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Sclerosis multiplex — uloha regulaénych
T-lymfocytov v patogenéze a biologickej

liecbe choroby

Multiple Sclerosis — a Role of Regulatory T Cells in the
Pathogenesis and Biological Treatment of the Disease

Suhrn

Kazdy biologicky systém zahana v sebe nielen efektorové, ale aj kontrolné mechanizmy, ktoré
spbsobom spatnej vazby udrzuju homeostazu organizmu. NajdoéleZitejSimi imunitnymi mecha-
nizmami, ktoré bréania rozvoju autoagresivnych procesov (autoimunitnych a alergickych), su
tie, ktoré sprostredkuvaju regulacné B-lymfocyty (Breg), a predovietkym regulacné T-lymfocyty
(Treg). Sclerosis multiplex je autoimunitna choroba, ktord podmieriuje prozapalova aktivita po-
Cetnych buniek imunitného systému pod ,vedenim” T,1- a najma T,,17-subpopulacie lymfocy-
tov. V ostatnej dobe sa zistilo, Ze nadmernt prozapalovu aktivitu uvedenych skupin lymfocytov
umozriuje aj nedostato¢nad imunosupresivna aktivita Treg-lymfocytov. Je prirodzené, Ze v liecbe
SM sa snazime ich funkciu obnovit. Dokdzu to uz sucasné biologikéa prvej linie, t.j. IFN-B a glatira-
mér acetat. Biologika druhej linie aktivitu Treg-lymfocytov ovplyvriujd rézne — FTY720 podporuje
aj ich proliferaciu, aj imunosupresivnu aktivitu. Nasvedcuju tomu tiez klinické priznaky, kedy pri
preruseni liecby tymito preparatmi moze dojst k indukcii IRIS-syndrému. V stvislosti s Ulohou
Treg-lymfocytov v rozvoji a terapii SM sa poukazuje aj na moznost indukcie a expanzie vlastnych
Treg-lymfocytov pacienta in vitro a nasledné ich spatné podanie pacientovi. Do stadif klinickych
skusok sa dostavaju aj monoklonové protilatky rituximab, alemtuzumab a daclizumab, ktorych
mechanizmus na zniZenie imunopatologickych procesov je rozdielny. Rituximab zniZuje antigé-
novo-prezentacnu funkciu B-lymfocytov, alemtuzumub pésobi prostrednictvom hlbokej deplécie
T-lymfocytov, vratane autoreaktivnych, a daclizumab indukuje vznik NK-buniek, ktoré nicia auto-
reaktivne T-lymfocyty. Napokon sa v ¢ldnku uvadza, ¢o z hladiska diagnostiky choroby a rozho-
dovania lekara, aky typ liecby mé pouZit, sticasnd laboratérna imunolégia méze poskytnut.

Abstract

Every biological system has its executive as well as control mechanisms that, by the means of
feedback, maintain homeostasis within the organism. Regulatory B cells (Breg) and especially regu-
latory T cells (Treg) are of paramount importance in preventing auto-aggressive (allergic and au-
toimmune) processes. Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease driven by proinflammatory
activities of various cell types led by T,1 and T,17 cells. Recently, it has been established that the
over-activity of the involved cells is enabled by insufficient activity of regulatory T cells. It is, therefore,
natural that, in MS, therapy aims to re-establish their physiological function. IFN-8 and glatiramer ace-
tate, first line biological agents, are able to do so. The second line agents, natalizumab and FTY720,
influence the activity of Treg cells in various ways — natalizumab does not affect T cells in any way,
while FTY720 supports both, their proliferation and activity. It seems that it is an insufficient immu-
nosuppressive activity after suspension of the 720 (FTY720) treatment that results in a development
of the IRIS. With respect to the role of regulatory T cells in the development and therapy of MS it is
worth mentioning that they can be induced and expanded in vitro and subsequently re-introduced to
the patient. Recently, monoclonal antibodies rituximab, alemtuzumab and daclizumab have entered
clinical tests as the treatments of MS. Their mechanisms of action are different. Rituximab down-reg-
ulates antigen-presentation function of B cells, alemtuzumab profoundly depletes T cells, including
auto-reactive lines, and daclizumab induces NK cells that enter the itrathecal compartment and kill
autoreactive T cells. The paper also discusses the support that laboratory immunology has to offer to
physicians in terms of the diagnosis and biological treatment decision making.
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Zoznam skratiek

BLIMP-1 B-Lymphocyte-Induced
Maturation Protein (trans-
kripcny represor)

cMV cytomegalovy virus

CTLA Cytotoxic T Lymphocyte
Antigen

DC dendritové bunky

EBV virus Epsteina a Barrovej

FOXO Forkhead box O
(transkrip¢ny faktor)

FOXP3 Forkhead box P
(transkrip¢ny faktor)

GITR Glucocorticoid-Induced
Tumor necrosis factor Re-
ceptor family related gene

HBV virus hepatitidy B

HLA hlavny histokompatibilny
komplex ¢loveka

HSV virus herpes simplex

IFN-B/IFN-y interferon beta/gama

IRF4 Interferon Regulatory
Factor 4

MBP myelinovy bazicky protein

MOG myelinovy oligodendritovy
antigén

NK NK-bunky (Natural Killer
cells)

PD Programmed Death

STATS Signal Transducer and
Activator of Transcription 5

TIGIT T cell Ig and ITIM domain

TIM T cell Immunoglobulin

Mucin protein

Principidlnou Ulohou imunitného systému
je likvidacia vonkajsich i vnutornych naru-
Sitelov integrity jedinca. Vonkajsich , ne-
priatelov” predstavuju predovietkym
mikroorganizmy, kym k vnutornym pa-
tria najma potencidlne rakovinotvorné
bunky, ktoré vznikaju v nasom orga-
nizme ako vysledok poruchy v ich replika-
cii. Omnoho menej sa zdérazrfiuje druh3,
nemenej vyznamnd biologickd funkcia
imunitného systému, a to zabrana akti-
vacie autorektivnych T- a B-lymfocytov,
ktoré mézu predstavovat hrozbu induk-
cie autoimunitnych procesov. Dosahuje
sa mechanizmami centralnej (recesiv-
nej) a periférnej (dominantnej) toleran-
cie. Centrélna tolerancia sa zabezpecuje
deléciou autoreaktivnych T- a B-lymfocy-
tov v tymuse, resp. v kostnej dreni pocas
ich dozrievania v tychto primarnych lym-
foidnych organoch [1,2]. Tak ako v ka-
Zzdom biologickom systéme, ani mecha-
nizmy centrélnej tolerancia nie st 100%

Mechanizmus ucinku

Tab. 1. Mechanizmus ucinku biologik pouzivanych pri liecbe SM.

Biologikum

zniZenie poctu T-lymfocytov na periférii
branenie indukcie a proliferacie autoreak-
tivnych T-lymfocytov

blokada prechodu autoreaktivnych T-lym-
focytov do CNS

indukcia NK-buniek, ktoré nasledne zabi-
jaju autoreaktivne T-lymfocyty

prerusenie aktivacie autoreaktivnych
T-lymfocytov

alemtuzumab

IFN-B a glatiramér acetat
natalizumab
daclizumab

rituximab

a Cast autoreaktivnych lymfocytov tomuto
procesu unikne a dostava sa na perifériu,
do sekundarnych lymfoidnych organov,
kde po stretnuti sa s autoantigénmi, kri-
Zovo-reagujucimi antigénmi, i pri dysre-
gulacii imunitného systému sa moézu ak-
tivovat a spustit autoimunitné procesy,
ktoré niekedy vedu aj k plne rozvinutym
autoimunitnym chorobdm. Aby k tomu
nedochadzalo, priroda vytvorila mechani-
zmy periférnej tolerancie, ktoré zabezpe-
¢uju predovietkym regulacné lymfocyty.
Tieto priamym kontaktom s autoreaktiv-
nymi lymfocytmi alebo nepriamo, najma
syntézou imunosupresivnych cytokinov,
zabrdnia ich aktivacii alebo utlmia ich
efektorovu aktivitu [1,2]. Najdolezitej-
Sie regulacné lymfocyty patria T-lymfocy-
tom, kym regulac¢né B-lymfocyty zohra-
vaju sice tieZ svoju vyznamnu Ulohu, ale
skor doplnkovu.

Regulacné T-lymfocyty (Treg) zaradu-
jeme do dvoch skupin — prirodzené a in-
dukované. Prirodzené regula¢né T-lym-
focyty (nTreg) predstavuju samostatnu
skupinu buniek, tak ako su B-lymfocyty,
NK-bunky atd’. Naproti tomu indukované
regulacné T-lymfocyty (iTreg) nepredsta-
vuju samostatnu skupinu buniek, ale ide
o subpopuléciu pomocnych CD4* T-lym-
focytov, ktord vznika iba pocas imunitnej
odpovede [3-5].

nTreg-lymfocyty potlacaju aktivitu
T- (aj op aj v8), B-lymfocytov, NK-, NKT-
a aj dendritovych buniek (DC). Vyvijaju sa
dreni tymusu ako nezavisla, samostatna
populadcia buniek. Na ich diferenciaciu
treba, aby rozpoznavali peptidy pochad-
zajuce z autoantigénov, ktoré im prezen-
tuju HLA-molekuly dendritovych buniek
drene tymusu, kostimula¢né interakcie
medzi molekulami CD28 (nTreg) a CD8O0,
resp. CD86 (DC) a napokon cytokiny

IL-2 alebo IL-15. Rozpozndavanie prezen-
tovanych peptidov je vysokoafinitné [3,6].

Diferencidcia nTreg-lymfocytov si vy-
Zaduje okrem iného aj aktivaciu Specific-
kého génu — FOXP3 (Forkhead box P3;
Xp11.23-9g13.3.), ktory kdéduje rovno-
menny transkripcny faktor. O jeho vel-
kom biologickom vyzname sved¢f skutoc-
nost, Ze ak dojde k jeho mutacii, vznikne
choroba, ktord je nezlucitelna so Zivo-
tom — IPEX (Immune dysregulation, Po-
lyendocrinopathy, Enteropathy). Okrem
FOXP3 sa na diferenciécii nTreg zucast-
Auju aj iné transkripcné faktory, najma
BLIMP-1, IRF4, transkrip¢né faktory
FOXO-rodiny a STATS5, ktory vznika ak-
tivaciou dréh, ktoré indukuje IL-2 [7,8].
nTreg predstavuju 5-10 % CD4+CD8" ty-
mocytov v periférii je ich priblizne 10 %
z celej populédcie CD4*-lymfocytov. Su to
dlhodobo Zijuce bunky, ktoré charakteri-
zuju viaceré membranové antigény. Pro-
blémom v3ak je, Ze nie su Specifické iba
pre nTreg; typicky maju CD4 a CD25.
CD25 (a-retazec vysokoafinitného recep-
tora pre IL-2) v3ak vlastnia aj aktivované
T-lymfocyty. Neskor sa ukézalo, ze nTreg
maju znizenu expresiu CD127 (a-reta-
zec receptora pre IL-7). Z inych znakov
sa treba zmienit o CD5, CD49d, CD69,
CD103, CD152 (CTLA-4), AITR (CD357;
skor je znamy jeho ekvivalent pri my-
Siach — GITR) a neuropilin [3,9].

nTreg su prirodzene anergické, t.j. pri
in vitro stimuldcii monoklonovymi anti-CD3
protildtkami (CD3 je sucastou antigéno-
vého receptora T-lymfocytov), fytohe-
maglutininom alebo alogénnymi bunkami
neproliferuju a neprodukuju ani IL-2. Vy-
razne viak tlmia indukciu imunitnej od-
povede. Mechanizmy, akym to robia, su
viaceré; v podstate ich mozno rozdelit do
4 skupin: 1. prostrednictvom inhibi¢nych
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cytokinov; 2. indukciou apoptdzy; 3. pro-
strednictvom indukcie zmien v metabo-
lizme; 4. modulaciou dozrievania alebo
funkcie DC [10-12].

Indukované regulacné T-lymfocyty
sa diferencuju z naivnych CD4* T-lymfo-
cytov pocas imunitnej odpovede. Vzni-
kaju najma v slizni¢nych priestoroch; naj-
lepSie tieto udalosti pozndme v Creve. Ak
na naivné CD4* T-lymfocyty pdsobi TGF-B,
IL-2 a kyselina retinova, ktord spracovanim
vitaminu A produkuju dendritové bunky,
diferencuju sa na iTreg [2,4,13]. Na ich di-
fereciaciu tiez treba FOXP3-gén, ale roz-
dielne transkripéné gény a odlisnd pro-
maotorovu oblast (CNS1). Pri ich Uplnom
chybani (v experimente) nevznikd nijaka
systémova choroba, ktord by sa podobala
IPEX-syndrému, ale zépalové procesy sliz-
nic (kolitida, asthma bronchiale) [14,15].
Bol problém, ako ich odl$it od nTreg. Vy-
riesilo sa to nedavno, ked sa zistilo, Ze
na rozdiel od nTreg maju v svojich mem-
branach iba malo neuropilinu [16]. iTreg
svoju imunosupresivnu aktivitu presadzuju
podobne ako nTreg, kontaktnym alebo
bezkontaktnym (syntézou najma TGF-f
a IL-10) sposobom [4,13].

Aky je zasadny rozdiel medzi nTreg- a iT-
reg-lymfocytmi? Oboje potlacaju aktivitu
buniek imunitného systému, avsak princi-
pidlne nTreg-lymfocyty timia aktivitu au-
toreaktivnych T-lymfocytov, t.j. tych, ktoré
unikli svojej delécii v tymuse, napr. lymfo-
cytov, ktoré rozpoznavaju MBP, kym iT-
reg-lymfocyty obmedzuju aktivitu tych
efektorovych T-lymfocytov, ktoré vznikaju
pocas imunitnej odpovede na antigén,
napr. na komenzalne baktérie, ktoré méme
v Creve. nTreg- a iTreg-lymfocyty sa neza-
stupuju, ale doplnaju svoju aktivitu [14].

Funkciu imunosupresivnych buniek
mozu zastdvat aj B-lymfocyty. Svoju imu-
nosupresivnu funkciu presadzuju ¢i uz
priamym kontaktom, alebo prostrednic-
tvom TGF-B a najma IL-10, prip. indukuju
apoptdzu aktivovanych T-lymfocytov. Do-
kazu indukovat a potenciovat prirodzené
regulacné T-lymfocyty. Charakteristiku
ich membranovych znakov pri mysiach
uz pozname, u cloveka zatial nie. Ozna-
Cuju sa skratkou Breg- alebo B10-lymfo-
cyty [17-19].

Vychéadzajuc z indukcie autoimunitnych
procesov pre mutaciu vo FOXP3-géne,
predpokladalo sa, Ze porucha funk-
cie ¢i nedostatok nTreg-lymfocytov sa
bude podielat aj na imunopatologic-
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Obr. 1. Pric¢iny neuspesnej funkcie regulacnych T-lymfocytov pri vyvoji autoimunity.

Regula¢né T-lymfocyty neuplatnia svoju timivd funkciu pretoze ich je malo v dosledku
urcitej poruchy pri ich diferenciacii, ako je nedostatok cytokinov (IL-2, TGF-B), kostimu-
lacie (CD28) a pod. Dalej Treg-lymfocyty mézu byt v norme, ale nie su plne funkéné,
napr. neprodukuju dostatok imunosupresivnych cytokinov (IL-10, IL-35, TGF-p), alebo
dochddza k poruche kontaktnej imunosupresivnej interakcie. Napokon aj pocty aj funk-
cia Treg-lymfocytov st v norme, ale ter¢ova skupina buniek na ich imunosupresivne po-
sobenie neodpoveda, napr. pre velké mnozstvo cytokinov, ktoré produkuju (IL-2, IL-4,
IL-6, IL-15) alebo pre svoj vyslovne prozapalovy charakter (T,,17-subpopulécia).

kych procesoch ,beZznych” autoimunit-
nych choréb. Tento predpoklad sa potvr-
dil. nTreg-lymfocyty mézu mat svoj podiel
na vyvoji autoimunitnych choréb tym, Ze
chybaju, ich funkcia je znizena alebo Ze
efektorové T-lymfocyty na ich pésobe-
nie neodpovedaju (obr. 1). Aka je situa-
cia pri sclerosis multiplex (SM)? Viaceré
prace poukazuju na nedostato¢nu funk-
ciu nTreg-lymfocytov [20-22], i ked su aj
prace, ktoré udavaju pokles poctu tychto
buniek v periférnej krvi [23]. Aké je pricina
ich nedostatocnej funkcie? Zrejme pojde
o komplexnu poruchu, ako je znizena ex-
presia ko-inhibi¢nych molekul (CLTA4,
TIM-3, TIGIT) v membranach buniek, zni-
Zena syntéza imunosupresivnych cytoki-
nov a pod. [22,24]. Nedostato¢na timiva
aktivita nTreg-lymfocytov umozni na pe-
riférii aktivovanym autoreaktivnym T-lym-
focytom prechadzat do CNS a rozvijat tu
imunopatologicky proces.

Sclerosis multiplex je typicka autoimu-
nitnd choroba. Poznatky o jej imunopa-
togenéze v poslednych rokoch podstatne
vzrastli, ¢o umoznilo aj lepsiu, adresnej-
Siu biologicku liecbu. V strucnosti, pri SM
dochddza k destrukcii myelinovych obalov
v mozgu, periférny nervovy systém ostdva

neporuseny. Pricinu choroby nepozname.
Predpoklada sa interakcia faktorov vonka-
jSieho prostredia s genetickou predispozi-
ciou k chorobe. Zo spustacich faktorov sa
obvinuju virusy, ktoré mechanizmom mo-
lekulového mimikri (tj. podobnost vlast-
nych a mikrobidlnych antigénov) indukuju
rozvoj imunopatologickych procesov.
V skutocnosti, pocetné virusy obsahuju
proteiny, ktoré maju pribuznd Struktiru
s principidlnym autoantigénom pri SM —
myelinovym bdzickym proteinom (MBP).
Ide o virus osypok, CMV, EBV, HBV, HSV,
humanny herpeticky virus 6 alebo 7, ko-
ronavirusy a iné. Vztah medzi virusmi
a SM podporuju aj Udaje, Ze virusové in-
fekcie casto predchddzaju zachvaty cho-
roby. Pravdepodobne IFN-y, ktory sa pro-
dukuje pocas virusovej infekcie, spusti do
pohybu imunopatologické procesy vrcho-
liace demyelinizaciou [25].

Imunopatologicky proces sa zacina ak-
tivaciou autoreaktivnych T-lymfocy-
tov na periférii, ktoré patria T,1 a najma
T,17-subpopuldciam (obr. 2). Aktivo-
vané T-lymfocyty ndsledne za¢nu do svo-
jej bunkovej membrany zabudovdvat
adhezivne molekuly (najdolezitejsie su
a4p1-integriny), Co im umozni viazat sa
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Obr. 2. Diferenciacia naivnych pomocnych T-lymfocytov do jednotlivych
subpopulacii.

Pomocny T-lymfocyt (T,), ktory opusta tymus, eSte nie je vydiferencovany pre ur-
¢itd Specifickt funkciu; oznacuje sa ako naivny (T,0). Specializaciu ziskava aZ pri in-
terakcii s bunkami prezentujucimi antigén, ktoré podla charakteru antigénu, ktory
spracuvaju, syntetizuju rozdielne cytokiny. Ak takymto cytokinom je IL-12, naivny T, -lym-
focyt sa bude diferencovat do subpopuldcie T,1, ak IL-4, tak vznika subpopulécia T,2,
a napokon ak sa v mikroprostredi nachadza IL-1 alebo IL-6, diferencidcia ide do linie T, 17.

na adhezivne molekuly na endotelovych
bunkach CNS (najma VCAM-1, ktory sa
tu v malych mnozstvach konstitutivne ex-
primuje; po stimuldcii cytokinmi sa jeho
expresia zvysuje) a nasledne prechadzat
do parenchymu mozgu. Tento mechani-
zmus prechodu vyuZzivaju T, 1-lymfocyty,
kym T,17-lymfocyty vyuZivaju interak-
ciu medzi ich chemokinovym receptorom
CCR®6 a jeho ligandom CCL20, ktory sa
tieZ konstitutivne exprimuje na endotelo-
vych bunkach [26,27]. Po prechode au-
toreaktivnych T-lymfocytov, v perivas-
kuldrnom priestore, sa za¢nu odohravat
inicidlne imunopatologické procesy. Tu
sa dostavaju do kontaktu s myeloidnymi
dendritovymi bunkami, ktoré prostrednic-
tvom svojich HLA-molekul druhej triedy
prezentuju peptidy pochadzajice z my-
elinu, ¢im sa reaktivuju, za¢nu invadovat
do parenchymu a produkovat prozépa-
lové cytokiny (najma IFN-v, IL-17 a TNF).
Tieto nasledne stimuluju parenchymové
mikrogliové bunky, ktoré produkciou svo-
jich cytokinov (IL-12, IL-23, osteopontin)
a toxickych mediatorov (reaktivne inter-
medidlne produkty dusika a kyslika) po-
skodzuju myelin; z neho sa uvolfiuju dal-
Sie autoantigény a ,circulus vitiosus”
pokracuje. Na destrukcii myelinu sa po-
dielaju aj cytotoxické T-lymfocyty svo-
jim perforinovo-granzymovym mechani-
zmom. Sucasne dochadza aj k aktivacii
B-lymfocytov; tychto je v plaku spociatku
malo, ich relativny pocet sa zvy3uje, az
ked' sa lozisko stava chronickym. Aktiva-

cia B-lymfocytov sa prejavi intracerebral-
nou syntézou IgG, ktoré su typicky oligo-
klonové [25,28,29].

Neuromyelitis optica (NMQ) sme aZ do-
neddvna povazovali za variant SM. Dnes
predstavuje samostatnu chorobnu jed-
notku. Pri tejto chorobe ide o autoimu-
nitny zapal spdsobujuci demyelinizaciu
optického nervu a miechy. Hoci méze po-
stihnut aj mozog, lézie su rozdielne od
tych, ktoré sa pozoruju pri SM. Pre syn-
drém su charakteristické protilatky proti
aquaporinu 4 v membrane astrocytov
(AQP4) (aquaporiny su integralne pro-
teiny bunkovych membran, ktoré regu-
luju tok vody) [30,31]. Dominantnymi
bunkami infiltrujucimi lézie su neutro-
fily, bunky, ktoré pri SM prakticky chy-
baju. Dalsia odlisnost od SM je, Ze v ce-
rebrospinalnej tekutine su vysoké hladiny
IL-17. Tie pravdepodobne zodpovedaju
za indukciu produkcie chemokinov (IL-8,
G-CSF a CXCL1), ktoré pritahuju a akti-
vuju granulocyty [32]. IFN-B, ktory sa pou-
Ziva v liecbe SM, pri NMO sa nesmie po-
davat. NielenZe su pacienti, ktori na tuto
liecbu neodpovedaju, ale u niektorych
liecba indukuje tazké relapsy a exacerba-
cie choroby [33,34]. V sucasnosti sa na
liecbu NMO pouZiva azatioprin, pred-
nizon, rituximab, cyklofosfamid, meto-
trexat, mitoxantron, mykofenolat mofetil,
intravenézne imunoglobuliny (IVIG) ¢i vy-
menna plazmaferéza. Tu vsak sa tiez uka-
zuje, ze biologicka lie¢ba by mohla tiez
znacne prispiet k liecbe choroby — vyvinuli

sa monoklonové protildtky (aquaporu-
mab), ktoré sa viazu na AQP4, ¢im sa za-
brani patogenetickym anti-AQP4 protilat-
kam, aby uplatnili svoju aktivitu [35,36].
Aquapuromab neaktivuje ani komple-
ment ani K-bunky, takZe k poskodeniu
buniek, na ktoré sa viaze, nedochadza.

Ako sa zmienujeme vyssie, spoznanie
imunopatogenézy SM sa odrazilo na roz-
machu vyvoja rdéznych imunoterapeutic-
kych latok. Ako prvé biologikum, ktoré sa
pri lieCbe SM zacalo podavat, bol IFN-B,
neskor do hry vstupil glatiramér acetét,
monoklonové protilatky, FTY-720 a iné.
Kazdé z uvedenych imunoterapeutik ma
svoje vlastné mechanizmy, ktorymi ovplyv-
fuje prebiehajuce imunopatologické pro-
cesy a pokusa sa o navrat do fyziologic-
kych podmienok (tab. 1). Treba vsak
hned povedat, Ze ani jednému v sucas-
nosti pouzivanych biologik sa to doteraz
nepodarilo, vzdy ide iba o Upravu — zlep-
Senie klinického stavu pacientov, ale nie
o vyliecenie.

Interferéon beta (IFN-B) svoje imuno-
supresivne posobenie uplatiuje viacerymi
spdsobmi. Posobi na bunky prezentujice
antigén, t.j. makrofagy a mikrogliu, tym,
Ze znizuje v ich membranach mnoZzstvo
HLA-molekul druhej triedy a indukuje
objavenie sa inhibi¢nych molekul PDL-2,
ktoré po interakcii s PD1-receptormi na
T-lymfocytoch navodia v nich apoptoticky
proces. IFN-B zniZuje aj proliferaciu mak-
rofagov, ¢im zmensuje ich pocet, a tym aj
schopnost aktivovat dalSie a dalSie auto-
reaktivne T-lymfocyty. Dalej IFN-B zniZuje
ich vstup do mozgu tym, Ze zniZuje mnoz-
stvo VLA4-adhezivnych molekdl, na ktoré
sa T-lymfocyty musia prostrednictvom
svojich VCAM-1 molekul pred vstupom
do parenchymu viazat [36].

Vyznamnu ulohu md poddavanie IFN-B
aj na podsobenie Treg-lymfocytov. IFN-B
v membrdnach dendritovych buniek zvy-
Suje mnozstvo ligandov pre GITR-recep-
tory (GITRL). Interakcia medzi GITR na
Treg-lymfocytoch s GITRL na dendrito-
vych bunkdch podmieni v Treg-lymfocy-
toch prenos stimula¢ného signalu, ktory
spdsobi, Ze tieto zacnu proliferovat, a tym
zvysovat svoje pocty a nasledne aj svoju
timivd aktivitu. Tejto proliferacii napo-
méha aj druhy efekt IFN-B pdsobenia
na Treg-bunky, a to v podobe zniZenia
mnozstva ich CTLA4-molekul, ktoré po-
tlacaju aktivitu Treg-lymfocytov; stavaju
sa takto vnimavejSie na pésobenie stimu-
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la¢nych podnetov, najma na IL-2, ktory je
ich zakladnym homeostatickym cytoki-
nom [37].

Glatiramer acetat (GA) je druhym
imunopreparatom prvoliniovej liecby. Ide
o zmes syntetickych peptidov, ktoré sa
skladaju z 50 az 90 aminokyselinovych
jednotiek. Konkrétne ide o L-glutdmovu
kyselinu, L-lyzin, L-alanin a L-tyrozin,
ktoré su v peptide zastUpené ndhodne.
Tieto aminokyseliny sa na tvorbu pepti-
dov nevybrali ndhodne, ale cielene, lebo
sa v myeline vyskytuju najcastejsie. Me-
chanizmus uc¢inku GA médze byt v blo-
kade Zliabku HLA-molekul, ale ukazuje sa,
Ze GA ma aj imunomodulacné vlastnosti.
Dokazalo sa, Ze GA indukuje produkciu
sIL-1Ra, prirodzeného inhibitora IL-1, ¢/im
znizuje jeho posobenie a aj jeho syntézu.
Navyse monocyty, resp. makrofagy pod
jeho vplyvom produkovali aj menej IL-1,
TNF, teda najdodlezitejSich mediatorov za-
palu a IL-12, ktory podporuje T,1-imu-
nitnd odpoved; naopak, GA zvy3oval ich
syntézu imunosupresivneho IL-10 [38].
Predpoklada sa, Ze GA-aktivované T-lym-
focyty vstupuju aj do CNS a tu presadzuju
svoj protizdpalovy a neuroprotektivny Uci-
nok [39]. GA zlepsuje aj imunosupresivne
posobenie regula¢nych T-lymfocytov, a to
zvySovanim expresie ko-inhibi¢nych mo-
lekul TIGIT a TIM-3, ktoré su u pacientov
so SM v membranach ich Treg-lymfocytov
znizené [22,24,40].

K druholiniovej biologickej lie¢be
pacientov so SM patri natalizumab
a FTY720.

Natalizumab su monoklonové proti-
latky (mAb) proti ad-retazcu adhezivne;
molekuly VLA4 (a4B1-integrin), ktory sa
exprimuje v membranach T-lymfocytov;
jeho partnerskd molekula na endotelo-
vych bunkach ciev v CNS je VCAM-1. Po-
davanim tychto mAb sa zabranuje pre-
chodu autoreaktivnych T-lymfocytov do
CNS, pretoze T-lymfocyty nemézu prilnut
na endotelovu vystelku ciev, a tak sa na-
sledne preplazit do parenchymu mozgu,
¢o makroskopicky vnimame ako lymfo-
cytézu. Natalizumab redukuje tieZ pocet
dendritovych buniek v perivaskuldrnom
priestore mozgu poukazujuc na to, ze
sa jeho pdsobenie neobmedzuje iba na
T-lymfocyty [36].

Po preruseni liecby sa u niektorych pa-
cientov po troch az Siestich mesiacoch
pozoruje relaps choroby. U jedincov, ktori
relabovali, alebo mali zhorSené prejavy

MR, sa pozorovala mensia lymfocytdza
oproti tym, u ktorych sa relaps nevysky-
tol. Jedna z moznych pricin tohto javu je
aj v genetickom polymorfizme génu pre
antiapoptoticky protein Akt. Jedna jeho
forma, rs2498804T (jedna sa o polymor-
fizmus na Urovni jednotlivého nukleo-
tidu — SNP, Single Nucleotide Polymor-
phism), sa spaja z jeho zvy3enou aktivitou
a teda zvySenou apoptézou aktivovanych
T-lymfocytov, a teda aj nizSou lymfocyto-
zou [42,42].

Jedna z komplikacii liecby SM natalizu-
mabom je aj indukcia progresivnej multi-
fokélnej leukoencefalopatie (PML) vyvola-
nej JC-virusom [43]. Daldia z komplikacii
liecby pacientov natalizumabom je in-
dukcia IRIS-syndromu (Immune Recon-
stitution Inflammatory Syndrome), ktory
pozndme aj ako syndrém z imunitnej ob-
novy, zotavenia. Pozoruje u niektorych
pacientov po imunosupresii, ked imu-
nitny systém sa pomaly vracia do povod-
ného stavu a zacina reagovat na pred-
chddzajuce oportunistické infekcie, a to
prehnanou hyperinflama¢nou odpove-
dou, ¢o paradoxne cell situaciu este
zhorsuje. Na indukcii IRIS-syndrému po
prerudeni liecby natalizumambom sa snad
podielaju aj Treg-lymfocyty, skor induko-
vané ako prirodzené, pravdepodobne
pre nedostatocné podmienky ich induk-
cie. Napriek tomu, natalizumab ma svoje
miesto v liecbe SM, ked' lekar zvazuje ri-
ziko pacienta na rozvoj PML s ohladom na
predchadzajucu imunosupresivnu lie¢bu
v minulosti a pozitivitu anti-JCV protilatok
v jeho plazme.

V druholiniovej lie¢cbe SM médme este
k dispozicii FTY720 (fingolimod). Je to
derivat myriocinu, ktory sa izoluje z ¢in-
skej rastliny Iscaria sinclarii. FTY720 je
Struktirnym analégom sfingozinu, ktory
sa fosforyluje sfingozinovou kindzou
a nasledne posobi ako velmi silny agoni-
sta receptorov pre sfingozin 1-fosfat (ide
o receptory S1P1 az S1P5, na S1P2 sa
neviaze. T-lymfocyty vyuZzivaju najma
S1P1 a B-lymfocyty zase S1P3) [44,45].
Znizenie, resp. vymiznutie S1P1/S1P3-re-
ceptorov na T- a B-lymfocytoch spo-
sobf poruchu ich vycestovania zo sleziny,
lymfatickych uzlin a z Peyerovych pla-
kov. Reverzibilnd sekvestracia sa tyka az
80 % lymfocytov za 3-5 hod po aplika-
cii [46-48].

Pésobenie FTY720 na regulacné T-lym-
focyty nie je eSte Uplne objasnené. Exis-

tuju literdrne Udaje, ktoré poukazuju, ze
FTY720 podporuje ich proliferaciu a imu-
nosupresivnu aktivitu, i ked mechaniz-
mus, akym to dosahuju, autori neuva-
dzaju [46]. Tejto vlastnosti FTY720 by
zodpovedali aj klinické udaje, ktoré do-
kumentuju, Ze po preruseni liecby tymto
prepardtom dochadza k indukcii prizna-
kov, ktoré sa podobaju vyssie uvedenému
IRIS-syndrému [49,50]. Naznacovalo by
to, Ze okrem iného doslo aj k poklesu ak-
tivity regulacnych a zvyseniu aktivity efek-
torovych T-lymfocytov. Naopak, iné prace
dokazuju, Zze FTY720 znizuje aktivitu re-
gula¢nych T-lymfocytov, a to aj ich prolife-
ra¢nu aj funk¢nu aktivitu. Sposob, ktorym
to FTY720 dosahuje, sa zaklada na jeho
interferencii s fosforylaciou, a tym aktiva-
ciou transkrip¢ného faktora STATS, ktory
je potrebny na transkripciu FOXP3-génu
a vznik nTreg-lymfocytov [51]. Klinické
skusenosti v suvislosti s vysSie uvede-
nym IRIS-syndrémom po preruseni liecby
viak tomu nenasvedcuju, resp. ziskané
poznatky v predklinickych studiach nie
vzdy musia korelovat s u¢inkom prepa-
ratu pri samotnej liecbe pacientov. Pripo-
mina to udalosti zr. 2006, kedy sa pouZila
super-agonistickd monoklonova proti-
latka anti-CD28, ktora v klinickom pouZzitf
viedla k cytokinovej burke a k tazkym kli-
nickym priznakom, ktoré hranicili s prezi-
tim dobrovolnikov. Bolo to neocakavané,
lebo v predklinickych Studiach tato mAb
podporovala expanziu prave nTreg-lymfo-
cytov [52].

V poslednej dobe sa do klinickych sk-
usok dostavajui monoklonové proti-
latky, ktoré rozpoznavaju CD20 na
povrchu B-lymfocytov, a pomocou kom-
plementu alebo aktivaciou K-buniek
ich likviduju. Vychadza sa tu z poznat-
kov o inej biologickej funkcii B-lymfocy-
tov ako len buniek, ktoré zodpovedaju
za syntézu protilatok. Uz vyssie sme pi-
sali, Ze existuje subpopulacia B-lymfo-
cytov, ktord mé imunosupresivne vlast-
nosti. Podobne zacina sa zistovat, Ze
B-lymfocyty maju vyznamnu Ulohu aj pri
prezentacii antigénov. B-lymfocyty totiz
maju v svojich membranach HLA-mole-
kuly druhej triedy a pohltené antigény,
ktoré predtym rozpoznali a viazali svo-
jim antigénovym receptorom, dokazu
spracovat, nadviazat na HLA-molekuly
a prezentovat T-lymfocytom. Monoklo-
nové protildtky anti-CD20 znizuju pocet
B-lymfocytov, ¢im sa zniZzuje moznost ich
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interakcie autoreaktivnymi T-lymfocytmi,
a tym aj k Utlmu imunitnych procesov.
Sucasne dochddza k zmene cytokinového
mikroprostredia, ktoré podmieni vznik
a expanziu Treg-lymfocytov, ¢im sa au-
toimunitny proces dalej timi [17,53,54].
Preco sa vybral prdve CD20-antigén? Od-
poved je pomerne jednoduchd — nacha-
dza sa v membrdnach prakticky vset-
kych vyvojovych stadii B-lymfocytov, od
pre-B-lymfocytov az po plazmablasty [55].
Anti-CD20 mAb existuju v troch preve-
deniach — rituximab, ocrelizumab a ofa-
timumab. Rituximab a ofatimumab nicia
B-lymfocyty prostrednictvom aktivacie
komplementu, ocrelizumab aktivaciou
K-buniek, ¢o je vyhodnejsie, lebo nevzni-
kaju prozapalové fragmenty komplemen-
tového systému, ktoré vyvoldvaju prozapa-
lové komplikacie, ale apoptotické telieska,
ktoré likviduju makrofagy bez akejkol-
vek indukcie zapalovych procesov [56].
Rituximab sa osvedcil aj pri zvladani neu-
romyelitis optica (NMO) ako sa o tom pise
vyssie [31,57].

Do 3tadii klinickych skuSok sa dosta-
vaju aj dalsie dve monoklonové pro-
tilatky — alemtuzumab a daclizumab.
Alemtuzumab su monoklonové proti-
latky proti CD52. Tato molekula sa na-
chadza v membranach lymfocytov, mo-
nocytov a granulocytov. Biologicku ulohu
CD52 zatial eSte nepozname. Alemtu-
zumab aktivaciou komplementu vedie
k rychlej lyze T-, B-lymfocytov, NK-buniek
a monocytov. Hoci ma biologicky polcas
len 6 dni a neovplyviiuje prekurzorové
bunky, aj pomocné (CD4*) aj cytotoxické
(CD8*) lymfocyty sa vracaju k vychodis-
kovym hodnotdm az za 61, resp. 30 me-
siacov, ¢o moze vysvetlit jeho pozitivne
Ucinky v liecbe SM. V protiklade s tym
B-lymfocyty sa dostavaju na pdvodnu uro-
ven uz za 3 mesiace a potom ich pocty
dokonca aj stupaju [56]. Tato skutocnost
(t.j. zvySend aktivita B-lymfocytov a ne-
dostato¢na timiva funkcia regula¢nych
T-lymfocytov) moze vysvetlit aj sklon takto
liecenych pacientov vyvinut autoimunitné
komplikacie [58,59].

Daclizumab su monoklonové proti-
latky proti alfa-retazcu pre IL-2 (CD25).
Mechanizmus ich ucinku je zaujimavy —
indukuju vznik NK-buniek, ktoré prechad-
zaju do intratékalneho priestoru a tu zabi-
jaju autoreaktivne T-lymfocyty [60].

Napokon, v suvislosti s ulohou
Treg-lymfocytov v rozvoji a terapii SM

sa treba zmienit aj o moznosti indukcie
a expanzie vlastnych Treg-lymfocytov
pacienta in vitro a nasledné ich spatné po-
danie pacientovi. Tento spdsob zvlddania
imunitnych procesov sa Uspesne odskus3al
pri zvladani GvHD u fudi [61] a pri liecbe
experimentalnej autoimunitnej encefa-
litidy (EAE) indukovanej podanim MOG
[62].

V poslednej dobe pribudlo mnoZstvo
poznatkov o jednotlivych imunopatolo-
gickych procesoch pri SM. Nasli si odraz
aj v lepsej terapii, ktord sme v struc-
nosti vyssie nacrtli, ale stdle nemame
odpoved, ktoré (laboratérne) ukazova-
tele by ndm mali naznacit, aky typ liecby
mame pouzit, resp. kedy zamenit jeden
typ liecby za druhy. Urcovanie jednotli-
vych subpopuldcii T-lymfocytov v perifér-
nej krvi na zéklade ich rozdielnych mem-
branovych znakov informuje o odpovedi
pacienta na dany preparat, ale vzhla-
dom na najnovsie poznatky o ich vel-
kej plasticite a schopnosti rediferencia-
cie z jednej subpopulacie na druhu (napr.
T,2 naT,1 apod.) [63] sa zrejme v bud-
Ucnosti presunieme na ur¢ovanie cytoki-
nového profilu — ak je posunuty v smere
prozapalovych cytokinov (IL-17, IFN-vy,
TNF-a i.) a v neprospech protizapalovych
(IL-10, IL-4, TGF-B a i.), zrejme bude pa-
tologicky proces intenzivnejsi a liecba asi
menej Uspesna. Napr. pomer hladin imu-
nosupresivneho IL-10 k prozapalovému
IL-12 koreluje s aktivitou choroby a u pa-
cientov, ktori odpovedaju na IFN-B, sa
zlep3uje, t.j. stipa. Podobny zmysel ma aj
sledovanie hladin adhezivnych a ko-inhi-
bi¢nych molekul (VLA-4, LFA-1, VCAM-1,
CTLA-4, TIM-3) a niektorych chemokinov
(RANTES, MIP-1a). Napr. ak uspesne lie-
¢ime pacienta IFN-B, hladiny jeho adhe-
zivnych molekul v periférnej krvi stupaju
a v membranach lymfocytov klesaju; hla-
diny uvedenych chemokinov tiez klesaju
[64]. Ako liecit, kedy terapiu menit, Ci
pouzit kombindciu lieciv, zostava teda za-
tial vzdy na rozhodnuti lekara, a to uz aj
vzhladom k tomu, Ze SM tieZ nie je jed-
notnad choroba, ale méa svoje odtiene,
podmienené prevahou jednych alebo dru-
hych imunopatologickych procesov, ktoré
u kazdého pacienta rozdielne dominuju.
Samozrejme teoreticky vyskum bude le-
kdrom v ich rozhodovani pomahat, a to
tym viac, ¢im budeme lepsie poznat pod-
statu tychto procesov a ich vzajomnu
prepojenost.

V ¢lanku sa uvadzaju zékladné udaje
o lymfocytoch, ich subpopulaciach, cyto-
kinoch, povrchovych molekulach buniek
imunitného systému. Samozrejme charak-
ter ¢lanku neumoziiuje podrobnejsie sa
tymito poznatkami zaoberat, vysvetlovat
ich, resp. poukazovat na ich stvislosti. Rad
by som preto odporucil ¢itatelov, ktorf by
sa radi hlbsie ponorili do tejto oblasti imu-
nolégie na knizné publikacie, ktoré vysli
v CR [65], SR [66] alebo v zahrani¢i [67].
Problematika autoimunitnych choréb je
tiez fascinujuca a opat mozno o nej najst
podrobnejsie informéacie v monogra-
fidch, ktoré vysli v CR [65,68], v SR [69]
alebo v zahrani¢i [70]. Napokon pre
neurolégov, ktori by radi hibsie pre-
nikli do tajov ako sa imunitné mecha-
nizmy uplatfiujd na rozvoji autoimunit-
nych procesoch postihujlcich nervovy
systém, mozno odporucit monografiu
neuroimunoldgie [71].
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