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Téma

Tématem habilitaéni prace je pokusit se zhodnotit vyznam vybranych genetickych markeru
v imunopatogenezi roztrousené sklerozy. Zejména pak hodnocenim genetickych
polymorfism(, které se mohou podilet na zvySené vnimavosti k roztrousené skleréze (RS)

v &eské populaci, analyzovat jejich vliv na progresi choroby a hledani rozdili mezi pohlavimi
vzhledem k tomu, Ze RS podobné jako fada dal$ich autoimunitnich onemocnéni se vyskytuje
Castéji u zen.

V obecné teoretické Casti prace je shrnuta sou¢asna uroveri informaci o RS se
soustfedénym zajmem o rizikové faktory ovliviujici prevalenci a incidenci RS ve vztahu

k etnickym a demografickym faktorum. Podrobné se vénuje prace environmentalnim
faktorum.

Specialni ¢ast teoretické ¢asti je vénovana logicky genetickym faktorum, kde prace
prokazuje velkou snahu pochopit vyznam genetickych polymorfismu u RS a jejich viiv na
pozici v patofyziologii RS s odkazem na klinické aspekty.

Volba tématu nemohla byt lepsi. Aplikace genetickych markert RS v klinické praxi je stale
jen v urovni teoretické a kazda prace, ktera se pokousi diferencovat specifické genetické
markery odhalujici patofyziologii korelujici s klinickym stavem RS je obohacujici a pro
klinickou praxi vyznamna.

Cil

Oveéiit individualni genetickou predispozici k rozvoji RS, dal$i progresi onemocnéni RS a
odpovéd na cilenou terapii za pomoci ziskanych vysledku laboratornich markert
pouzitelnych v klinické praxi.

V genetické studii je to zejména analyza genetickych polymorfismi v kandidatnich genech,
stanoveni frekvence alel a genotypové distribuce ve studovaném souboru. Ve studii enzymu
potom stanoveni hladin enzymi MMP-9, MMP-2 a jejich tkarovych inhibitort TIMP-1 a
TIMP-2 v séru a jejich vztah ke klinickému prabéhu, stupni postiZeni a tizi onemocnéni RS.

Struktura

Habilitacni prace ma celkem 140 stran — vlastni prace 117 stran.

Prace je rozdélena na ¢ast teoretickou zahrnujici prehled problematiky zahrnuijici definici,
epidemiologii RS, geograficky gradient, etiopatogenezu, environmentalni a geneticke faktory.
Dale obsahuje podrobny rozbor matrix metalloproteinazy, jeji strukturu genu a funkci u RS.
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Druhou ¢ast tvofi vlastni vyzkumna prace, ktera na zakladé formulovanych hypotéz
prezentuje jednotlivé kapitoly vyzkumné prace a vysledky, které byly jiz vétSinou v prubéhu
let publikovany, formou kompilace jednotlivych ¢lanku s komentafem a vyhodnocenim

v diskusi.

Seznam pouZzité literatury zahrnuje 296 citaci.

Text je presny a srozumitelny, obrazky jej vhodné doplfiuji, volba literatury odpovida tematu
a jeji Sife je dostatecna.

Metodika a vysledky

Zakladem prace jsou studie typu case-control a genotypové fenotypové studie. Studie
porovnava zafazené nemocné do souboru s dg. RS podle diagnostickych kriterii McDonalda
z roku 2001 s kontrolnim souborem zdravych jedincu. K hodnoceni klinickeho stavu u
skupiny s RS bylo pouzito standardni skére pouzivané v bézné klinické praxi — EDSS
(Expanded Disability Status Scale) a MSSS (Multiple Sclerosis Severity Score). Metodou
genetické analyzy byla zvolena metoda polymerazové retézové reakce (PCR) a restrikéni
analyza. K detekci polymorfismu byla pouzita PCR se specifickymi primery a nasledné
restrikéni analyzy specifickymi endonukleazami. Ke stanoveni a kvantifikaci hladin enzymu
MMP-2, MMP-9, TIMP-2 a TIMP-1 metodou ELISA byly pouzity komercni kity vyrobce
Amersham Biosciences UK ( Buckinghamshire, UK).

Vysledky prace jsou prezentovany jednotlivymi publikovanymi pracemi k danému
tématu v tuzemskych a zahraniénich odbornych periodicich s IF. Z nich je nutno zejména
citovat publikaci: Asociace polymorfismU v genu pro matrix metaloproteinazu-2 a tkarovy
inhibitor metalloproteinazy-2 s roztrousenou sklerézou (Cesk Slov Neurol N 2012;75/3:314-
19) a Matrix metalloproteinase-9 and matrix metalloproteinase-2 as biomarkers of various
courses in multiple sclerosis (Mult Scler 2009; 15(3): 316-322). Aktualni je potom posledni
publikace zkoumajici polymorfismus receptoru vitaminu D v kontextu s diagnézou a progresi
RS: The Impact of Five VDR Polymorphisms on Multiple Sclerosis Risk and Progression: a
Case-Control and Genotype-Phenotype Study (Journal of Molecular Neuroscience 28-Mar-
2018; http://doi.ora/10.1007/s12031-018-1034-1).

Z vysledku vySetfeného genetického polymorfismu rs3135388 v genu HLA-
DRB1*1501 byl prokazan rizikovy faktor vnimavosti k rozvoji RS v ¢eské populaci ve shodé
s citovanymi vyzkumnymi projekty. Bylo dale prokazano, Zze rs3135388 polymorfismus je
funkeni a alela A koreluje se zvySenou expresi DRB1, DRB5 a DQB1 genu u bélochu.
Vysoka korelace tohoto polymorfismu s alelou HLA DRB1*1501 a rizikem rozvoje
onemocnéni je prezentovana jako dukaz pro vyuZziti tohoto biomarkeru v klinické praxi.

Ukazuje se, Ze i geny mimo oblast HLA se mohou podilet na rozvoji a progresi RS.
Zkoumany gen IL7RA koéduje povrchovy znak CD 127 receptoru IL-7.Vyznamnou mérou se
podili na patogenezi a progresi zanétliveho procesu v RS plakach. Vyzkum genetického
polymorfismu rs6897932 lokalizovana v exonu genu IL7RA v definovanych souborech
neprokazal asociace mezi skupinou nemocnych a zdravych jedincu ve vysetieném
polymorfismu. Byla nalezena hranic¢ni asociace polymorfismu rs6897932 v genu IL7RA
s vy$Sim rizikem rozvoje RS u muzu. Polymorfismus rs6897932 vSak obecné neni rizikovym
faktorem vnimavosti k RS v ¢eské populaci.

Stanoveni hladin matrix metalloproteinaz (MMPs) a jejich inhibitoru se ukazuje jako
mozny biomarker u RS, at jiz pfi hodnoceni aktivity a prub&hu onemocnéni nebo pri
monitorovani lé€by RS. Prezentovany jsou vysledky sérovych hladin MMP-9 s jeji hladinou
v likvoru a klinickou aktivitou objektivizovanou na magnetické rezonanci (MR). MMP-2 byla
prokazana v séru nemocnych s primarné/progresivni formou RS. Zvysena exprese MMP-2
pravdépodobné reflektuje tkanovou destrukci nervové tkané v chronickych lézich, ve kterych
hraje zasadni roli B-lymfocytarni subpialni infiltrace a spolupodili se na zvySené sérové
hladiné MMP-2. Obé MMP-9 a MMP-2 maiji vyznam. Prezentované vysledky ukazuji
korelace mezi snizenou hladinou MMP-9 a MMP-2 a redukci syticich se lézi gadoliniem u
pacientl s R/R formou RS. Uginnost lé&by IFN-beta je pravdépodobné ovlivnéna inhibici
exprese MMP-2 a MMP-9 v astrocytech a MMP-9 v mikroglii. Vyzkumy v této oblasti
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podporuji hypotézu vyvoje specifickych endogennich a syntetickych inhibitort MMPs
s uplatnénim v |é€bé& nejenom RS, ale i ostatnich neurodegenerativnich onemocnéni.

V neposledni fadé je nutno upozornit na zjisténé asociace polymorfismu (rs4516035,
rs731236, rs7975232, rs1544410) v genu pro receptor vitaminu D s vy$$im rizikem rozvoje
RS u muzi. Dale byla nalezena asociace polymorfismu (rs7975232) v genu pro receptor
vitaminu D s vy$$im rizikem rozvoje RS u Zzen. Také byla nalezena asociace polymorfismu
(rs4516035) v genu pro receptor vitaminu D s vy§§im rizikem rozvoje primarné/progresivni
RS u Zen.

Vyznam pro praxi

Habilitacni prace prezentovanymi vysledky prokazala nejenom vyznam vybranych
genetickych biomarkeru v patogenezi RS, ale i jejich moznost pouziti v klinické praxi.
Ocenit je nutno snahu definovat biomarkery pouzitelné v klinické praxi, zejména stanoveni
sérové hladiny MMP-2 a MMP-9. Také jejich prezentace mozného vyuZiti pfi monitorovani
v prubéhu lécby RS (IFN-beta).
V neposledni fadé je to prezentace polymorfismu v genu pro receptor vitaminu D by mohl byt
markerem rizika rozvoje RS, zejména u Zen, bez ohledu na formu RS.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitacni prace

1. Zda je natolik objasnéna role MMP-2 a MMP-9 v patogenézi RS, aby mohla zmeénit
soucasnou pozici ,,off label” intravendznich imunoglobulint (IVIG) a dexamethasonu
v |écbé RS?

2. Kdy by bylo vhodné vysetfovat prezentované biomarkery, zda v prabéhu prvotni
diagnostiky RS a nebo pouze v prib&hu onemocnéni, relapsu a lécby?

3. Jakou miru specificity v algoritmu diagnostiky a monitorovani prubéhu RS véetné
ucinnosti lecby, maji prezentované biomarkery?

4. Které ze studovanych a prezentovanych biomarkeru by byly doporuéeny pro klinickou
praxi?

5. Existuji pro vySetfovani téchto biomarkeru kédy zdravotnich vykonu a tedy jejich
uhrada ze zdravotniho pojisténi?

Zaver
Habilitaéni prace MUDr. Yvonne Benegové, Ph.D. ,Uloha genetické predispozice a

vybranych biomarkert v imunopatogenezi roztrousené sklerézy spliiuje poZadavky
standardné kladené na habilitacni prace v oboru Neurologie.

V Plzni dne 30.11.2018





