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U roztrousené skler6zy mozkomisni rozliSujeme atakovity nebo primarné chronicko-progresivni priibéh. Oba typy pribéhu se lisi pato-
genezi, imunologii, terapeutickou odpovédi a progn6zou. Dosud neni k dispozici laboratorni diagnosticky marker pro rozliseni obou
podjednotek onemocnéni. Cilem prace bylo vysetfit intratekalni syntézu specifickych IgG protilatek proti neurotropnim virdm spalni-
cek, zardének a planych nestovic (MRZ reakce) u atakovitého a primarné chronicko-progresivniho priibéhu a stanovit jeji diferencialné
diagnosticky vyznam. Vysettili jsme soubor 35 pacientd (n-35). Intratekalni syntéza specifickych protilatek byla vyjadiena protilatko-
vym indexem dle Reiberova vzorce. MRZ reakce byla pozitivni u 14/25 pacientd s atakovitym priibéhem a u 2/10 pacient( s primarné
chronicko-progresivnim pribéhem roztrousené sklerdzy se senzitivitou 56 %, resp. 20 %. Rozdil v pozitivité MRZ reakce u obou prabéh
podporuje hypotézu o odlisné patogenezi a MRZ reakci Ize pouzit jako dopliikovy diferencialné diagnosticky marker.

Klicova slova: roztrousena skler6za mozkomisni, atakovité-remitentni pribéh, primarné chronicko-progresivni prabéh, intratekalni
syntéza, MRZ reakce.

Intrathecal synthesis of specific antiviral antibodies in relapsing-remitting and primary chronic progressive courses
of multiple sclerosis

The relapsing-remitting and primary chronic progressive courses are distinguished in cerebrospinal multiple sclerosis. Both these types
differ in the pathogenesis, immunology, therapeutic response, and prognosis. No laboratory diagnostic marker to distinguish these two
disease subentities has been available to date. Our aim was to assess the intrathecal synthesis of specific IgG antibodies against the neu-
rotropic measles, rubella, and herpes zoster viruses (the MRZ reaction) in the relapsing-remitting course and primary chronic progressive
course and to establish its differential diagnostic significance. A cohort of 35 patients (n = 35) was investigated. The intrathecal synthesis of
specific antibodies was expressed by the antibody index using Reiber’s formula. The MRZ reaction was positive in 14 out of 25 patients with
the relapsing-remitting course and in 2 out of 10 patients with the primary chronic progressive course of multiple sclerosis with sensitivities
of 56 % and 20 %, respectively. The difference in the positivity of the MRZ reaction in both the courses supports the hypothesis of different
pathogeneses, suggesting that the MRZ reaction may be used as a complementary marker in differential diagnosis.

Key words: cerebrospinal multiple sclerosis, relapsing-remitting course, primary chronic progressive course, intrathecal synthesis, MRZ
reaction.
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Seznam zkratek

SM — sclerosis multiplex

MRI — magneticka rezonance
CNS — centrdIni nervovy systém
M = virus spalnicek

R — virus zardének

TMB - tetrametylbenzidin

Z —vir planych nestovic

AU - virus arbitrary units

Q alb — albuminovy kvocient
HSV - herpes simplex virus

Uvod

Roztrousena skleréza mozkomisni (sclerosis
multiplex, SM) je chronické zanétlivé demyeli-
nizac¢nf onemocnéni s predpoklddanym auto-
imunitnim pdvodem postihujici prevazné mladé
dospélé. U atakovitého pribéhu dochézi k 1ézim

funkenich systém, tzv. atakdm, u méné c¢astého
primarné chronicko-progresivniho prabéhu dys-
funkce nervového systému nardsté kontinuélné
bez projevi remisi. Zeny jsou postizeny ¢astéji
nez muzi, coz je jev zndmy i u jinych autoimu-
nitnich onemocnén( (autoimunitn{ tyreopatie,
systémovy lupus erythematosus). Etiologie roz-
trousené sklerézy zUstava stale neobjasnéna.
Za Ucelem poznani etiologie byly zkoumany
faktory genetické, imunologické a vlivy zivotni-
ho prostfedi. Znacna pozornost byla vénovana
infekénim agens jako moznym spoustécim fak-
torlim v rozvoji roztrousené sklerézy. Obecné je
roztrousend skleréza povazovana za onemocné-
ni s rozhodujici imunitnf slozkou v patogeneze,
kde je autoimunitni reakce vici myelinovym pro-
teindm spousténa jednim nebo vice exogennimi
agens u geneticky vnimavého jedince.

Pavodni McDonaldova diagnosticka krité-
ria pro roztrousenou sklerézu z roku 2001 by-
la v roce 2005 doplnéna a rozséifena (Polman
etal, 2005). Diagnosticky algoritmus vychazejicf
z neurologické anamnézy, klinického vysetfeni
a paraklinickych laboratornich vysetfovacich
metod byl doplnény o nalezy na magnetické
rezonanci (MRI) se zaméfenim na stanoven( dise-
minace |ézf v prostoru a ¢ase. Nedilnou soucasti
laboratornich vysetfovacich metod je vy3etfenf
mozkomisniho moku (likvor, CSF). Pfitomnost
oligoklonalnich IgG past v mozkomisnim moku
a zvyseny index IgG podporuji diagndzu roz-
trousené sklerézy. Tyto nalezy vsak nejsou spe-
cifické a mohou byt detekovény i u pacient(
s jinym postizenim nervového systému, napf.
infekéni etiologie (Anderson et al., 1994; Link,
Tibblink 1977; Freedman et al., 2005). Intratekaln{
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syntéza specifickych IgG protilatek proti viru
spalnic¢ek (morbilli — M), zardének (rubeola —
R) a viru planych nestovic (varicella zoster - Z)
oznacovana jako MRZ reakce ma vyssi specificitu
a jeji pozitivita podporuje diagndzu chronické-
ho autoimunitniho onemocnéni s postizenim
CNS, predevsim sclerosis multiplex (Graef, Henze,
Reiber, 1994). Asi 84-94 % pacientl s roztrouse-
nou sklerézou ma pozitivni kombinovanou MRZ
reakci, tj. protildtkovou syntézu proti jednomu,
dvéma nebo tfem z uvedenych virll. Kombinace
pozitivity téchto protildtek prakticky vylucujfjiné,
tzn. akutnfinfekéni onemocnéni, a jsou dlikazem
pfitomnosti chronického autoimunitniho one-
mocnéni nervového systému. U jinych neurolo-
gickych onemocnéni, napf. u neuroborreliézy,
neurosyfilis nebo neurotuberkulézy, je frekvence
vyskytu kombinované MRZ reakce nizsi nez 0,1 %
(Tumani, Noelker, Reiber, 1995).

V literature bylo popsano srovnani pozitivity
MRZ reakce u souboru pacientl s roztrousenou
sklerézou a jinymi neurologickymi onemocnéni-
mi (Bednérova, Stoura¢, Krbkova, 2005). Dosud
nebyla sledovana pozitivita intratekalnf synté-
zy specifickych protilatek a jejf diferenciadlné
diagnosticky vyznam u atakovitého a primarné
chronicko-progresivniho pribéhu roztrousené
sklerézy, i pres predpokladané rozdily v patoge-
nezi obou forem. Predpoklada se, 7e podstatou
atakovitého priibéhu je zanétliva demyeliniza-
ce, zatimco chronicko-progresivni pribéh ma
prevladajici neurodegenerativni slozku a mensi
zanétlivy podil.

Cilem predlozené préace bylo stanovit poziti-
vitu MRZ reakce u souboru pacientd s atakovitym
a primarné chronicko-progresivnim pribéhem
roztroudené sklerézy a vyhodnotit jejf diferencial-
né diagnosticky potencial pro oba pribéhy.

Material a metodika

V serologickeé laboratofi Oddélent klinické mik-
robiologie Fakultni nemocnice Brno jsme vysetfili
35 dvojic sér a likvord na piftomnost intratekalnf
syntézy specifickych IgG protildtek proti virim
spalnicek, zardének a planych nestovic. Z cel-
kového souboru 35 pacientl mélo 25 pacientd
atakovity prdbéh a 10 pacientd chronicko-prog-
resivni prébéh roztrousené sklerézy. Diagndza
roztrousené sklerézy byla stanovena na zakla-
dé diagnostickych kritérii publikovanych v Ann
Neurol 2005; 58: 840: 846 (Polman et al.,, 2005).

Soucasné odebrané vzorky sér a likvord byly
ihned zpracovany nebo zamrazeny a uchovany
pi -20°C.

Specifické 1gG protilatky proti viru spalni-
Cek, zardének a planych nestovic (VZV) byly

stanoveny pomoci komer¢ni soupravy firmy
Human, Germany (Measles-Virus Human ELISA
IgG Antibody Test, Rubella-Virus Human ELISA
IgG Antibody Test, Varicella — Zoster-Virus
Human ELISA IgG Antibody Test). Pro detekci
protildtek byly pouzity purifikované antigeny
viru spalnicek, zardének a VZV ziskané metodou
bunécnych kultur. Zna¢enou protildtkou byla
ve vsech pripadech krali¢i imunoglobulinova
frakce proti lidskému IgG konjugovand s peroxi-
dazou. Po napipetovani pozitivniho, negativniho,
cut-off kontrolniho séra a vysetfovanych vzorkd
sér a likvor( se desticka inkubuje 30 minut pfi
pokojové teploté, nasleduje 4x promytf pufrova-
nym promyvacim roztokem, pfidani konjugatu
a opét inkubace 30 minut pfi pokojové teplote.
Poté nasleduje 5x promyti, do jamek se pfida
substrat s TMB a vzorky se inkubuji 15 minut
v temnu. Reakce se zastavi pfidanim zastavo-
vaciho roztoku. Pozitivita se projevuje Zlutym
zbarvenim, jehoz intenzita se méfi fotometricky
pfi vinové délce 450 nm.

Pro vypocet intratekalni syntézy specifickych
IgG protilatek bylo nutno absolutni hodnoty
absorbanci sér a likvord prevést na jednotky
AU (arbitrary units) podle logaritmického grafu
dle Reibera. K sestrojeni grafu slouzi hodnoty
absorbanci fedéného standardniho séra v roz-
mez{ 0,05-2,0, kde nejvyssi hodnota absorbance
je definovéna jako 100 AU. Intratekdlni syntéza
specifickych IgG protildtek byla stanovena vy-
poctem protildtkového indexu (antibody index,
Al): Al = Qspec/QIgG, kde Qspec je pomér spe-
cifickych IgG protildtek v likvoru a séru, QIgG je
pomer celkovych IgG protildtek v likvoru a séru.
QIgG je matematicky vyjadfen hyperbolickou
zavislosti. Limitni hodnota této hyperbolické
zavislosti Qlim je pro tfidu IgG ur¢ena rovnici
Qlim = 0,93 x SORT (Qalb? + (6x109)) -1,7x 103,
V piipadé, ze QlgG > Qlim, je nutno upravit vy-
pocet Al ndsledovné: Al = Qspec/Qlim. Hodnoty
Al > 14 indikuji intratekalni syntézu specifickych
protilatek (Reiber, Lange, 1991). Koncentrace al-
buminu a celkovych IgG protildtek v séru a li-
kvoru nutné pro vypocet intratekdlni syntézy
byly stanoveny nefelometricky analyzatorem
Beckman Coulter Immage. Pomér koncentrace

albuminu v likvoru a séru vyjadfuje tzv. albumi-
novy kvocient (Qalb).

Vysledky

MRZ reakce byla pozitivni u 14 z 25 pacien-
0 (56 %) s atakovitym priibéhem roztrousené
sklerdzy. Pozitivni intratekdInf syntéza protildtek
proti viru spalnicek byla pfitomna u 8 pacientd,
proti viru zardének u 6 pacientd a proti VZV
u 6 pacientt. U 6 pacientl byla pfitomna pozi-
tivnfintratekalni syntéza protilatek proti dvéma
agens: M + R u 2 pacientd, M + Z u 2 pacien-
th a R+ Ztaké u 2 pacientl. Hodnoty Al byly
v rozmez{ 1,5-11,0.

V souboru pacientl s primarné chronicko-
progresivnim prabéhem roztrousené sklerézy
byla MRZ reakce pozitivni pouze u 2 z 10 pacien-
0 (20%). Oba pacienti méli pozitivni intratekalnf
syntézu protildtek proti viru spalnicek s Al = 1,6,
resp. 2,1. Viysledky pozitivni intratekdInf syntézy
pro oba pribehy roztrousené sklerdzy jsou shr-
nuty v tabulce 1.

Rozdil v pozitivité MRZ reakce mezi soubory
pacientd byl statisticky vyznamny. Senzitivita
MRZ reakce byla 56 % u atakovitého pribéhu
a 209% u primarné chronicko-progresivniho
prabéhu.

Diskuze

Intratekdlni syntéza specifickych protilatek
proti jednomu, dvéma nebo tfem virlim ze sku-
piny neurotropnich vird spalni¢ek (M), zardének
(R) aVZV (Z) oznacované jako MRZ reakce je
pritomna u 84-94% pacientl s roztrousenou
sklerézou (Felgenhauer, Reiber, 1992). Frekvence
a hodnota protildtkového indexu koreluje
se vzrlUstajici syntézou celkového IgG (Reiber,
Ungefehr, Jacobi, 1998). Kombinace M + R, M +
Z nebo R + Z, které se prakticky nevyskytujf
u jinych zénétlivych onemocnéni, jsou zndm-
kou pfftomnosti chronického, autoimunitniho
onemocnéni na rozdil od oligoklonalnich 1gG
pasl (IgG-OP), které se vyskytuji u zanétlivych
procest nervového systému réizné etiologie
vcetné infekéni. Dalsim rozdilem mezi uvede-
nymi parametry (MRZ a IgG-OP) je pfitomnost
MRZ reakce jiz pfi prvni atace autoimunitniho

Tabulka 1. Frekvence pozitivniintratekalni syntézy u pacientl s atakovitym a chronicko-progresivnim

pribéhem roztrousené sklerézy

Atakovity prubéh
Frekvence (%)

Chronicko-progresivni prubéh
Frekvence (%)

Morbilli (M) 32 20
Rubeola (R) 24 0
Varicella zoster (Z) 24 0
M, R, Z (a/nebo) 56 20
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onemocnéni, zatimco pozitivita IgG-OP narls-
td s prdbéhem onemocnéni a ¢asto citovana
senzitivita 90-95 % je pfitomna az pfi pIné roz-
vinutém zanétlivém procesu, v piipadé pacientd
s roztrousenou sklerézou po dvou a vice ata-
kach. V nami vysetfeném souboru (n-35) byly
oligoklonalnilgG pasy piftomny v likvoru u 91 9%
pacientd. U jinych neurologickych onemocnént
se MRZ reakce vyskytuje méné nez v 1% jako
pritomnost intratekalni syntézy protildtek proti
jednotlivym virdm a méné nez v 0,1 % jako kom-
binovana intratekalnf syntéza M + R+ Z s vyjim-
kou velmi vzécnych pfipadl chronického prd-
béhu onemocnéni (Reiber, Peter 2001; Tumani,
Noelker, Reiber, 1995).

Kromé MRZ reakce byla rovnéz popséna
pritomnost intratekalni syntézy protilatek proti
viru herpes simplex (HSV), Toxoplasma gondii
a anti-dsDNA protilatek jako soucdst oligo-
klonalni, polyspecifické imunitnf intratekalnf
reakce u pacientd s roztrousenou sklerézou.
Frekvence pozitivity intratekalni syntézy proti
témto agens je nizsi nez v ptipadé MRZ reakce:
intratekalni protildtky proti HSV se vyskytujf
U 28% pacientd s roztrousenou sklerézou, in-
tratekdlnf protildtky proti Toxoplasma gondii
u 10% pacientl a intratekdlni syntéza auto-
protildtek proti dsDNA rovnéz u 10 % pacientd
s roztrousenou sklerézou (Reiber, Ungefehr,
Jacobi, 1998).

V nasem souboru pacientl jsme detekovali
pozitivni MRZ reakci u 56 % pacientd s atakovi-
tym prbéhem a u 20% pacientd s primarné
chronicko-progresivnim prdbéhem roztrousené
sklerdzy. Signifikantné nizsi pozitivita MRZ reakce
u pacientl s chronicko-progresivnim pribéhem
onemocnéni mize podpofit hypotézu o odlisné
patogenezi a progndze obou pribéhd roztrou-
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sené sklerdzy. V literatufe je popsana lepsi prog-
néza u pacientll s negativnimi oligoklonalnimi
lgG pasy (Zeman, Kidd, MclLean, 1996). Prace
autord (Annunziata et al.,, 2006) zahrnovala 10%
pacientl lécenych interferonem - beta s nega-
tivnimi IgG-OP, coz vyse uvedeny zavér ponékud
relativizuje. Nizsi pozitivita MRZ reakce u primar-
né chronicko-progresivniho priibéhu v nasem
souboru pacientdl mdze byt odrazem méné
vyjadrené zanétlivé slozky onemocnént.

Zavér

Negativni MRZ reakce nevylu¢uje moznost
diagndzy roztrousené sklerézy mozkomisni. Je
Castéjsi u primarné chronicko-progresivniho
prabéhu. Signifikantni rozdil v prevalenci MRZ
reakce mezi atakovitym a chronicko-progresiv-
nim prabéhem roztrousené sklerdzy Ize vyuzit
jako doplrkovy diferencidlné diagnosticky mar-
ker. Uvedené vysetfeni nenahrazuje stanovent
oligoklondlnich IgG pésu.
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