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Cile prace
Vypracovat literarni reSersi na dané téma.
Vybrat pro stanoveni autoprotilatek vhodné pacienty na zakladé dostupné literatury,
detekovat anti-gangliosidové protilatky ve tfidé IgG, IgM a protilatky anti-MAG ve
tfidé IgM u vybranych pacientd.
Zavést obé metody do rutinni laboratorni praxe na oddéleni Klinické biochemie FN
Olomouc. Pro zavedeni obou metod je potfeba vytvofit standardni operacéni postup
vySetfovaci ve zkratce SOPV.
Prokazat uZite€nost obou technik.
Objasnit hypotézu: ,Pokud je monoklonalni gamapatie prokazatelné zplsobena
protilatkami anti-MAG IgM, lze tyto pacienty cilené Ié€it odliSnym zplsobem

a pokud ano, jak je ovlivnéna moznost vylé€eni*.

Zhodnotit vysledky a sepsat diskusi na zakladé dostupné literatury.



2 Teoreticka cast
2.1 Gangliosidy

2.1.1 Obecna charakteristika

V roce 1942 izoloval Némec Ernst Klenk z mozkovych ganglii ovce novou tfidu
glykolipidd bohatych na karbohydraty, které pojmenoval gangliosidy (Svennerholm,
1964).

Gangliosidy se fadi do skupiny glykosfingolipidu (Malickova et al., 2007), které
se nachazi hlavné v bunéfnych membranach a zvlasté bohaté jsou membrany
nervového systému pfesnéji myelinové pochvy a axolema (Steck & Kappos, 1994).
Gangliosidy maji jedineéné zastoupeni v perifernich nervech a jsou uspofadany ve
specializovanych funkénich mikrodoménach zvané lipidové rafty (van Doorn et al.,
2008).

V nervovych burfkach centralniho i periferniho nervového systému se nejvice
objevuji gangliosidy GM1, GD1a, GD1b a GT1, kde funguji jako ligandy stability
myelinu a ucastni se fizeni regenerace nervu prostfednictvim vazby na glykoprotein
asociovany s myelinem zvany MAG (myelin associated glycoprotein). Mista bohata na
gangliosidy jsou oblasti Ranvierovych zafezi a presynapticka zakonéeni nerv(
(Malickova et al., 2007). V motorickych nervech jsou zastoupeny gangliosidy GM1
a GD1, v senzitivnich nervech pfevladaji obecné disialogangliosidy (pfedev§im GD1,
GD2 a GD3), v kranialnich motorickych nervech inervujici extraokularni svaly se hojné
vyskytuji GQ1 (Caudie, 2000; Ogawa-Goto & Abe, 1998).

Gangliosidy jsou syntetizovany v Golgiho aparatu (Steck & Kappos, 1994).
Molekula gangliosidid se sklada z hydrofébniho ceramidu, coz je N-acetylovany
sfingosin. Na ceramid je navazan hydrofilni oligosacharidovy fetézec, jenzZ je slozen
z jednoho az ¢tyf monosacharidll (z hex6z napf. glukéza, galaktéza) a kyseliny sialové.
Hydrofébni ceramid je ponofen do lipidové dvouvrstvy bunééné membrany, zatimco
hydrofilni sacharidova Cast slouzi jako autoantigen pro protilatky se nachazejici se na
povrchu bunék (Willison & Yuki, 2002; Yuki, 2005). Schématické slozZeni jednotlivych
gangliosidl je znazornéno na ,,Obr.1%.

Gangliosidy jsou velmi riznorodé molekuly maijici slozitou nomenklaturu
(Malic¢kova et al, 2007). Dnes je popsano vice nez 100 gangliosidd (Mali¢kova et al,
2007; Yuki, 1998).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni slozeni gangliosidii (pfevzato a upraveno dle
predlohy Willison & Yuki, 2002; Mali¢kova et al., 2007)

3

2.1.2 Funkce gangliosidu

Gangliosidy hraji dullezitou roli v biologickych funkcich jako je bunécna
diferenciace a rlGst, modulace signalniho pfenosu nebo imunitni odpovéd, zarover
slouzi jako receptory bakterialnich toxint (Mali¢kova et al., 2007; Ariga, 2011). Diky
molekularni interakci proteint plazmatické membrany jsou glykany gangliosidd
zapojeny do mnoha bunéénych procesu, kterymi jsou bunééné adheze, intracelularni
signalizace, interakce mezi myelinem a axonem prostfednictvim lektin
imunoglobulinové povahy vazajici sialovou kyselinu (Siglec - sialic acid binding
immunoglobulin like lectins), modulace funkce NK bunék (natural killer) a zanétlivé
procesy (Kaida & Kusunoki, 2010; Lopez & Schnaar, 2009).

2.1.3 Protilatky proti gangliosidiim

Protilatky (imunoglobuliny) jsou glykoproteiny, produkované plazmatickymi
B burikami jako imunitni odpovéd na pfitomnost antigenu. Funkci protilatek je
determinantami zvané epitopy. Vytvofeny imunokomplex zajisti plisobenim protilatek
znedkodnéni antigenu neutralizaci, opsonizaci nebo aktivaci komplementu (Hofejsi &
Barturkova, 2009).

Schopnost imunitniho systému rozpoznat vlastni antigeny a reagovat s nimi je
fyziologicky proces. O autoimunitnich onemocnénich mluvime tehdy, vede-li
autoimunitni reakce k poSkozeni vlastnich tkani. Autoimunitni odpovéd miize byt
humoralniho i bunééného typu. Jedna-li se o humoralni autoimunitni odpovéd dochazi

k tvorbé autoprotilatek, které maji podil na tkanovém poSkozeni plsobenim
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cytotoxickych mechamisma ¢&i produkci a ukladanim imunokomplextd. Reakce
bunéCného typu jsou typické tvorbou zanétu pusobenim T Ilymfocytl, jejich
cytokinovych produktd a aktivaci makrofagli. Podminkou vzniku autoimunitnich
onemocnéni je prekonani autotolerance, tedy mechanismu zachovavajicich imunitni
reakci vlc&i vlastnim tkanim ve fyziologické rovnovaze. Autoimunitni choroby vznikaji
postupné a jejich vyvoj mize byt dlouhodoby v fadech nékolika mésicu ¢i let (HorfejSi &
Bartunkova, 2009). U téchto onemocnéni je stézejnim diagnostickym znakem vyskyt
protilatek (HorejSi & Bartlnkova, 2009; internet 2). Selhani autoimunitni reakce je
disledkem kombinace vnitinich faktord (genetické, hormonalni) a faktord zevniho
prostfedi (infekce, UV zareni, chemikalie, léky, stres) (HorejSi & Bartunkova, 2009;
internet 1). Pravé infekcim je pfikladan nejvétsi podil pfi spusténi autoimunitni reakce.
Infekce se mlze podilet na spusténi autoimunitni reakce rdznymi mechanismy, jako
zpusob vzniku autoimunitnich reakci zahrnujici i tvorbu protilatek proti gangliosidim
(Yuki, 2005; Ang et al., 2004). Molekularni mimikry mezi mikrobialnimi antigeny
a hostitelskou tkani tak tvofi hypoteticky mechanismus pro spusténi autoimunitnich
chorob (Yuki, 1997). Termin molekularni mimikry pfedstavuje strukturalni podobnost
nebo identitu mezi patogennimi proteiny mikroorganismud a proteiny télu viastni, dalsi
variantou je, Zze B ¢&i T receptory rozpoznaji nehomologni peptid, coz mize vyvolat
autoimunitni reakci, ktera zplsobi poskozeni perifernich nerva (Yu et al., 2006; Ang et
al., 1999).

Protilatky proti gangliosidim jsou €asto Uzce spojovany s klinickymi projevy
a konkrétnimi symptomy. Tato asociace je pravdépodobné zavisla na rdzném
uspofadani antigen gangliosidi v periferni nervové soustavé (Ogawa et al., 2009;
Kusunoki et al., 2008). Patogenni pUsobeni protilatek proti gangliosidim neni vyvijeno
v celém perifernim nervovém systému. Nervové poSkozeni, které je zplsobeno
protilatkami proti gangliosidim, je zapoc€ato vazbou protilatky na specifické misto
perifernich nervli a je v podstaté fizeno specificnosti protilatky a konkrétnim
usporadanim cilovych gangliosidu (Kaida & Kusunoki, 2010; Willison & Yuki 2002).

NejCastéji se vyskytujicimi protilatkami rozpoznavajici gangliosidy, které maiji
vztah s poskozenim nervll jsou GM1, asialo-GM1 (GA1), GD1a, GD1b a GQ1b
(internet 6). Protilatky proti gangliosidim se mohou vyuzit jako diagnostické znaky.
(Kusunoki et al., 2008). Uginek téchto anti-gangliosidovych protilatek souvisi
s konkrétnimi infekcemi a rlznymi klinickymi projevy GBS (Willison & Yuki, 2002;
Willison, 2005). Pfehled protilatek ve spojeni s neuropatiemi je znazornén v ,Tab.1

Dosud neni jasné, zda mohou protilatky proti gangliosidim zapodcit proces,

jehoz nasledkem je neuropatie a jsou tedy hlavnimi pFiCinami primarniho
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imunopatologického poskozeni, a nebo jsou pouze dopliujicim jevem jiné choroby

vedouci k poSkozeni perifernich nervli (Malickova et al., 2007; Willison & Yuki, 2002).

Tabulka 1: Prehled protilatek proti gangliosidm v souvislosti s vyskytem perifernich

neuropatii
GA1 IgG/IgM Motoricka i senzorimotoricka neuropatie GBS/ amyotroficka
lateralni skler6za (ALS)
GM1 IgG Akutni motoricka axonalni neuropatie GBS/ALS
(AMAN), akutni senzitivné motoricka
axonalni neuropatie (AMSAN)
IgM Multifokalni motoricka neuropatie (MMN)
GM2 IgM Chronicka zanétliva demyelinizani GBS
polyneuropatie (CIDP)
GBS po infekci Cytomegalovirem (CMV)
GD1a IgG AMAN, AMSAN GBS
Akutni neuropatie s bulbarni dysfunkci
IgM CIDP
GD1b IgG GBS s ataxii, AMAN, AMSAN GBS
IgM Senzitivni atakticka neuropatie, CIDP,
Multifokalni motoricka neuropatie
GQ1b IgG Oftalmoplegie MFS, GBS s

oftalmoplegii

IgM Senzitivni atakticka neuropatie

-12 -



2.1.4 Autoimunitni periferni neuropatie

Periferni neuropatie predstavuje heterogenni typ onemocnéni, ktery vznika
postizenim periferniho nervového systému. Toto onemocnéni se muze liSit mistem
postizeni periferniho nervového systému (neurony, kofeny, ganglia, nervy) rozsahem
postizeni (mononeuropatie a polyneuropatie), typem léze (axonalni, demyelinizaéni,
smisené) i klinickym prdbéhem (akutni, chronicky, remitujici, trvale progresivni) (Ehler,
2009).

Vicecetné systémové postizeni perifernich nervi se oznaluje jako
polyneuropatie, ktera mize vznikat z riznych endogennich a exogennich pfic¢in (zanét,
nutricni & vitaminova deficience, imunopatogeneze) (Otruba, 2011; internet 3).
Hlavnimi pfiznaky postiZeni jsou projevy motorické i senzitivni (Otruba, 2011). Periferni
neuropatie jsou €astym neurologickym problémem, pfi¢emz jejich vyskyt se udava ve
2-8%, kde se incidence zvySuje s vékem nad 55 let (Ehler, 2012). Nejcasté&jsi pficinou
periferni neuropatie je v rozvinutych zemich diabetes mellitus, alkoholismus (Otruba,
2011; Ehler, 2012) a dale jsou to neuropatie vyvolané pfi autoimunitnich, dédi¢nych,
hormonalnich & metabolickych chorobach (Otruba, 2011; internet 4). Mezi nejcastéjsi
autoimunitni neuropatie se fadi Guillain-Barrého syndrom (Havranek at al., 2008; Ehler
et al. 2011).

Imunitné podminéné polyneuropatie jsou onemocnéni, ktera jsou vyvolana
autoimunitni patologickou reakci proti vlastnim perifernim nervim. Hlavnim cilem
tohoto patologického procesu je Schwanova burika, periferni myelin nebo i axon
periferniho nervu (Bednafik, 2001; Pletz et al., 2003). Periferni myelin je slozen ze tfi
z&kladnich proteinti, kterymi jsou PO, P1, P2, jenz tvofi 70% vSech proteinu.
Konformace proteinu PO je zavisla na jeho vztahu s lipidy. Hlavnimi glykolipidy
schopnych vyvolat imunitni reakci jsou GD1a, GD1b, GM1, GM1b, GT1b, GM2, GQ1b
a dalSi. GM1 je hlavné zastoupen v membrané motorického axonu, kdezto GQ1b se
nachazi v oblastech mozecku a okohybnych nervu. Glykoprotein ve vztahu s myelinem
je glykosylovany transmembranovy protein zvany MAG, ktery je lokalizovan
v Ranvierovych zafezech a uc€astni se interakce axonu s gliemi (Havrdova a kol.,
2001).
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2.1.5 Guillain —-Barrého syndrom (GBS)
21.51 Obecna charakteristika

Guillain-Barrého syndrom je akutni zanétliva demyelinizujici polyneuropatie
(AIDP) a je zpusoben autoimunitni reakci pusobici na periferni nervovy systém.
Dochazi k expresi autoimunitnich protilatek a bunék zanétu, které reaguji s epitopy na
perifernich nervech zpUsobujici demyelinizaci (viz ,Obr.2“) nebo poruseni axonu
(Kusunoki et al., 2008; Yu et al., 2006). Tato imunitni odpovéd byva vyvolana
pfedchozi akutni bakterialni (Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Mycoplasma
pneumoniea) ¢i virovou infekci (CMV, virus Ebstein-Barrové, HIV virus, Herpes
simplex, varicella zoster) i jinymi vlivy, kterymi mohou byt systémové choroby
(chronicka lymfaticka leukémie, systémové autoimunitni choroby, Hodginova choroba),
oCkovani, transplantace kostni dfené, té&hotenstvi, operace nebo uzivani léku
(penicilamin) ¢&i drog (heroin) (internet 5, Havranek et al., 2008). Asi u dvou tfetin
postizenych osob byva vyvolana gastrointestinalni nebo respiraéni infekci (Sejvar et
al., 2011; Bulsara et al. 2001) asi 1-3 tydny pfed rozvojem nemoci (Otruba, 2011;
Havranek et al., 2008).

Sydrom  GuillainGv-Barrého je
zanétlivé onemocnéni perifernich nerva. »f“ \\ \
Periferni nervy pfedavaji senzorické \ %
informace, jako je bolest, teplota z téla
do mozku a motorické signaly z mozku
do téla. Jedna se obvykle o téZzky
prubéh onemocnéni projevujici se
vzestupnym ochrnutim zacinajici
slabosti v nohou, které se Sifi do
hornich koncetin a obliCeje spolu '
s tplnou ztratou hiubokych Slachovych  myein
reflext (Pithadia & Kakadia, 2010).

Jeho vztah k infekci a fakt, Zze se

poskozeny

jedna o autoimunitni onemocnéni, dalo el

v pribéhu nékolika let podnét ke
spousté vyzkumum, které vedly k objevu

anti-gangliosidovych protilatek nejméné  Obrazek 2: Poskozeni myelinu u pacient
s Guillain-Barrého syndromem, upraveno a

u jedné tretiny pacientt s GBS (Pithadia pfevzato z internet 14.

& Kakadia, 2010).
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21.5.2 Podtypy GBS

Podle typl poSkozeni se GBS deéli na demyelinizaéni (akutni zanétlivé
demyeliniza¢ni polyradikuloneuritida- AIDP) a axonalni formu (akutni motoricka nebo
motoricko-senzitivni axonalni neuropatie- AMAN, AMSAN) (Bednafik, 2001). Od roku
1995 se GBS rozclenuje do Ctyf hlavnich podtypu (Havranek et al., 2008):

Akutni zanétliva demyelinizujici polyradikuloneuropatie (AIDP). Jedna se
o fokalni segmentalni demyelinizujici degradaci perifernich nervli ve spojeni s infiltraci
bunék zanétliveho procesu (lymfocyty, makrofagy) (internet 4; Havranek et al., 2008).
Imunitni odpovéd je zaméfena na Schwanovy bunky a myelinové pochvy a jejim
plUsobenim dochazi k demyelinizaci, ktera je pro AIDP typicka (Pithadia & Kakadia,
2010). PriC¢inou poskozeni myelinu jsou pfedevSim T lymfocyty. U tohoto typu
onemocnéni se typicky objevuje pfitomnost anti-GM1 protilatek. Jedna se o nejvice se
vyskytujici formu GBS (Havranek et al., 2008; Ehler et al., 2011) a zaroven je jednou
z nejCastéjSich pfi€in nervove slabosti na svété (Ehler et al., 2011). Progrese AIDP se
nejvice projevuje v hlavovych a senzorickych nervech (Otruba, 2011).

Akutni motoricka axonalni neuropatie (AMAN). Tento typ je charakteristicky
axonalni degradaci motorickych nervu a infiltraci lymfocytl (Hafer-Macko et al., 1996;
Griffin et al., 1996). Specifické protilatky se vazi na membranu axond a tim aktivuji
komplement, ¢imz nasleduje vélenéni makrofagl do periaxonalniho prostoru. Ve
vysledku dojde k poskozeni motorickych axonl (Havranek et al., 2008). U AMAN
dochazi pomérné c¢Casto k selhani dychani a vyskytuje se jiz vprvnim tydnu
onemocnéni (Havranek et al., 2008).

Infekce C.jejuni zpusobujici bakterialni gastroenterititidu je hlavni pficinou
AMAN. U pacientl s AMAN jsou detekovany hlavné protilatky proti gangliosidim GM1,
GM1b, GD1a a GalNAc-GD1a (Koga et al., 2005; Moran et al., 2005).

Akutni motoricka a senzoricka axonalni neuropatie (AMSAN). Tato forma
se projevuje po infekci C. jejuni, vykazuje podobné pfiznaky jako AMAN a navic ma
postizené senzorické nervy (McKhann et al.,, 1993; Feasby et al.,, 1986). Jedna se
o nejvzacnéjsi typ GBS s obvykle tézkym pribéhem a nejistou prognézou (Havranek et
al., 2008). Jeho typickymi gangliosidy jsou GM1, GM1b a GD1a (Willison & Yuki, 2002;
Yuki et al., 1999).

Miller Fisheriv syndrom (MFS). Jde o druhy nejvzacnéjsi typ GBS (Havranek
et al., 2008). Postihuje okohybné nervy. Prakticky vZzdy se u tohoto onemocnéni
vyskytuji pozitivni protilatky proti gangliosidim, GQ1b a GT1a (Yuki, 1997; Ogawa et
al., 2009).

Na ,Obr.3" je zobrazen diagram znazornujici vztah mezi infekci, protilatkami

a podtypy GBS.
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Obrazek 3: Vztah mezi protilatkami, infekci a podtypy GBS, pfevzato a upraveno dle
Bednafik, 2001.

2153 Projevy GBS

GBS se zacina projevovat v obdobi 2-4 tydn( po akutnim onemocnéni nebo
imunizaci a pak nastava stabilni obdobi trvajici asi 2-4 tydny (Bednafik, 2001;
Havranek et al., 2008). GBS se vyznacuje progresivni svalovou slabosti, poruchou
rovnovahy, parastéziemi a araflexii, bézné jsou i senzorické autonomni a kmenové
léze (Bednafik, 2001; Havranek et al., 2008). Hlavnim projevem je slaba paréza
s hyporeflexii, ktera zacina hlavné na dolnich koncetinach a postupuje na trup, horni
koncetiny a mlze dojit i k ochabnuti okohybnych svalli (Bednafik, 2001; Ehler et al.,
2011). Tento typicky pribéh je nazyvan Landryho ascendentni paralyza (Bednafik,
2001; Havranek et al., 2008). Casto byva nemoc spojena s bolesti svaldl, patefe nebo
neuropatickou bolesti (Ehler et al., 2011). Vzestup nemoci pfichazi v hodinach, dnech
i tydnech. Poruchy hybnosti (parézy) jsou obvykle symetrické. U zavaznych pfipadd
dochazi k respiraénimu selhani v disledku paralyzy (obrny) dychacich svali (Havranek
et al., 2008).

Porucha koordinace pohybu byva cCasto spojovana s Miller Fisherovym
syndromem. Hlavnimi klinickymi charakteristikami jsou: ztrata neurologickych reflexd,
ataxie a problémy s kontrolou pohybu i &iti (Bednafik, 2001).

Vyznamnymi komplikacemi vyskytujici se u pacientd trpici GBS mohou byt

pneumonie, sepse, gastritida nebo plicni embolie (Havranek et al., 2008).
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2154 Diagnostika GBS

Diagn6za musi byt stanovena rychle a pfesné. Diagnostika GBS je zaloZzena na
typickém klinickém nalezu, laboratornim vySetfeni mozkomiSniho moku odebraného
lumbalni punkci, elektromyografii a v nékterych pfipadech vySetieni magnetickou
rezonanci (MRI- magnetic resonance imaging) (Bednafik, 2001; Ehler et al., 2011).
Dale se prokazuje pozitivita protilatek proti gangliosidim, pfedevsim GM1 a GD1 jsou
typické pro axonalni degeneraci. Prlkaz pozitivity anti-GM1 protilatek obvykle
znamena horsi prognézu onemocnéni (Havranek et al.,, 2008). Pozitivita anti-GQ1b
protilatek byva pfedev§im u pacientd s Miller Fisherovym syndromem (internet 4;
Willison & Yuki; 2002).

Uroven postizeni se rozdéluje do 7 zakladnich stupni@i (Havranek et al., 2008;
internet 5):
normalni
malé projevy, schopen bé&hu
schopen chlize vice jak 5 m bez pomoci
schopen chlize méné jak 5 m s pomoci
neschopen chuze, schopen zvednout nohy

neschopen chuze, neschopen zvednout nohy

N o ok wDd =

asistovana ventilace

Pro spravné stanoveni diagnézy je nutné, co nejdiive provést
elektrofyziologické vysetfeni. Samotné stanoveni diagnézy neni v pocatcich nemoci
snadné (Ehler et al., 2011). Elektrodiagnostické nalezy jsou velmi dllezité pro zjisténi
typu GBS (demyelinizacni nebo axonalni). Az v 70% pfipadl se v prvnich 2 tydnech
prokaze demyelinizacni typ léze. (internet 5). Typicky je také likvorovy nalez, kdy se
zjistuje diagndza demyelinizace pfi nalezu proteinocytologické disociace s mnozstvim
bilkoviny nad 1 g/l bez prikazu aktivni infekce. V praxi je dullezité prfemysSlet nad
moznou diagnézou GBS, i kdyz jsou vysledky z likvoru negativni, protoze prvnich 48
hodin od zacatku typické symptomatologie nemusi byt likvor pozitivni. (internet 5;
Havranek et al., 2008) V nékterych pfipadech jsou nutné i opakované lumbalni punkce.
Lehce zvySena pfitomnost leukocytl v moku neni vzacna, ale vice jak 50 leukocytu na

mililitr jizZ zpochybriuje diagn6zu GBS (Havranek et al., 2008).

2155 Patofyziologie GBS
Hlavnim impulzem vyvoje GBS je infekce respiraéniho nebo traviciho traktu,

coz vyvola neadekvatni imunitni odpovéd, ktera nasledné vede ke zhrouceni
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hemoencefalické bariéry a destrukci myelinovych pochev i axond. Kromé bakterialni
a virové infekce mohou byt plvodcem tohoto onemocnéni rizna ockovani nebo jiny
zasah do lidského organismu jako je napfiklad i chirurgicky zakrok (Lehmann et al.,
2009).

Gram-negativni bakterie Campylobacter jejuni je nejCastéjsi pfiCinou akutni
gastroenteritidy a infekce, kterd mlze vyvolat imunitni odpovéd s moznosti rozvoje
Guillain-Barrého syndromu (Kuijf et al. 2007; Ang, 2004). Imunitni odpovéd zavisi na
bakterialnich faktorech jako je napfiklad specifiCnost lipo-oligosacharidi (LOS)
a faktory pUsobici na pacienta. LOS jsou jednou z nejdulezitéjSich struktur buné&ného
povrchu exprimovany Campylobacter jejuni (Yuki, 2005). Molekularni mimikry mezi
lipo-oligosacharidy Campylobacter jejuni a gangliosidy periferniho nervstva hraje
ddlezitou roli v patogenezi GBS (Steiner et al.,, 2010; Kuijf et al. 2007). LOS
Campylobacter jejuni obsahuji gangliosid-like Useky, které urcuji specifi¢nost protilatek
proti gangliosidim (van Doorn et al.,, 2008; Ang, 2004). Gangliosidim se znacné
podobaji lipo-oligosacharidy (LOS) velkého poctu mikrobl (Malickova et al., 2007).
Protilatky proti LOS mohou byt zkfiZzené reaktivni, kdy mohou pusobit jak na urcity
nervovy gangliosid, tak mohou aktivovat komplement. Poskozeni nervu vede
k oslabeni a mize zpUsobit naruSeni smysli (van Doorn et al., 2008).

Predpoklada se, Ze nemoc je zplUsobena abnormaini T-bunécnou odpovédi
v souvislosti s infekci, ktera pfedtim probéhla (Havranek et al., 2008). Vrozena imunitni
reakce zajisti vychytavani patogenl nezralymi antigen prezentujicimi bunkami (APC).
Po migraci do lymfatickych uzlin mohou zralé diferencované APC burky prezentovat
peptidy v molekulach MHC tfidy Il a aktivovat CD4+ T burky, které rozpoznavaji
patogenni antigeny. B bunky mohou byt také aktivovany nové aktivovanymi Th2
a dochazi k produkci bunék zprostfedkovavajici humoralni odpovéd proti patogenu
(Pithadia & Kakadia, 2010). Patofyziologie GBS a faktory, které jej ovliviiuji jsou
znazornény na ,Obr.4%,

Svoji roli hraji i endogenni antigeny jako myelin P-2 nebo gangliosidy GQ1b,
GM1, GD1 a GT1a. PoSkozeni perifernich nervi u tohoto onemocnéni je zpusobeno
dvéma procesy a to bud demyelinizaci nebo axonalni degradaci (Havranek et al.,
2008).

Periferni nervovy systém pfredstavuje sit nervovych tkani kromé centralniho
nervového systému, ktery zahrnuje mozek a michu. Periferni nervy jsou chranény
hemoencefalickou bariérou, kterd brani normalni infiltraci makromolekul kromé
lymfocytd, které maji umoznény pohyb dovnitf a ven z periferni nervové tkané (Hughes
et al.,, 1999; Pithadia & Kakadia, 2010). To umoznuje imunitni ochranu ve formé

makrofagll a endotelovych bunék, které se nachazeji v tkani. V pfipadé GBS, coz je
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zanétlivé onemocnéni, jsou autoprotilatky schopny projit pfes hemoencefalickou
bariéru i v normalnim stavu. Krevni bariéra nervu je tvofena endotelialnimi bufkami
v t&snych spojenich, které mohou byt upravovany zanétlivymi stavy, coz umozni
prichod efektorovych bunék a makromolekul (Asbury et al., 1969; Pithadia & Kakadia,
2010). Pokud protilatky pfekonaji bariéru a navazi se na gangliosidy nervové tkang,
mohou zpusobit aktivaci komplementu a makrofagu prostfednictvim Fclll receptord,
vCetné produkce cytokinll a tvorby zanétu (Hughes et al., 2006; Pithadia & Kakadia,
2010). Tvorbou zanétu myelinu a produkci cytokind dochazi k aktivaci leukocytl
a posSkozeni nervové tkané. Poruseni nervu je zpusobeno jednim ze &ty mechanismi
a to lyzi prostfednictvim CD8+ T lymfocytl, destruktivnim plsobenim komplementu,
cytokind, volnych radikal( a protilatek, které narusuji nervovy pfenos. Hlavnim cilem
takového utoku imunity jsou gangliosidy, které tvofi komplex s glykosfingolipidy
vyskytujici se ve velkém mnoZstvi v lidské nervové tkani, pfedevsim v Ranvierovych
zafezech. Prikladem muze byt GM1 gangliosid, ktery muze byt napadeny ve 20-50%
pFipadu, hlavné u téch osob, jenz byly pfed tim infikovany Campylobacter jejuni (Koga
et al., 2006; Pithadia & Kakadia, 2010).

Soucasné studie naznacuji, Ze se i iontové kanaly zapojuji do patofyziologie
GBS. NejucinnéjSimi molekulami jsou iontové kanaly spojené s obnovou svalového
akéniho potencialu jako jsou napétim Fizené draselné kanaly. Dysfunkci tohoto
iontového kanalu, ktery je v hojném mnozstvi lokalizovan v axonalnich membranach
Ranvierovych zarezl, mGze hrat vyznamnou roli ve vyvoji svalové slabosti v pfipadé
GBS (Kaida & Kusunoki, 2010).

Nedavno byla prokazana schopnost protilatek proti gangliosidm vyvolat
nevhodnou aktivaci komplementové kaskady, ktera muze vést k poranéni nervu
u GBS. Zejména aktivace komplementu klasickou cestou je povazovana za klicovy
proces, ktery vede kvyvoji GBS a Miller Fisherova syndromu (MFS) (Kaida &
Kusunoki, 2010).
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Obrazek 4: Patofyziologie GBS a faktory majici vliv na onemocnéni

(upraveno a prevzato dle van Doorn et al., 2008)
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2.1.5.6 Lécba GBS

U osob s GBS je nutné kontrolovat télesnou teplotu, krevni tlak, dechovou
frekvenci, respiraéni funkce a diurézu. Hlavnim lé€ebnym postupem je imunosupresivni
terapie. Imunosupresiva potladuji nespecificky aktivitu lymfocytll a plsobi protizanétlivé
(Horejsi & Bartunkova, 2009; internet 1).

V |éc¢bé ma také velmi dalezité postaveni symptomaticka terapie se zamérenim
na bolest (internet 4; Ehler, 2012), psychické poruchy, poruchy spanku a dalSi. Pro

rekonvalescenci je nezbytna i rehabilitace (Bednafik, 2001).

21.5.7 Epidemiologie

GBS je nejcastéjsi akutni autoimunitni ziskanou periferni neuropatii na svété,
avsak pfesny odhad incidence neni v mnoha zemich znam (Sejvar et al., 2011; internet
5). Incidence osob trpicich GBS v Evropé se pohybuje v rozmezi 1,2-1,9 pfipadud na
100 000 osob, zatimco ve svété to je 0,6-4 postizenych na 100 000 osob (Pithadia &
Kakadia, 2010, Langmuir et al., 1984). Incidence GBS u déti je v USA udavana asi 0,5-
1,5 na 100 tisic déti do véku 18 let. Umrtnost je udavana < 5% a vyskytuje se nejéastsji
v souvislosti s nediagnostikovanymi pfipady. Umrtnost u déti je znaéné nizsi nez u
dospélych. Diky €asné diagnéze a mozZnosti umélé plicni ventilace v souéasnosti
nenastava smrt nej¢astéji v dusledku respiracniho selhani, ale v souvislosti se srde¢ni
arytmii nebo dysautonomii. (Havranek et al., 2008) Umrtnost u dospélych se pohybuje
kolem 5-10%. (Bednafik, 2001). Vyskyt jednotlivych variant GBS je geograficky odlisny.
V Kanadé&, USA a v Evropé je nejéastgji se vyskytujici formou AIDP, v severni Ciné
jsou to axonalni formy AMAN a v Japonsku Miller Fisherav syndrom (Bednafik, 2001;
Havranek et al., 2008). V Evropé a Severni Americe stoupa vyskyt GBS Uumérné

s rostoucim vékem (Steiner et al., 2010; Govoni & Granieri, 2001).
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2.2 MAG (myelin asociovany glykoprotein)

Myelin asociovany glykoprotein (MAG) je transmembranovy glykoprotein
umistény v periaxonalnich Schwanovych burikach a oligodendroglialnich membranach
myelinovych pochev (viz ,Obr.5), kde se ucCastni interakci mezi axony a gliemi jak
v periferni tak centralni nervové
soustavé (Quarles, 2002; Mata et al.  OLIGODENDROCYT  HHH SO

2011). Je velmi dullezity pro tvorbu O
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Malickova et al., 2007). Prozatim ale oo &
neni jasné, jak souvisi schopnost & —hcytoplsmn T

tohoto glykoproteinu inhibovat rist JOUQOUN :m

axonu a jeho funkce v periaxonalni
glialni membrané myelinizovanych  Obrazek 5: Lokalizace MAG, prevzato
axonu (Quarles, 2009). z Krejsek et al., 2002.

2.21 Struktura MAG

Jedna se o 100kDa glykoprotein skladajici se z karbohydratového epitopu
HNK-1 a péti imunoglobulin-like domén, pficemz jedna je transmembranova, jedna
cytoplazmaticka a pét extracelularnich (Spagnol et al., 1998; Quarles, 1997). Radi se
mezi nervové sialoadheziny, jenz jsou strukturné a funkéné podobné skupiné péti
imunoglobulin ze superrodiny lektind tzv. lektiny I-typu. Kazdy lektin I-typu vaze
karbohydratovou strukturu nesouci na svém konci neredukujici sialovou kyselinu, ktera
ma jedine€nou rozpoznavaci funkci (Collins et al. 1997; Spagnol et al., 1998). MAG se
projevuje jako ligand pro axonalni receptor, ktery je nutny pro myelinizaci axonu a jako
receptor pfi pfenosu signalu mezi axony, ktery podporuje diferenciaci, ochranu a preziti
oligodendrocytt (Yin X. et al.,, 1998; Quarles, 2007). MAG je exprimovan ve dvou
izoformach s odliSnymi cytoplazmatickymi doménami, které mohou aktivovat riizné
signalni cesty pfi utvafeni myelinu na burfikach. MAG je minoritni soucéasti myelinu,

Ucastnici se interakce mezi axony a Schwanovymi burikami (Kawagashira et al., 2010).
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2.2.2 Funkce MAG

Funkce axonu je fizena podpUrnymi burikami zvané glie, kterymi jsou
oligodendrocyty v centralni nervové soustavé a Schwanovy bunky v periferni nervové
soustavé. Tyto elementy obaluji axon myelinem, ktery pfedstavuje izolaCni strukturu
mnohovrstevné membrany (Nave & Trapp, 2008; Poliak & Peles, 2003). Myelin
umoznuje rychly nervovy prenos diky tomu, Ze poskytuje segmentalni izolaci,
kontroluje strukturu a umisténi iontovych kanall v Ranvieriho zafezech a také fidi
cytoskelet axonu. Myelin mimo jiné vyZivuje axon, demyelinizace tedy vede
k degeneraci axonu (Poliak & Peles, 2003). Vzajemné interakce mezi axonem
a myelinem jsou fizené myelin asociovanym glykoproteinem (Nave & Trapp, 2008;
Edgar & Garben, 2004).

V poslednich letech bylo zjisténo, Ze MAG chrani axony pfed akutni toxicitou
vyvolanou rdznymi axonopatickymi latkami, v&etné& prdmyslového neurotoxinu
akrylamidu nebo chemoterapeutického vinkristinu a zanétlivych mediatora. Tyto udaje
prokazuji, ze MAG jako jedna z molekul myelinu je zodpovédny za stabilizaci
a ochranu axonu. Na druhou stranu MAG inhibuje regeneraci axonu pfi poskozeni
CNS, tudiz brani obnové funkce axonu (Nguyen et al. 2009; Lopez et al., 2011).
Plsobeni myelin asociovaného proteinu je zprostfedkovano vazbou na jeden nebo
vice receptortl axonu. Funkéni MAG receptory na axonech zahrnuji hlavni mozkové
gangliosidy GD1a a GT1b, B1-integrin a glykosylfosfatidylinositol (Yiu & He, 2006;
Schnaar & Lopez, 2009). Ackoli neni znama role vSech receptori MAG, zda se, ze
MAG zapojuje své receptory do procesu inhibice axonalniho ristu (Vinson et al., 2003;
Mehta et al. 2007).

Dale se ukazuje, ze se MAG uc&astni pfenosu signalu v obou smérech mezi
axony a gliemi. Dlouho se predpokladalo, ze MAG je gliovym receptorem pro axonaini
signal, ktery vede k myelinizaci. AvSak nékteré studie potvrdily jeho roli pfedevsim
v CNS, kde MAG zastava funkci ligandu, ktery se vaze na receptor na povrchu axonu.
Témito funkcemi se MAG zapojuje do signalnich drah, které se ucastni formovani
myelinu na oligodendrocytech nebo Schwanovych bunikach na jedné strané

a v axoplasmé myelinovych axonu na strané druhé (Quarles, 2007).

2.2.3 Patologie MAG

MAG je znamym autoantigenem monoklonalnich imunoglobulint ve tfidé IgM,
které souviseji s neurologickymi poruchami zpUsobené autoimunitnimi mechanismy.
NejznaméjSim pfikladem je chronicka sensorimotorickd demyelinizaéni periferni
neuropatie, u které se nejprve projevuji priznaky poskozeni senzitivnich a az posléze

motorickych nervl (Quarles, 2007; Mata et al. 2011;). Chronicka sensorimotoricka
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demyeliniza¢ni periferni neuropatie se vyskytuje asi u poloviny pacientll ve spojeni
s monoklonalni gamapatii IgM, jenz se prokazuji pozitivnim nalezem protilatek proti
MAG (Spagnol et al., 1998). Mnozstvi anti-MAG protilatek u pacientl s chronickou
demyeliniza¢ni periferni neuropatii nejspisSe zpusobuje proces demyelinizace a dochazi
k poSkozeni interakce mezi axonem a pfislusnou Schwanovou burfikou (Quarles,
1997). Z tohoto divodu je detekce anti-MAG autoprotilatek uziteCna pro stanoveni

aktivity demyelinizace perifernich nervi u pacientl trpicich monoklonalni gamapatii.

2.2.4 Monoklonalni gamapatie
2241 Obecna charakteristika

Monoklonalni gamapatie pfedstavuje riznorodou skupinu onemocnéni, ktera se
vyznacuje maligni nebo potencialné maligni proliferaci plazmatickych bunék, coz jsou
koneé&na stadia transformovanych B lymfocytd (Ramchandren & Lewis, 2012; Séudla et
al., 2010). Produktem plazmatickych bunék je monoklonalni protein (paraprotein)
(Kovafova & Hajek, 2011) nebo jeho strukturalni komponenty, kterymi jsou lehké
vzacné i tézké fetézce imunoglobulind (S&udla et al., 2010). Monoklonalni
imunoglobuliny mohou mit benigni povahu, kterd ovSem nemusi byt trvalda a mulze
dochazet ke zménam vedoucich k malignité (internet 7). Nej¢astéjSim paraproteinem
vyskytujici se u demyelinizujicich neuropatii je IgM paraprotein, ktery reaguje s myelin
asociovanym glykoproteinem (MAG) (Lehmann et al., 2009).

Monoklonalni gamapatie zahrnuje vice onemocnéni poc¢inaje monoklonalni
gamapatii nejasného vyznamu zkracené MGUS (Sandecka et al., 2009) a koncCe
malignimi systémovymi onemocnénimi, jako jsou mnohocetny myelom, amyloidéza,
Waldenstromova makroglobulinémie nebo POEMS syndrom, pfedstavujici
polyneuropatii, organomegalii, endokrinopatii, monoklonalni gamapatii a kozni zmény
(Ramchandren & Lewis, 2012).

Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu pfedstavuje prekancerdzni stav
bez klinickych pfiznakll vyznacujici se B bunécnou proliferaci s nadprodukci
monoklonalni protilatky (paraprotein) (Stubbs et al., 2003; IMWIG, 2003). Tento nazev
je tedy ur€en podle pfitomnosti monoklonalniho proteinu, jenZ je detekovatelny v séru
¢i moci pacienta a zarovef nejsou splnéna kritéria diagnostikujici mnohocetny myelom
(MM), Waldenstromovu makroglobulinémii, AL-amyloidézu nebo jina lymfoproliferativni
zhoubna onemocnéni (Séudla & Pika, 2009).

MGUS je benigni choroba, ktera se vSak muze vyvinout v maligni mnohocetny
myelom nebo jina lymfoproliferativni onemocnéni (Rajkumar, 2009; Rajkumar et al.
2004). MGUS je nejCastéji se vyskytujici monoklonalni gamapatie (Ariga, 2011; Lacy et

al., 1999). Velkou roli v patogennich zménach tohoto onemocnéni hraji viry, cytokiny,
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onkogeny a angiogeneze kostni dfené, avSak dosud neni pfesné zndm mechanismus,
ktery ma za nasledek vyvoj v nadorové onemocnéni, kterym je nejcastéji MM (Azhar et
al., 2002; Rajkumar et al.,, 2002). MGUS je nej¢astéjSi hematologické onemocnéni
vyskytujici se ve spojeni s neuropatii (Zivkovié et al., 2009).

Vznik a vyvoj monoklonalni gamapatie neni v sou€asnosti mozné predvidat,
a proto se stale hledaji nové prediktivni i prognostické markery, které by mohly pomoci
nalézt rizikové skupiny pacientl, zabranit transformaci do maligniho onemocnéni
a v pfipadé prognostickych markerd umoznit specifi¢téj§i a v€asnou IéCbu pacientl

s jiz malignim mnohoc¢etnym myelomem (Kovarova & Hajek, 2011).

2.24.2 Diagnostika monoklonalni gamapatie

K hlavnim vySetfenim monoklonalni gamapatie se fadi stanoveni pfitomnosti
paraproteinu vséru ¢i vmoCi. Tento zpusob diagnostiky je rutinné provadén
elektroforézou a imunofixaci, nové je zavadéno stanoveni volnych lehkych fetézcl
v séru. Stanoveni volnych lehkych Fetézcl je v souCasnosti soucasti kritérii pro
stanoveni monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu. DalSim zasadnim vySetfenim
je stanoveni rozsahu postizeni kostni dfené pomoci cytologického a histologického
vySetieni, nové i pomoci imunofenotypizace respektive imunohistochemie za cilem
potvrdit pfitomnost nadorovych plazmatickych bunék. Dale je prikaz postizeni kosti
proveden pomoci CT nebo MRI (Maisnar & Hajek, 2008).

2243 Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu asociované s periferni
neuropatii

Monoklonalni imunoglobulin se ve vétsSiné pfipadl nevaze na antigeny lidského
téla, ale existuji i vyjimky. Pouze u malého mnozstvi pfipadd je monoklonalni
imunoglobulin zaméfen proti nékterym antigenim a pak je jeho vyskyt spojen
s netypickymi patologickymi projevy. NejCastéji je monoklonalni imunoglobulin zaméfen
na nékteré antigeny perifernich nerva (internet 7). Monoklonalni protilatky IgM mohou
reagovat s myelin asociovanym glykoproteinem a jsou tak Uzce spojovany se
specifickym typem lidské periferni demyelinizace. Tento patofyziologicky proces je
pfikladem protilatkami vyvolané demyelinizace u lidi (Tatum, 1993).

Neuropatie ve spojeni s monoklonalni gamapatii mohou byt velmi heterogenni
z hlediska klinického pribéhu, elektrofyziologie i odpovédi na lé¢bu (Lehmann et al.,
2009).
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22431 Klinické projevy

Anti-MAG paraproteinova neuropatie je klinicky charakterizovana pfevazné jako
senzoricka demyelinizacni neuropatie. Celkova prognéza tohoto onemocnéni je lepSi
nez u jinych chronickych imunitou vyvolanych neuropatii (Lehmann et al., 2009).

Neuropatie je zplisobena autoreaktivitou monoklonalnich protilatek ve tfidé IgM
(internet 8). Neuropatie ve spojeni s monoklonalni gamapatii je demyelinizacni proces,
pro ktery jsou typické senzorické a motorické pfiznaky se zaludnym nastupem
a pomalym vyvojem (Gabriel et al., 1996; internet 8). Demyelinizace perifernich nervi
makrofagy, protilatky pasobici proti nervim nebo cytokiny (Latov & Renaud, 2004).
Polyneuropatie ve vztahu s monoklonalni gamapatii se projevuje rdznymi klinickymi,
elektrodiagnostickymi a patologickymi znaky (Kaku et al., 1994). Pocatec¢ni pfiznaky
neuropatie se mohou vyskytovat ve formé senzitivnich probléma v distalni ¢asti dolnich
konCetin (Kaku et al., 1994; Havrdova a kol., 2001). RozloZeni motorickych poruch je
typické tim, Ze jsou primarné postizeny svaly chodidel a nohou, mnohem méné jsou
postizeny ruce a predlokti. Atrofie postizenych svalll se vyviji pomalu béhem nékolika
meésicu a jeji intenzita je umérna poctu poskozenych nervovych vidken (Nemni et al.,
1994).

Klinicka diagnéza je zaloZzena na motorickém ubytku s amyotrofii, omezeni
nebo ztraté hlubokych reflexd a snizeni povrchové hluboké citlivosti (Nemni et al.,
1994).

Typickymi znaky paraproteinové demyelinizujici neuropatie je vySSi vék,
postupna progrese v dolnich koncetinach, demyelinizace nervoveého spojeni, spise
senzorické postizeni nez motorické, a ve vétsiné pfipadl postihuje muze (Kawagashira
et al., 2010). Dalsim klinickym znakem je abnormalni umisténi myelinu, které mize byt

zachyceno elektronovym mikroskopem (Lehmann et al. 2009).

22432 Lécba

Mnoho studii poukazuje u neuropatii na pfitomnost patogenni role anti-MAG
protilatek ve tfidé IgM (Nobile-Orazio et al., 2000; Gorson et al., 2001). Vysoké hladiny
protilatek ve tfidé IgM proti MAG jsou spojovany s chronickou, pomalu postupujici
symetrickou hlavné senzorickou demyelinizaCni neuropatii (Gorson et al., 2001). Tato
skute¢nost podporuje u pacientd uziti imunomodulaéni Ié€by (Nobile-Orazio et al.,
2000). Lécba je zaméfena na sniZeni hladiny paraproteinu ve tfidé IgM a protilatek
proti MAG (Gorson et al., 2001). Napfiklad v pfipadé pacientl trpicich syndromem
POEMS je léCebnou strategii nasazeni chemoterapeutik ve vysokych davkach

a transplantace kmenovych krvetvornych bunék, coz muize vést ke snizeni
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hematologickych projevli a vyraznému neurologickému zlepSeni (Lehmann et al.,
2009).

Neéktefi pacienti neprokazuji vztah mezi paraproteinem IgM a protilatkami proti
MAG a nedochazi ani k odpovédi na I1é¢bu (Gorson et al., 2001). Tento typ neuropatie
se zatim jevi byt rezistentni v(i¢i standardni imunomodulaéni terapii (Aldea, 2012).

Prozatim neni objasnéno, pro¢ zavaznost neuropatie neodpovida mnozZstvi
protilatek v séru a pro¢ pacienti s vysokymi hladinami anti-MAG protilatek prokazuji
neuropatii, ktera nelze klinicky potvrdit nebo neuropatii vabec netrpi (Spagnol et al.,
1998).

22433 Patofyziologie

Vznik i vyvoj periferni neuropatie u pacientd s monoklonalni gamapatii neni
dosud zcela objasnén. (Ramchandren & Lewis, 2012) Paraproteiny zkfizené reaguiji
s nervovymi antigeny jako jsou MAG, glykoproteiny nachazejici se v myelinové pochvé
centralnich i perifernich nervli a dalSimi glykokonjugaty v nervech nesoucich cukerné
epitopy HNK-1 (human natural killer-1) (Gabriel et al., 1996; Nobile-Orazio et al., 2000).
Tato interakce vede k aktivaci komplementu a nervovému poskozeni (Ramchandren &
Lewis, 2012; Khadilkar et al., 2011). Uvadi se, Ze u poloviny pacientl s neuropatii ve
spojeni s IgM monoklonalni gamapatii reaguje paraprotein s myelin asociovanym
glykoproteinem (MAG) (Gorson & Ropper, 1997; Nobile-Orazio et al., 2000).

Monoklonalni protilatky IgM reaguji s cukernymi epitopy nachazejici se na
MAG. Lidsky MAG obsahuje cukerny epitop HNK-1, ktery je nezbytny jako cilovy
antigen u autoimunitni periferni neuropatie ve spojeni s IgM gamapatii (Gabriel et al.,
1996; Quarles, 2007). Nékteré sacharidy na bunéfném povrchu prokazuji vztah
s mezibunéénym rozpoznavanim a jejich adhezi. Sacharidovy epitop HNK-1 se uc¢astni
rozpoznavani povrchovych antigeni na lymfocytech véetné NK bunék (Ariga, 2011).
HNK-1 epitop se bézné nachazi v perifernim a centralnim nervovém systému. Tento
epitop se kromé MAG nachazi i na dalSich proteinech periferniho myelinu, kterymi jsou
protein PO a periferni myelinizovany protein 22 (PMP-22) (Lunn et al., 2002; Spagnol et
al., 1998).

IgM protilatky na nervovych antigenech jsou prokazany u pacientd
s monoklonalni gamatii ve spojeni s neuropatii avSak ne bez neuropatie
(Ramchandren & Lewis, 2012). Nicméné u spousty pacientd s monoklonalni gamapatii

neni identifikovana aktivita protilatek (internet 8).
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22434 Epidemiologie

Monoklonalni gamapatie ve spojeni se neuropatiemi, byla poprvé popsana v 60
a 70 letech 20. stoleti u pacientd s mnoho¢etnym myelomem. Monoklonalni gamapatii
trpi 1% potencioalné zdravich jedincu starSich 25 let (Ramchandren & Lewis, 2012).
Vyskyt monoklonalni gamapatie stoupa s vékem (Ariga, 2011; Zivkovi¢ et al., 2009).
AvSak ve spojitosti s autoimunitnimi perifernimi  neuropatiemi se incidence
monoklonalni gamapatie pohybuje kolem 10% (Stubbs et al., 2003; Rossi et al., 2007).
Asi jedna tfetina téchto pacientl ma mnohocetny myelom, osteoskleroticky myelom,
amyloidézu, lymfom nebo jiné lymfoproliferativni onemocnéni a zbytek pacientd trpi
monoklonalni gamapatii neurcitého vyznamu (MGUS) (Gorson & Ropper, 1997;
Ramchandren & Lewis, 2012). Skute¢na prevalence MGUS neni znama, protoze
neexistuji studie, které by se incidenci tohoto onemocnéni blize zabyvaly. (McMaster &
Landgren, 2010) MGUS je nejcastéjSi hematologické onemocnéni vyskytujici se ve
spojeni s neuropatii (Zivkovi¢ et al., 2009). Vyskyt MGUS roste s vékem. (Ariga, 2011;
Gorson & Ropper, 1997) Timto onemocnénim trpi asi 3 % populace starsi 70 let a
uosob nad 50 let se &isla incidence pohybuji kolem 1 % (Séudla & Pika, 2009;
IMWIG). Vice jak u tfetiny pacientd s MGUS muze dojit k vyvoji periferni neuropatie.
Periferni neuropatie se vyskytuje u pacientid se systémovou amyloidézou az v 17%
pfipadl, u Waldenstromovy makroglobulinemie se incidence periferni neuropatie

pohybuje mezi 5-10% (Ramchandren & Lewis, 2012).
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Reagencie

V poslednich letech se ve svété rozsifila nabidka diagnostickych souprav na
stanoveni protilatek proti specifickym neuronalnim glykokonjugatiim. Na trhu se
nejCastéji objevuji stanoveni vyuzivajici nepfimé imunofluorescence, blotové techniky
¢i enzymové imunoanalyzy. K zavedeni metody do praxe bylo zapotfebi provést
prizkum trhu a vybrat vhodnou pracovni soupravu. Na celé trzni sféfe existuje pouze
nékolik malo zastupcl zabyvajicich se detekci autoprotilatek proti glykokonjugatiim
pomoci enzymove imunoanlyzy. V nasem pfipadé jsme se rozhodli vybrat vycarskou
firmu BUhlmann laboratories AG, jejichZ vyrobky jsou opatfeny CE znackou (certifikat

shody pro evropsky trh). V praci bylo vyuzito nasledujicich souprav :

Souprava GanglioCombi with Enzyme Label Mix 1gG/IgM, anti-Ganglioside
autoantibodies ELISA

Souprava umozfiuje stanoveni Sest autoprotilatek proti gangliosidim (GA1,
GM1, GM2, GD1a, GD1b, GQ1b) ve tfidé IgG i IgM v séru. Vyhodou ELISA techniky je

dosazeni kvantitativniho vysledku vyznamného pro sledovani vyvoje onemocnéni.

Souprava umoznuje stanovit 12 vzorka +kalibrator a kontroly.
Reagencie:
e koncentrat promyvaciho pufru (100 ml)
¢ inkubaéni pufr (100 ml)
e lyofilizovany kalibrator (1 ampule)
e lyofilizované kontroly- negativni, stfedni a nizka (3 ampule)
e enzymova smés - protilatky proti lidskému IgG a IgM konjugované
s kfenovou peroxidasou v proteinovém pufru (11 ml)
e substrat obsahujici tetramethylbenzidin, peroxid vodiku,
dimethylformamid (11 ml)
e zastavovaci roztok- 0.25M kyselina sirova (11 ml)
o mikrotitracni destiCka potazena gangliosidy
Spotfebni material a pomucky:
o kryci félie (3 kusy)
o plastové zkumavky s uzavérem
e pipetovaci Spicky
e buni€ina

e odmérny valec 1000 ml
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e sklenéna kadinka 2000 ml
e multikanalova pipeta
o automaticke pipety 20 ul, 100 pl, 1 ml

e sklénéna pipeta 2 ml

Souprava Anti-MAG anti-Myelin Associated Glycoprotein Autoantibodies ELISA

Diagnosticka souprava je uréena pro kvantitativni stanoveni autoprotilatek IgM

proti myelin asociovanému glykoproteinu v séru. Souprava umoZziuje stanoveni 82

vzork( + kalibratory, kontroly a blank.

Reagencie:

koncentrat promyvaciho pufru (100 ml)

inkubacni pufr (100 ml)

lyofilizované kalibratory A-D, ve formé lidskych sér (4 ampule)
kontrolni sérum vysoké a nizké hladiny (2 ampule)

enzymovy marker IgM- protilatka proti lidskému IgM konjugovana
s kfenovou peroxidasou v proteinovém pufru (11 ml)

substrat obsahuijici tetramethylbenzidin, peroxid vodiku,
dimethylformamid (11 ml)

zastavovaci roztok- 0.25M kyselina sirova (11 ml)

mikrotitraCni desticka potazena lidskym myelin asociovanym

glykoproteinem (MAG)

Spotfebni material a pomcky:

kryci félie (3 kusy)

pipetovaci Spicky

plastové zkumavky s uzavérem
buni€ina

odmérny valec 1000 ml

sklenéna kadinka 2000 ml
multikanalova pipeta

automaticke pipety 20 ul, 100 pl, 1 ml

sklénéna pipeta 2 ml
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Pristroje:
Nazev pristroje a prislusenstvi Firma

EVOLIS Premium System- plné automatizovany Bio-Rad

mikrotitraCni procesor

Vortex UNIEQUIP

Vertikalni tfepacka Labsystems

3.2 Biologicky material
3.2.1 Vzorky pacientd pro stanoveni protilatek proti gangliosidiim

Prvotnim ziskanym materialem byla plna krev, ktera byla po odbéru
zcentrifugovana pro zisk krevniho séra. Alikvoty pacientd byly do analyzy skladovany
pfi teploté —20°C. Po analyze nebyly vzorky uchovany z davodu nestability protilatek,
ale bylo snimi zachazeno jako s biologickym odpadem, ktery byl nasledné
znedkodnén. Stanoveni bylo mozné provést po rozmrazeni pouze jednou, proto bylo
s krevnimi séry pacientll zachazeno jako s jedine¢nym a vzacnym materialem.

Pro vybér vhodnych pacientd bylo nutné prostudovat odbornou literaturu,
tykajici se neuropatickych onemocnéni a specifikovat typické pfiznaky. Na zakladé
téchto znalosti byly zvoleny diagnézy podle kterych byla vybirana pacientska séra.
Informace o diagndze pacientl byly ziskany z laboratorniho informacniho systému LIS
nazyvany OpenLims a z nemocni¢niho informaéniho systému MEDEA. Vybranymi
diagnézami byly G629— polyneuropatie a G610— Guillain-Barrého syndrom. Tato
diagnostikovana onemocnéni se nevyskytuji Casto, a proto byl sbér pacientl

zdlouhavy.

3.2.2 Vzorky pacientu pro stanoveni protilatek proti myelin asociovanému
glykoproteinu MAG

Vybér pacientd pro stanoveni protilatek proti MAG byl zalozen hlavné na
pfitomnosti monokonalniho proteinu (paraproteinu) nikoliv na diagnéze, ale ve
vysledku meéli vsSichni zvoleni pacienti diagnostikovany MGUS nebo MM. Vzorky
pacientl byly nejprve vySetfeny pomoci elektroforézy sérovych bilkovin na pfitomnost
paraproteinu. Pozitivni vzorky byly otypizovany metodou imunofixace na typ
paraproteinu. Z téchto pacientl byli pro analyzu vybrani pacienti s paraproteinem ve
tfidé IgM. Celkem bylo vybrano 42 osob. Jako negativni skupina byli vybrani pacienti

s paraproteinem ve tfidé IgG a IgA v celkovém poctu 40 osob.
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3.3 ELISA
V préaci byla pouzita metoda ELISA, jejiz

nazev pochazi z anglického Enzyme Linked /ﬁﬁ\
ImunoSorbent Assay. ELISA je nejcasté;i \M/
pouzivanou imunoanalyzou k detekci w

%ﬁr w
protilatek, antigend a haptend. Princip -
tohoto stanoveni je zalozen na specifické Sde
interakci antigenu a protilatky, kdy je jedna o **

sekundarni

z téchto komponent oznacena enzymem. protilatka

primarni
protilatka

vzniku barevného produktu, jenz je :mgiﬁmw
spektrofotometricky meéfitelny. Tento typ \_w_/
imunoanalyzy vyuziva pfilnuti jednoho | Obrazek 6: Schéma sendvicové

imunoreaktantu k pevné fazi, kterou mize | ELISY pro stanoveni protilatek

Enzym zajistuje chemickou pfeménu

substratu, ktery je do reakce pfidan, za

byt jamka mikrotitracni desti¢ky, zkumavka
nebo magnetické d¢astice. Pevna faze umoznuje separaci vazanych a volnych
znacenych imunokomponent (internet 13; internet 12). Metoda ELISA vyuziva obvykle
dvou zpuUsobl upofadani: kompetitivni a nekompetitivni (sendvi¢ova a nepfima ELISA)
(internet 13). Principem naseho stanoveni je imunoanalyza sendvi¢ového typu. Obé
analyzy jsou velmi citlivé na teplotu, reagencie a rozmrazené vzorky se proto musi
neustale chladit. Pouze substrat je ponechan pfi pokojové teploté.

Schématické znazornéni imunochemické reakce je zobrazeno na ,Obr. 6°.

3.3.1 Detekce anti-gangliosidovych protilatek

Princip metody

Mikrokyvety mikrotitraéni destiCky jsou potazeny jednotlivymi antigeny (GA1,
GM1, GM2, GD1a, GD1b, GQ1b). Kontroly, kalibratory i lidska séra se inkubuiji
s imobilizovanymi antigeny za tvorby imunokomplexu. Naslednym promyvanim dojde
k odstranéni volnych komponent. Nasleduje pfidani protilatky proti lidskému IgG a IgM
znacené kfenovou peroxidasou. Obé inkubace probihaji pfi teploté 2-8°C. Po
opétovném promyti se pfida substrat obsahujici tetramethylbenzidin (TMB). Jeho
plUsobenim dojde k vytvofeni modrého zabarveni. Tato reakce indikuje ve vzorku
pfitomnost protilatek proti gangliosidiim specificky se vazajicich na antigen. Reakce je
zastavena stopovacim roztokem obsahujici zfedénou kyselinu sirovou za vyvoje

barevné zmény z modré na Zlutou. Intenzita zbarveni je ihned fotometricky zméfena pfi
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450 nm na analyzatoru EVOLIS. Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci

autoprotilatek ve vzorku.

Pracovni postup

Uskladnéné alikvoty pacientl viz ,Tab 2“ pfi —20°C je tfeba nechat rozmrznout
pfi pokojové teploté, promichat je na vortexu a ulozit do chladna pfi teploté 2-8°C.
Vzorky je tfeba pfed analyzou nafedit inkubaénim pufrem v poméru 1:50 (30 ul séra +

1470 pl inkubacniho pufru) a promichat na vortexu.

Tabulka 2: Vybrani pacienti pro detekci protilatek proti gangliosidiim

Oznaceni vzorku ‘Pohlavi |Diagnéza |Vék |Materié|

1. sada pacientu

Pacient 1 Muz G629 51 sérum
Pacient 2 Zena G629 85 sérum
Pacient 3 Zena G629 55 sérum
Pacient 4 Muz G629 65 sérum
Pacient 5 Muz G629 85 sérum
Pacient 6 Zena G629 84 sérum
Pacient 7 Muz G629 61 sérum
Pacient 8 Zena G629 58 sérum
Pacient 9 Muz G629 47 sérum
Pacient 10 Zena G629 69 sérum
Pacient 11 Zena G629 63 sérum
Pacient 12 Zena G629 79 sérum

2.sada pacient(

Pacient 1 Zena G629 81 sérum
Pacient 2 Muz G629 75 sérum
Pacient 3 Muz G629 78 sérum
Pacient 4 Muz G629 67 sérum
Pacient 5 Muz G629 67 sérum
Pacient 6 Muz G629 56 sérum
Pacient 7 Zena G629 21 sérum
Pacient 8 Muz G629 58 sérum
Pacient 9 Zena G629 48 sérum
Pacient 10 Muz G629 67 sérum
Pacient 11 Muz G629 52 sérum
Pacient 12 Zena G629 91 sérum

3. sada pacientl
Pacient 1 Zena G629 58 sérum
Pacient 2 Zena G629 79 sérum
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Pacient 3 Zena G629 74 sérum
Pacient 4 Zena G629 66 sérum
Pacient 5 Zena G629 72 sérum
Pacient 6 Zena G629 73 sérum
Pacient 7 Muz G629 72 sérum
Pacient 8 Zena G629 57 sérum
Pacient 9 Muz G629 68 sérum
Pacient 10 Zena G629 44 sérum
Pacient 11 Zena G629 77 sérum
Pacient 12 Muz G629 61 sérum

4. sada pacientu

Pacient 1 Zena G629 77 sérum
Pacient 2 Muz G629 107 sérum
Pacient 3 Zena G629 68 sérum
Pacient 4 Zena G629 38 sérum
Pacient 5 Zena G629 52 sérum
Pacient 6 Zena G629 65 sérum
Pacient 7 Zena G629 53 sérum
Pacient 8 Zena G629 68 sérum
Pacient 9 Muz G629 74 sérum
Pacient 10 Zena G629 59 sérum
Pacient 11 Muz G629 65 sérum
Pacient 12 Muz G610 61 sérum

Pfiprava reagencii:

Promyvaci pufr nafedime 10x, ke 100 ml pufru pfidame 900 ml
deionizované vody. Promyvaci pufr uloZzime do chladna, 2-8°C.

K ampuli lyofilizovaného kalibratoru pfidame 1,5 ml inkubaéniho
pufru. Kalibratory nechame rozpoustét po dobu 30 minut pfi
teploté 2-8°C (z celkového Casoveého intervalu ulozime reagencie
na 15 minut na vi¢ko ampule).

Kontrolni séra v lyofilizované formé (stfedni, nizka, vysoka
hladina) pfipravime pfidanim 1,5 ml inkubacniho pufru a po dobu
30 minut je nechame rozpoustét v chladnu pfi teploté 2-8°C
(z celkového ¢asového intervalu ulozime reagencie na 15 minut na

vicko ampule).

Pripravime si destiCku s dostateChym poc¢tem jamek k testovani. Nepouzité

jamky ihned vratime do sacku se susidlem.
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Kyvety mikrotitraéni desticky vymyjeme chlazenym promyvacim pufrem 2x
300 pl. Kyvety je potieba Ffadné vysusit a vyklepat. Poté napipetujeme po 100 pl
kalibrator (Cal) do kyvet A1, A2; stfedni kontrolu (MED) do B1, B2; nizkou kontrolu
(LOW) do A3, A4; a negativni kontrola (NEG) do B3, B4. Jednotliva nafedénd séra
pacientl pipetujeme do kyvet C1-H1, C2-H2 apod. Po Sesti napipetovanych vzorcich je
potfeba na chvili desti¢ku vychladit pfi teploté 2-8°C.

Po napipetovani vS8ech substanci pfikryjeme mikrotitraéni destiCku kryci folii
a nechame desti¢ku inkubovat 2 hodiny pfi teploté 2-8°C. Poté odstranime fdlii,
vyprazdnime kyvety a promyjeme desti¢ku chlazenym promyvacim pufrem 3x 300 pl.
V dalSim kroku pfidame 100 yl enzymového Mix (IgG/ IgM) do pfislusnych kyvet.
Desti¢ku opét prikryjeme folii a ponechame ji inkubovat 2 hodiny pfi teploté 2-8°C. Po
uplynuti inkubacéni doby odstranime fdlii, vyprazdnime kyvety a promyjeme je
chlazenym promyvacim pufrem 3x 300 pl. Nasledné pfidame 100 pl substratu TMB
vytemperovaného na 18-28°C. Opét pfikryjeme destiCku folii a umistime ji na vertikalni
tfepacku nastavenou na 400-600 rpm po dobu 30 minut pfi teploté 18-28°C. Je tfeba
chranit desticku pfed pfimym svétlem. V posledni fazi pfiddme 100 pl stopovaciho
roztoku. Tento krok je potfeba udélat do 30 minut. Pokud dojde ke vzniku vzduchovych
bublin, odstranime je Spickou pipety. Do 30 minut zméfime fotometricky absorbanci pfi
450 nm na pfistroji EVOLIS.

3.3.2 Detekce anti-MAG protilatek

Princip metody

Kyvety mikrotitracni desti¢ky jsou potazeny vysoce purifikovanym lidskym MAG
antigen. Béhem inkubace se anti-MAG protilatky navazi na imobilizovany lidsky MAG.
Naslednym promytim se odstrani vSechny nenavazané jednotky a pfidaji se protilatky
proti lidskému IgM znacené kienovou peroxidasou. Po opétovné inkubaci a promyti se
pfida substrat obsahujici tetramethylbenzidin. Navazanim autoprotilatek dojde
k modrému zbarveni. Reakce je zastavena stop roztokem obsahujici zfedénou
kyselinu sirovou za vyvoje barevné zmény zmodré na Zlutou. Absorbance je
fotometricky zméfena pfi 450 nm na analyzatoru EVOLIS. Hodnota absorbance je
pfimo umérna koncentraci autoprotilatek ve vzorku. Kalibratory uZité v testu slouzi
k sestrojeni kalibraéni kfivky, ktera je nutna k vypoCtu koncentrace autoprotilatek proti
MAG ve vzorku.

Pracovni postup

Vzorky pacientll viz ,Tab. 3“ je tfeba nechat zcela rozmrznout pfi pokojové

teploté po dobu 10-15 minut za obasného promichani na vortexu. Poté se rozmrzlé
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vzorky uloZi opét do chladna pfi teploté 2-8°C. Vzorky je tfeba naredit inkuba&nim
pufrem v poméru 1:1000 (1 pl séra + 1 ml inkubac¢niho pufru). Nafedéné vzorky se

ponechaji 1 hodinu stat pfi teploté 18-28°C s ob&asnym promichanim na vortexu.

Tabulka 3: Vybrani pacienti pro detekci anti-MAG protilatek

Oznaceni vzorku Pohlavi Veék Typ imunoglobulinu Material
Pacient 1 Zena 54 IgM sérum
Pacient 2 Muz 73 IgM sérum
Pacient 3 Zena 78 IgM sérum
Pacient 4 Zena 83 IgM sérum
Pacient 5 Muz 61 IgM sérum
Pacient 6 Muz 61 IgM sérum
Pacient 7 Muz 64 IgM sérum
Pacient 8 Muz 59 IgM sérum
Pacient 9 Muz 66 IgM sérum
Pacient 10 Zena 71 IgM sérum
Pacient 11 Muz 66 IgM sérum
Pacient 12 Muz 66 IgM sérum
Pacient 13 Zena 32 IgM sérum
Pacient 14 Zena 72 IgM sérum
Pacient 15 Zena 57 IgM sérum
Pacient 16 Zena 70 IgM sérum
Pacient 17 Zena 74 IgM sérum
Pacient 18 Muz 70 IgM sérum
Pacient 19 Zena 76 IgM sérum
Pacient 20 Muz 87 IgM sérum
Pacient 21 Zena 66 IgM sérum
Pacient 22 Muz 81 IgM sérum
Pacient 23 Muz 63 IgM sérum
Pacient 24 Zena 63 IgM sérum
Pacient 25 Zena 80 IgM sérum
Pacient 26 Muz 53 IgM sérum
Pacient 27 Muz 69 IgM sérum
Pacient 28 Zena 43 IgM sérum
Pacient 29 Muz 71 IgM sérum
Pacient 30 Muz 63 IgM sérum
Pacient 31 Muz 56 IgM sérum
Pacient 32 Muz 70 IgM sérum
Pacient 33 Zena 83 IgM sérum
Pacient 34 Muz 61 IgM sérum
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Pacient 35 32 IgM sérum
Pacient 36 Zena 71 IgM sérum
Pacient 37 Zena 78 IgM sérum
Pacient 38 Zena 78 IgM sérum
Pacient 39 Zena 72 IgM sérum
Pacient 40 Muz 73 IgM sérum
Pacient 41 Zena 70 IgM sérum
Pacient 42 Zena 63 IgM sérum
Pacient 43 Muz 74 IgG sérum
Pacient 44 Zena 69 IgG sérum
Pacient 45 Zena 62 IgG sérum
Pacient 46 Zena 72 IgG sérum
Pacient 47 Muz 55 [e]€] sérum
Pacient 48 Zena 63 IgA sérum
Pacient 49 Zena 62 IgA sérum
Pacient 50 Zena 51 IgG sérum
Pacient 51 Zena 57 IgG sérum
Pacient 52 Muz 69 [e]€] sérum
Pacient 53 Muz 64 IgA sérum
Pacient 54 Muz 62 IgG sérum
Pacient 55 Muz 68 IgG sérum
Pacient 56 Muz 66 IgA sérum
Pacient 57 Muz 73 [e]€] sérum
Pacient 58 Zena 77 IgA sérum
Pacient 59 Muz 67 IgG sérum
Pacient 60 Zena 60 IgA sérum
Pacient 61 Zena 54 IgG sérum
Pacient 62 Zena 60 IgA sérum
Pacient 63 Zena 73 IgG sérum
Pacient 64 Zena 42 IgG sérum
Pacient 65 Muz 71 [e]€] sérum
Pacient 66 Muz 72 [e]€] sérum
Pacient 67 Zena 80 IgG sérum
Pacient 68 Muz 69 IgA sérum
Pacient 69 Muz 56 IgG sérum
Pacient 70 Muz 84 [e]€] sérum
Pacient 71 Muz 66 [e]€] sérum
Pacient 72 Muz 70 [e]€] sérum
Pacient 73 Muz 68 IgG sérum
Pacient 74 Zena 64 IgA sérum
Pacient 75 Muz 47 IgA sérum
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Pacient 76 Zena 83 IgG sérum
Pacient 77 Zena 79 IgG sérum
Pacient 78 Zena 53 IgG sérum
Pacient 79 Zena 57 IgG sérum
Pacient 80 Zena 75 IgG sérum
Pacient 81 Zena 65 IgG sérum
Pacient 82 Muz 67 [e]€] sérum

Pfiprava reagencii:

e Promyvaci pufr nafedime 10x, ke 100 ml se pfida 900 ml
deionizované vody. Pfipraveny promyvaci pufr ulozime do
chladna, 2-8°C.

e Kjednotlivym ampulim kalibratord (Cal) A-D se pfida 1 ml
inkubacniho pufru a po dobu 30 minut (z celkového &asového
intervalu ulozime regencie na 15 minut na vicko ampule) je
ponechame pfi teploté 2-8°C.

e Kontrolni séra s vysokou (Con H) a nizkou hladinou (Con L) si
pfipravime pfidanim 1 ml inkubacniho pufru. Substance nechame
rozpustit v chladnu pfi 2-8°C po dobu 30 minut (z celkového
Casového intervalu ulozime reagencie na 15 minut na vic¢ko

ampule).

Nachystdme si desti¢ku s dostate¢nym poctem jamek k testovani, v pfipadé, Ze
nejsou vdechny jamky potiebné, vratime je ihned do sacku se susidlem.

Kyvety mikrotitratni desticky vymyjeme chlazenym promyvacim pufrem 4x
300 pl. Kyvety je potfeba fadné vysuSit a vyklepat. Poté napipetujeme jednotlivé
substance po 100 ul. Kalibratory (Cal) a kontroly se pipetuji v dupletu za ucelem
vytvofit aritmeticky pramér v pfipadé, Ze by se jedna z hodnot vymykala z normy. Dale
napipetujeme narfedéné vzorky pacientl s prokazanou monoklonalni protilatkou ve
tfidé IgM, v naSem pfipadé se jednalo o 42 pacientd a zbylé kyvety zaplnime
nafedénymi vzorky séra s potvrzenym vyskytem paraproteinu ve tfidé IgG nebo IgA
(negativni kontrola). B&éhem pipetovani je potfeba ulozit destiCku na okamzik do
chladna pfi teploté 2-8°C.

Po napipetovani vSech substanci pfikryjeme mikrotitraéni destiCku kryci folii
a nechame desti¢ku inkubovat 2 hodiny pfi teploté 2-8°C. Poté odstranime folii,
vyprazdnime kyvety a promyjeme desti¢ku chlazenym promyvacim pufrem 4x 300 pl.

V dalSim kroku pfidame 100 yl enzymového markeru IgM do pfislusnych kyvet.

-38 -



Desti¢ku opét pfikryjeme folii a ponechame ji inkubovat 2 hodiny pfi teploté 2-8°C. Po
uplynuti inkubacni doby odstranime fdlii, vyprazdnime kyvety a promyjeme je
chlazenym promyvacim pufrem 4x 300 pl. Nasledné pfidame 100 pl substratu TMB
vytemperovaného na 18-28°C. Opét pfikryjeme destiCku folii a umistime ji na vertikalni
tfepacku nastavenou na 800-1000 rpm po dobu 30 minut pfi teploté 18-28°C. Desticku
je tfeba chranit pfed pfimym svétlem. V posledni fazi pfidame 100 ul stopovaciho
roztoku. Tento krok je potfeba udélat do 30 minut. Pokud dojde ke vzniku vzduchovych
bublin, odstranime je SpiCkou pipety. Do 30 minut zméfime absorbanci pfi 450 nm

pomoci pfistroje EVOLIS.
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni protilatek proti gangliosidim u pacientt

s perifernimi neuropatiemi

4.1.1 Zpusob vyhodnoceni

Ziskané hodnoty z fotometrického méfeni pfi 450 nm nejsou kone¢nym udajem.
Vystupem méfeni jsou hodnoty absorbance, které se musi dle vyrobce piepoditat
pomoci vzorce uvedeného na ,Obr. 7% Vyslednym uUdajem je pomér absorbance

vzorku/kontrol a zpramérované absorbance kalibrator(i v procentech.

Obrazek 7: Matematicky vzorec pro vypocet kone¢né hodnoty

Absorbance vzorkt a kontrol

x 200 =% pomér
Absorbance kalibratort

Ziskané udaje pacientl se nasledné vyhodnocuji podle procentualniho
zastoupeni pfifazenim k jednotlivym hodnotam, které jsou uréeny vyrobcem.

Zastoupena rozmezi hodnot predstavuji Uroven pozitivity/negativity uvedené v ,Tab. 4

Tabulka 4: Cut off hodnoty odpovidajici ur€itym absorbancim a jednotlivym kategoriim

Kategorie Rozmezi Absorbance
Negativni pod 30% 0,28
Hraniéni hodnoty 30-50% 0,28-0,46
Cut off hodnota 50% 0,46

Kategorie hodnot byly zapsany k jednotlivym pacientim pfislusnych méreni

které jsou ilustraéné zobrazeny na ,,Obr.8"
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1. méreni Cal  Cal LOW LOW

| MED MED NEG NEG
silng

neg Hrani(’:m’neg neg neg neg neg  neg poz

neg neg neg
neg neg neg neg neg neg neg  neg | poz neg neg neg
neg neg neg . neg neg neg neg neg  neg neg  neg | neg
neg neg neg neg neg neg neg neg  neg neg neg neg

neg neg neg neg neg neg ineg neg poz neg .neg .neg

neg . neg neg neg neg neg neg neg '.neg . neg  neg neg
Pacient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2. méfeni Cal Cal LOW LOW

| MED MED NEG NEG

poz . neg  poz . neg . neg . neg _neg  neg neg | neg neg _neg

poz neg neg neg neg  neg neg ;neg hranicni neg neg neg

neg hraniénineg | neg . neg neg neg neg hrani¢ni neg | neg .neg
silné

neg neg ' " neg neg neg neg neg  neg neg neg neg

neg neg neg neg neg neg .neg neg .neg neg  neg neg

neg. . neg neg neg neg neg neg neg ' .neg  neg  neg neg
Pacient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

3. méfeni Cal ' Cal LOW LOW

| MED MED NEG NEG
neg . neg neg  neg  neg neg _neg  neg | neg ‘neg  neg _neg
neg neg neg neg nheg neg neg neg | neg neg | neg neg
neg neg neg . neg neg neg neg neg  neg neg  neg | neg
neg neg neg neg neg neg poz neg neg neg «neg neg

neg neg neg neg neg neg .neg neg .neg neg  neg .neg

neg . neg neg neg neg neg neg neg '.neg  neg  neg neg
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

—_

Pacient

4. méfeni Cal Cal LOW LOW

| MED MED NEG NEG
neg. neg neg . neg . neg . neg _neg neg . neg | neg  neg _neg
neg neg hrani¢ni neg neg . neg neg  neg  neg neg neg neg
neg neg neg . neg neg neg neg neg neg neg . neg |neg
neg neg hranini neg  poz neg neg. neg neg neg neg hrani¢ni
neg neg hraniéni neg neg -neg neg neg neg neg ' neg ;i(l)r;é
neg. . neg . neg neg neg neg  neg neg. neg.  neg neg neg

Pacient 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Obr. 8: Jednotliva méfeni s vyznaCenymi kategoriemi pozitivity u vySetfenych
pacient
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4.1.2 Vyhodnoceni
Pozitivni nalez:

V prvnim méfeni byly prokazany pozitivni hodnoty autoprotilatek proti
ganglisiddm GM1, GD1b a silné pozitivni hodnoty anti-GA1 u muze ve véku 47 let
s diagnostikovanou polyneuropatii oznaéeného jako pacient 9.

Druha detekce protilatek odhalila dva pacienty s abnormalnimi hladinami
protilatek proti gangliosidim. Vysoké hladiny protilatek byly zjiStény u pacienta 1,
kterym byla Zena ve véku 81 let s diagnostikovanou polyneuropatii. Vysoké hodnoty
byly prokazany u autoprotilatek proti GA1 a GM1. Druhy pacient, u kterého byly
prokazany patogenni protilatky proti gangliosidiim byla osoba oznacena jako pacient 3,
kterym byl muz ve véku 78 let s polyneuropatii. V tomto pfipadé se jednalo o protilatky
proti gangliosidim GA1 a GD1a, pficemz hladina protilatek proti GD1a byla silné
pozitivni.

Ve tfetim stanoveni byla zjisténa vysoka hladina autoprotilatek proti
gangliosidim GD1a u muze ve véku 72 let s polyneuropatii. Tento pacient byl oznacen
jako pacient 7.

Ze Ctvrtétho méfeni vzesli dva pacienti s vysokymi hodnotami anti-
gangliosidovych protilatek. U pacienta 5, Zena ve véku 52 let s polyneuropatii, byla
prokazana vysoka hladina protilatek proti gangliosiddm GD1a. DalSi abnormaini
hodnoty byly naméfeny u muze ve véku 61 let s diagnostikovanym Guillain-Barrého
syndromem pod oznacenim pacient 12, u kterého byly zjistény hrani¢ni hodnoty
protilatek proti gangliosidu GD1a a silné pozitivni hodnoty protilatek proti gangliosidu
GD1b.

Hraniéni nalez:

Hrani¢ni nalez znamena, Ze nelze jednoznacéné urcit pfitomnost patologie, ale
ani ji vyvratit. Vysledkem takového nalezu je vZzdy opakovany odbér a vySetfeni pro
potvrzeni nebo naopak vylou€eni nemoci. V prvnim méfeni byla prokazana
nespecificky zvydena hladina autoprotilatek proti gangliosidu GA1 u pacienta 2. Touto
osobou je Zena ve véku 85 let s diagnostikovanou polyneuropatii.

Pfi druhém stanoveni protilatek byla u muze ve véku 75 let s diagnostikovanou
polyneuropatii oznaceného jako pacient 2, zjiSténa nespecificky zvySena hodnota
u anti-gangliosidovych protilatek proti GM2. Dalsi pfipad vykazujici hodnoty anti-
gangliosidovych autoprotilatek na rozmezi pozitivity byla Zena ve véku 48 let
s dignostikovanou polyneuropatii pod oznacenim pacient 9. Pfesnéji byly zjiSteny

neobvyklé hodnoty protilatek proti GM1 a GM2.
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Pri Ctvrté detekci protilatek byly prokazany tfi hraniéni hodnoty pozitivity
u protilatek proti gangliosidim GM1, GD1a a GD1b. Tyto hodnoty byly naméreny
u Zzeny ve véku 68 let oznacené jako pacient 3 a jeji diagndzou byla polyneuropatie.

Pacienti s pozitivnimi a hrani¢nimi hodnotami anti-gangliosidovych protilatek

jsou uvedeni v ,Tab. 5%

Tabulka 5: Souhrn vysledku pacientll s pozitivnimi a hrani¢nimi hodnotami protilatek

proti gangliosidum

Stanoveni Oznaceni Pohlavi |Vék |Diagnéza | Pozitivita Hrani¢éni hodnoty
pacienta protilatek (%) | protilatek (%)
Stanoveni 1 Pacient 2 Zena 85 G629 GA1 (44,5)
Pacient 9 Muz 47 G629 GA1 (103,1),
GM1 (72,5),
GD1b (83,5)

Stanoveni 2 Pacient 1 Zena 81 G629 GA1 (66,9),

GM1 (54,6)
Pacient 2 Muz 75 G629 GM2 (42,4)
Pacient 3 Muz 78 G629 GA1 (57,8),
GD1a (217,3)
Pacient 9 Zena 48 G629 GM1 (36,9), GM2 (30,7)
Stanoveni 3 Pacient 7 Muz G629 GD1a (61,4)
Stanoveni 4 Pacient 3 Zena 68 G629 GM1,(34,8) GD1a (34,9),
GD1b (46,6)

Pacient 5 Zena 52 G629 GD1a (57,2)

Pacient12 | Muz 61 | G610 GD1b (284,8) | GD1a (32,1)

Na zakladé stanoveni protilatek proti gangliosidim bylo z celkového poctu 48
pacientl objeveno 6 osob (15.8 %) s patologickymi hodnotami téchto autoprotilatek
adale 4 osoby (10.5 %), u kterych se hladiny protildatek pohybovaly na pomezi
pozitivnich hodnot, 38 pacientl nevykazovalo pfitomnost autoprotilatek. Zastoupeni

pacientl dle pozitivity je graficky zobrazeno na ,Obr. 9%
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pocet pacientt

@ negativni

@ poztivni

Ohraniéni

Obr. 9: PocCet pacientu rozdélenych dle poztivity

Nejvice zastoupenou anti-gangliosidovou protilatkou byla v nasem méfeni
autoprotilatka proti GD1a, ktera byla prokazana u péti pacientt. U ¢tyfech pacientt byly
zjistény autoprotilatky proti gangliosidim GA1 a GM1. Protilatky proti GD1b jsme
prokazali u tfech pacientd. U dvou pacientl byla potvrzena pfitomnost protilatek proti
GM2, zatimco pfitomnost anti-gangliosidovych protilatek proti GQ1b nebyly prokazany
u zadného z vysSetfovanych pacientl. Zastoupeni jednotlivych autoprotilatek proti

gangliosidim u pozitivnich i meznich pacientu je zobrazeno graficky na ,,Obr. 10

5.
4 o GA1
o GM1
pocet 34 0O GM2
detekovanych OGD1a
protilatek 2 OGD1b
1] @mGQ1b
0 |

Obr. 10: Zastoupeni jednotlivych anti-gangliosidovych protilatek
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Celkem bylo vySetfeno 28 Zen a 20 muzu. PocCet osob s vyskytem anti-
gangliosidovych autoprotilatek byl u obou pohlavi stejny. U muzl i Zen bylo prokazano
5 osob s pozitivnim nalezem (jsou zapocteny i osoby s hrani¢nimi hodnotami).
Rozdéleni pacientli dle pohlavi a jejich zastoupeni podle pozitivity je zobrazeno
graficky na ,Obr.11*

pocet osob
30+
25
20 @ celkem muzi
[l poztivni muz
15 O celkem Zeny
104 O poztivni Zeny
5]
0.

Obrazek 11: Rozdéleni pacientd dle pohlavi a jejich pozitivity

Z dvaceti vySetfenych muzu na pfitomnost anti-gangliosidovych protilatek bylo
objeveno pét osob s abnormalnimi hodnotami, coz znamena, ze kazdy Ctvrty muz byl
v haSem méfeni zachycen na pfitomnost autoprotilatek. U Zen byla incidence protilatek
mensi. Z dvaceti osmi Zen byly prokazany autoprotilatky u péti Zen. Procentualni
zastoupeni obou pohlavi vzhledem Kk jejich celkovému poctu je graficky znazornéno na
,0br.12%

procentualni
zastoupeni

100% -

80% -

@ pozitivni muzi
60% - L
O pozitivni Zzeny

40% -

20% -

0% -

Obrazek 12: Procentualni zastoupeni muzu a Zen vzhledem k jejich celkovému poctu
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Primérny vék vSech vySetfenych pacientl byl 65,6 let. Primérny vék Zen byl
64,8 let, zatimco primérny vék muzu byl 66,8 let. Pfitomnost protilatek proti
gangliosidim byla prokazana u pacientl ve vékovém rozpéti 47-85 let. Nejvice
pacientl, u nichz byla prokazana pfitomnost autoprotilatek, se nachazelo ve vékové
kategorii 70-80 let. Rozdéleni pacientll s prokazanou pfitomnosti anti-gangliosidovych

protilatek podle vékovych kategorii je zobrazeno graficky na ,Obr. 13

pocet pozitivnich
osob

251
2

1,51 7
| |

0,5 7
0

40-50 50-60 60-70 70-80 80 a vice
vék

Obrazek 13: Rozdéleni pozitivnich pacientl podle vékovych kategorii

4.2 Stanoveni protilatek proti MAG u pacientu s prokazanou

monoklonalni gamapatii

4.2.1 Zpusob vyhodnoceni

Vysledkem analyzy jsou kvantitativni hodnoty. Vystupem fotometrického
analyzatoru jsou koncentrace, které jsou prepocitany pomoci kalibracni kfivky. Vyrobce
doporucuje jako pozitivni kontrolu hodnotu cut off 1000 BTU (BUhlmann Titre Unit), coz
odpovida nejnizS§imu kalibratoru D v kalibra¢ni kfivce. Zprimérované hodnoty
absorbance kalibrator6 naseho méfeni jsou uvedeny v ,Tab. 6“ Pro ziskani
koncentrace protilatek proti MAG ve vzorku, byla vytvofena kalibraéni kfivka viz ,Obr.
14“. Koncentrace byly vypolteny pomoci analyzatoru EVOLIS. Hodnoty blanku
odpovidaly nule. Hrani¢ni hodnotou pozitivity byla koncentrace kalibratoru D, pacienti
nachazejici se nad touto mezi byli ur€eni jako pozitivni, pacienti pohybujici se v oblasti

Sedé zdény byli ur€eni jako hranicni.
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Tabulka 6: Primeérné hodnoty absorbance kalibrator(

Kalibrator ODys5p (prameér)
Kal D (1000 BTU) 0,160
Kal C (3000 BTU) 0,463
Kal B (15000 BTU) 1,257
Kal A (70000 BTU) 2,412

Kalibracéni kirivka

2,5 1

OD 450 nm

100000

koncentrace (BTU)

Obrazek 14: Kalibra¢ni kfivka pro vyhodnoceni anti-MAG protilatek

4.2.2 Vyhodnoceni

Na zakladé detekce protilatek proti MAG metodou sendviCové ELISy byl zjistén
jeden pacient (zena, 76 let), u néjz byla prokazana pfitomnost monoklonalniho proteinu
ve tfidé IgM napadajici myelin asociovany glykoprotein. U dvou pacientu (zena, 74 let;
zena, 80 let) byly naméfeny hraniéni hladiny anti-MAG. U pacientl s hodnotami na
rozhrani je doporueno opakovani vySetfeni, protoZe u téchto osob se predpoklada
pocinajici rozvoj onemocnéni. Vysledky jsou zobrazeny na ,Obr. 15% kde je pozitivni
pacient vyznaCen Cervenou barvou a pacienti s hrani¢nimi hodnotami zelenou barvou.
Modfe jsou zvyraznéni pacienti s prokazanou pfitomnosti monoklonalniho proteinu ve
tfidé IgM, u kterych jsme predpokladali pozitivitu protilatek proti MAG. Zluté pole
pfedstavuje negativni kontrolu, ktera zahrnuje osoby s vyskytem monoklonalniho

proteinu ve tfidé IgG/IgA.
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CalA ConL 3. 11.97:19. 27 35. 43. o1. 59. 67. 79.
CalA ConL 4. 12: W 20. 28. 36. 44. 32 60. 68. 76.
CalB ConH 5. 13. § 21. 29 37. 45. o0 61. oFel, T
CalB ConH 6. 14. I 22. 30. 38. 46. 54. 60 el 78:
CalC blank 7. 10 23 3l oY 47. 55. O3 [ 748
CalC blank 8. 16. & 24. 32. & 40. 48. 56. 64. T 80.
CalD,. 1. 9. 33. & 41. 49. o7, 65. 73. 81.

CalD 2. 10. 18.4k 26. 34. . 42 50. 58. 66. 74. 82.

Obrazek 15: Mikrotitracni desticka zobrazujici pipetovaci protokol a prikaz
pozitivity u jednoho pacienta a hrani¢nich hodnot u dvou pacientd, (modré pole —

osoby s IgM, Zluté pole — osoby s IgG/IgA).

Pro detekci autoprotilatek proti myelin asociovanému glykoproteinu bylo
vybrano dohromady 82 pacientu, 42 pacientl s potvrzenou pfitomnosti monoklonalniho
proteinu ve tfidé IgM a 40 osob s vyskytem paraproteinu ve tfidé IgG/IgA. Ze 42
moznych kandidatd na pfitomnost protilatek proti MAG byla prokazana jedna pozitivni
osoba a dvé osoby s hrani¢nimi hodnotami anti-MAG autoprotilatek. Zastoupeni
pacientt dle pozitivity je zobrazeno graficky na ,Obr. 16“. U pacientl ve skupiné

negativni kontroly nebyla prokazana pfitomnost autoprotilatek, viz ,Obr.17¢.

pocet osob

@ negativni

@ poztivni

Ohraniéni

Obrazek 16: Rozdéleni cilové skupiny pacientl podle pozitivity
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pocet osob

O negativni
@ poztivni

Obrazek 17: Rozdéleni kontrolni skupiny pacientu dle pozitivity

V celkovém poctu vybranych pacientt bylo 43 Zen a 39 muzl. Z vybranych zen
mély 3 Zeny neobvyklé hodnoty protilatek proti MAG. U muzi nebyl prokazan vyskyt
anti-MAG protilatek. Rozdéleni pacientd dle pohlavi a jejich pozitivity je uvedeno na
,0br.18% Z grafu vyplyva, Zze se nam podafilo detekovat pfitomnost autoprotilatek
anti-MAG pouze u zZen.

pocet osob

Ocelkem Zen

@ poztivni zeny
O celkem muzi
W poztivni muz

Obrazek 18: Rozdéleni pacientl podle pohlavi a jejich pozitivity
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5 Diskuse

5.1 Anti-gangliosidové protilatky

Guillain-Barrého syndrom (GBS) neni obvyklé autoimunitni onemocnéni a
i v sou€asnosti chybi studie v oblasti klinické i laboratorni diagnostiky. V této praci jsme
provefili klinické prognostické znaky u 48 pacientl, u nichz byly prokazany pfiznaky,
které by mohly potvrzovat diagnézu polyneuropatie nebo Guillain-Barrého syndromu.
U téchto vybranych pacientl jsme pfedpokladali mozny vyskyt anti-gangliosidovych
protilatek, a proto byly vySetfeni na pfitomnost jiZ zminénych protilatek. Z celkového
poctu vySetfenych bylo prokazano 6 osob pozitivnich, coz je 15,8%. Literatura uvadi,
Ze incidence tohoto onemocnéni je 1,2-1,9 na 100 000 obyvatel (Pithadia & Kakadia,
2010, Langmuir et al., 1984). Vysoké procento nami zachycenych pacientd je dano
diky specifickému vybéru pacientll. Ve skupiné muzu bylo detekovano vice pozitivnich
pacientl (1,4x) nez ve skupiné zen, dle ,Obr. 12“. Tento nalez zcela koreluje
s literaturou, ktera uvadi, Ze muzZi jsou touto chorobou postizeni 1,5krat Castéji nez
Zeny, coz je v rozporu s jinymi imunitné vyvolanymi chorobami. (Steiner et al., 2010 ;
Govoni & Granieri, 2001)

Vsichni pozitivni pacienti se pohybovali ve vékovém rozmezi 47-85 let, z toho
nejvétsi pozitivita byla prokazana u osob mezi 70-80 let jak je uvedeno v ,Obr.13%
Nase vysledky zcela koreluji s dostupnou literaturou, ktera uvadi, Ze incidence se
zvySuje s vékem od 1 pfipadu na 100 000 osob ve véku 30 let po 4 pfipady na 100 000
obyvatel ve véku 75 let a vice (Pithadia & Kakadia, 2010, Langmuir et al., 1984).

Dle vyslednych méfeni byly u pozitivnich pacientl objeveny rizné varianty
GBS, kterymi jsou AMAN, AMSAN nebo GBS s ataxii.

Na zakladé méfeni byla u osoby oznatené jako pacient 9 (muz, 47 let,
diagnéza: polyneuropatie), prokadzana pfitomnost autoprotilatek proti GM1, GD1b a
silné pozitivnich autoprotilatek proti GA1. Protilatky proti gangliosidm asialo-GM1
(GA1) a zvlasté proti GD1b se Casto objevuji ve spojeni s vyskytem protilatek proti
GMH1, protoze tyto protilatky rozeznavaji stejnou sacharidovou sekvenci (Koga et al.,
2001). GA1 je obsazen v lidské periferni nervové tkani, ale jeho umisténi v perifernim
nervstvu a patogeneticka role protilatek proti GA1 neni znama. Protilatky proti GA1
maiji presynapticky blokujici UCinek v nervosvalovém spojeni zpusobeny inhibici
napétim fizenych vapenatych kanalt (Kaida & Kusunoki, 2010). Pfitomnost GM1 je
spojovana s infekci Campylobacter jejuni a ve vétsiné pfipadld nasvédcuje horsi pribéh
nemoci (Havranek et al., 2008). GM1 protilatky se nachazeji ve spoijitosti
s amyotrofickou lateralni sklerézou (ALS) stejné tak s Guillain-Barrého syndromem

(internet 6). Na zakladé ziskanych informaci tedy usuzujeme, ze tento pacient trpi
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Guillain-Barrého syndromem, pfesnéji senzorimotorickou neuropatii spiSe zaméfenou
na motorické nervy a moznou ataxii, E¢emuz nasvédc&uje pfitomnost autoprotilatek proti
GD1b. Diagndza tohoto pacienta je podpofena i skute€nosti, Ze se jedna o muze.
Vékem neni pacient zcela specificky, avSak neni vylou€eny. Vzhledem k véku by méla
nastat terapie doplnéna rehabilitacemi a Iéky zaméfenymi na bolest nebo jiné
symptomy. Postizeny ma velké Sance na uzdraveni. LéCba je zaméfena pfedevSim na
imunomodulaci a to podanim vysokych davek intraven6znich imunoglobulinG zkracené
HDIVIG nebo plazmaferézou (Bednafik, 2001; Havranek et al., 2008). Tyto metodiky
jsou ucinné v pfipadé, ze je |éCba zahajena do 2 tydnl od rozvoje nemoci. Prvotnim
impulsem pro imunomodulaéni |é¢Ebu je neschopnost chlize (Bednarik, 2001; Van der
Meché et al., 1992). V minulosti se podavaly kortikoidy, u kterych se vSak v posledni
dobé neprokazal terapeuticky efekt, pouze pfi podani spole¢né s HDIVIG, kdy mohou
zkratit progresivni pribéh nemoci. Pfi nemoznosti podat HDIVIG nebo provést
plazmaferézu se aplikuje vyménna transfuze (Havranek et al., 2008; Baranwal et al.,
2006). Lécba akutniho stadia nemoci je ucinna. Az 75% pacientl se zcela uzdravi
nebo pretrvava pouze distalni slabost &i lehka unava (Ehler et al., 2011). V pfipadé
nevratného poskozeni tkané je jedinou moznou I|éCbou substituéni terapie nebo
transplantace zni¢eného organu (Hofejsi & Bartarikova, 2009; internet 1). Naprosté
uzdraveni béhem 3-12 mésicl se udava u 90-95% pacientd a u 5-10% pacientl se
prokazou trvalé nasledky. Primérné vékové rozpéti vyskytu GBS je 4-8 let. (Bednafik,
2001; Havranek et al., 2008)

DalSim pozitivnim pfipadem byla osoba oznacena jako pacient 1 (Zena, 81 let,
diagnéza: polyneuropatie). U této zeny byl prokazan pozitivni vyskyt protilatek proti
gangliosidim GA1, GM1. Nékteré protilatky proti GM1 reaguji s GA1 a tudiz se
v nékterych pfipadech vzajemné doplriuji (Koga et al., 2001). Gangliosid GM1 je také
spojovan s infekci Campylobacter jejuni (Havranek et al., 2008). Vyskyt protilatek proti
GM1 byva znakem motorické neuropatie u GBS (AMAN, AMSAN) (Mali¢kova et al.,
2007; internet 9). Na zakladé vSech dostupnych informaci Ize pfedpokladat, ze
pacientka trpi GBS pfesnéji motorickou formou. Diky nasim vysledkim byla pacientce
zménéna diagnéza. Z epidemiolologického hlediska je rovnéz diagnéza podpofena,
protoZze s vékem se zvySuje incidence onemocnéni. Vzhledem Kk vysokému véku
pacientky se domnivam, Ze jeji vyhlidky na léCbu nejsou pfFili§ pfiznivé. LéCebnou
variantou by méla byt HDIVIG a symptomaticka IéEba v pfipadé vyskytu bolesti Ci
jinych potizi. Plazmaferéza se vtomto véku nedoporuluje, pro pacienta znamena
velkou zatéz.

U pacienta oznageného jako pacient 3 (muz, 78 let, diagn6za: polyneuropatie)

byly prokézany pozitivni hodnoty autoprotilatek proti GA1 a silné pozitivni hodnoty proti
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GD1a. Protilatky rozpoznavajici gangliosidy GD1a a GA1 jsou Casto prokazany ve
vztahu s motorickou a senzorimotorickou neuropatii, jako je GBS (internet 6). Jak jiz
bylo zminé&no role protilatek proti GA1 neni zcela objasnéna, zatimco velmi vysoké
hodnoty vyskytu protilatek proti GD1a jsou znakem AMAN, AMSAN (Mali¢kova et al.,
2007). Podle odborné literatury lze potvrdit, ze pacient trpi motorickou Ci
senzorimotorickou neuropatii, jako je GBS. Méfeni tak pomohlo stanovit diagnozu,
kterou je opét Guillain-Barrého syndrom. Diagnéza je podpofena také
epidemiologickymi udaiji, protoZe pozitivnim pacientem je osoba muzského pohlavi
vySSiho véku. S ohledem na vék pacienta by mély byt hlavni Ié€ebnou terapii nasazeny
vysoké davky intravendznich imunoglobulini jako v pfedchozim pfipadé. Terapie by
méla byt samozifejmé zaméiena také na utiSeni bolesti i na jiné potize vyskytujici se
u nemocnych ¢€i hospitalizovanych osob.

Pacient 7 (muz, 72 let, diagndza: polyneuropatie) vykazoval pozitivni hodnoty
autoprotilatek proti gangliosidu GD1a. Motorické i senzorické nervy obsahuji GD1a, ale
jeho pfesné umisténi neni znamo. Protilatky proti GD1a inhibuji obnovu poSkozenych
perifernich nervi u pacientd s AMAN. Protilatky proti gangliosiddm GD1a jsou
charakteristickym znakem AMAN, AMSAN, jejichz projevy jsou spiSe motorického
charakteru (Kaida & Kusunoki, 2010). Na zakladé méfeni a literatury Ize usoudit, Ze
pacient trpi senzorimotorickou formou GBS. Diagnézu podporuji i epidemiologické
Udaje, protoze postizenym je muz ve vySSim véku. LéCba pacienta bude vzhledem
k véku spiSe zaméfena na imunomodulaéni a symptomatickou terapii. Lécba
plazmaferézou neni v tomto pfipadé vhodna.

Osoba oznacena jako pacient 5 (zena, 52 let, diagnéza: polyneuropatie) se
prokazala pozitivnimi hodnotami u anti-gangliosidovych protilatek typu GD1a. Na
zakladé jiz zminéné literatury usuzujeme, ze pacientka trpi variantou Guillain-Barrého
syndrom, tedy senzorimotorickou neuropatii spiSe zaméfenou na motorické projevy.
Stanovenim anti-gangliosidovych autoprotilatek u tohoto pacienta jsme pomohli
upfesnit diagnézu. Diagndzu podporuji i epidemiologické udaje, protoze i kdyz se jedna
0 Zenu, fadi se do vékoveé rizikovéjsi skupiny. Vzhledem k véku by méla byt pacientce
nasazena lé¢ba podanim HDIVIG & vyménnou plazmaferézou. Dale mize byt 1éCba
pacientky podpofena symptomatickou |é€bou a rehabilitacemi. Tato osoba ma
pomeérné velké Sance na uzdraveni.

Posledni pacient, ktery byl klasifikovan jako pozitivni na pfitomnost protilatek
proti gangliosidim, byla osoba oznacena jako pacient 12 (muz, 61 let, diagnéza:
Guillain-Barrého syndrom). V tomto pfipadé byly prokazany silné pozitivni hodnoty
protilatek proti gangliosidu GD1b a mezni hodnoty protilatek proti GD1a.

Monospecifické protilatky proti GD1b vyvolavaji ataxii u pacientt trpici GBS. Kli¢ovou
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roli ve vyvoji ataxie hraje aktivace apoptické kaskady. Protilatky proti GD1a jsou
spojovany s motorickymi poruchami u GBS (Willison & Yuki, 2002; Gong et al. 2001).
Pacient podle dostupnych informaci trpi ataxii u GBS s poc€inajicimi poruchami
motorickych nervu. lkdyz nebyla potvrzena pfFitomnost vSech anti-gangliosidovych
autoprotilatek specifickych pro GBS, klinicky byla u tohoto pacienta ovéfena diagn6za
GBS. Diagnézu také podporuji epidemiologické udaje, protoze postizenou osobou je
muz ve vySSim véku, Cimz se dle literatury zvuSuje pravdépodobnost rozvoje
onemocnéni. Pacientovi by méla byt nasazena imunomodulaéni lé¢ba ve formé
HDIVIG ¢i plazmaferézy. Dale pacienta Cekaji rehabilitace pro celkovou
rekonvalescenci. Pribéh [é¢by by mél byt podpofen i 1éEbou dalSich pfiznakl jak

fyzickych tak psychickych.

Zvlastni skupinu pacientd zahrnuji osoby, u nichz nebyly jednoznaéné
potvrzeny patologické hodnoty anti-gangliosidovych protilatek vedouci k vyvoji GBS,
ale ani vyvraceny. Témto pacientum je doporu¢eno podstoupit novy odbér a vySetfeni
pro potvrzeni resp. vylouceni onemocnéni. Hrani¢ni hodnoty jsou neprikazné, proto
mohou byt znamkou i jinych chorob. Jednim z téchto pfipadl je pacient (zena, 85 let,
diagnéza: polyneuropatie), ktery byl oznalen jako pacient 2. U této osoby byly
naméfeny hodnoty autoprotilatek t&sné pod hranici pozitivity proti gangliosidu GA1.
ZvySena hladina téchto protilatek mize byt pfi€inou pocinajicich nervosvalovych
poruch, nebo mohou byt znakem zacinajiciho rozvoje nespecifické infekce vyvolavajici
autoimunitni odpovéd.

DalSim pacientem s hrani¢nim nalezem byl pacient 2 (muz, 75let, diagnéza:
polyneuropatie). Vtomto pfipadé byla prokazana hrani¢ni hodnota anti-
gangliosidovych protilatek proti GM2. Pfitomnost anti-GM2 protilatek je hlavnim
znakem GBS po infekci Cytomegalovirem (Mali¢kova et al., 2007; internet 9).

Abnormalni hodnoty byly naméfeny i v pfipadé pacienta s Cislem 9 (Zena, 49 let
diagnéza: polyneuropatie). U této osoby byly zjistény hrani¢ni hladiny protilatek proti
gangliosidim GM1, GM2. ZvySené hodnoty protilatek proti GM1 ve tfidé IgG mohou
byt znakem pocinajici motorické neuropatie u GBS, dale mohou znamenat pocatek
multifokalni motorické neuropatie, jedna-li se o protilatky ve tfidé IgM (Malic¢kova et al.,
2007; internet 9). ZvySené hodnoty autoprotilatek proti gangliosidim GM2 mohou byt
opét pficinou rozvijejici se infekce Cytomegalovirem, ktery je pavodcem rozvoje GBS.
Hodnoty jsou neprikazné, proto mohou byt zplsobeny i jinou nespecifickou infekci
vyvolavajici autoimunitni proces. Podle epidemiologickych dat nezastupuje pacient

nejrizikovéjsi skupinu nemocnych, ale pfesto neni onemocnéni vylou¢eno. Pacientovi
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byl doporu€en novy odbér krve a vySetfeni pro sledovani vyvoje mozného
onemocnéni.

Poslednim pacientem, u kterého byly detekovany hrani¢ni hodnoty, byla osoba
pod oznaCenim pacient 3 (Zena, 58 let, diagnéza: polyneuropatie). U této osoby byly
zjistény mezni hodnoty autoprotilatek proti gangliosiddm GM1, GD1a a GD1b. Toto
pfesné zastoupeni anti-gangliosidovych protilatek je specifické pro Guillain-Barrého
syndrom dle odborné literatury i vyrobce. Domnivame se, Ze diky stanoveni anti-
gangliosidovych protilatek byl u pacienta odhalen pocinajici rozvoj GBS. Na zakladé
epidemiologickych udaji se osoba fadi do skupiny lidi s rizikem mozného vyvoje
nemoci. Tomuto pacientovi bylo doporu¢eno podstoupit novy odbér i vySetfeni pro

posouzeni vyvoje onemocnéni.

5.2 Anti-MAG protilatky

Diagnostikovat anti-MAG neuropatii, ktera se vyskytuje ve spojeni
s monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu, ma velky klinicky vyznam. Vysetfeni
protilatek proti myelin asociovanému glykoproteinu je velmi dllezité, protoze jejich
pfitomnost predikuje aktivni proces demyelinizace u perifernich neuropatii. Terapie
pacientd trpicich monoklonalni gamapatii nejasného vyznamu s projevy neuropatie je
v soucasnosti zaméfena pouze na symptomatickou IéEbu, protoZe primarni pfiCina
onemocnéni neni znama. Prokazanim pfitomnosti anti-MAG protilatek se u pacient(
docili zmény medikace se zaméfenim na lé€bu autoimunitniho onemocnéni, kterym
tato neuropatie je. V soucasnosti mohou Iékafi ovlivnit pouze koneéné projevy, jako je
bolest, parastézie a jiné. Timto méfenim se také zpfesni diagndza, protoZe pacienti
s polyneuropatiemi jsou velmi tézko diagnostikovatelni. Projevy jednotlivych
polyneuropatii se navzajem prolinaji, pfi€emz pavodcem mohou byt mimo
autoimunitniho onemocnéni: alkoholismus, metabolické nemoci jako diabetes,
vitaminové deficity a dal3i (Otruba, 2011).

V méfeni bylo vySetfeno 42 pacientt s prokazanou pfitomnosti monoklonalniho
proteinu ve tfidé IgM. U této skupiny osob jsme pfedpokladali mozny nalez anti-MAG
protilatek. Pro negativni kontrolu bylo vyuzito 40 pacientl s pfitomnosti paraproteinu
IgG nebo IgA. Zgrafu na ,Obr. 17 vyplyva, Ze v kontrolni skupiné pacientu
s prokazanou pfitomnosti paraprotienu IgG a IgA jsme nenalezli zadného pozitivniho
pacienta. Jak jiz bylo zminéno, pfitomnost anti-MAG protilatek se poji s paraproteinem
IgM, coZ jsme timto nalezem i prokazali. Z epidemiologického hlediska monoklonalni
gamapatie nejasného vyznamu postihuje 3 % lidské populace s vékem nad 70 let a vic

jak u jedné tretiny pacientll s MGUS se projevuje periferni neuropatie. Pfesna Cisla
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pojednavajici o incidenci anti-MAG neuropatie nejsou znama (Séudla & Pika, 2009;
IMWIG). V naSem stanoveni se podafilo zachytit jednoho pacienta s prokazanou
pfitomnnosti anti-MAG autoprotilatek ve tfidé IgM a dva pacienty s hraniénimi
hodnotami, jak vyplyva z grafu na ,Obr. 16“. Vysledny nélez anti-MAG protilatek u tfi
pacientd je vohledu malé Cetnosti vyskytu tohoto onemocnéni velky zachyt. Dle
vyjadfeni osetfujiciho Iékafe byla diky naSim vysledkim pacientce zménéna lécba,
jejiz hlavni terapeutickou strategii je imunomodulace. Hlavni IéCebna strategie zahrnuje
intraven6zni  imunoglobuliny, steroidy, plazmaferézu, alkalicka Cinidla jako
cyklofosfamid (internet 8; Zivkovi¢ et al., 2009). Nejuginné&jsi Ié&ebnou metodou je
prozatim terapie cyklofosfamidem a plazmaferéza (Bednafik, 2001). V nékterych
pfipadech anti-MAG neuropatie ma efektivni Gcinky rituximab. Idealni zplsob lécby
neuropatie s monoklonalni gamapatii prozatim neexistuje (internet 8; Khadilkar et al.,
2011). Pacientim s hrani¢nimi hodnotami bylo doporu¢eno opakovat odbéry krve
a vySetieni, pro upfesnéni resp. vylou€eni diagnézy. Je pravdépodobné, Ze vzhledem
k vysledku bude nasledujici vySetfeni pozitivni. Pokud ano, podafilo se nam detekovat
pocinajici rozvoj anti-MAG neuropatie, a tim i moZnost v€asné |1éCby a nasledného
vylé€eni. V8echny postizené osoby byly zastupci Zenského pohlavi, coZz vychazi
z grafu na ,Obr.18%. Tato skute¢nost potvrzuje obecny pfedpoklad, Ze Zeny maji vétsi
sklon k rozvoji autoimunitniho onemocnéni, jehoz pFicinou jsou hormonalni zmény
(internet 1), ale pfesto by dle Kawagashira et al. méli byt anti-MAG neuropatii postizeni

spiSe muzi.

Pro tuto praci byla formulovana hypotéza: ,Pokud je monoklonalni gamapatie
prokazatelné zplsobena protilatkami anti-MAG IgM, Ize tyto pacienty cilené lécit
odliSnym zpUlsobem a pokud ano, jak je ovlivnéna moznost vyléceni*.

Podle ziskanych informaci nebyla hypotéza z Casti potvrzena. Neprokazali
jsme, ze anti-MAG protilatky jsou pfi¢inou monoklonalni gamapatie, protoze dle
literatury reaguji paraproteiny ve tfidé IgM s nervovymi antigeny, kterym je i MAG
(Gabriel et al., 1996; Nobile-Orazio et al., 2000). Monoklonalni gamapatie se tedy jevi
jako pavodni pfi¢éina mozného nastupu neuropatie. Rozvoj neuropatie je pak
patologicky proces doprovazejici monoklonalni gamapatii. Dosud v3ak nebyl zcela
objasnén vznik i vyvoj periferni neuropatie u pacientd s monoklonalni gamapatii
(Ramchandren & Lewis, 2012). Tato interakce nasledné vede k aktivaci komplementu
a nervovému poskozeni (Ramchandren & Lewis, 2012; Khadilkar et al., 2011).
Popsany patofyziologicky proces je tedy pfikladem protilatkami vyvolané demyelinizace
(Tatum, 1993). AvSak pacienti s pfitomnosti anti-MAG protilatek jsou lé€eni odliSnym

zpusobem. Pokud se patologicky proces objevi véas, lze destrukce nervové tkané
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potlacit a zbavit pacienta neurologickych pfiznaku a destrukce mozkové tkané. Lécba
anti-MAG neuropatie s monoklonalni gamapatii by méla byt na zakladé ziskanych

informaci 1é€ena jako autoimunitni onemocnéni s dirazem na imunomodulaéni [éCbu.

-56 -



6 Zaver

NapIni prace bylo vypracovat literarni reSerdi na dané téma, coZz znamenalo
ziskat a zpracovat Sirokou oblast dat zabyvajici se problematikou perifernich neuropatii
a jejich diagnostiky zahrnuijici protilatky proti gangliosidiim a proti myelin asociovanému
glykoproteinu.

Specifickym vybérem pacientd jsme vzhledem k epidemiologickym udajim
dosahli vysokého zachytu onemocnéni. V pfipadé diagndzy Guillain-Barrého syndromu
jsme prokazali pfitomnost anti-gangliosidovych protilatek u deseti osob, z toho u Sesti
byli prokazany pozitivni hodnoty téchto autoprotilatek a byla jim pfifazena diagnéza
Guillain-Barrého syndromu. Zbylym &tyfem pacientdm byla prokazana pritomnost
autoprotilatek, ale jejich hodnoty odpovidaly hraniénim hodnotam pozitivity. Témto
osobam byl doporu¢en novy odbér krve a opakovani vySetfeni pro vyvraceni nebo
potvrzeni diagnozy. VySetfenim anti-MAG protilatek u pacientd s prokazanou
monoklonani gamapatii ve tfidé IgM jsme na zakladé epidemiologickych udaj zachytili
velky poc€et osob. Pfi méfeni byl prokazan jeden pacient s pozitivnimi hodnotami a dva
pacienti s neprikaznymi hodnotami pozitivity, tedy hodnotami hrani€nimi. Pozitivhimu
pacientovi, ktery mél jiz potvrzenou pfitomnost paraproteinu ve tfidé IgM, byla diky
vySetfeni zjisténa i anti-MAG neuropatie. U pacientd s meznimi hodnotami anti-MAG
protilatek bylo doporu€eno opakovani odbéru krve a vySetfeni pro monitorovani vyvoje
onemocnéni. Prokazali jsme, Ze stanoveni anti-MAG a anti-gangliosidovych protilatek
ma velky klinicky vyznam. Vyhodou téchto vySetifeni je rychlost stanoveni protilatek,
ktera je obecné u autoimunitnich chorob zasadni. V€asna detekce a spravné urCeni
diagnozy je dulezité pro nasazeni adekvatni lécby vedouci k zlepSeni zdravotniho
stavu pacienta €i uplného vylé€eni, coz potvrzuji i nase vysledky.

Cilem této prace bylo zavést metody pro detekci autoprotilatek proti
gangliosidim a proti myelin asociovanému glykoproteinu do klinické praxe. Soucasti
zavedeni technik do rutinni laboratorni praxe bylo vytvofit standardni operacni postup
vySetfovaci, ktery zahrnuje bezpeénostni aspekty, princip metody, kalibrace,
interpretace vysledk(, informace o reagenciich, pracovni postup a také struény popis
pracovniho postupu pro nasledné uziti laboranty v rutinnim provozu. Obé metody by
mély dale pomaoci pfi stanovovani diagnéz zaméfenych na periferni neuropatie. Poctem
zachycenych pacientll jsme prokazali, Ze vybrané soupravy jsou dostate¢né specifické
a citlivé, a tudiz vhodné pro zamyslené pouZziti.

Potvrdili jsme, jak na zakladé vysledku, tak na zakladé klinickych informaci, ze
obé zavedené metody jsou velmi dllezité a pfinosné pro diagnostiku neuropatii. Tato

vySetfeni jsou vysoce specializovana a musi byt interpretovana ve spolupraci
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s klinikem. Problematika zabyvajici se perifernimi neuropatiemi je velmi rozsahla.
Symptomy jednotlivych polyneuropatii se prolinaji, neni tedy jednoduché urcit pfesnou
diagnozu i na zakladé pozitivniho nalezu, proto je kazdy posun v diagnostice velmi
cenny. Zavedeni téchto metod do klinické praxe ma tudiz vyznamny diagnosticky
pfinos. V soucasnosti jsou uzité techniky vrcholem laboratornich vySetfeni zaméfenych
na detekci protilatek proti glykokonjugatum pojicich se s urcitymi typy neuropatii jako je
Guillain-Barrého syndrom ¢i anti-MAG neuropatie s monoklonalni gamapatii ve tfidé
IgM na trhu. Prozatim neexistuji zadné jiné, sofistikovanéj§i metody vhodné pro
stanoveni a pouZiti v rutinni praxi.

V diplomové praci jsme méli objasnit hypotézu: ,Pokud je monoklonalni
gamapatie prokazatelné zplsobena protilatkami anti-MAG IgM, Ize tyto pacienty cilené
I&Cit odliSnym zplsobem a pokud ano, jak je ovlivnéna moznost vyléceni“. Hypotézu
jsme po posouzeni vSech dostupnych informaci z €asti potvrdili. Pomoci ziskanych
vysledk(l a odborné literatury a na zakladé konzultace s klinikem jsme prokazali, Ze
pacientim trpicich timto onemocnénim bude zménéna |éCba, ktera muze vést az

k Uuplnému uzdraveni.

V praci jsme prokazali, Ze neni jednoduché spravné diagnostikovat pacienty
vykazujici pfiznaky neurologického postizeni, nestaCi se zaméfit pouze na projevy
nemoci ale, je nutné hledat primarni pfiCinu onemocnéni. Dle mého nazoru se diky
zavedeni obou metod do rutinni praxe urychli a zpfesni diagnéza v oblasti neuropatii,

coz vede k moznosti cilena terapie, ktera zajisti lepsi kvalitu Zivota &i uplné uzdraveni.
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Seznam zkratek

AIDP

ALS
AMAN
AMSAN
BTU
CIDP

CMV
CT
CNS
GBS
HDIVIG

HNK-1

MFS
MGUS

MM

MRI

NK
PNS
POEMS

TMB
uv

akutni zanétliva demyelinizujici polyradikuloneuropatie
(acute inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy)
amyotroficka lateralni skler6za

akutni motoricka axonalni neuropatie

akutni senzitivné-motoricka axonalni neuropatie

Budhlmann Titre Unit

chronicka zanétliva demyelinizani polyneuropatie (chronic
inflammatory demyelinating polyneuropathy)
Cytomegalovirus

pocitatova tomografie (computed tomography)

centralni nervova soustava

Guillan-Barré syndrom

vysoka davka intravenéznich imunoglobulinG (high-dose
intravenous imunoglobulin)

human natural killer- 1

imunoglobulin A

imunoglobulin G

imunoglobulin M

lipo-oligosacharidy

glykoprotein asociovany s myelinem (myelin associated
glycoprotein)

Miller FisherGv syndrom

monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (monoclonal
gammopathy undertermined significance)

mnohoc¢etny myelom

magneticka rezonance (magnetic resonance imaging)
natural killer

periferni nervova soustava

Polyneuropathy, Organomegaly, Endocrinopathy/ Edema
syndrom

tetramethylbenzidin

ultrafialové zareni
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