, kloubti, o¢nich nebo stfevnich zanétl nebo jinych nezarazenych syndromi, nebot’
V této dobé praveé oSetiujici 1€kafi indikuji toto vySetieni, aby se ke spravné diagnoze

dospélo.

Druh4 moje hypotéza znéla: VEk pacientii s Bechtérevovou chorobou se bude pohybovat
v rozmezi od 20 do 40 let. Vsichni pacienti kromé jednoho se do této vékové skupiny
vesli. Pacientovi, ktery byl vékové mimo tuto skupinu, bylo 71 let. Jednou z moznosti je,
ze pozitivni nalez molekuly HLA-B27 byl u tohoto pacienta jiz diive a §lo pouze

0 kontrolni vySetfeni.
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Cilem m¢é bakalaiské prace bylo napsat resersi na téma Bechtérevovy choroby, dile se
seznamit s laboratornimi metodami, které se pouzivaji v diagnostice Bechtérevovy
choroby a na zavér zpracovat a vyhodnotit data ziskana z Fakultni nemocnici v Motole z

Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol Domnivam se, Ze viechny cile jsem splnila.
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Zavér

Bechtérevova choroba je chronické autoimunitni zanétlivé onemocnéni, které propuka u
mladych pacientli. Diagnoza této choroby je zna¢né problematicka a pfihlizi se pii ni

K riznym kritériim. Mezi tyto kritéria patfi mimo jiné i pfitomnost molekuly HLA-B27,

vvvvvv

Cilem teoretické Casti bylo shrnout aktualni poznatky o Bechtérevoveé chorobé. Nejprve
jsem definovala onemocnéni, poté jsem se zminila o historické vyvoji poznatki o AS.
Dale jsem podrobné rozebrala projevy nemoci a 1é¢bu, ktera je i v dnesni dob¢ slozita.

Druhé ¢asti teorie jsem se zamétila na HLA-komplex, CRP a sedimentaci erytrocytt.
V kapitole HLA-systém jsem rozebrala strukturu a prezentaci antigenii pomoci HLA
molekul 1. tfidy. Poté jsem se zamétila na molekulu HLA-B27. Na zavér teoretické ¢asti

jsem se zminila o C-reaktivnim proteinu a rychlosti sedimentace erytrocytu.

Cilem praktické ¢asti bylo seznamit se s laboratornimi metodami, které se pouZzivaji
k diagnostice Bechtérevovy choroby, a poté vytvorit statistiku z dat ziskanych z Fakultni
nemocnici v Motole z Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol. Mezi metody, se kterymi
jsem se sezndmila, patii screening molekuly HLA-B27 pomoci priitokové cyrometrie,
stanoveni rizikovych alel HLA-B27 pomoci metody real-time PCR, stanoveni hladiny
CRP ajako posledni rychlost sedimentace erytrocytll. Na zavér mé bakalaiské prace jsem
vytvorila statistiku, ve které jsem pracovala pouze s HLA-B27 pozitivnimi pacienty.
Vytvotila jsem grafy a tabulky, ve kterych jsem se zabyvala pohlavim, vékem a
diagnézami pacientd. Vysledky potvrzuji ve vétSiné ptipadt asociaci HLA B27 bud’
piimo s Bechtérevovou chorobou anebo Castéji s ptiznaky, pro které vznika podezieni na

tuto chorobu, a proto jsou pacienti k tomuto vySetfeni indikovani.
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Seznam pouzitych zkratek

AS — Ankylozujici spondylitida

Ca?* - vapenaté ionty

CRP — C-reaktivni protein

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ER — endoplazmatické retikulum

fMLP - N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine
FW — rychlost sedimentace erytrocyti
HLA - Human Leukocyte Antigen

IL-10 — interleukin-10

IL-6 - interleukin-10

IL-8 - interleukin-8

LMP2 — Latent Membrane Protein 2

LMP7 — Latent Membrane Protein 7

LP — Leader Protein

MAC — membrane attack complex

MHC — Major Histocompatibility Complex
MR — Magneticka rezonance

MRNA — medidtorova ribonukleova kyselina
NSA — Nesteroidni antirevmatika

RA — Revmatoidni artritida

RNA — ribonukleova kyselina

TAP1 — Antigen peptide transporter 1
TAP2 — Antigen peptide transporter 2

Tc — cytotoxicky T-lymfocyt

TCR a, B — T-bunéény receptor

TGFp — transforming growth factor

Th — pomocny T-lymfocyt

MdFI - Median Fluorescence Intensity
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SS — Side Scater
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