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Praca podava strucny literarny prehlad vybranych biologickych markerov (genetické markery, protilatky proti jadrovému antigénu-1
virusu Epsteinovej-Barrovej, hladiny vitaminu D) a ich potencidlne vyuzitie v diagnostike, stanoveni aktivity ochorenia, predpovedani
klinického priebehu a odpovede na terapeuticku intervenciu.
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Some biological and biochemical markers of multiple sclerosis

This paper discusses the potential applicability of some biological markers (genetic markers, Epstein-Barr virus nuclear antigen 1 antibody,
vitamin D) for the diagnosis, disease activity, prediction of clinical courses and response to disease modifying therapies.
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Zoznam skratek

APOE - apolipoprotein E

CIS - Kklinicky izolovany syndrém

EBNA-1 — EBV nuclear antigen 1, jadrovy anti-
gén-1 virusu Epsteinovej-Barrovej

EBV — virus Epsteinovej-Barrovej

IFN-B — interferén beta

IL-2RA - Interleukin-2 receptor alpha chain, alfa
retazec receptora pre interleukin 2

IL-=7RA - Interleukin-2 receptor alpha chain, alfa
retazec receptora pre interleukin 7

OR - odds ratio, pomer sancfi

SM = sclerosis multiplex

SNPs - single-nucleotide polymorphisms, jed-
nonukleotidové polymorfizmy

Uvod

Predispozicia na vznik sclerosis multiplex
(SM) je dand kombinaciou genetickych, epige-
netickych a environmentalnych faktorov. SM je
vyrazne heterogénne ochorenie z pohladu pa-
tofyziologickych mechanizmov, klinickych preja-
vov, progndzy ochorenia a odpovede na lie¢bu.
Vzhladom na tuto heterogenitu méa prakticky
vyznam selektovat a klasifikovat jednotlivych
pacientov podla dominujlcich patofyziolo-
gickych mechanizmov, predpovedat relativne
tazsi, prognosticky nepriaznivy vyvoj ochorenia
a odhadnut klinicki odpoved na terapeuticku
intervenciu uz vo v¢asnom stadiu liecby.

Biomarkery su znaky a vlastnosti, ktoré sa
daju objektivne vysetrit, odmerat a pouzit ako
indikatory normalnych biologickych procesoy,
patogenetickych procesov alebo farmakolo-

gickych odpovedi na terapeutické intervencie
(Lesko et Atkinson, 2001). Z klinického hladiska je
mozné ich rozdelit na biomarkery diagnostickeé,
biomarkery fenotypovej expresie, prognostické
biomarkery, biomarkery aktivity ochorenia a te-
rapeutickych odpovedi. Z patofyziologického
hladiska sa rozdeluju na biomarkery odzrkadlu-
juce alterdciu imunitného systému (cytokiny,
chemokiny a ich receptory, rézne typy protildtok
— oligoklondlna skladba IgG a IgM), biomarkery
narusenej hematoencefalickej bariéry (@dhézne
molekuly), demyelinizacie (myelinovy bazicky
protein — MBP), biomarkery oxida¢ného stresu
a excitotoxicity (molekuly oxidu dusnatého —
NO), axonalneho a neuronélneho poskodenia
(tau protein, neurénova specifickd enolaza,
14-3-3 protein, apolipoprotein E), gliézy a re-
myelinizacie, repara¢nych pochodov (BDNF —
brain derived neurotrophic factor, neurotroficky
faktor odvodeny od mozgu, S100b protein, GFAP
— glidIny fibrilarny kysly protein). Doteraz bolo
a je studovanych niekolko desiatok az stoviek
biologickych markerov a ich vztah k roztrisenej
skleréze (Bielekova et Martin, 2004).

Genetické markery modifikujace
riziko vzniku ochorenia
Polymorfizmus HLA génov a riziko vyvoja
SM. Asocia¢né Studie zaloZzené na sérologic-
kej typizacii a neskor celogendmoveé asociacné
studie viedli k identifikacii viacerych génov so
vztahom k SM. Su to hlavne variacie polymorf-
nych génov HLA komplexu (HLA — human leu-
cocyte antigens), ktory sa nachadza na kratkom

Neurolégia pre prax | 2014; 15(2) | www.solen.sk

Neurol. prax 2014; 15(2): 60-62

ramene 6. chromozému. Asi 40% exprimova-
nych génov tejto oblasti zasahuje do regula-
cif imunitnych mechanizmov. Asociacia me-
dzi HLA-DR15 haplotypom (alela DRB1*1501
a alely, s ktorymi je vo vézbovej nerovnovahe
DQA1*0102 a DQB1*0602) a SM bola zistena
vo viacerych eurépskych a mimoeurépskych
populacidch pacientov s SM. Najviac rizikova
pre vznik SM je alela HLA-DRB1*1501 (Barcellos
et al, 2006), ktord takmer vo vsetkych sledo-
vanych populdcidch najvyraznejsie prispieva
ku genetickému riziku vyvoja SM (OR 3,2). Riziko
rozvoja ochorenia zvysuje aj sicasna pritom-
nost alely DRB1*03:01 a DQB1*02:01. Plati to
hlavne pre severoeurdpsku populdciu. V inych
etnickych skupinach a populdcidch sa mézu
rizikové alely alebo haplotypy HLA génouv lisit
a nemusia obsahovat HLA-DR15 alelu. Napriklad
v populdcii na Sardinii je SM asociovana s HLA-
DR3 a HLA-DR4 alelami (Marrosu et al., 1998).
Pritomnost niektorych alel pésobi na vznik SM
protektivne, napr. HLA-DRB1*01 alebo HLA-A*02.
Haplotyp I. triedy HLA-A*02-C*05-B*12 Uplne rusi
riziko podmienené pritomnostou rizikovej alely
DRB1*15 (Link et al., 2012).

Polymorfizmus non-HLA génov ariziko
vyvoja SM. Celogendmové studie odhalili viace-
ro variacif génov, ktoré sa nachadzaji mimo HLA
regionu a ktoré len relativne malou mierou zvy-
3uju riziko vzniku ochorenia (OR 1,1 - 1,3). Patria
sem jednonukleotidové polymorfizmy (SNPs)
génov IL2RA a IL7RA (gény kddujuce receptory
pre interleukin 2 a 7), inych génovych lokusoy,
ako EVI5, CD58, KIAA0350 a RPL5 (D'Netto et



al,, 2009). Doteraz bolo mimo HLA oblasti po-
tvrdenych viac ako 50 génov asociovanych so
vznikom SM spolu s dalsimi 350 kandidatskymi
rizikovymi génmi (Wang et al., 2011), ktorych vy-
znam bude musiet byt overeny dalsimi studiami.
Tieto nalezy potvrdzujy, ze na modifikécii rizika
vzniku SM sa podielaju komplexné funkéné in-
terakcie HLA génov |. a Il. triedy a varidcie viace-
rych non-HLA génov.

Genetické markery modifikujice
priebeh ochorenia

Del.uca et al. pozorovali asocidciu medzi re-
lativne benignym priebehom SM a pritomnos-
tou HLA-DRB1*01. Alela bola pritomné u 19% zo
112 pacientov s miernym priebehom ochorenia
v porovnani’s 39% z 51 pacientov s tazkym prie-
behom. Je mozné povazovat ju za marker modi-
fikujuci priebeh ochorenia (Deluca et al., 2007).

Apolipoprotein E (APOE) je protein, kto-
ry reguluje lipidovi homeostdzu a moduluje
viaceré imunitné procesy. Niektoré prace po-
ukazuju na suvislost medzi pritomnostou alely
epsilon4 APOE génu a zavaznejsim priebehom
SM, rychlejSou progresiou zneschopnenia a vy-
raznejsim mentalnym postihnutim pacientov
s SM (Chapman et al., 2001). Nie v3etky prace
viak tuto skutocnost potvrdzuju. Graffar et al.
nenasli rozdiely v kognitivnych funkcidch u pa-
cientov s SM, ktorf boli nosi¢mi alely epsilon4
(Graffar et al,, 2010). Na jednoznac¢né potvrdenie
alebo vylucenie vplyvu alelickych variacif APOE
génu na modifikdciu priebehu SM su potrebné
dalsie klinicko-laboratérne studie.

Genetické markery
odpovede na liecbu

Pritomnost alel HLA-DRB1*0401, 0408 a 1601
koreluje s vyvojom neutraliza¢nych protildtok pro-
tiinterferénu beta, o mé za nésledok slaby tera-
peuticky efekt liecby (Buck et al,, 2011). Comabella
et al. identifikovali 18 SNPs roznych génov, ktoré
pravdepodobne maju vplyv na klinickd odpo-
ved na lie¢bu interferonom beta (Comabella, et
al,, 2009). Tieto nalezy poukazuju na skuto¢nost,
Ze odpoved organizmu na interferén beta je
polygénovo podmienend, dokaz pritomnosti
niektorych HLA alel ako aj polymorfizmov viace-
rych génov by bolo mozné vyuZit ako markery
odpovede na lie¢bu interferénom beta.

Epsteinovej-Barrovej virus

V poslednych rokoch sa extenzivne studuje
Uloha EBV v etiopatogenéze SM. Rozsiahla meta-
analyza (Santiago et al,, 2010) ukézala, Ze viac ako
95 % vietkych pacientov so SM ma sérologické

dokazy prekonanej EBV infekcie v porovnanf
s 87 % jedincov v kontrolnych skupinach. Tento
rozdiel v séropozitivite je eSte viac vyjadreny
u pediatrickych pacientov s SM, u ktorych je
séroprevalencia 83 % v porovnani s 42 % u zdra-
vych kontrol (Alotaibi, 2004). Obdobie od inter-
akcie organizmu s EBV po vznik ochorenia méze
byt az niekolko desiatok rokov. Za toto obdo-
bie mdZe u niektorych oséb poklesnut hladina
protildtok pod detekovatelnu Uroven. Je preto
mozné, ze v skutoc¢nosti vietci pacienti s SM boli
v minulosti infikovani virusom EBV a této infekcia
bola niektorymi autormi postulovana ako nevy-
hnutnd podmienka pre vznik ochorenia (Pohl et
al., 2006). Séronegativita protilatok proti EBNA-1
(EBV nuclear antigen 1 —jadrovy antigén-1 virusu
Epsteinovej-Barrovej) vyrazne spochybnuje dia-
gndzu SM predovsetkym pri stavoch, ktoré nie
su klinicky jednoznacné. Riziko vzniku SM kore-
luje s titrom protildtok proti EBV. UZ u pacientov
s CIS su zvysené EBNA-1 Specifické IgG hladiny,
mozu byt preto povazované za prognosticky
marker konverzie ochorenia a progresie zne-
schopnenia (LUnemann et al., 2010). Pacienti
s SM maju vo vieobecnosti vyssie titre protildtok
proti EBNA-1 nez zdravi jedinci.

Vitamin D

Vitamin D3 - cholekalciferol sa tvori v koZi
posobenim sine¢ného ziarenia (ultrafialova zloz-
ka s vinovou di#kou 290 - 315 nm) z provitaminu
7-dehydrocholesterolu. Tvorf asi 95 % celkového
vitaminu D v tele. Dalich asi 5% sa dostane
do tela vo forme vitaminu D2 — ergokalciferolu
konzumaciou potravy bohatej na ryby, rybi tuk
a niektoré vyzivové doplnky. Tieto biologicky
inaktivne formy vitaminu D su transportova-
né do pecene a nasledne su hydroxylované
v polohe 25 mikrozémovym enzymom -
vitamin D 25-hydroxyldza, ktory je kédovany
génom CYP2R1.Vznikd intermedidrny neaktivny
produkt 25-hydroxyvitamin D, ktorého hlavnou
zlozkou je 25-hydroxy-cholekalciferol, 25 (OH)
D3 - kalcidiol. Tento hlavny cirkulujici metabolit
je nasledne v oblickach a periférnych tkanivach
hydroxylovany v polohe 1 pomocu enzymu
25-hydroxyvitamin D-1a-hydroxylaza, ktory je
kodovany génom CYP27B1. Viznika aktivna for-
ma vitaminu D-1, 25-dihydroxycholekalciferol,
1,25 (OH) 2D3 - kalcitriol. Tento metabolit je
rozpozndvany tkanivami obsahujucimi Speci-
fické receptory pre vitamin D (VDR), ktoré su
pritomné v mnohych castiach tela, napriklad
v kozi, kostiach, svaloch, gonadach, crevach, CNS
a v aktivovanych T a B lymfocytoch. Kalcitriol
redukuje expresiu prozépalovych cytokinov aso-

ciovanych s Th1 a Th17 bunkami — interleukin 2
(IL-2), faktor nekrotizujuci nadory - alfa (tumor
necrosis factor, TNF-a), interferén gama (IFNy)
a interleukin 17 (IL-17). Stimuluje produkciu pro-
tizadpalovych Th2 a Treg cytokinov, interleukinu
4 a 10 (-4, IL-10) a transformacného rastové-
ho faktora beta (transforming growth factor
— TGF-beta). V sére sa zvycajne meria hladina
25-hydroxyvitaminu D, ktory ma polcas niekol-
ko tyzdrov. Reprezentuje celkovy stav vitaminu
D v organizme. Medzindrodne akceptované nor-
malne sérové hladiny su medzi 75 a 200 nmol/I,
insuficientna hladina je pod 75 nmol/l a vyrazne
deficitna hladina pod 25 nmol/I (Bischoff-Ferrari
etal, 2006).

Viaceré experimentélne a epidemiologické
studie potvrdzuju vztah medzi zemepisnou sir-
kou, mesiacom narodenia, expoziciou slne¢né-
mu Ziareniu, hladinou vitaminu D v organizme
a rizikom vzniku SM, ako aj progresiou ochorenia.
Munger et al. sledovali v longitudinainej pro-
spektivnej studii hladiny vitaminu D vo vzor-
kéch sér viac ako 7 milionov americkych vojakov.
Zistili, ze riziko vyvoja SM sa signifikantne zni-
Zuje v bielej populdcii so stupajucou hladinou
25-hydroxyvitaminu D pred 20. rokom Zivota
(Munger et al,, 2006). U pacientov s relaps-re-
mitujucou formou SM nasli Correale et al. sig-
nifikantne nizsie hladiny 25-hydroxyvitaminu
D a 1,25-dihydroxyvitaminu D ako u kontrol.
Hladiny boli vyrazne nizsie pocas relapsov ako
pocas remisie (Correale et al,, 2009). Zaujimavé
interakcie IFN-B a sérovych hladin 25-hydroxy-
vitaminu D v modulécii rizika relapsu SM pozo-
rovali Stewart et al (Stewart et al,, 2012). Osoby
liecené IFN-B mali vyssie priemerné hladiny
25-hydroxyvitaminu D. Hladina 25-hydroxyvi-
taminu D bola vo vztahu k redukcii rizika vzniku
SM u osob lie¢enych IFN-B. Naopak, protektivny
efekt IFN-B na redukciu relapsov bol pozorovany
u 0s6b s vyssimi hladinami 25-hydroxyvitaminu
D, zatial ¢o u 0s6b s insuficientnymi hladinami
25-hydroxyvitaminu D interferon beta zvysoval
riziko relapsu ochorenia. Cast terapeutického
efektu IFN-B na relapsy SM méze byt preto pod-
mienend moduldciou metabolizmu vitaminu D.
Autori odporucaju u oséb liecenych IFN-3 mo-
nitorovanie hladiny vitaminu D a jej udrziavanie
v normalnych hodnotéch.

Mnohé prace dokumentuju spojitost medzi
varidciami viacerych génov ovplyviujucimi me-
tabolizmus vitaminu D a SM. Alela A polymorfiz-
mu rs10741657 CYP2R1 génu je spojena s vyssou
plazmatickou hladinou vitaminu D a znizuje riziko
vyvoja SM u HLA-DRB1*15 negativnych jedincov.
Pozitivny efekt vitaminu D na znizenf rizika SM
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je pravdepodobne oslabovany antigénom HLA-
DRB1*15 (Simon et al, 2011). Vztah viacerych géno-
vych polymorfizmov génu CYP27B1 (rs4646536,
rs10877012 a rs10877015) s SM bol potvrdeny vo
Svédskej populacii (Sundqvist et al,, 2010).

Aj variacie génu pre receptor vitaminu D
(VDR) maju vplyv na vznik SM. Fukazawa et al. ako
prvi potvrdili stvislost polymorfizmu rs1544410
(Bsml) VDR génu s SM (Fukazawa et al.,, 1999).
Protektivny efekt vitaminu D na vznik SM je zre-
telny iba u jedincov s recesivnym genotypom ff
(Fokl) polymorfizmu tohto génu. U tychto oséb
davka vitaminu D vyssia ako 400 IU/den vyrazne
redukuje riziko vzniku SM (Simon et al,, 2010).
Niektoré varidcie VDR génu predstavuju tiez
zvysené riziko rychlejsej progresie ochorenia,
napriklad v australskej populécii je rizikovy poly-
morfizmus rs731236 (Taql) (Tajouri et al, 2005).
Vitamin D3 pésobi ako imunoregula¢nd mole-
kula na vrodenu ako aj ziskanud imunitu. Nizke
hladiny vitaminu D3 su asociované s imunitnou
dysfunkciou. Plazmatickd hladina vitaminu D je
ovplyvnena stupriom celkového absorbované-
ho UV Ziarenia, jeho exogénnym prisunom ako
aj geneticky. Na komplexné posudenie vplyvu
metabolizmu vitaminu D na vznik a vyvoj SM
okrem stanovenia sérovych hladin vitaminu D
by malo byt aj vysetrenie vybranych genetickych
markerov. Hodnoty vitaminu D vo fyziologickom
referen¢nom rozmedzf nemusia byt automaticky
sprevadzané jeho adekvatnou funkciou.

Vzhladom na klinickd a patofyziologicku
heterogenitu ochorenia nebol doteraz zisteny
Ziadny univerzalny biomarker s vysokou $peci-
ficitou a senzitivitou pre diagnézu a progndzu
ochorenia. Kazdy biomarker odzrkadluje len ma-
[U Cast patofyziologického procesu SM. Aj ked
sa potvrdi v klinickych Studidch jeho Statisticka
vyznamnost a koreldcia s ochorenim, jeho pre-
diktivna diagnostické a prognostickd hodnota je
nizka. Izolovany biomarker zvysuje riziko vzniku
ochorenia len pomerne malo. Niektoré rizikové
biomarkery (hlavne genetické) su zasa Specifické
len pre urcité populacie, v inych nemusia byt
vyznamné alebo mézu mat dokonca protektivny
vplyv. Z tohto dévodu bude mat vyznamnejsie
klinické uplatnenie aZ vysetrenie celej mnoziny
biologickych markerov, ktoré budu postihovat
viaceré Urovne patofyziologického procesu.
Celd této problematika je predmetom zaujmu
pocetnych vyskumnych projektov.

Okrem hodnotenia a longitudindlneho sle-
dovania klinického obrazu povazujeme v sucas-
nosti za potrebné v manazmente SM vyuzitie
viacerych biologickych markerov. Jeho Standard-
nou sucastou musi byt longitudinalny monito-

ring magnetickou rezonanciou (celkovy pocet
aobjem T2 |ézif, T1 black holes, T1 postkontrast-
ny enhancement, atrofia mozgového tkaniva)
a sledovanie vybranych biochemickych marke-
rov. Na nasom pracovisku aktudlne Standardne
sledujeme v skupine pacientov so SM bioche-
mické markery: oligoklondlne IgG pasy v sére,
likvore, IgG index, intratekdInu syntézu IgG podla
Reibera, hladinu 25-hydroxyvitaminu D (dvakrat
ro¢ne), protilatky proti EBNA-1.V rdmci vedecké-
ho projektu sledujeme genetické markery: alely
APOE génu, HLA alely II. triedy — HLA-DRB1, HLA-
DQB1 a SNPs vybranych génov — polymorfizmy
génu pre receptor vitaminu D (Bsml, Apal, Taq|,
Fokl), génov pre IL-2RA a L-7RA. So zverejnenim
komplexnych vlastnych vysledkov pocitame
v horizonte 1-2 rokov.

Zaver

Praca podava stru¢ny literdrny prehlad vy-
branych biologickych markerov SM. Poukazuje
na niektoré laboratérno-klinické korelacie a moz-
nost potencialneho vyuzitia uvedenych markerov
ako markerov diagnostickych, prognostickych
a markerov odpovede na liecebné intervencie.
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