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Diagnostika revmatickych chorob pomoci metod molekularni biologie

Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva diagnostikou Bechtérevovy choroby u jedinca
projevujicich piiznaky tohoto onemocnéni nebo vykazujicich predispozici k nému.
Bechtérevova choroba je chronické zanétlivé revmatické onemocnéni, které postihuje
predevsim patet a klouby, s moznymi mimokloubnimi projevy. Jednim z klicovych

predispozi¢nich znaku je pfitomnost alely HLA-B27.

Tato prace se zameétfuje na vyuziti molekularné genetické metody real-time PCR
k diagnostice Bechtérevovy choroby. Real-time PCR umoziiuje méfit mnozstvi DNA

v prubéhu kazdého cyklu amplifikace, coz zvySuje rychlost a efektivitu diagnostiky.

Probandi zahrnuti do studie byli bud jedinci s diagnostikovanou Bechtérevovou
chorobou, jedinci vykazujici predispozi¢ni znaky, nebo zdravi jedinci. Stanoveni

pfitomnosti antigenu HLA-B27 bylo provedeno pomoci real-time PCR.

Vysledky této studie pfispivaji k lepSimu pochopeni vyuziti real-time PCR v diagnostice
Bechtérevovy choroby a mohou poslouzit jako podklad pro dalsi vyzkum v oblasti

revmatologie a genetiky.
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Diagnosis of rheumatic diseases using molecular biology methods

Abstract

This bachelor thesis deals with the diagnosis of Bechterew's disease in individuals
showing symptoms of the disease or showing a predisposition to it. Bechterew's disease
is a chronic inflammatory rheumatic disease that primarily affects the spine and joints,
with possible extra-articular manifestations. One of the key predisposing features is the

presence of the HLA-B27 allele.

This paper focuses on the use of molecular genetic real-time PCR for the diagnosis of
Bechterew's disease. Real-time PCR allows measuring the amount of DNA during each

amplification cycle, which increases the speed and efficiency of diagnosis.

The probands included in the study were either individuals diagnosed with Bechterew's
disease, individuals showing predisposing features, or healthy individuals.

Determination of the presence of HLA-B27 antigen was performed by real-time PCR.

The results of this study contribute to a better understanding of the use of real-time PCR
in the diagnosis of Bechterew's disease and may serve as a basis for further research in

rheumatology and genetics.
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1 Uvod

Revmaticka onemocnéni jsou znama hlavné kvuali jejich schopnosti postihovat
pohybovy aparat. Ale u téchto onemocnéni jsou znamy 1 mimokloubni projevy u srdce,
plic, ledvin a dalsich organti. Zakladni klasifikace revmatickych onemocnéni je do Sesti
velkych skupin: zanétliva, degenerativni, revmatické syndromy véazané na piitomnost
infek¢niho agens, metabolické a endokrinni choroby spojené s revmatickymi stavy,
mimokloubni revmatismus a posledni skupinou nadory, neurovaskularni projevy,

amyloidézy nebo sarkoidoza.

Pro teoreticky pirehled revmatickych onemocnéni jsem vybral dvé onemocnéni, ktera
spadaji do velké skupiny zanétlivych revmatickych onemocnéni. Tato skupina je vSak
rozdélena do dalSich podskupin, pfi¢emz onemocnéni revmatoidni artritida spada do
podskupiny diftizni choroby pojivové tkané. Druhé onemocnéni, zvané Bechtérevova

choroba, vSak patfi mezi spondylartritidy.

Revmatoidni artritida je systémové autoimunitni a zanétlivé onemocnéni, které
postihuje pohybovy aparat a mohou se u ného vyskytnout mimokloubni projevy. Jedna

se o nejcastejsi revmatické onemocnéni, kterym trpi 1 % svétové populace.

Bechtérevova choroba je chronické zanétlivé revmatické onemocnéni, které postihuje
predevsim patet a klouby, ale mize mit téZ mimokloubni projevy, kdy zanét duhovky je
jednim z nejcastéjSich. Toto onemocnéni je velmi znamé hlavné pro vyslednou ztuhlou
postavu nemocnych zapfi¢inénou srostlymi obratli patefe. Neméné znama je jeho
asociace s alelou HLA-B27, ktera je jednim z predispozi¢nich znaki tohoto onemocnéni
a vysoce zvySuje riziko propuknuti onemocnéni, U Bechtérevovy choroby vSak neni
pravidlem, ze tato nemoc propukne, pokud je alela HLA-B27 zastoupena v genetické

vybavé jedince.

Alela HLA-B27 je jednou z alel lidského leukocytarniho systému, ktera predstavuje
antigenni peptidy odvozené od vlastnich i cizich antigeni pro T-lymfocyty. Hlavni
funkci této alely je prezentace endogennich peptidi T-lymfocytim, prevazné T
bunéénému receptoru pro antigen cytotoxickych T-lymfocytd. Jsou znamy razné
hypotézy, jak tato alela ovliviiuje vznik onemocnéni. Mezi nejznaméjsi patii tyto tii:
Prezentace artritogennich peptida, Exprese volnych forem tézkého fetézce HLA-B27,

vcetné homodimert, na povrchu bunék a jejich rozpoznavani imunoreceptory rodiny



NK a HLA-B27, reakce na neslozené proteiny a reakce endoplazmatického retikula na

stres.

Stanoveni alely HLA-B27 se pouziva ¢im dal méné v diagnostice tohoto onemocnéni,
jelikoz je jednodussi a finanéné méné narocnéj§i stanoveni antigenu HLA-B27
prutokovou cytometrii. Antigen HLA-B27 je tvoren na zakladé genetické informace této
alely. Nejcastéjsi pouzivanou molekularné genetickou metodou k potvrzeni nalezu
antigenu je real-time PCR. Jedna se o polymerazovou fetézovou reakci v realném case,
pomoci které je mozné métit mnozstvi DNA v reakci v pribéhu kazdého cyklu, diky
fluorescenci. Ta je zaznamenana po kazdém cyklu a odpovida mnozstvi amplifikované
DNA, coz nam pomaha k rychlejsi a efektivn€jsi praci pfi diagnostice Bechtérevovy

choroby

Predmétem této bakalarské prace je diagnostika Bechtérevovy choroby pomoci real-
time PCR u probandu, ktefi timto onemocnénim trpi, nebo maji predispozi¢ni znaky

naznacujici, ze by mohlo jit o tuto chorobu. Nékteti probandi byli 1 zdravi jedinci.
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2 Revmaticka onemocnéni

Mezi jedny z nejstarSich uznavanych chorob patii revmaticka onemocnéni. (Tabulka 1)
Tyto onemocnéni jsou charakterizovana zanétem kloubu, vazi, Slach kosti nebo svala
a v nékterych pripadech mohou postihovat i jiné organy. Klasifikace revmatickych
onemocnéni je neékdy obtizna vzhledem k nezndmé etiologii a heterogenité jejich

klinického obrazu. (Scherer et al., 2020)

Tabulka 1, Klasifikace revmatickych onemocnéni dle Pavelky

a) revmatoidni artritida

b) systémova
onemocnéni pojiva
Zanétliva
revmaticka
onemocnéni

systémovy lupu erythematodes

systémova skleréza

polymyozitida

dermatomyozitida

vaskulitidy

Sjogrentv syndrom

) spondylartritidy

ankylozujici spondylitida

psoriaticka spondylitida

reaktivni artritida

enteropatickeé artritidy

nediferencovana spondylartritida

Degenerativni

. o osteoartroza
onemocnéni kloubu

lokalizovana

generalizovana

Metabolicka kostné - kloubni onemocnéni

a) krystalicka artropatie

b) osteoporéza, osteomalacie

Mimokloubni a) lokalni

revmatismus

juxtaartikularni (Léze Slach)

diskopatie

idiopaticka bolest vzadech

b) celkovy

celkovy (fibromyalgie)

Septické artritidy

bakterialni

virové

mykotické

parazitarni

Dalsi

nadory a paraneoplastické syndromy

kloubni projevy pfi endokrinopatiich

neurovaskularni projevy (Utlakové syndromy
atd.)

avaskularni osteonekréza

kloubni projevy pfi krvacivych onemocnénich

amyloiddza

sarkoiddza

Zdroj: (Pavelka et al., 2018)
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Mezi nejcastejsi revmatickd onemocnéni patfi osteoartritida a revmatoidni artritida,
avsak jednou z nejznaméjsich revmatickych chorob je ankylozujici spondylitida, znama
také jako Bechtérevova choroba. Jednou z vyzev pfi studiu revmatickych onemocnéni je
ziskavani epidemiologickych udaju, které lze vyuzit k lep§imu pochopeni faktort, jez
pfispivaji k iniciaci a progresi téchto onemocnéni. Pouze s takovym porozuménim lze

dosahnout vyznamného pokroku v diagnostice a 1écbé pacientt. (Pincus et al., 2006)
2.1 Funkcni anatomie pohybového apardtu

Z hlediska revmatologie hraje anatomie a fyziologie pohybového aparatu obrovskou
roli. At uz se muze jednat o onemocnéni zjednostranné zatéze, které postihuje IT
pracovniky nebo zanétlivd revmatickd onemocnéni, je nezbytné se seznamit se
zakladnimi anatomickymi a fyziologickymi védomostmi. Zakladem pohybového
aparatu jsou kosti, klouby, vazy, §lachy a svaly, kdy cely tento systém je ovladan

centralni nervovou soustavou. (Binovsky, 2003).

2.1.1 Kosti

Kazda kost se sklada ze tii stavebnich komponent — okostice, kostni tkané a kostni
drené. Okostice neboli periosteum, je silny, tuhy, vazivovy list, ktery pokryva povrch
kosti s vyjimkou kloubnich konct, je bohaté prokrvena a obsahuje senzitivni nervy pro
vedeni kostni bolesti. Krevni cévy okostice maji vyznam pro vyzivu kosti. Kostni tkan
je metabolicky velmi aktivni a pro pevnost a odolnost kosti je nezbytna pro ukladani
vapniku a pohyb. Hlavnim zdrojem vépniku pro lidsky organismus je mléko a mlééné
vyrobky, avSak k ukladani vapniku do kosti je nezbytny také pohyb, ktery stimuluje
kosti k posilovani ukladanim vapniku. (Kachlik, 2018)

2.1.2 Klouby

Kazdy kloub se sklada ze dvou kloubnich ploch, kloubniho pouzdra a nitrokloubnich
chrupav¢itych desti¢ek. Kloubni pouzdro mé vazivovou vrstvu, ktera tvoii pevny vnéjsi
obal, a synovialni vrstvu, ktera vystyla kloubni dutinu a produkuje synovium. Kloubni
hlavice a jamka jsou kryty sklovitou kloubni chrupavkou, ktera je mechanicky odolna
a zajiStuje ochranu kloubu. Chrupavka ziskdva vyzivu ze synoviadlni tekutiny a je
idealni, pokud je stfidavé zatézovana a uvolfiovana, coz ji umoziiuje regenerovat

a nasaknout vyzivné latky. (Cihak, 2011)
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Kloubni pouzdro slouzi k udrzeni stability pfi extrémnim pohybu v kloubu a predava
informace do centralniho nervového systému prostiednictvim nespocetnych receptora
v kloubnim pouzdru. Tyto receptory predavaji informace smérem do centralniho
nervového systému, coz je dulezité pro spravnou funkci kloubu. Vyvazena Cinnost
svalovych skupin, které kloub obklopuji, je nezbytna pro udrzeni funkéné centrované
polohy kloubu, coz minimalizuje zvySené opotiebeni kloubu a zaji§tuje rovnomeérné

rozlozeni zaté€ze po celé plose kloubu. (Fiala et al., 2015)
2.1.3 Slachy

Slachy jsou vlaknité spojovaci tkang, které propojuji svaly s kostmi a umoziiuji pienos
sily ze svalu na kost. Jsou tvoreny kolagennimi vlakny a obsahuji malé mnozstvi
elastickych vlaken. Slachy jsou silné, aviak maji omezené zasobovani krvi. N&které
Slachy, jako naptiklad Slachy v dlani a zapésti, se pohybuji v obalu obsahujicim
synovialni tekutinu, coz umoziiuje klouzani §lach pfi pohybu prstd. (Dylevsky et al.,

2000).
2.1.4 Vazy

Vazy jsou dulezitou soucasti pohybového systému, ktera zajistuje stabilitu kloubu
a brani jim v nadmémém pohybu. Jsou tvoieny kolagennimi vlakny s riznym podilem
elastickych vlaken a nemohou se stahovat. Vazy obsahuji mnoho receptoru, které
predavaji informace do centralniho nervového systému. Jejich spravna funkce je zasadni
pro udrzeni vyvazené Cinnosti svalovych skupin, které obklopuji kloub, coz
minimalizuje zvySené opotiebeni kloubu a zajistuje rovhomérné rozlozeni zatéze po

celé ploSe kloubu (Dylevsky, 2009)
2.1.5 Svalova povazka

Svalové povazky jsou vazivové blany, které obaluji jednotlivé svaly a svalové skupiny.
Tyto blany nemaji schopnost se stahovat, ale pii déle trvajicim zkraceni svalu se zkrati
a mohou vést k poruse vyzivy svalu, coz omezuje pohyb. Fascie oddé€luji jednotlivé
svaly a umoznuji klouzani svali pii pohybu téla. Jsou to vazivové struktury, které
obaluji svaly, organy, cévy a nervy a maji riznou tloustku a funkci pro danou oblast, ve

které se nachazeji. (Grim & Druga, 2019)
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2.1.6 Svaly

Svaly jsou jediné stazitelné casti lidského téla, které umoziiuji aktivni pohyb
a predstavuji pfiblizné 40 % télesné hmotnosti. Jsou slozeny z rtiznych tkani, vCetné
svalové, vazivové, nervové a cévni tkané. Svalova tkan v kosternim svalu je tvofena
svalovymi vlakny, ktera se skladaji do svazkd svalového bfiska a maji schopnost
aktivniho smrstovani. (Dylevsky, 2009) Slachy pienaseji svalové kontrakce a upeviiuji
svaly do periostu a kompaktni kosti. Kontrakce svalu je vyvolana nervovymi podnéty,
a informace ze svali a Slach vychazeji ze svalovych vietének a Slachovych télisek

ulozenych uvniti svalového vlakna. (Cihak, 2011)

Svalové vieténko je senzoricky organ umistény ve svalech, ktery slouzi k monitorovani
délky svalu a rychlosti zmén jeho délky. Tvofi ho modifikovana svalova vlakna, ktera
jsou vazivoveé spojena s okolnimi svalovymi vlakny. Svalové vieténko je inervovano
dvéma zpusoby: senzoricky prostfednictvim reflexni drahy a motoricky prostfednictvim
nastavovaciho systému gama. (Fiala et al., 2015) Jeho hlavni funkci je sledovat délku
svalu a reagovat na zmény napéti ve svalu prostiednictvim intrafuzalnich kontraktilnich
vlaken, ktera jsou inervovana motorickymi vldkny nastavovaciho systému gama. Timto

zpusobem poskytuje informace o statickych a dynamickych parametrech svalové

funkce, jako je zména délky svalu a rychlost zmény délky svalu. (Kachlik, 2018)
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3 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je systémové autoimunitni a zanétlivé onemocnéni, které
zpusobuje zanéty a bolesti kloubt infiltraci kloubni dutiny. Iniciuje se zvySena tvorba
proteint imunitni reakce vCetné protilatek napadajici kloubni struktury. (Fraenkel et al.,
2021) Zanétlivé reakce v synovii vedou k pfilivu perifernich zéanétlivych bunék
i k aktivaci lokalnich bunék. Podrobnéji se jedna o zanét charakterizovany synovialni
hypertrofii s infiltraci zanétlivymi butikami, destrukci kloubni chrupavky a dekalcifikaci

kosti. (Neumann et al., 2018)

Pro toto onemocnéni je charakteristicka destrukce chrupavky a kostni hmoty lokalnimi
tkanovymi buiikami, synovialnimi fibroblasty a osteoklasty. Nelécené lokalni zanétlivé
a destruktivni procesy 1 systémové zanétlivé faktory vedou k progresivni a nevratné

destrukci kloubu. (Neumann et al., 2018)
3.1 Patofyziologie

Prvni zmény se objevuji v synovii, nasledné v synovialni tekuting, chrupavce, a nakonec
v paraartikularni oblasti. Nejprve vznika sebefibrindzni nitrokloubni zanét, ktery se
pozdéji muze vyvinout do panusu. (Olejarova & Filkova 2008) Panus je zbytnéla
synovialni membrana, ve které nadmérné proliferuje vazivo a cévy, a pokryva kloubni
chrupavku, ¢imz ji odd€luje od wvyzivujici synovialni tekutiny. B-lymfocyty
a polymorfonukleary, které jsou pfitomné v misté zanétu, produkuji proteolytické
protilatky a enzymy (stromelyzin, elastazy, kolagenazy aj.). (Navratil, 2017) Vzniklé
radikaly kysliku a dusiku narusuji kloubni chrupavku, kostni tkan, Slachy a dalsi
kloubni struktury. Tento proces vede k postupné erozi subchondralni kostni hmoty.
Pokud se spoji panus prorustajici z protilehlych stran kloubu, maze se dale fibroticky

menit, osifikovat, a nakonec dojde k ankyloze. (Suchy, 2003)

Muzeme sledovat dalsi morfologické projevy jako jsou revmatické uzliky, které
vznikaji zejména v podkozi. Histologicky se skladaji ze tfi vrstev. V prvni vrstvé se
nachazi centraln€é nekroticka tkan. Kolem ni je vrstva palisadovych fibroblasta
a mnohojadernych bunék. Za to periférné muZeme pozorovat vrstvu chronického

zanétu. (Becvar & Pavelka, 2009)
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3.2 Imunopatogeneze
3.2.1 Antigen

Jedna se o makromolekularni strukturu (patogen, buiika, molekula), kterou imunitni
systém rozpozna svymi povrchovymi receptory bunék imunitniho systému a vyhodnoti
ho jako Skodlivou nezadouci castici. Kdyz receptory rozpoznaji antigen, stimuluje
imunitni systém ke spuSténi obranych reakci vedouci k eliminaci daného antigenu.
Muze to byt cizoroda castice, jako jsou mikroorganismy nebo jejich produkty. Tyto
produkty nabyvaji jakékoli chemické struktury, jako jsou proteiny, polysacharidy nebo
nukleové kyseliny. (Jilek, 2019)

Z hlediska pavodu rozeznavame exoantigeny a endoantigeny. NasSe t€lo se Castéji
potyka s exoantigeny, které pochazeji z vnéjsiho prostfedi. Ve vétSin€ pripadech se
jedna o bakterie, ¢i viry. Naopak endoantigeny jsou autoantigeny, které pochazeji
z organismu samostatného. Fyziologicky jsou organismem tolerovany, ale za urcitych
patologickych podminek mohou vyvolat imunitni reakci, coz vede ke tvorbé

autoprotilatek a autoreaktivnich bunek. (Hotejsi & Bartarikova, 2009)
3.2.2 Imunitni reakce, buriky a molekuly, které se ji ucastni

Pocatecni imunitni reakce se spousti neznadmym antigenem, coz aktivuje T-lymfocyty.
Ty se hromadi a infiltruji synovialni membranou kloubu, kde produkuji prozanétlivé

cytokiny a aktivuji makrofagy k sekreci cytokini a chemokina. (Jilek, 2019)

Uvolnéné rastové faktory, chemokiny a zejména cytokiny hraji v chronickych
zanétlivych reakcich klicovou roli. Cytokiny zapojené do progrese poskozeni kloubu
jsou napiiklad IL-1B, TNF-o a IL-17. Synovialni tekutina pacientd s Casnou
a etablovanou formou RA obsahuje odlisné spektrum cytokini. TNF-o hraje roli pfi
Casné formeé RA, zatimco IL-1p je dalezity v prubéhu etablované RA. (Lochmanova,
2014) Kromé centralnich lymfocytd, T a B lymfocyti a jejich subpopulaci jsou
zanétlivym prostfedim aktivovany 1 lokalné rezidentni buriky, jako jsou neutrofily,
makrofagy a fibroblasty. Také buriky kostniho metabolismu, které pfispivaji k zanétu

a poskozeni tkani a jsou jeho hybnou silou. (Hofejsi & Bartirikova, 2009)

V kloubnim mazu mohou vznikat struktury nazyvané folikuly, jez obsahuji B- a T-

lymfocyty spolu s folikularnimi dendritickymi buiikami. Tyto folikuly mohou
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interagovat s fibroblasty prostfednictvim lymfotoxinu-, coz vede k uvoliovani
enzymu, jako jsou matrixové metaloproteinazy, a dalSich zanétlivych mediatort. Tato
interakce vytvaii destruktivni zanétlivé prostfedi v kloubu, které méa schopnost samo
udrzovat svou aktivitu. (Behrens et al., 2015) Trombocyty generuji zanétlivy
prostacyklin a uvoliluji mikroCastice s prozanétlivym ucinkem, které vzajemné

interaguji s leukocyty a pfispivaji k rozvoji celkového zanétu. (Mitchell et al., 2014)

V synovialni tekutiné jsou neutrofilni granulocyty aktivovany revmatoidnim faktorem
a autoprotilatkami zaméfenymi proti citrulinovanym peptidim. Tato aktivace vede
k jejich degranulaci, uvolfiovani reaktivnich forem kysliku (ROS), kyseliny chlorné
a proteaz. (Wu et al., 2021) Dusledkem je degradace hyaluronové kyseliny a aktivace
cytokini. Neutrofilni granulocyty samy produkuji citrulinované peptidy, proti nimz se
tvori autoprotilatky, a to prostfednictvim mechanismu znamého jako neutrofilni

extracelularni past (NET6za). (Mclnnes & Schett, 2011)
3.3 Epidemiologie

Onemocnéni oznaCované jako RA postihuje 1 % svétové populace. Toto
revmatologické onemocnéni se muze vyskytnout v kterémkoli véku a maze postihnout
muze i zeny. AvSak RA se objevuje dvakrat az tfikrat Casteji u Zen. Pfiznaky se vykytuji
u Zen nejCastéji mezi tficatym az padesatym rokem zivota. Na rozdil u muzi se toto
onemocnéni objevuje az pozdeji ve stafi. (Imboden et al., 2013) RA obvykle postihuje
ruce, kolena nebo ankylozy, a obvykle se vyskytuje na stejné Casti tela, jako jsou obé
ruce nebo obé kolena. Nicméné, RA muze zpusobit problémy i v jinych Castech téla,

jako jsou o€i, srdce a krevni soustava nebo plice. (Kubicek et al., 2022)
3.4 Etiologie

Etiologie RA je komplexni a multifaktorialni, zahrnujici genetické a environmentalni
faktory. Nejdalezit€jsim genetickym faktorem pro vyvoj RA jsou sdilené epitopové
alely, které se nachéazeji v oblastti MHC II. tfidy. Konkrétné¢ se jedna o geny
HLA-DRB1 a HLA-DRB4, ktery koduji B fetézec molekuly HLA-DR systému II.
tfidy. (Scherer et al.,2020) Tyto glykoproteiny se pfimo podileji na vystaveni antigent
pro T-lymfocyty a zaCatku imunitni odpovédi. Nejdulezit€j§im enviromentalnim
rizikovym faktorem RA je koufeni, ale je mozné, ze zanétlivou imunitni odpoveéd’ mize

zacit 1 bakterialni nebo virova infekce. (Platzer et al., 2019).
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Abnormality v bunééné a humoralni imunitni odpovédi vedou k vyskytu autoprotilatek,
zejména revmatoidnich faktord (RF) a protilatek proti posttranslatné modifikovanym
proteinuim (AMPA — Anti-modified protein antibodies), které zahrnuji protilatky proti
raznym modifikacim, jako je citrulinace (ACPA), karbamylace (aCarP) a acetylace

(AAPA), a také k imigraci T a B-lymfocyta do synovie. (Scherer et al., 2020)
3.5 Klinicky obraz

Klinicky obraz revmatoidni artritidy je velmi riznorody. Nastup tohoto onemocnéni je
Casto plizivy a byva doprovazen celkovymi pfiznaky, které muazou byt: Unava,
malatnost, subfebrilie, nechutenstvi nebo zména psychiky. Méné Castéji je zaclatek
onemocnéni akutni. U casti pacienti muzeme sledovat mirmé onemocnéni se
spontannimi remisemi, u jinych chorob s ¢astymi relapsy, s trvalou aktivitou a rychlym

vyvojem strukturalnich zmén. (Klener et al., 1997)

Nejcastejsi manifestaci RA je symetrickd polyartritida doprovazena bolesti a otokem
kloubt a ranni ztuhlosti, ktera trva déle nez hodinu. Dal§imi moznostmi projevu RA je
monoartritida nebo oligoartritida, které se vSak objevuji vzacnéji. Onemocnéni
nejCastéji postihuje drobné klouby rukou, mezi které patii predevSim zapésti,
metakarpofalangealni, proximalni interfalangealni klouby a na nohou se jedna
o metatarzofalangealni klouby. Postihnout vSak muze libovolny kloub v téle vcetné
kréni patefe na urovni C1-C2, kde toto oznaceni predstavuje atlas a axis. (Soucek &

Svacina, 2019)

U skupiny pacientt, ktefi jsou postizeni timto onemocnénim, a z pravidla maji pozitivni
autoprotilatky, se setkdvame s extraartikularnimi projevy onemocnéni. U jiz
pokrocilého onemocnéni se nad burzami a §lachovymi pochvami se v mistech ptsobeni
tlaku vyskytuji revmatoidni uzly. Mlze se tedy jednat o olekranon, extenzorovou
plochu predlokti, nad Slachami prstd rukou, ¢i nad Achillovou $lachou. (Rovensky,

2008)

Vyznamné komorbidity doprovazejici RA je napf. Gnava, malatnost, anémie,
osteoporoza, kardiovaskularni onemocnéni, infekce nebo malignity. U tohoto
onemocnéni se také zvySuje morbidita, tedy se zkracuje délka zivota az o 10 let.

(JenSovsky, 2018)
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Mimokloubni projevy mohou zahrnovat revmatické uzly, tendosynovitidu,
osteopordzu, sekundarni amyloidozu, hematologické abnormity, o€ni postizeni,

postizeni kaze, srdce, cév, nervl a plic. (Jensovsky, 2018)
3.6 Kritéria diagnostiky revmatoidni artritidy

Diagnostika revmatoidni artritidy neni zalozena na jednom konkrétnim diagnostickém
testu, ale spiSe na kombinaci anamnézy, fyzikalniho vysetfeni a vysledk(i pomocnych
vySetfeni. K dispozici jsou klasifikacni kritéria (Tabulka 2), kterd se pouzivaji k
usnadnéni diagnozy a rozliSeni revmatoidni artritidy od jinych zanétlivych onemocnéni.

(Mullerova, 2019).

Tabulka 2, Klasifika¢ni kritéria ACR/EULAR z roku 2010

1 velky

2-10velkych

Klouby (0-5 bod{) 1-3 malych (s nebo bez postiZzeni velkych)

4-10 malych (s nebo bez postizeni velkych)

>10 (alespon 1 maly kloub)

RF a ACPA oboji negativni

Sérologie (0-3 body) Alespon jeden z RF a ACPA nizce pozitivni
Alespon jeden z RF a ACPA vysoce pozitivni
<6 tydnd
Trvani pfiznak( (0-1 bod) y -
=6 tydnu

Normalni hodnota CRP a FW

Reaktanty akutnifaze (0-1 bod)

ZvySena hodnota CRP nebo FW

Zdroj: (Senolt, Mann, 2021)

Pivodni kritéria vydana Americkou revmatologickou spolecnosti v roce 1987 méla
spiSe charakter odliSovaciho nastroje nez presného diagnostického ukazatele pro
pocinajici formy nemoci. V roce 2010 byla publikovéana nova klasifikace, ktera méla za
cil urychlit stanoveni diagnézy a umoznit rychlejsi zahgjeni ucinné 1écby. (de Hair et
al., 2010) Tato nova kritéria jsou zameéfena na identifikaci pfiznaka a znaku, které jsou
typické pro revmatoidni artritidu v poate¢nich stadiich onemocnéni. (Senolt & Mann,

2021)
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3.7 Diagnostické testy a metody

Pri diagnostice RA 1ékafi obvykle vyhodnocuji pfitomnost typickych pfiznaku, jako
jsou bolest a otok kloubl,, ranni ztuhlost, unava a dal§i znaky zanétu. Fyzikalni
vySetfeni muze odhalit charakteristické zmény v postizenych kloubech, jako je otok,

zarudnuti a omezena pohyblivost. (JenSovsky, 2018)

Kromé toho se vyuzivaji laboratorni testy, jako je meéfeni hladiny C-reaktivniho
proteinu (CRP) a hladiny revmatoidniho faktoru (RF), a obrazové vySetfeni, naptiklad
rentgenové snimky kloubti nebo magneticka rezonance, aby se posoudil rozsah a stuperi

postizeni kloubt. (Kessler & Musil, 1993)
3.7.1 Laboratorni testy

Biochemicka vyS§etieni

Biochemicka vySetfeni v revmatismu se specializuji na stanoveni reaktantt
akutni faze. Pouzivaji se také k diagnostice a monitorovani akutnich a chronickych
zanétl, infekci, malignit nebo nekréz. Jako pozitivni nalez oznaCujeme zvySenou
hladinu zanétlivych cytokind, kterym je napt. interleukin-6, a plazmatickych bilkovin
C-reaktivniho proteinu a fibrinogenu. Jako bé&zné biochemické stanoveni zanétlivych

markert se pouziva CRP a FW. (Racek, 2006)

CRP - Celym nazvem C-reaktivni protein je hlavni bilkovina reaktantl akutni faze.
Hlavnimi funkcemi CRP jsou opsonizace, ktera pracuje na vazbé CRP
a fosfatidylcholin, ktery je soucasti bakteridlnich stén. CRP je také schopen aktivovat
komplement a stimulovat fagocytujici buriky. A jeho posledni z hlavnich funkci je
schopnost vazat C polysacharid bunécné stény Streptococcus pneumonie. (Kessler &

Musil, 1993)

Je to biochemické stanoveni C-reaktivniho proteinu. Tento test se pouziva hlavné
k monitorovani aktivity zanétu a sledovani ucinnosti 1é¢by. Je to tedy hlavni ukazatel
aktivity onemocnéni, kdy pfi akutnim zanétu rapidné vzrista a poté zase klesa. Naopak
dlouhodobé zvySena hladina CRP signalizuje, ze se jedna o chronicky zanét.

Fyziologicky byva plazmatické koncentrace do 8-10 mg/l. (Zima, 2007)

FW — Stanoveni sedimentace erytrocyti dle Fahraeuse a Westergrena je bézné

biochemické laboratorni vySetfeni, jenZ nam ukazuje rychlost klesani erytrocyti ve
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vzorku nesrazlivé krve pacienta. Rychlost sedimentace erytrocyti zavisi hlavné na

velikosti sedimentujicich ¢astic. (Rosina, 2022)

U sedimentace musime dbat ohled vek, jelikoz fyziologicky se nam zvySuje rychlost
sedimentace erytrocytd. Nesmime také zapomenout na zenské pohlavi, a to predevs§im
v téhotenstvi, protoze maji mensi pocet erytrocyt a zvySenou koncentraci fibrinogenu.
FW nam vypovida o pfitomnosti zanétu v téle, kdy typicky pozitivni nalez se vyskytuje
u artritid. (Zima, 2007)

Imunologicka vyS§etieni

RF — Jedna se o autoprotilatku s nazvem revmatoidni faktor, ktera je cilend proti Fc-
fragmentu vlastnich imunoglobulina tfidy IgG. Samostatny RF muze byt pfitomen ve
vsech tfidach imunoglobulint: IgG, IgA,IgM, IgE a IgD. Detekce RF je zalozena na

nefelometrii a latex fixa¢nim testu. (Hofejsi & Bartarikova, 2001)

Latex fixacni test nebo také latex aglutinacni test je zalozen na imunologickém principu
imunitni odpoveédi pacienta antigen — protilatka. Pfi provadéni testu se smicha pacientiv
vzorek moci, mozkomiS§niho moku anebo séra s potazenymi latexovymi Casticemi
v sériovych fedénich normalnim fyziologickym roztokem. Potazené latexové Castice
obsahuji specifickou protilatku RF. Po prubéhu reakce se pozoruje aglutinace, kdy jako
pozitivni vysledek je povazovana aglutinace v kterémkoli fedéni. (Bartafikova & Paulik,

2011)

Avsak bé€znym zpisobem stanoveni RF je nefelometrie, ktera preferencné detekuje RF
ve tfidé IgM. Technika nefelometrie spocivd v méfeni intenzity svétla rozptyleného

vzorkem pod urcitym uhlem. (Hotej$i & Bartarikova, 2001)

Anti-CCP — Protilatky proti cyklickym citrulovanym peptidim jsou typem
autoprotilatky, ktera pusobi proti protilatkam naSeho té€la. Konkrétné tyto anti-CCP
spousti reakci, kdy jsou poskozovany zdravé tkané ve vystelce kloubl a zpisobuji
zanét, coz vede k bolesti, otokim, a nakonec jejich poskozeni. Fyziologicka mez anti-

CCP je niz§i nez 20 EU/ml. (Zima, 2007)

HLA-DR - Je to povrchovy bunécny receptor MHC II. tfidy koédovany komplexem
lidskych leukocytarnich antigenti na chromozomu. Molekuly HLA-DR jsou regulovany

v reakci na signalizaci. V pfipadé infekce se peptid navaze do molekuly DR a je
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prezentovan nékolika predev§im T-lymfocytarnich receptord, které se nachazeji na
T-pomocnych lymfocytech. Tyto buiikky se pak vazou na antigeny na povrchu

B-lymfocytt a stimuluji proliferaci B-lymfocytt. (Hofejsi & Bartarikova, 2001)

Stanoveni probiha pomoci prutokové cytometrie, ktera zkouma lidsky leukocytarni
antigen HLA-DR vcetné HLA-DRBI. Princip pratokové cytometrie funguje na
suspendovani bunék v tekuting, které jsou oznaceny pomoci monoklonalnich protilatek
s navazanym fluorochromem. Ty se vazou specificky na povrch vySetfovanych bunék.
Suspenze se vlozi do prutokového cytometru, kde je poté pretlakem vstfikovan tenky
proud suspenze. Buriky prochazi jednotlivé za sebou, kde jsou protinany laserovym
paprskem. (Bartinkova & Paulik, 2011) Pracuje zde Tyndallav jev, ktery nam vypovida
o granulaci buiiky. Cim vice se svétla odrazi tim vice je buiika granulovani. Naopak
¢im vice se paprsek rozptyli, tim vice je Castice vetsi. Tyto optické parametry jsou
snimany dvéma detektory, side scatterem a forward scatterem. Side scatter zachycuje
odrazené svétlo, tim padem granulaci. Forward scatter zachycuje rozptylené svétlo,
¢imz nam zobrazuje velikost bunék. (Benes§ et al., 2015) Navazany fluorochrom se
laserem excituje a vyzafi se. VySetfeni se provadi z nesrazlivé krve, kdy nesrazlivé

¢inidlo je EDTA nebo heparin. (Bartinkova & Paulik, 2011)

VySetfeni synovialni tekutiny

Provedeni vySetifeni synovialni tekutiny probiha za pfisné aseptickych podminkou,
jelikoz se jedna o invazivni analyzu. Odbér probiha v pozici s nejvys§im nitrokloubnim
tlakem, tzn. maximalni flexe nebo extenze. Poté dochazi k dopliiujicimu vySetfeni
leukocytd v laboratofi. Fyziologicky nalez synovialni tekutiny ma vzhled vazké ciré
tekutiny s nazloutlou barvou. Laboratorni rozbor by mél fyziologicky obsahovat 200

leukocytd na 1ul tekutiny. (Imboden et al., 2013)

Genetické vySetieni

HLA-DR — Genetické vySetieni HLA-DR je mozné pomoci stanoveni alely HLA-DR,
diky které je naSe télo schopno vytvaret antigeny HLA-DR. Stanoveni je nejCastéji
provadéno pomoci real-time PCR. (Dorak, 2007)

Abychom pochopili princip real-time PCR, je nutné zminit zakladni princip PCR.
Princip polymerazové fetézové reakce (PCR) spociva v exponencidlnim mnozeni

specifického useku DNA v laboratornich podminkach. Tento proces zahrnuje
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opakované cykly denaturace, po které nasleduje pficna hybridizace a elongace DNA
fragmentu za pouziti DNA polymerazy. Vysledkem je vytvoreni miliont kopii daného
useku DNA, coz umoziuje detekci a analyzu i velmi malych mnozstvi vstupniho

materialu. (Domingues, 2023)

Real-time PCR je varianta klasické PCR, ktera umoziiuje piesn€ mefit mnozstvi DNA ¢i
RNA v reakci v prubéhu kazdého cyklu amplifikace. Tato metoda vyuziva specialniho
zafizeni nazyvaného cycler, ktery kontinualné monitoruje uroven fluorescence, jez je
generovana fluorescencnimi substraty vazanymi na DNA. Tato fluorescence je
zaznamenavana po kazdém cyklu a odpovida mnozstvi amplifikované DNA. Real-time
PCR umoziuje detekci 1 kvantifikaci cilové DNA ¢ RNA s vysokou citlivosti
a specificitou. (Dorak, 2007)

3.7.2  Zobrazovaci metody

Hlavni zobrazovaci diagnostickou metodou pro stanoveni RA je rentgenova skiagrafie,
zkracené oznaCovano RTG. Pii RTG se zobrazuji tvrdé a mekké lidské tkan€. Funkeni
princip RTG je, ze prochazejici svazky RTG zafeni maji v riznych tkanich rGzné
hodnoty pohlceni. Kone¢ny RTG obraz je zachycen na rentgenovy film, ¢i jiny detekcni

systém piistroje. (Burval et al., 2015)

Tuto diagnostickou metodu je mozné 1épe provést s pouzitim kontrastni latky, ktera
umozni dokonalé zobrazeni zkoumané tkané. Kontrastni latka je schopna zmeénit
velikost absorpce zafeni v téle. Diky tomu vyvolava v RTG obraze vétsi rozdily
v transparenci vySetfované tkané nebo organu oproti okoli. Mame dva typy kontrastnich
latek: pozitivni a negativni. Je mozné pouzit i metodu dvojiho kontrastu, kdy se

pouzivaji soucasné jak pozitivni a negativni kontrastni latky. (Malikova, 2022)

Negativni kontrastni latky

Tyto kontrastni latky jsou uzpisobeny k projasnéni rentgenovych snimkt. Negativni
kontrastni latky pohlcuji zafeni méné nez vySetfovany organ, coz zpusobuje cilené

projasnéni. Pouzivanymi latkami jsou napt. vzduch, CO2, NO, ... (Nekula, 2005)

Pozitivni kontrastni 1atky

Naopak pozitivni kontrastni latky jsou pouzivany pro svou vysokou absorpéni

schopnost, coz vede k sytému stinu na snimcich. Tyto pouzivané latky maji vysoké
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protonové Cislo a déli se do dvou skupin na jodové a baryové. (Navratil & Rosina,

2005)
3.8 Lécha

Lécba revmatoidni artritidy zahrnuje rizné moznosti. Mezi né€ patii rezimova opatieni,
fyzikalni 1écba, pohybova 1écba, farmakoterapie a chirurgicka 1écba. Zakladem 1écby je
farmakoterapie, kdy jejich uzivani zpomaluje postizeni kloubd, zlepSuje funkcni

schopnosti a zvySuje kvalitu zivota. (JenSovsky, 2018)
3.8.1 ReZimova opatieni

Nejdalezit€jsi je drzet se zdravého zivotniho stylu. Zdravy Zivotni styl zahrnuje
vyvazenou stravu, ktera je bohat4 na vlakninu z ovoce a celozrnnych potravin. Vysoky
by mél byt i ptijem vitaminu (C, D, B, E) a mineraly (Ca, Mg, Se, Zn). M¢li bychom se
vyvarovat konzumaci prumyslové vyrabénych a balenych potravin, a to zejména
s vysokym podilem tuku, soli a cukru. V piipad¢€ obezity ¢i nadvahy by mél pacient pod
dohledem odborniku zhubnout. V neposledni fadé by nemél byt zanedbavan pohyb.
Naopak pokud je pacient jiz v akutnim stadiu, mél by byt zachovan klid na lazku.

(Machova & Kubatova, 2015)
3.8.2  Pohybova lécha

Pro vétSinu lidi je cvieni velmi bezpecné a jedna se také o vynikajici zpusob, jak
upevnit své zdravi. Pohybova 1é€ba ma rizné zasady. Podle REVMA ligy je dilezité,
aby pohybova 1écba byla vykonavana dlouhodobé€, méla by byt progresivni, ale zaroven
by neméla zvySovat bolest a unavu. Je dulezité zminit, ze pohybova lécba neni vhodna
pfi nahlém zhorSeni zanétlivého procesu, u zavaznych kloubnich zmén, pfi zavazném
postizeni vnitfnich organti a pii hofecnatych stavech. Cilem pohybové 1écby je zlepsit
hybnost, stabilitu kloubd, zvysit svalovou silu, omezit ranni ztuhlost a zvySovat

snasenlivost zatéze. (Miillerova, 2019).
3.8.3 Fyzikalni lecba

Dalsi moznosti 1écby je tzv. fyzikalni 1écba, ktera ma rizné moznosti provedeni.
Muzeme sem zaradit termoterapii, elektrolécbu a vodolécbu. Termoterapie aplikuje
teplo ¢i chlad k 1é¢be bolesti, otoku a svalovych kieci. Zlepsuje hojeni tkani a usnadiuje

pohyb a funkci. Zatimco elektrolécebné procedury zmiriuji bolesti, zlepsuji svalové
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funkce, ale navic 1 snizuji zanét. Pfi této 1écbé je nejCastéji vyuzivana elektricka
stimulace, laser, ultrazvuk a diatermické kratké viny. Posledni moznosti fyzikalni 1écby
je vodolécba, kterou je vhodné zaradit ve stadiu remise. Moznosti vodolécebné

procedury jsou vifivé koupele a cviceni v bazénu. (Navratil, 2019)
3.8.4 Farmakoterapie

Mame mnoho moznosti farmakoterapie. Jednou ztéchto moznosti jsou nesteroidni
protizanétlivé léky (NSAID), kdy tato skupina 1ékti pomaha snizovat zanét a bolest
spojenou s RA. Jako priklad této skupiny si muzeme uvést ibuprofen, naproxen

a diklofenak. (Pavelka, 2005)

Skupina 1éku, které maji podobné vlastnosti funkce v téle jsou kortikosteroidy. SlouZzi
tedy ke snizovani bolesti a k tlevé zanétu. Tento typ 1€k je podavan oralné nebo
injekéné do postizenych kloubti. Dlouhodobé uzivani mize mit vedlejsi G€inky, a proto
jsou obvykle pouzivany v kratkodobych cyklech nebo v nizsich davkach. Prikladem této
skupiny je prednison. (Pavelka et al., 2014)

Nejzasadn€jsi skupina pro 1écbu RA jsou tzv. léky modifikujici pribéh onemocnéni
(DMARD). Schopnost této skupiny 1€kt je potlatovat imunitni odpovéd a pomaha
snizovat zanét a zpomalit progresi RA. Prikladem této skupiny 1éki je methotrexat,
sulfasalazin a hydroxychlorin. Do DMARD jsou fazeny 1 léky biologické 1écby (napt.
infliximab, adalimumab, ...). (Ruediger & von Kempis, 2010) Jsou to 1éky, které jsou
vyrobeny z lidskych proteini a cilené zasahuji do imunitniho systému a blokuji
zanétlivé procesy. Infliximab a adalimumab jsou tzv. TNF-alfa inhibitory, naopak
tocilizumab je inhibitor IL-6 a rituximab je inhibitorem B-lymfocyti. Tyto 1éky jsou
Casto rezervovany pro pacienty, u nichz nebyly ucinné standartni DMARD. (Acton,

2012)

Nov¢jsi tfidou 1€kt jsou inhibitory Janus kinazy (JAK-inhibitory). Tyto 1éky blokuji
urCité signalni cesty v téle spojené se zanétem. Patii sem léky jako tofacitinib

a baricitinib. (Zampeli & Moutsopoulos, 2020)

Mimo vyse uvedené 1éky, muzeme v posledni fadé nasadit 1éky pro symptomatickou

ulevu, jako jsou analgetika a Iéky proti zaludecnim viedim. (Lanas, 2016)
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3.8.5 Chirurgicka lécha

Chirurgické moznosti 1écby revmatoidni artritidy jsou obvykle zvazovany, pokud
farmakoterapie a jiné nechirurgické postupy neptinaseji dostateCnou ulevu nebo pokud
je postizeni kloubl tak pokrocilé, Zze zpusobuje zavaznou funkéni omezenost nebo
bolest. Mezi chirurgické moznosti 1écby patfi: artroskopie, synovektomie, artroplastika,

faze kloubti a opravy deformit. (Némec, 2022)

Artroskopie vyuziva tenké trubiCky skamerou a malymi chirurgickymi néstroji
k vySetieni nebo opravé poskozeného kloubu. Tato metoda je pouzivana k diagnostice
nebo opravé mensich poskozeni kloubt zpusobenych RA. Pfi synovektomii dochazi
k odstranéni ¢asti synovialni membrany, ktera je zanicena. Tento zakrok muze snizit
zanét a bolest v poskozeném kloubu. (Dungl, 2014) Artroplastika, u nas spiSe znama
jako kloubni néhrada, je zakrok, pti kterém se odstrani poskozené ¢asti kloubu a nahradi
je umélou nahradou. Tento postup se obvykle provadi u pokrocilé revmatoidni artritidy,
ktera vazné omezuje pohyb a zpusobuje bolest. Dalsi moznosti chirurgické zasahu do
téle je fuze kloubu. Pii tomto zakroku se spoji dveé kosti, tak aby se zablokoval pohyb
v postizeném kloubu. Tento postup se muze provadét u pacienti s pokrocilou
revmatoidni artritidou, ktera zplisobuje nestabilitu nebo deformity kloubt. Pokud
revmatoidni artritida zptusobi deformity kloubti, muZze byt nutna chirurgicka oprava
téchto deformit. To muaze zahrnovat osteotomii nebo osteosyntézu. Pii osteotomii se
jedna o fezani do kosti, tak aby se zménila jeji stavajici poloha. K upevnéni kosti v nové
poloze naopak aplikujeme osteosyntézu za pouziti Sroubll, desek anebo drati. (Némec,

2022)
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4 Bechtérevova choroba

Bechtérevova choroba, znama také jako ankylozujici spondylitida (AS), je chronické
zanétlivé revmatické onemocnéni, které postihuje predevsim patet a klouby. Jedna se
o typ spondylartritidy, kdy presnéji je fazena mezi séronegativni spondylartritidy.
Séronegativita oznacuje, ze u onemocnéni nebude v krevnim séru diagnostikovan RF.
(Mauro et al., 2021) Vyznacuje zanétem patefe a kloubl, coz muze vést k bolesti,
omezeni pohybu a v nékterych pfipadech k postupnému spojovani kosti oznacovano
jako ankyloza. Toto onemocnéni muze postihnout i dalsi klouby, jako jsou klouby kycli,
ramen, nebo kolenni a muze byt spojeno s dal§$imi projevy, jako jsou zanéty oci
(uveitida) nebo zanéty stfev (enteritida). Bechtérovova choroba ma genetickou
predispozici v antigenu HLA-B27. Objevitelem se stal Vladimir Nikolajevi¢ Bechtérev,
ktery byl ruskym psychiatrem a neurologem. (Hwang et al., 2021)

4.1 Epidemiologie

AS se vyskytuje u 1,1-1,4 % populace Zemé. Vyskyt je spojen s frekvenci vyskytu alel
HLA-B27 v dané populaci. Jako priklad si mizeme uvést jizni Afriku a Japonsko, kde
vyskyt HLA-B27 je stejné nizky jako nizky vyskyt AS. Naopak v Evropé sledujeme, ze
ve skandinavskych statech (Norsko, Dansko, Svédsko) je vyskyt AS vyssi nez v jinych
zemich. V roce 2014 byla zjisténa prevalence v EU 23 nemocnych na 10 tisic obyvatel.
Nejvice osob trpicich touto chorobou je v arktickych a subarktickych oblastech Evropy
a Ameriky. (Golder & Schachna, 2013) AS se vyskytuje u obou pohlavi, ale u muzi se
onemocnéni vyskytuje Castéji (7-10:1) a jsou tedy ohrozenéjsi skupinou. Projev AS je
v mlad§im véku, a to zejména v rozmezi 20-30 let. Vzacny muze byt projev pozdéjsi
nez v tomto rozmezi, kdy se choroba diagnostikuje az nékolik let po svém vypuknuti.
Tato nemoc muze vypuknout i v adolescentnim véku a je pak oznaCovana jako juvenilni

ankylozujici spondylitida. (Hwang et al., 2021)
4.2 Etiologie

U AS neni pfi¢ina onemocnéni zcela objasnéna, ale je znamo, které faktory jsou
schopny ovlivnit vznik této choroby. Mezi tyto faktory fadime zejména vrozené
dispozice. Jako vedlejsi faktory muzeme zminit pohlavi a vnéjsi prostiedi. Presny
mechanismus, kterym zac¢ina AS, je s nejvetsi pravdépodobnosti slozity

a multifaktorialni. (Mauro et al., 2021)
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Na rozdil od jinych systémovych autoimunitnich onemocnéni hraje u AS dominantni
roli vrozeny imunitni systém, ktery je charakterizovan aberantni aktivitou vrozenych
a vrozené imunité podobnych bunék, véetné y a 8 T lymfocytli, vrozenych lymfoidnich
bunék skupiny 3, neutrofili, slizni¢nich invariantnich T lymfocytl a zirnych bunék,
v mistech predisponovanych k onemocnéni. Je znamo, ze HLA-B27 ma silnou asociaci
s timto onemocnénim, ale na vzniku onemocnéni se podileji i dalsi geny. (Chen et al.,

2017)

Pohlavi je neovlivnitelny faktor, ktery na AS ma ur€ity vliv. Neni znamo proc, ale AS
se objevuje Castéji u muzi nez u zen. Avsak na druhou stranu, u Zen se vyskytuje Casteji
neradiograficka forma AS, ktera vyrovnava pocet nemocnych mezi pohlavimi. U muzi
se vSak mohou rychleji vyvinout kostni zmény na SI kloubech a patefi. (Mauro et al.,

2021)

U AS nebyl zadny zevni faktor jasné prokazan a spojen stimto onemocnénim, ale
predpoklada se, ze nékteré stievni infekce muze ovlivnit vznik onemocnéni. Stfevo se
podili na projevech onemocnéni, protoze je v popredi interakce mezi slizni¢nimi
imunitnimi burikami a stfevni mikroflorou. Podobné by se na patogenezi kloubnich
projevi AS mohly podilet i biomechanické faktory, jako je entezalni mikrotrauma,
a sentinelové imunitni buriky umisténé v entezich by mohly poskytnout spojeni mezi
lokalnim poSkozenim, genetickou predispozici a rozvojem chronického zanétu. (de

Castro, 2007)
4.3  Hlavni histokompatibilni systém

Hlavni histokompatibilni systém (MHC) je skupina gentd, které koduji proteiny
nachazejici se na povrchu bunek, které poméhaji imunitnimu systému rozpoznavat
cizorodé latky. Proteiny MHC se vyskytuji u vSech vysSich obratlovci. U cloveka se
tento komplex nazyva také systém lidskych leukocytarnich antigent (HLA). (Howell, et
al., 2010)

Existuji dva hlavni typy proteinovych molekul MHC - tfida 1. a tfida II. Molekuly
MHC 1. tfidy pokryvaji membranu kazdé jaderné buriky v organismu, zatimco molekuly
II. tfidy jsou omezeny na profesionalni buiky prezentujici antigen, kde jsou
konstitutivné exprimovany, ale mohou byt také indukovany na jinych burkach

interferonem y. U cClovéka jsou tyto molekuly kodovany nékolika geny, které jsou
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seskupeny ve stejné oblasti na chromozomu 6. (King et al., 2006) Kazdy gen ma
neobvykle velky pocet alel (alternativnich forem genu, které produkuji alternativni
formy proteinu). V dasledku toho je velmi vzacné, aby dva jedinci méli stejnou sadu
molekul MHC, které se souhrnné nazyvaji tkanovy typ. MHC obsahuje také fadu gent,
které koduji dalsi proteiny — naptiklad proteiny komplementu, cytokiny a enzymy, které

se nazyvaji molekuly MHC III. tfidy. (Dupont et al., 2012)
4.3.1 HLA-B27

Lidsky leukocytarni antigen (HLA) B27 je povrchova molekula I. tfidy kddovana
lokusem B v hlavnim histokompatibilnim systému (MHC) na chromozomu 6
a pfedstavuje antigenni peptidy odvozené od vlastnich i cizich antigend pro T-
lymfocyty. Alomorf B27 je jednou z nejcastéjSich alel B v europoidni populaci. Hlavni
piirozenou funkci HLA-B27 je prezentace endogennich (tj. intracelularnich) peptida
T-lymfocytim, prevazné T lymfocytarnimu receptoru pro antigen (TCR) cytotoxickych
T-lymfocytd. HLA-B27 je silné spojena s AS a dal§imi pfidruzenymi zanétlivymi
onemocnénimi, jako je psoriatickd artritida, zanétlivé onemocnéni stfev a reaktivni
artritida. (Bowness, 2015) Mechanismus, jakym HLA-B27 zpasobuje onemocnéni, neni
znam. HLA-B27 muze CD 8 pozitivnim T lymfocytim predkladat artritogenni peptidy,
ale B27 muze také nabyvat aberantnich forem jak v endoplazmatickém retikulu, tak na

povrchu bungk, pfiemz obé tyto formy mohou stimulovat zanét. (de Castro, 2007)
4.4 Patofyziologie

Spojeni HLA-B27 s ankylozujici spondylitidou, chronickym zanétlivym onemocnénim
axialniho skeletu, a dal§imi spondyloartropatiemi patii mezi nejsiln€js$i spojeni antigenu
MHC s jakymkoli onemocnénim. Presto ziistava zaklad této asociace neznamy. Jsou
znamé tii hlavni hypotézy tykajici se patogenetické role HLA-B27. Zaméfuji se na tii
molekularni vlastnosti této molekuly: (1) jeji peptidovou specifitu, (2) pomalé skladani
a tendenci k chybnému skladani a (3) schopnost tvofit kovalentni homodimery tézkych
fetézcu, které jsou schopny rozpoznavani leukocytarnimi receptory. (de Castro, 2007)
Na zakladé peptidové specifity by spondyloartropatie byly vyvolany autoimunitou T-
bunék proti vlastnimu ligandu HLA-B27 vyvolanému zkiizené¢ reagujicim cizim
antigenem. Chybné slozeni HLA-B27 by vyvolalo onemocnéni aktivaci zanétlivych
drah po indukci stresu endoplazmatického retikula, tedy nezavisle na prezentaci

antigenu. (Brown et al., 2016) Rozpoznavani homodimert tézkych fetézca receptory
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leukocyti by se mohlo podilet na onemocnéni prostfednictvim imunomodulace
vrozenych i adaptivnich odpovédi na artritogenni patogeny. Zadna z t&chto hypotéz
zatim nedokaze uspokojivé vysvétlit patogenezi spondyloartritid. Predpoklada se, ze
patogeneticka role HLA-B27 bude nakonec vysvétlena prostiednictvim globalniho
pochopeni jeji biologie, v némz se predpoklada, ze rizné vlastnosti této molekuly jsou

vzajemné zavislé na svém prispévku k onemocnéni. (de Castro, 2007)
4.4.1 Prezentace artritogennich peptidi

Po zjisténi, ze imunologickou funkci molekul MHC 1. tiidy je vazat peptidy pochazejici
z intracelularnich proteint, bylo navrZeno, Ze spondyloartritida mize byt zpusobena
tim, ze HLA-B27 vaze peptid pochazejici z mikroorganismu a vyvolava odpovéd CDS8
pozitivnich T lymfocyt zkfizené reagujici s kombinaci B27/peptidu. Dale prokazali, ze
HLA-B27 je schopna vazat peptidy na povrchu bunék. Tento proces nyni cCasto
nazyvame molekularni mimikry, ackoli, coz je ponekud matouci, termin molekularni
mimikry byl dfive zaveden v souvislosti s B27 k popisu procesu, kdy patogenni faktor

modifikoval B27 tak, aby se stal antigennim a vyvolal odpovéd autoprotilatek.

(Schittenhelm et al., 2015)

4.4.2 Exprese volnych forem téZkého retézce HLA-B27, véetné homodimeri, na

povrchu bunék a jejich rozpoznavani imunoreceptory rodiny NK

Schopnost HLA-B27 tvofit homodimery bez B2m, s disulfidovou vazbou Cys67 (B272)
byla poprvé pozorovana pii pietvoreni rekombinantniho HLA-B27 in vitro. Nékolik
forem volného tézkého fetézce B27 (FHC), vcetné B272, je také exprimovano na
povrchu bunék po endozomalni recyklaci heterotrimeri. Schopnost B27 vytvaret
disulfidové vazby prostfednictvim neparového cysteinu v poloze 67 je pro molekuly
HLA 1. tfidy velmi neobvykla a dilezita pro expresi homodimeri na povrchu bunék,
ackoli bylo prokazéano, ze B27 1 dalsi alotypy HLA jsou za vhodnych podminek
schopny homodimerizace, pficemz byla prokazana uloha jinych cysteinovych zbytka.
B272 a FHC se na povrchu bunék vazou na receptory vrozené imunity na T-
lymfocytech, NK a myeloidnich butikach. (Kollnberger, 2016) Patii mezi né receptory
zabijackych imunoglobulini KIR3DL1, KIR3DL2 a LILIRB2 u lidi a parové
imunoglobulinové receptory (PIR) hlodavcl. Specifi¢nost vazby B272 a B27 FHC pro
tyto receptory se lisi od specificnosti heterotrimernich komplexti HLA-B27, které sice

vazou KIR3DL1 a LILRB2, ale jsou také ligandy pro LILRB1, ale nevazou KIR3DL2
30



s vyznamnou afinitou. Kromé toho se B272 a FHC vazou s vyS$si afinitou nez jiné
ligandy jak na LILRB2, tak na KIR3DL2. Interakce KIR3DL2/B27 mize mit
prozanétlivé ucinky na NK 1 T lymfocyty a je spojena s fenotypem Th17 u AS. (Chen et
al., 2017)

4.4.3 HLA-B27, reakce na nesloZené proteiny a reakce endoplazmatického retikula

na stres

HLA-B27 je schopen vyvolat zanétlivou stresovou reakci ER, alternativni dikazy vSak
tento mechanismus vyvraceji jako dulezity patologicky mechanismus pii vzniku
spondyloartritidy. Ve studiich na transgennim modelu B27 u potkant tak vneseni
dalSich kopii lidského genu f2m snizilo chybné skladani B27 a kolitidu, zatimco zvySilo
vyskyt a zavaznost artritidy. Studie tkani pacienti s AS presveédCivé neprokazaly
pritomnost stresu ER v souvislosti se zanétem, s vyjimkou jedné studie, ktera prokazala

zvySenou regulaci GRP78 v perifernich kloubech pacient s AS. (Antoniou et al., 2019)

HLA-B27 je tedy schopen nespravného skladani ER a stimulace stresu ER a reakci na
neslozené proteiny in vitro a na zvifecich modelech. V soucasné dobé je vSak pro to

pomérn€ malo ptimych dikazi u lidské spondyloartritidy. (Navid & Colbert, 2017)
4.5 Klinicky obraz

Onemocnéni AS se projevi nejcastéji bolesti a ztuhlosti patefe, hrudniku, ¢i kloubud
hornich a dolnich koncetin. Bolest zas potka kazdého cloveka alesponi jednou za zivot,
v mladi nebo rané dospélosti. Nejcastéjsim projevem bolesti zad je v oblasti dolnich zad
a sméfuje az k bolesti hyzdi. Ranni ztuhlost, kterd je pfitomna u tohoto onemocnéni,
muze trvat rizn€ dlouhou dobu, a to tfeba i vice néz dvé hodiny. (Pavelka et al., 2018)
Postupné vyvijejici zmeény na patefi vykazuji zménu na postoji a pohyblivosti
nemocného. Zménami se rozumi srustani obratlt, coz vede k ohybani patete dopiedu
avyvinuti hyperkyfozy. Problém v dlouhodobém trvani nemoci je, Ze Clovék neni
schopny v predklonu sebrat predmét. Srostla patef tedy je schopna branit v otaceni,

uklanéni nebo zaklanéni. (Levitova & HuSakova, 2018)

Veskeré klouby mohou byt zasaZzeny zanétem, ale byva tomu tak nejcast€ji u kloubu
dolnich koncetin. Postizené byvaji zejména kycelni klouby, kde muze dojit

k novotvorbé kosti, zuzovani kloubni §térbiny, coz muze vést k jejimu tplnému zaniku.
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Projevem zanétu kycCelniho kloubu je bolest v tiisle a mize se Sifit az na vnitini stranu
stehna. Pfi neléCené AS dochéazi k omezeni hybnosti, kdy ohnuti a natazeni kycle je
stale t&€zSi. Svaly, které se vyskytuji okolo ky¢le chabnou a zkracuji se, coz ma za
vysledek poruSeny stoj s pokrenymi dolnimi koncetinami, a proto tito lidé maji

obtiznou a namahavou chuazi. (Calabro et al., 2012)

Kdyz se posuneme o kus dale na dolni koncetin€, AS se miZze projevit i zanétem
kolenniho kloubu, ktery byva provazen bolesti a otokem. Pii pohmatu 1ze nahmatat
rezistenci v podkolenni jamce, kdy se jedna vychlipku synovie oteklého kloubu. Okolni
svaly se stejné€ jako u kycelniho kloubu mohou zkréatit a oslabit. Vysledek je podobny
jako u zanétu kycelniho kloubu. Dochazi ke kulhani a obtizim pfi chizi. Stejné tak se
mohou objevit i zandty v hleznech a drobnych kloubech nohy. Casto byvaji piitomny
problémy pii chizi, které jsme schopni pozorovat v bolestivém doslapnuti. (Asim Khan,
2023) Na horni koncetiné se AS projevuje méné Casto. Kdyz se vSak zde projevi, je to
v ramennim kloubu. U ramene pocituje pacient bolest jak v klidu, tak i na pohmat.

Rameno je vétSinou oteklé a pohyb byva omezeny. (Braun& Sieper, 2011)

Dal§im projevem byva bolest v oblasti hrudniku. Jsou velmi nepfijemné a objevuji se na
predni strané hrudniku v rozpolozeni, kde se zebra spojuji s hrudni kosti. Potize se
vyviji postupné, ale bolest miize nemocny pocitovat jak v klidu, tak pfi jemném dotyku,

anebo 1 pfi kasli. (Braun & Sieper, 2011)
4.5.1 Mimokloubni projevy

Pii AS muzeme narazit na fadu mimokloubnich projevi. Vzhledem k tomuto
zanétlivému onemocnéni je Casté, ze nemocni pocituji inavu a mohou mit potize se
spankem a zménami nalady. Jsou vice citlivy ke stfevnim a pohlavnim infekcim.

(Levitova & HuSakova, 2018)

Velmi Casty projev mimokloubniho projevu je zanét duhovky, presnéji piedni uveitida.
Vyskytuje se az u 40 % nemocnych. Projev uveitidy je zarudnuti a bolest oka.

Nasledkem toho byva zhorSené vidéni a nesnasenlivost svétla. (Braun & Sieper, 2011)

Dals$im méné Castym projevem je lupenka neboli psoriaza, ktera se mize rozvinout
u 10 % trpicich AS. Jsou pfitomny zmény na kuazi, ale i na nehtech i ploskach nohou.
(Asim Khan, 2023) AvSak nejCastéjSim mimokloubnim projevem byvaji zanétlivé

zmeény stfeva, které se objevuji az u 50 % nemocnych. Ale celkovy obraz Crohnovy
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choroby a ulcerdzni kolitidy se rozvine jen u poloviny. Nejcastéjsimi ptiznaky je prijem
a ubyvani na vaze. Nemocni si musi dat pozor na prujem s piimési krve, ktery mize byt
naznakem vyvinuti zavazného stavu. Dochazi pak ke zméndm wvnitfniho prostredi

organismu, které mohou nebezpecné pacientovu zdravi. (Levitova & Husakova, 2018)

Jsou znamy 1 vzacné mimokloubni projevy jako postizeni srdce, ledvin, plic
a neurologické obtize. Postizeni srdce se muZze projevit zanétem aorty, zanétem
srdecniho svalu a poruchou srdecnich chlopni. Miazeme tak pozorovat bolest na
hrudnik, zadychavani a snizenou toleranci zatéze. Mohou byt pfitomny i1 poruchy
srdeCniho rytmu. Infarkt myokardu se objevuje 4krat Castéji u nemocnych s AS nez

u zdravych lidi. (Asim Khan, 2023)
4.6 Kritéria diagnostiky

Diagnosticka a klasifikani kritéria pro AS se zaméfuji na rentgenové nalezy
sakroileitidy, coz jsou kostni eroze, skleréza nebo zmény v kloubni §térbin€. Tato
onemocnéni jsou dusledkem dlouhodobého zanétu, a proto je dilezité je identifikovat
co nejdiive. Prvni klasifikacni kritéria AS byla vypracovana na zakladé rentgenovych

zmén, a to jiz v 60. 20. stol. (Tabulka 3) (Senolt, 2011)

Tabulka 3, Rentgenova stadia podle strukturalnich zmén sakroiliakalniho kloubu

0. stadium Norm4lni nélez

1. stadium Neurcité zmény

2. stadium Minimalni abnormality (eroze, sklerdza)
nepostihujici §ifi kloubni §térbiny

3. stadium Definitivni sakroileitida s rozsifenim nebo zdzenim
kloubni Stérbiny

4. stadium Kompletni ankyléza v kloubu

Zdroj: (Senolt, 2011)

Modifikovana byla v roce 1984 v New Yorku. (Tabulka 4) New yorska klasifikacni
kritéria vyzaduji splnéni nejméné jednoho klinického ptiznaku choroby a RTG prukaz

sakroileitidy. (Levitova & Husakova, 2018)
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Tabulka 4, Prikaz pokrocilého stadia nemoci

Klasifika€ni kritéria Rentgenové kritérium

Bolest a ztuhlost dolnich zad trvajici déle
nez 3 mésice, ktera se zlepSuje cvicenim,

ale nev klidu Sakroileitida stadia = 2 bilateralné nebo 3-
4 unilaterdlné

Omezena hybnost bederni patere ve
frontalni a sagitalni roviné

Omezena expanze hrudniku

Definitivni diagnoza ankylozujici spondylitidy zahrnuje rentgenové kritérium + alespon 1
klinické kritérium
Zdroj: (Levitova & Husakova, 2018)

Puvodni kritéria zahrnovala rentgenové zmeény, ale vzhledem k potiebé Casné diagnozy
se nyni upfednostiiuje MRI, které dokaze detekovat i pocateCni stadia onemocnéni.

(Levitova & HuSakova, 2018)

Nova diagnostickd kritéria kombinuji pozitivitu antigenu HLA-B27 a nélezy
sakroileitidy na MRI. Takova kombinace umoziuje identifikaci pacientli s axialni
spondylartritidou v rané fazi. Klinické pfiznaky, jako je zanétliva bolest zad, entezitida,
artritida atd., dale podporuji diagnézu. Tyto nova kritéria nezastupuji puavodni
diagnosticka, ale poskytuji nastroj k detekci onemocnéni v Casnych stadiich a zahajeni

vhodné 16¢by u pacientd s vaznym prib&hem onemocnéni. (Senolt, 2011)
4.7 Diagnostika

Diagnostikovat AS neni vzdy jednoduché, jelikoz obtize jako bolest zad, kloubt a rizné
zanéty napt. o€i nejsou piimo specifické. V ptipadé opakovanych potizi lékat zacina
s klinickym vySetfenim, které se poté dopliiuje o zobrazovaci metody a laboratorni

vySetieni. (Levitova & Husakova, 2018)
4.7.1 Klinické vySetieni

Lékar zacina rozhovorem s pacientem, kdy zji§tuje rodinnou, osobni, gynekologickou,
pracovni, socialni a farmakologickou anamnézu. V tomto pohovoru Iékar zjistuje také
odkdy se zacali projevovat pfiznaky AS a zda se zdravotni stav pacienta zlep$il i
zhorsil. Tento rozhovor je dulezity k vylouceni jinych revmatickych onemocnéni
ajinych pfi¢in pacientovych obtizi. Lékar dale pokracuje vySetfenim pohybového
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aparatu. Pri téchto vySetfenich se Iékar zaméfuje na rozvijeni patefe ve tiech rovinach,

sakroiliakalni klouby a expanzi hrudniku.

Jedna se o vysSetfeni jako je napt. VySetieni axialni pohyblivosti, Menneliv manévr,
Schoberova vzdalenost, Forestierova fleche, lateroflexe a expanze hrudniku. Podrobnéji

jsem popsal vystreni axialni pohyblivosti a expanze hrudniku. (McVeigh et al., 2006)

VySetieni axialni pohyblivosti

K tomuto vySetfeni se pouziva index BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis Metrology
Index). Jedna se rychly a jednoduchy zpiisob, pficemz pro vypocet se pouziva vypocet
desetibodového skore. Cim vyssi je skore, tim vys§i je poskozeni. U BASMI vyuzivame
meéfeni 5 klinickych parametrt, které odrazeji axialni pohyblivost. Prvnim parametrem
je méfeni vzdalenosti tragus (vybézku na uchu) ke sténé, pfiCemz je pacient opfen

hlavou o sténu.

Druhym parametrem je rotace kréni patefe. Tretim je pohyblivost bederni patefe do
predklonu, kdy se jedna o tzv. modifikovanou Schoberovu distanci. Ctvrtym klinickym
parametrem jsou uklony bederni patefe, tedy lateroflexe. Patym je maximalni
vzdalenost mezi vnitfnimi kotniky pfi unozeni tzv. maximalni intermaleolarni distance.

(Ceska, 2010)

Expanze hrudniku

Fyzikalni vysetfeni expanze hrudniku je dilezitou soucasti klinického hodnoceni plicni
funkce a respiracnich problémi. Béhem tohoto vySetieni 1ékai nebo zdravotnik pozoruje
a hodnoti schopnost pacienta rozsifovat hrudnik pfi nadechu a stahovat ho pfi vydechu.
Zde je né€kolik klicovych bodu, které jsou bézné sledovany: symetrie expanze, rozsah
expanze, hloubka dechu, frekvence dechu a pfitomnost pfipadnych anomalii. Expanze

hrudniku by mél minimélné méfit S cm. (Haladova & Nechvatalova, 2010)
4.7.2 Zobrazovaci metody

Jsou provadény za ucelem potvrzeni patologie pohybového systému na kostech

a kloubech.
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RTG

Princip RTG popsén vyse. Pii podezieni na AS se provadi RTG patefe a SI skloubeni.
Jednotlivé patologické zmeény se objevuji diky probihajicimu zanétu. Zmeény, po kterych
se patra, jsou srusty obratlt jinak znamych jako syndesmofyty. Kdyz jsou pfi klinickém
vySetieni nalezeny i zmény hornich adolnich koncetinach je proveden i RTG koncetin.
Z preventivniho hlediska se provadi i RTG plic, které by mohl souviset s AS anebo
pozdéji ovliviiovat 1é€bu. (Malikova, 2022)

SONO

Sonografické vysSetfeni vyuziva ultrazvuku k vizualizaci vnitfnich organt a tkani téla.
Jedna se o neinvazivni metodu, ktera nepotiebuje zadnou specialni piipravu. Pfi tomot
vySetieni se vyuziva sondy, ktera vysila ultrazvukové viny. Ultrazvuk prochazi tkanémi
a odrazi se od riznych struktur v téle. Navrat odrazenych vin je zachycen senzory

v sond¢ a zpracovan do obrazu na monitoru. (Janik, 2011)

U AS se provadi v pripade€, ze klouby nebo upony Slach ke kostem jsou bolestivé, ale
neni prokazan otok kloubu. SONO prokazuje, zda je zanét pfitomen ve zkoumané tkani.

(Janik, 2011)

Magneticka rezonance

MRI (Magnetic Resonance Imaging) je pokrocila diagnosticka metoda v medicing, ktera
vytvaii detailni obrazy vnitinich struktur té€la pomoci silného magnetického pole
a radiovych vin. Princip MRI je zaloZen na umisténi pacienta do silného magnetického
pole, kde je vystaven kratkym impulziim radiovych vin. Atomova jadra vodiku v téle
reaguji a vysilaji signaly. Tyto signaly jsou zachyceny anténou v MRI zafizeni
a zpracovany do obrazi pomoci pocitate. Diky tomu lze vytvofit podrobné az
vrstevnaté obrazy vnitinich struktur téla, které 1ékari pouzivaji k diagnostice a sledovani

onemocnéni. (Navratil & Rosina, 2005)

MRI je u AS pouzivana, pokud na RTG nejsou zobrazeny typické zanétlivé zmény.
Nejcastéji se provadi vySetieni SI skloubeni, ale mize byt pouZito i ke zobrazeni patete,

aby se vyloucili jiné piiciny bolesti zad. (Navratil & Rosina, 2005)
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4.7.3 Laboratorni metody

Biochemické a hematologické metody

CRP, FW — Pii podezieni na AS se v prvé fadé provadi stanoveni nespecifickych
zanétlivych parametri CRP a FW. CRP parametr se oznaCuje jako zvySeny, kdyz
dosahne hodnoty vyssi nez 5 mg/l. U FW je dulezité zohlednit vék nemocného, protoze
s vys§im vékem se sedimentace zrychluje. Jelikoz se jedna o nespecifické markery, je
dilezité zminit, ze tyto parametry nejsou zvySené jen u AS, ale i u jinych infekcnich

onemocnénich. (Racek, 2006)

Imunologické metody

Prutokova cytometrie — Mizeme pouzit stejn€ jako u RA provést stanoveni HLA-B27
antigenu pomoci imunologické metody pratokové cytometrie. Stanoveni je zalozeno na
expresi antigenu HLA-B27 monoklonalnimi protilatkami. V pfipad€, ze je test pozitivni,
provadi se test zkiizené reaktivity pomoci HLA-B7. Materidlem na vySetfeni je
nesrazliva krev, kde antikoagulaénim cinidlem je EDTA nebo heparin. (Hofejsi &

Bartiiikova, 2009)

Genetické vySetieni

HLA-B27 — Genetické vySetieni HLA-B27 neni bézné, ale je mozné. NejCastéji
pouzivana metoda ke genetickému vySetfeni pfitomnosti alely HLA-B27 je real-time

PCR. (Dorak, 2007)
4.8 Lécba

AS je vazné onemocnéni, které neni mozné zcela vylécit. Lécba spociva v kombinaci
farmakologickych a nefarmakologickych metod, pifi¢emz klicovy je aktivni pfistup
pacienta, ktery zahrnuje pravidelné cviceni a dlouhodobou rehabilitaci. Dalezité je
zahgjit 1écbu co nejdiive, aby se maximalizovaly vysledky a zpomalil se vyvoj

onemocnéni. (Levitova & HuSakova, 2018)

Pacienti Casto hledaji jednotnou 1écbu pro AS, ale je nutné pfistupovat k terapii
individualné podle konkrétnich pfiznakl a jejich zavaznosti, typu postizeni (axialni
nebo periferni), pfitomnosti entezitid a dalSich pfiznakti mimo klouby. Je dilezité také

zohlednit vék, pohlavi a dalgi pfidruzena onemocnéni pacienta. (Senolt, 2011)
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4.8.1 Farmakologicka lécha

Pokud jde o 1écbu léky, pouzivané skupiny 1€Civ slouzi k potlaceni zanétlivych reakci
v organismu, potlaceni pfehnané imunitni odpovédi proti vlastnim tkanim a zpomaleni
progrese AS. Tyto zakladni skupiny 1é¢iv zahrnuji nesteroidni antirevmatika (NSA),
imunosupresiva a kortikosteroidy. Specificky vybér 1éki a jejich davkovani je
individudlni a zavisi na zdravotnim stavu kazdého pacienta. Léky jsou pravidelné
upravovany na zakladé vysledkd pravidelnych kontrol a konzultaci s oSetfujicim

lékarem. (Ramiro et al., 2023)
4.8.2 Biologicka lécha

V soucasné dobé je biologicka 1é¢ba pomoci inhibitort tumor nekrotizujiciho faktoru-
a (TNF-a) vyznamné rozvijena. Tato 1é¢ba zahrnuje pouziti nékolika riznych pfipravki,
jako jsou infliximab a etanercept, které cilené potlacuji abnormalni imunitni reakci, coz
je hlavni pfi¢ina AS. Pro nasazeni této 1écby musi pacient spliovat urcita kritéria. (Xie

et al., 2021)

Biologicka 1écba muze vyznamné zmirnit jednotlivé ptiznaky AS a zpomalit postup
onemocnéni, coz vede k navratu pacienta do normalniho zivota bez neustalé bolesti.
Navic minimalizuje vyskyt nezadoucich ucinki, které jsou obvyklé u nékterych jinych
1ékt, jako jsou imunosupresiva. Efektivitu této terapie je vSak nutné pravidelné
sledovat. Mezi vyhody biologické 1éCby patii rychly nastup ucinkd, cilené pusobeni
a prokazatelné pozitivni vysledky, které mohou zastavit nebo alespoil zpomalit progresi

onemocnéni. Nevyhodou je omezena dostupnost této 1écby. (Jang et al., 2021)

Krom¢ inhibitort TNF-a se také studuje a vyuziva biologicka 1écba cilena na inhibici
interleukinu-17 (IL-17), ktery hraje roli v patogenezi AS. Tyto léky také nabizeji novou

nadé&ji v 1écbe tohoto onemocnéni. (Xie et al., 2021)
4.8.3 Razovd vlna

Lécba pomoci razové viny sice neni schopna zastavit ani zpomalit pribéh onemocnéni,
ale mize poskytnout pacientim caste¢nou tlevu od bolesti. Béhem této terapie jsou na
postizené misto aplikovany specialni hlavice generatoru vysokotlakych impulzi. Tyto

impulzy jsou kratké a intenzivni, coz umoziuje rozruSeni a rozpusténi vapenatych
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usazenin v mékkych tkanich a zlepseni prokrveni v dané oblasti. Tim dochazi ke snizeni

napéti a zmirnéni bolesti. (Senolt, 2011)
4.8.4 Fyzioterapie

Krom¢ klasické 1écby je dilezité zaclenit pravidelnou rehabilitaci a fyzikalni terapii do
léCebného planu, které by meély byt dlouhodobé a idealné denné soucasti zivota
pacienta. Doporuceni 1ékate ¢i fyzioterapeuta by mélo byt vzdy dodrzovano, aby byl
rehabilitani program zaméfen na konkrétni obtize a dosahoval co nejlepsich vysledkd.

(Sharan & Rajkumar, 2017)

Kromé rehabilitace mohou byt také pro zmirnéni obtizi uziteCné profesionalné
provedené masaze a dechova cvi€eni, ktera mohou byt doplnéna tréninkem spravného
drzeni téla a udrzovani flexibility. Dulezité je také, aby pacient pfi usinani zaujimal
spravnou polohu. CviCeni ve vod¢ je dalsi uziteCnou dopliikovou terapii, kterd poméaha

uvolnit napéti a zlepsit pohybovy rozsah. (Dagfinrud et al., 2004)
4.8.5 Chirurgicka lécba

Chirurgicka 1écba AS neni béznou praxi a obvykle se pouziva pouze v piipadech
zavaznych komplikaci, jako jsou deformity patete nebo selhani kloubt, které zptisobuji
vyrazné bolesti nebo omezeni pohybu. Chirurgicka 1écba pfi AS je invazivni a mize
nést rizika a komplikace. Moznosti chirurgické 1écby je oprava deformit patefe, coz
muze zahrnovat pouziti ocelovych tyci, Sroubd, ¢i dratd, aby se patef stala stabilni
a byla ukotvena v pozadované poloze. Dalsi moznosti 1écby je nahrada kloubu. Pokud
AS se rozvine jiz v mladém véku, je mozné predpokladat, ze totdlni nahrada bude

potteba. Jedna se vétSinou o kycelni a kolenni klouby. (Levitova & HuSakova, 2018)
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S Cile prace

1) Teoreticky prehled revmatickych chorob

2) Detekce vybranych typt revmatickych chorob prostfednictvim geneticky
molekularnich metod

3) Vyhodnoceni vysledkt
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6 Metodika prace

Metodicka cast této bakalarské prace probihala v prostorach laboratofi Zdravotné
socialni fakulty, Fakulty zemé&délské a technologické Jihogeské univerzity v Ceskych
Budg&jovicich a laboratoti GENLABS s.r.o. v Ceskych Bud&ovicich. Na fakultach
JihoCeské univerzity jsem pracoval pod odbornym dohledem Ing. Anety Zlamalové.
V laboratoti GENLABS jsem pracoval pod odbornym dohledem Mgr. Dagmar Riegert
Bystiické, Ph.D. jako konzultanta. Pfed zahajenim praktickych casti ve vSech
laboratofich jsem byl sezndmen s vnitfnim fadem laboratoti a BOZP. Béhem
laboratornich praci jsem pouzival ochranné pomicky a postupoval jsem podle

pracovnich postupt dodanych ke komercnim soupravam a dle pokyna vedouci prace.

Cilem praktické prace bylo detekovat vybrany typ revmatické choroby pomoci metod
molekularni biologie. Vybranym typem revmatické choroby byla ankylozujici
spondylitida, vice znama jako Bechtérevova choroba. U tohoto onemocnéni se pomoci
metod molekularni biologie detekuje predispozicni alela HLA-B27. V prabéhu
metodické ¢asti jsem provadél izolaci DNA z bukalnich stért a periferni krve. V dalsi
Casti jsem provadél méfeni koncentraci izolované DNA, po kterém jsem pokroc€il
k samotnému meéfeni real-time PCR. Pro komparaci vysledkli méteni real-time PCR
jsem provedl druhé méfeni pomoci real-time PCR od jiné firmy, Druhou komparaci
jsem provedl pomoci méfeni koncentraci spolu s necistotami na lepSim a spolehlivéjsim

pristroji.
6.1 Vysetiovani probandi

Probandi, ktefi se zuCastnili tohoto méfeni podepsali Informovany souhlas s vySetfenim
vlastni DNA pro nasledny vyzkum Ustavu laboratorni diagnostiky a vefejného zdravi —
,Diagnostika revmatickych chorob pomoci metod molekularni biologie” konkrétné pro
Bechtérevovu chorobu a Informovany souhlas probanda o wvysledcich méfeni.
Zucastnénych bylo 23 probanda (Tabulka 5). Soucasti vySetifovanych probandi byli
probandi, ktefi byli diagnostikovani AS v klinickém zafizeni, probandi
s predispozi¢nimi znaky pro AS a zdravi jedinci. Byla zastoupena ob€ pohlavi a rizné
vékové kategorie. Cast probandd byla odebrana pomoci bukalniho stéru. Bukalni stér si
probandi provadéli sami, pficemz byli pouceni o technice odbé&ru a o chovani pied
odbérem bukalniho stéru. Rizikové chovani pfed odbérem bukalniho stéru je jezeni, piti

a koufeni méné€ nez hodinu pfed samotnym odbérem. U druha casti probandu byla
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vzorkem periferni krev. Odebrani byli v prostorach laboratoti Zdravotné socialni fakulty

JihoCeské univerzity odbornym pracovnikem.

Tabulka 5, Prehled probandt

Proband Pohlavi vék Vzorek Diagnéza
1 Muz 68 BS AS
2 Muz 68 BS AS
3 Zena 62 BS AS
4 Muz 52 BS AS
5 Muz 66 BS AS
6 Muz 67 BS AS
7 Zena 25 PK 274
8 Muz 23 PK 274
9 Muz 33 PK 274
10 Zena 49 PK Z)
11 Muz 38 PK 274
12 Muz 53 PK Z)
13 Zena 67 PK Z)
14 Muz 67 PK Z)
15 Muz 47 PK 274
16 Zena 27 PK 274
17 Muz 24 BS 274
18 Muz 22 BS Z)
19 Zena 22 BS Z)

20 Muz 27 BS 274
21 Zena 50 BS AS
22 Muz 56 BS Z)
23 Zena 39 PK 274

Zdroj: Vlastni

Legenda: BS — bukalni stér, PK — periferni krev, AS — ankylozujici spondylitida, PZ —

predispozi¢ni znaky, ZJ — zdravi jedinec

Kazdy odebrany vzorek byl fadné oznacen Cislem. V piipadé vzorki periferni krve byly
pouzity vakuové zkumavky obsahujici antikoagulacni ¢inidlo K3 EDTA a byli navic
oznaceny podpisem odebirajictho. Vzorky se uchovavali pii transportu v chladni¢kové

teploté 4°C. Poté byly ulozeny do chladnicky, kde byla stabilni teplota také 4°C.
6.2 Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna z bukalnich stért a periferni krve. Pro oba typy vzorka byl

pouzit komercéné vyrabéna izolacni souprava od firmy Generi biotech ,,Kit for isolation
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of DNA from body fluids“. Tento kit obsahoval pytlik se sbérnymi zkumavkami, pytlik
s kolonkami a reagencie: Buffer BL1, Buffer BL2, Wash Buffer BL3, Elution Buffer
BL4, Proteinase K a Proteinase K Buffer (PKB). V prvni puli vzorkd (1-16) jsem
pouzival jiz nacaty izolacni kit. V druhé puli vzorkt (17-23) jsem pouzil kit novy. Oba

izolacni kity byly od firmy Generi biotech.

Driive nez byla zahajena izolace jednotlivych vzorki, musel jsem si pfipravit reagencie.
Jako prvni jsem si musel pfipravit Wash Buffer BL3, do kterého jsem piidal 48 ml 96%
ethanolu. Pfipraveny roztok jsem potom promichal a oznacil, ze byl pfipraven k pouziti.
Druhou reagencii, kterou jsem si pfipravil, byla Proteinase K. Proteinase K je dodavana
v lyofilizované forme, kterou jsem musel rekonstituovat pfidanim 1,35 ml pufru PKB.
Po ptidani jsem roztok fadné promichal a oznacil tak, aby bylo zfejmé, ze je ptipraven
k pouziti. Treti pfipravovanou reagencii byl Elution Buffer BL4, ktery musel byt
predehiaty na 70 °C. Proto jsem si nastavil blokovy termostat na 70 °C a vlozil jsem do

ného Elution Buffer BL4.

Dal§im krokem pfipravy pred izolaci bylo nachystat si stojan pro zkumavky
s odbérovym materidlem a fadn€ oznacit jednotlivé vzorky Cisly 1-23. Pro kazdy vzorek
z bukalniho stéru jsem si pfipravil 3 zkumavky o objemu 1,5 ml (nebyly soucasti kitu),
2 sbémé zkumavky a 1 kolonku. Pro vzorky k izolaci z periferni krve jsem si pfipravil
2 zkumavky o objemu 1,5 ml (nebyly soucasti kitu), 2 sbérné zkumavky a 1 kolonku.

Vsechny pfipravené zkumavky jsem si oznacil Cisly pfislu§nych vzorku.
6.2.1 Izolace DNA z bukalniho stéru sliznice

Do 1,5 ml zkumavek jsem odstiihl vzorek bukalniho stéru, ke kterému jsem nasledné
pridal 200 pl deionizované vody, 200 pl Buffer BL1 a 25 ul Proteinasy K. Poté jsem
kazdy jednotlivy vzorek vortexoval po dobu 20 sekund. Po promichani jsem vzorky
vlozil do blokového termostatu predehiatého na 70°C. Zde jsem vzorky inkuboval
15 minut. Po uplynuti této doby jsem vzorky vyndal z blokového termostatu, a jesté
pred otevienim jsem je kratce promichal na vortexu a stoCil v centrifuze. Pro ukonceni
prvni faze izolace z bukalniho stéru jsem pomoci automatické pipety odpipetoval 1,5 ml
vzorku a prenesl ho do jiné 2 ml zkumavky. Stérovy material se zkumavkou jsem

vyhodil.
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Dale jsem ptidal 210 ul 96 % ethanolu do kazdého vzorku pomoci automatické pipety.

Po ptidani ethanolu jsem vzorky promichal na vortexu a kratce sto€il v centrifuze.

Poté jsem postoupil ke tfetimu kroku samotné izolace. Timto tfetim krokem jsem
navazoval DNA. Na kazdou pfipravenou kolonku, které byly umistény ve sbérnych
zkumavkach, jsem odpipetoval 600 pl vzorku. Poté jsem vzorky vlozil do centrifugy
a stoCil po dobu 1 minuty pfi 11 000 rpm/min. Po stoeni vzorkil jsem sbérnou
zkumavku s filtraitem odstranil a kolonky jsem vlozil do novych pfipravenych sbérnych

zkumavek.

Pokradovanim izolace byl promyvaci krok, pfi kterém jsem na kazdou kolonku
napipetoval 500 pl Buffer BL2. Poté jsem vzorky dal znovu do centrifugy a stocil
I minutu pfi 11 000 rpm/min. Po stoceni jsem tekutinu ze sbérnych zkumavek vylil
a kolonky vlozil zpét do sbémych zkumavek. Déle doSlo k druhému promyvacimu
kroku pomoci Wash Buffer BL3. Napipetoval jsem 600 pl Wash Buffer BL3 na kazdou
jednotlivou kolonku. Poté jsem vzorky znovu centrifugoval, av§ak po dobu 2 minut pfi
11 000 rpm/min. Po centrifugaci jsem sbérné zkumavky s filtraty vyhodil a kolonky

vlozil do ptipravenych a oznacenych 2 ml zkumavek.

Pro ukonceni izolace nasledoval krok elucni, pii kterém jsem na kazdy stfed kolonky
napipetoval 100 pl ptedehratého Buffer BL4 na 70°C. Pokracoval jsem inkubaci po
dobu 1 minuty pfi laboratorni teploté. Po inkubaci jsem vzorky vlozil do centrifugy
a stocil je po dobu 1 minuty pfi 11 000 rpm/min. Poslednim krokem bylo odstranéni
izolacnich kolonek, po kterém mi zbyla ve zkumavkach ¢ista izolovana genomova DNA

ptipravena pro dal§i pouziti.
6.2.2 Izolace DNA z periferni krve

Pred samotnou izolaci DNA z periferni krve jsem odebrany material ve zkumavkach dal
promichat na valivou tfepacku po dobu 10 minut a nechal jsem vzorky vytemperovat na
laboratorni teplotu. Po vytemperovani a dostatecném promichani jsem odpipetoval od

kazdého vzorku 200 ul a premistil do jednotlivych oznacenych 2 ml zkumavek.

Prvnim krokem izolace DNA z periferni krve bylo, ze ke kazdému 200 pl vzorku krve
ve 2 ml zkumavce jsem pfidal pomoci automatické pipety 25 ul Proteinasy K a 200 pl

Buffer BL1. Poté jsem postupoval stejné jako u izolace z bukalniho stéru.
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6.2.3 Meéieni koncentrace DNA

Vzorky, které jsem vyizoloval tak, aby obsahovaly ¢istou genomovou DNA jsem zméfil
na spektrofotometru Colibri v prostorech laboratofi Zdravotné socialni fakulty.

(Tabulka 6)

Tabulka 6, Méfeni koncentraci izolovanych vzorku

Vzorky Koncentrace DNA (ng/pl)
1 48,93
2 37,54
3 17.VI
4 41,03
5 38,68
6 35,24
7 29,74
8 35,09
9 13,74

10 42,84
11 65,31
12 30,56
13 44,24
14 57,86
15 23,33
16 32,18
17 47,98
18 52,65
19 61,37
20 88,12
21 81,34
22 32,19
23 120,84

Zdroj: Vlastni
6.3 Real-time PCR

K detekci jsem vyuzil metodu real-time PCR. Pouzil jsem komercni kit gb GENETIC
HLA-B27 od spole¢nosti Generi biotech. Tento kit umoziuje detekci alely HLA-B27

v genomové DNA. VySetfeni je zalozeno na principu specifické amplifikace alely
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HLA-B27. Piitomnost haplotypu B27 lidského leukocytarniho antigenu, protoze je silné

asociovana s AS. Tato izolacni souprava obsahovala reagencie pro 25 reakci.

Assay qPCR byla vtéto soupravé smés amplifikacnich primer(i, fluorescencné
znaCenych sond specifickych k HLA-B27 a genu POLR2A jako interni pozitivni
kontrole, pufru, nukleotidi a polymerazy. Assay obsahovala specifické sondy pro
detekované sekvence. Pro detekci alel ze skupiny B27 byla sonda znacena
fluorochromem FAM (Aexcrrace = 495 nm, Aemise = 520 nm) a sonda pro interni

pozitivni kontrolu fluorochromem HEX (Aexcrrace = 535 nm, Aemise = 556 nm).

Standardy slouzily jako pozitivni a negativni kontroly k ovéfeni validity analyzy
a nastaveni parametrd k vyhodnoceni. Standard NEG predstavoval alelu HLA-B44,
zatimco Standard POS predstavoval alelu HLA-B27. (Tabulka 7)

Tabulka 7, Slozeni a popis komponent soupravy gb GENETIC HLA-B27

Komponenta Objem (ml) Koncentrace
Assay qPCR HLA-B27 0,4 1,25x%
Standard NEG HLA-B44 0,2 5x10° kopii/pl
Standard POS HLA-B27 0,2 5x10° kopii/pl
Deionizovand voda 1

Zdroj: Vlastni

Pracovni postup pfipravy vzorka pro detekci zacal pfipravou mikrotitraéni desticky,
automatické pipety, Spicek s filtrem a oznaCenych vzorkd spolu s reagenciemi, které
jsem nechal rozmrznout a vytemperovat na laboratorni teplotu. Po rozmrznuti
a vytemperovani reagencii a vzorkd jsem je promichal na vortexu a kratce stoCil
v centrifuze. Detekcni assay jsem rozpipetoval po 16 ul do jamek mikrotitracni
desticky. Do prvni jamky jsem napipetoval pozitivni kontrolu a do druhé jsem
napipetoval negativni kontrolu, pficemz oba objemy pipetovanych kontrol byly 4 ul. Do
dalSich jamek obsahujici assay jsem piidal po 4 ul jednotlivych vzorkt, aby konecny
objem byl 20 pl. Na mikrotitrani desticku jsem dikladné nalepil folii k uzavieni

vzorkd v jamkach a kratce jsem mikrotitracni desticku stocil v centrifuze.

Po vyjmuti mikrotitracni desticky z centrifugy jsem desticku vlozil do cycleru
QuantStudio 6 Flex Real Time PCR Systém od spole¢nosti Applied biosystems. Na
tomto pfistroji jsem nastavil teplotni profil (Tabulka 8). Pro snimani fluorescence jsem

nastavil kandly FAM a HEX. Po nastavovani jsem spustil méfeni.
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Tabulka 8, Nastaveni reakcnich profilt gb GENETIC HLA-B27

Faze Teplota cas Cykly
PocCateCni denaturace 95°C 180s 1x
Denaturace 95°C 10s
. + +ani , 50x
Annealing + elongace (+snimani 60°C 20's
fluorescence)

Zdroj: Vlastni

Po ukonceni méfeni jsem analyzoval vysledky. Nastavil jsem si treshold pro kanaly
FAM a HEX. Pro alelu HLA-B27 jsem odecital treshold hodnoty v kanalu FAM
a treshold hodnoty pro gen POLR2A v kanalu HEX. Analyzu jsem oznacil jako validni
pouze v piipadé, ze STANDARD NEG vysSel negativni a STANDARD POS vySel
pozitivni. V piipadé, Ze jsem signal detekoval pouze v kanalu HEX oznacil jsem ho
jako vzorek negativni. Zatimco jsem signal detekoval v obou kanélech, vyhodnotil jsem
ho jako pozitivni. Pokud jsem vysledek detekoval jinak nez takto, oznacil jsem vysledek
jako nevalidni, a to 1 v ptipadé, ze byl detekovan pouze v kandlu FAM nebo treshold

hodnota obou kanalti byla vzdalena vice nez o 5 cyklu.
6.4 Komparace

V piipad€, Ze byl vzorek nevalidni, provedl jsem dopliujici analyzu vzorkd pomoci
real-time PCR od jiné firmy a méfeni koncentraci a necistot na lepsim a spolehlivejSim

spektrofotometru.
6.4.1 Komparace real-time PCR

Pro pifipadnou komparaci vysledka jsem zvolil stejnou metodu analyzy, ale od jiné
spoleCnosti. Souprava EliGene Spondylitis HLA-B27 RT byla od spolecnosti Elisabeth
Pharmacon. Kit EliGene Spondylitis HLA-B27 RT detekuje alelu HLA-B27 (subtypy
B* 2701-2759). Pro interni kontrolu byl pouzit gen SYPL2. Souprava obsahovala
Master Mix HLA-B27 Mix a pozitivni kontrolu PC DNA HLA-B27 (Tabulka 9).

Tabulka 9, Slozeni a popis komponent soupravy EliGene Spondylitis HLA-B27

Komponenta Objem
HLA-B27 Mix 1ml
PC DNA HLA-B27 0,1 ml

Zdroj: Vlastni
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Pfiprava vzorku a reagencii spolu s jejich pipetovanim

V ptipadé komparace, byla prace s timto kitem nasledujici. Pfed pouzitim jsem nechal
reagencie a vzorky rozmrznout a vytemperovat na laboratorni teplotu. Po tomto kroku
jsem reagencie a vzorky kratce promichal na vortexu a stoCil v centrifuze. Pfipravil
jsem si také automatické pipety, Spicky s filtrem, amplifika¢ni mikrozkumavky

a vicejamkovou desticku.

Pro komparaci 1 vzorku jsem pouzil 20 ul HLA-B27 Mix, ktery jsem napipetoval do
amplifikacni mikrozkumavky. Potom jsem piidal pomoci jiné automatické pipety 5 pl
vzorku cCisté genomové DNA. Pro ovéteni spravného vyhodnoceni a provedeni reakce,
byla soucasti této soupravy pozitivni kontrola PC DNA HLA-B27. Tu jsem pfipravil,
tak, ze jsem napipetoval automatickou pipetou 20 pl HLA-B27 Mix do druhé
amplifikacni mikrozkumavky, ke kterému jsem potom piidal 5 pl pozitivni kontroly PC
DNA HLA-B27. Po této piiprave jsem vlozil mikrozkumavky do vicejamkové desticky.
Desticku jsem uzaviel folii a poté dal do real-time PCR pfistroje LightCycler 2.0 od

spolecnosti Roche Diagnostics. Ptistroj byl ptipojeny k pocitaci s ovladacim panelem.

Nastaveni reakénich profilu EliGene Spondylitis HLA-B27 RT

Na pocitaci jsem nastavil reakéni profil pro tuto reakci (Tabulka 10). Po nastaveni
reak¢énich profili a snimani fluorescence v kanalech FAM (Aexcrrace = 510 nm,

Aemis = 528 nm) a HEX (Aexcrrace = 530 nm, Aemise = 548 nm) jsem spustil méteni.

Tabulka 10, Nastaveni reakcnich profilti EliGene Spondylitis HLA-B27 RT

Faze Pocet cykld teplota Cas Acquisition mode
Pog&4tecni denaturace 1x 95 (°C) 180s None
. .. . | Denaturace 95 (°C) 10s None
Amplifikace + méreni 40 X
fluorescence Aneeling + 62 (°C) 30s Single
elongace
Chlazeni 1x 40 (°C) 60s None

Zdroj: Vlastni

Analyza vysledku

Po ukonceni komparacniho real-time PCR jsem analyzoval vysledky. Nastavil jsem si
treshold pro kanaly FAM a HEX. Pro alelu HLA-B27 jsem odecital treshold hodnoty
v kandlu FAM, Pro interni kontrolu genu SYPL2 jsem odecital treshold hodnoty
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v kanalu HEX. Analyzu jsem oznacil jako validni pouze v ptipad€, ze pozitivni kontrola
PC DNA HLA-B27 vysla pozitivni pouze v kanalu FAM i HEX, kde v kanalu HEX je
interni kontrola charakterizovana amplifikaci s mirnym nartstem signalu V piipadé, ze
jsem signal detekoval pouze v kanalu HEX oznacil jsem ho jako vzorek negativni.
Zatimco jsem signal detekoval v obou kandlech, vyhodnotil jsem ho jako pozitivni.

Pokud jsem vysledek detekoval jinak nez takto, oznacil jsem vysledek jako nevalidni.
6.4.2 Komparacni méreni koncentrace a necistot DNA

V piipadé nejasnych vysledka real-time PCR analyzy vzorkt jsem provedl komparacni
meéfeni koncentraci izolovanych vzorkd, které jsem obohatil o analyzu necistot.
(Tabulka 11) Méfeni koncentraci a necistot DNA jsem provedl na spektrofotometru

BioSpec-nano od spolec¢nosti SHIMADZU na fakulté¢ Zemédélské a technologické.

Tabulka 11, Koncentrace a necistoty DNA

vzorky koncentrace DNA (ng/pl) 0D 260/280 0D 260/230
1 47,69 1,59 0,79
2 39,33 1,16 0,74
3 17,78 1,09 1,17
4 40,91 1,22 0,68
5 35,61 1,81 0,68
6 34,53 1,52 0,59
7 31,43 1,32 0,58
8 39,04 1,79 1,32
9 9,58 0,74 0,67

10 41,93 1,7 1,86
11 61,7 1,74 2,28
12 30,06 1,59 1,52
13 41,21 1,7 2,56
14 52,05 1,76 1,13
15 24,01 1,45 0,74
16 33,05 1,65 2,39
17 46,59 1,84 2,69
18 49,59 1,49 0,8
19 56,74 1,81 1,58
20 73,12 1,78 1,62
21 76,02 1,82 1,65
22 30,64 1,64 4,69
23 112,94 1,81 2,54

Zdroj: Vlastni
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7 Vyhodnoceni vysledku

Cilem bakalaiské prace bylo diagnostikovat vybrany typ revmatického onemocnéni
pomoci metod molekularni biologie. Pro diagnostiku jsem si vybral Bechtérevovu

chorobu. Vyuzil jsem k tomu metodu real-time PCR.
7.1 Meéreni koncentraci izolovanych vzorkii

Vysledkem tohoto meéfeni byli hodnoty koncentraci, které dosahovaly dostateCnych
hodnot k nasledné detekci alely HLA-B27 Jediny vzorek Cislo 9 dosahoval nizSich

hodnot koncentrace oproti ostatnim. (Tabulka 12)

Tabulka 12, Zhodnoceni méfeni koncentraci izolovanych vzorku

Vzorky Koncentrace DNA (ng/pl)
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Zdroj: Vlastni
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7.2 Real-time PCR

K detekci alely

HLA-B27 jsem pouzil real-time PCR. Pozitivni a negativni kontrola

byla téz soucasti detekce.
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Obrazek 1, Pozitivni a negativni kontrola; Zdroj: Vlastni

V grafu je vidét (Obrazek 1), ze pozitivni kontrola vysla pozitivné a negativni kontrola

vyS$la negativné

. Tim padem jsem mohl oznacit tuto metodu jako validni.
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Takto vypadaly vSechny vzorky, které prosly metodou real-time PCR. (Obrazek 2)

Amplification Plot
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Obrazek 2, Real-time PCR vSech vzorka spolu s PK a NK; Zdroj: Vlastni

Po rozlozeni jednotlivych vzorkd jsem zjistil, ze nékteré vzorky byly pozitivni, coz
znamena, ze tyto vzorky byly pozitivni v kanalu HEX i FAM. Vétsina vysledkid byla

negativni, coz znamena, ze byly pozitivni pouze v kanalu HEX. Pozitivni vzorky byly
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s ¢islem: 7, 12, 13. (Obrazek 3) Negativni vzorky byly s ¢islem: 8, 9, 10, 11, 14, 15, 16,
17,19, 21,22 a 23.

Amplification Plot

2,000,000
1,900,000
1,800,000
1,700,000 -
1,600,000 -
1,500,000 -
1,400,000
1,300,000 -
1,200,000 1
1,100,000 -

1,000,000

ARRN

900,000

800,000 -
700,000 -
600,000 -

500,000 -

400,000
300,000 -
200,000 -

100,000 168 QA4S

-100,000

Z 4 6 @8 10 12 14 16 1B 20 22 24 26 26 30 32 34 36 38 40 42 44 45 43 50

Cycle

Lesgand
|i Fam [ HEX

Obrazek 3, Pozitivni vzorky 7, 12, 13; Zdroj: Vlastni

Bohuzel nékteré vzorky nebyly validni, jelikoz signal nebyl zachycen ani v kanalu HEX
a FAM. Nevalidni vzorky byly s ¢islem: 1, 2, 3,4, 5, 6, 18 a 20. (Obrazek 4)

53



Amplification Plot
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Obrazek 4, Nevalidni vzorky; Zdroj: Vlastni
7.3  Komparacni real-time PCR

Kwvili nevalidnim vzorktim s Cislem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 18 a 20 jsem provadél komparacni

stanoveni pomoci real-time PCR soupravy od spolecnosti Elisabeth Pharmacon. Kvuli
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témto vzorkim jsem provadél komparacni stanoveni. Komparacni stanoveni pomoci
této metody jsem provedl pouze u pozitivni kontroly (Obrazek 5) a dvou nevalidnich

vzorku s nejvyssi koncentraci. Byly to vzorky s ¢islem 5 (Obrazek 6) a 20 (Obrazek 7).

|
1

.‘mL

T
Ml

Obrazek 5, Pozitivni kontrola u komparacniho stanoveni real-time PCR; Zdroj: Vlastni

Obrazek 6, Vzorek €. 5; Zdroj: Vlastni

Obrazek 7, Vzorek €. 20; Zdroj: Vlastni
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Bohuzel nase komparacni stanoveni vyslo znovu u obou vzorkt nevalidni.

7.4 Komparacni méieni koncentraci izolovanych vzorki a necistot

Komparacni méfeni koncentraci a necistot mi ukazalo, ze koncentrace naméfené pii

prvnim méfeni koncentraci na Zdravotné socialni fakulté nebyli shodné, ale tento rozdil

v koncentracich by nijak neovlivnil detekci alely HLA-B27 pomoci real-time PCR.

Cistota vzorkd, kterou byla tato analyza obohacena, nebyla dostadujici u nékolika
vzorku. Jelikoz hodnoty Cistoty OD 260/280 by méli dosahovat rozmezi 1,7-2,0, aby se
jednalo o c¢istou DNA. Niz§i pomér absorbance zde naznacuje pfitomnost bilkovin,
fenolu nebo jinych kontaminantd, které maji absorbanci blizko 280 nm. Hodnotu OD
260/230 jsem pouzil jako sekundarni méfitko Cistoty, kde se za Cisty vzorek povazuje

rozmezi 2,0-2,2 Pokud byl pomér nizsi nez ocekavany rozsah, znamena to pfitomnost

kontaminantd ve vzorku. Toto opét n€kolik vzorkt nespliiovalo (Tabulka 13)

Tabulka 13, Kompara¢ni méfeni koncentraci a necistot DNA

Zdroj: Vlastni
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vzorky koncentrace DNA (ng/ul) 0D 260/280 0D 260/230
1 1,59 0,79
2 1,16 0,74
3 1,09 1,17
4 1,22 0,68
5 0,68
6 0,59
7 0,58
8 1,32
9 0,67
10 1,86
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23




Vysledkem tohoto kompara¢niho méfeni byli hodnoty absorbanci a koncentraci. Jediny
vzorek, ktery nedosahoval dostatecné koncentrace byl vzorek Cislo 9. Hodnoty vzorku
necistot OD 260/280 mély nékteré vzorky spliiyjici. Jednalo se o vzorky s Cislem: 5, 8,
10, 11, 13, 14, 17, 19, 20, 21 a 23. Ostatni vzorky nespliiovaly rozmezi OD 260/280.
Druhotné méfeni neCistot OD 260/230 také nesplnilo pozadavky méfeni. Vzorky, které
neodpovidaly rozmezi byly vzorky s ¢islem: 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 14, 15, 18,
19,20 a 21.
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8 Diskuze

Revmatoidni artritida a Bechtérevova choroba jsou revmaticka onemocnéni, pficemz
oba typy téchto onemocnéni se fadi mezi zanétliva. Obé& tyto onemocnéni se projevuji
zanéty pohybového aparatu, ale dulezitym signalem mohou byt i mimokloubni zanéty.
Hlavnim a tim nejvétS§im rozdilem téchto onemocnéni je, ze RA (Revmatoidni artritida)
spada  mezi difuzni choroby pojivové tkané. Naopak AS (Ankylozujici
spondylitida/Bechtérevova choroba) se fadi mezi spondylartritidy. Dal§im rozdilem je
misto poskozeni pojivového aparatu, kdy u RA jsou postizenymi oblastmi periferni
klouby, ale u AS probiha zanét v obratlich, z ¢ehoz vyplyva, ze postizenou oblasti je
patet. Obé tyto onemocnéni vSak maji spolecné, ze jsou autoimunitniho typu. U AS je
etiologie prozatim neznama, ale je znadma silnd asociace s alelou HLA-B27. Pro
etiologické poznani AS bylo jiz vypracovano nékolik védeckych praci, které

zpracovavaji a ovefuji rizné etiologické hypotézy.

Mezi nejznaméjsi se fadi tyto tfi: prezentace artritogennich peptidl, exprese volnych
forem tézkého fetézce HLA-B27, vCetné homodimerd, na povrchu bunék a jejich
rozpoznavani imunoreceptory rodiny NK a HLA-B27, reakce na neslozené proteiny
areakce endoplazmatického retikula na stres. Nejvice prozatim pravdépodobnou
etiologickou hypotézou je myslenka prezentace artritogennich peptidid. Hraje zde
velkou roli mikroorganismus, od kterého by mel pochazet peptid, ktery by byl vyvazan
pomoci HLA-B27. To by vyvolalo imunitni odpovéd” CD 8pozitivnich T-lymfocyti,
¢imz by se spustila zanétliva reakce, pomoci zkiizené reagujiciho v kombinaci

B27/peptidu. (Schittenhelm et al., 2015)

U Bechtérevovy choroby je velmi zajimavé, ze alela HLA-B27 se nevyskytuje ve vSech
ptipadech onemocnéni touto chorobou. Alela se vyskytuje pouze v 90 % piipadi.
(Hwang et al., 2021) Stejné tak je prokazano, ze pokud clovek ma alelu HLA-B27 ve

své genetické vybave, neznamena to, ze nemoc musi propuknout. (Mauro et al., 2021)

V metodické casti bylo hlavnim cilem prokazat u nékterého z probandu alelu HLA-B27,
kterd je spojovana s Bechtérevovou chorobou. Podafilo se mi ziskat vzorky od
23 probandl, pfiCemz nemoc byla prokazana u 7 probandi a 9 probandi mélo

predispozi¢ni znaky. Vzorkovy material byl bukalni stér a periferni krev, ktery byl po
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odbéru izolovan tak, aby vysledkem byla Cistd genomova DNA vhodna k amplifikaci

pomoci real-time PCR.

Pfed samotnym provedenim real-time PCR byly zméfeny hodnoty koncentraci
a hodnoty necistoto ve vzorku OD 260/280 a OD 260/230. Koncentrace naméfené
u vzorkli byly dostacujici ke stanoveni alely, ale vysledky necistot OD 260/280
a OD 260/230 byly mimo vymezené meze absorbance.

Alela HLA-B27 byla prokazana u 3 probanda: 7, 12, 13. Diagnosticky vyznamné to
bylo pro probanda 7, jelikoz se nachdzi vrozmezi let, kdy se toto onemocnéni
projevuje. Bohuzel u osmi probanda vysel vysledek nevalidni, a proto jsem pokracoval
ve zjistovani chyby. U dvou vzorkt bylo provedeno kompara¢ni stanoveni real-time
PCR od jiné spolecnosti, které vyslo znovu nevalidni. Z tohoto divodu bylo provedeno
dal§i komparaéni méfeni koncentrace DNA spolu s necistotami. Tato metoda byla
provedena u vSech vzorkd. Méreni na spolehlivéjsim pristroji prokazalo, ze koncentrace
nebyla dostacujici pouze u jednoho vzorku, ktery vSak pomoci q-PCR detekoval jako
negativni. Vétsi roli v nasledné detekci hraly necistoty. Vzorky, které nespliovaly
rozmezi OD 260/280 byly: 1, 2, 3, 4, 6, 7, 9. 12, 15, 16, 18, a 22. Vzorky, které
nespliiovaly rozmezi OD 260/230 byly: 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 12, 14, 15, 18, 19, 20
a 21. Vsechny nevalidni vzorky byly izolovany z bukalnich stéra. Kit pouzity k izolaci
DNA prokazuje daleko lepsi schopnost izolace u vzorku z periferni krve. Muzeme tedy
usuzovat, ze pro kit pouzity pro izolaci je lep§im materidlem periferni krev nez bukalni

stér.

Domnivam se, ze doslo k chybé pfi izolaci DNA z bukalnich stérti a jeji kontaminaci
necistotami OD260/280 a OD260/230. Je také mozné, ze doslo k chybé jiz pfi odbéru
bukalniho stéru, jelikoz nelze posoudit, zda probandi pfed odebranim vzorku nepili,
nejedli, ¢i nekoufili, 1 pfes to, ze byli pouceni. VSechny tyto moznosti u odbéru
bukalniho stéru mohli ovlivnit naslednou izolaci a detekci alely HLA-B27. Moznosti
chyby, kterd nelze opomenout, je moznost pfidani nespravné reagencie pfi izolaci, Ci
Spatné pripravy reagencii, jenz museli byt namichany s jinou, tak aby vykazovaly

vlastnost dalezitou pro reakci izolace DNA.

Pro zjisténi validnich vysledkd u probandu 1, 2, 3, 4, 5, 6, 18 a 20, by bylo potieba
opakovat cely proces od odbéru nového vzorku az po samostatnou real-time PCR

analyzu.
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9 Zavér

Moje bakalarska prace s ndzvem ,Diagnostika revmatickych chorob pomoci metod
molekularni biologie” byla rozdélena do dvou casti. V teoretické Casti bylo cilem
vypracovat prehled revmatickych chorob, ve kterém jsem se zaméfil na dvé revmaticka
onemocnéni, revmatoidni artritidu a Bechtérevovu chorobu. U obou téchto onemocnéni
je dualezity autoimunitni proces. Popsal jsem u obou onemocnéni pfiznaky, rizné stupné

klinického projevu, imunopatologicky proces, diagnostiku a rtizné moznosti 1écby.

Avsak hlavnim cilem této bakalarské prace bylo detekovat vybrany typ revmatického
onemocnéni pomoci metod molekularni biologie. Vybral jsem si onemocnéni znamé
jako Bechtérevova choroba, u které je molekularni diagnostika zamérena na alelu
HLA-B27. Tato alela ma vyznamny predispozi¢ni vliv na vznik tohoto onemocnéni,

ackoliv neni touto alelou podminéna.

Vysledky laboratorni prace prokazaly alelu HLA-B27 u trojice probanda s ¢islem 7, 12,
13. Proband s ¢islem 7, mél predispozi¢ni znaky, které se objevuji u Bechtérevovy
choroby. Jelikoz tento proband dosahuje véku 25 let, je mozné, ze by u ného mohla tato
choroba teprve propuknout. Naopak u probandu scislem 12 a 13 bychom mohli
vyloucit tuto chorobu, jelikoz se jedna o zdravé jedince a jejich vek dosahuje 53 (12)

a 67(13) let.

Diky této préaci jsem se zdokonalil a naucil nové molekularné genetické metody
a procvicCil jsem si feSeni laboratornich problému. Molekularné genetické metody spolu
s jejich pfipravou, které jsem se naucil, byly izolace DNA z krve a bukalniho stéru,

g-PCR od riznych spolecnosti. Procvicil jsem si také praci s odbornou literaturou.

Téma prace jsem si zvolil, protoze revmatické choroby jsou v nasi spole¢nosti velmi
bézné a mohou postihnout kazdého ¢lovéka. Diagnostiku Bechtérevovy choroby jsem
zvolil kvili jeji neznamé etiologii a zajimavé asociaci s alelou HLA-B27. Véfim, Ze se
potvrdi jedna zhypotéz etiologie Bechtérevovy choroby nebo bude objevena
a potvrzena nova hypotéza. Diky tomuto budoucimu objevu by mohlo dojit k cilené
diagnostice a 1é¢bé, kterd by mohla toto onemocnéni zcela vylé€it nebo alespon zlepsit

kvalitu zivota nemocnych.
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Seznam zkratek

DNA - deoxyribonukleova kyselina

HLA - systém lidskych leukocytarnich antigent

PCR - polymerazova retézova reakce

RA — revmatoidni artritida

AS — ankylozujici spondylitida/Bechtérevova choroba
TNF-a — tumor necrosis factor-a

IL-1pB — interleukin-1f

IL-17 — interleukin-17

RF — revmatoidni faktor

AMPA — protilatky proti posttranslatné modifikovanym proteinim; anti modified

protein antibodies

ACPA - protilatky proti posttranslacné modifikovanym proteiniim citrulinaci
aCarP — protilatky proti posttranslacné modifikovanym proteiniim karbamylaci
AAPA - protilatky proti posttranslacné modifikovanym proteinim acetylaci
ROS - reaktivni formy kysliku

MHC - hlavni histokompatibilni komplex/major histocompatibility complex
CRP — C-reaktivni protein

ACR — americké kolegium revmatologie/American college of Rheumatology
EULAR - Evropska liga proti revmatismu/ Europian league against Rheumatism
FW — sedimentace dle Fahraeuse a Westergrena

mg/pl — miligram na mikrolitr

Ig — imunoglobulin
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EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova
Anti-CCP - protilatky proti cyklickym citrulinovanym peptidiim
EU/ml — endotoxinové jednotky na mililitr;endotoxin units per mililiter
RNA - ribonukleova kyselina

Ca — vapnik

Mg — hoi¢ik

Se —selen

Zn — zinek

RTG - rentgenova skiagrafie

CO; — oxid uhlicity

NO - oxid dusny

NSAID - nesteroidni protizanétlivé léky

PKB - Proteinase K Buffer

BOZP - bezpecnost a ochrana zdravi pii praci
DMARD - 1éky modifikujici pribéh onemocnéni
JAK — Janus kinaza

SI — sakroiliakalni

EU — Evropska unie

CD - cluster of differentiation

tj. — to jest

TCR - receptor cytotoxickych T-lymfocytt

FHC - forma volného tézkého fetézce

ml — mililitr
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NSA - nesteroidni antirevmatika

SONO - sonografické vySetieni

NK - pfirozeni zabijeci; natural killers

ER — endoplazmatické retikulum

MRI — magneticka rezonance; magnetic resonance imaging
C1-C2 — kr¢ni obratle 1-2

Th12 — hrudni obratel 12

cm — centimetr

BASMI — Bath ankylosing spondylitis index

BS — bukalni stér

PK — periferni krev

PZ — predispozi¢ni znaky

7] — zdravy jedinec

Rpm/min — otacky za minutu

ng/ul — nanogram na mikrolitr

nm — nanometr

gPCR - real-time polymerazova retézova reakce

pl — mikrolitr
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