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ABSTRAKT

Roztrousend sklerdza (RS) je zavazné autoimunitni onemocnéni, pfi kterém
dochéazi ke vzniku zanétlivych lozisek v centrdlni nervové soustavé (CNS).

V diisledku toho dochazi u pacientti k nevratné neurodegeneraci.

Ke stanoveni diagndzy RS se vyuzivd magnetickd rezonance a vySetfeni
mozkomisniho moku (MMM) izoelektrickou fokusaci. V soucasné dobé se
odbornici zaméfuji na studium novych biomarkertt v MMM a v krvi, které by
dobie korelovaly s aktualnim stavem pacienta, a daly se tak vyuzit naptiklad ke
stanoveni prognozy onemocnéni a monitorovani ucinnosti farmakologické 1écby.

Momentalné nejnadéjnéjsimi biomarkery tohoto typu jsou lehké a tézké retézce

neurofilament (NFL a NFH).

V praktické ¢asti byly vyhodnoceny naméfené koncentrace NFL a NFH
v MMM a v séru u pacientti s RS (n = 18) a kontrolni skupiny (n = 24). Stanoveni
neurofilament byla provadéna metodou ELISA. Byly prokazany signifikantné
zvySené koncentrace NFL (p < 0,001) a hranicné zvySené koncentrace NFH
(p=0,054) v MMM u pacientti s RS oproti kontrolni skupiné. Korelacni koeficient
prokazal signifikantni vztah u korelace mezi NFL a NFH v MMM zahrnujici cely
soubor naméfenych koncentraci bez rozliSeni na skupiny. Pomoci ROC kfivky
byly stanoveny hrani¢ni koncentrace pro NFL a NFH v MMM a odpovidajici
senzitivita a specificita vySetfeni. Vyhodnoceni ROC kfivek ukazalo vyssi pfinos

vySetfeni NFL nez NFH.

Klic¢ova slova

Roztrousena sklerdza; neurofilamenta; lehké retézce neurofilament; tézke

fetézce neurofilament; diagnostika RS; mozkomisni mok; ELISA



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is a serious autoimmune disease, in which
inflammatory deposits occur in the central nervous (CNS). As a result,

patients experience irreversible neurodegeneration.

Magnetic resonance imaging and cerebrospinal fluid (CSF) examination
by isoelectric focusing is used to diagnose MS. Currently, experts
are focusing on the study of new biomarkers in CSF and blood, which
would correlate well with the current state of the patient, and could be
used, for example, to determine the prognosis of MS and to monitor
the effectiveness of pharmacological treatment. The most promising
biomarkers of this type are light and heavy chains of neurofilaments (NFL

and NFH).

In the practical part, the measured concentrations of NFL and NFH
in CSF and serum in MS patients (n = 18) and control groups (n = 24) were
evaluated. The determinations of neurofilaments were performed by ELISA
test. Significantly increased concentrations of NFL (p < 0,001)
and marginally increased NFH levels (p = 0,054) in CSF were demonstrated
in patients with MS compared to the control group. The correlation
coefficient showed a significant relationship in the correlation between NFL
and NFH in CSF, including all measured concentrations without distinction
into groups. The cut-off concentrations for NFL and NFH in CSF
and appropriate sensitivity and specificity of the tests were determined
using the ROC curve. The evaluation of ROC curves showed a higher

benefit of NFL examinations in MS than NFH.

Keywords

Multiple Sclerosis; neurofilaments; neurofilament light chain; neurofilament

heavy chain; diagnostics of MS; cerebrospinal fluid; ELISA
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1 UVOD

Roztrousend skleroza (RS) je zdvazné autoimunitni onemocnéni postihujici
osoby v mladém véku. Pfi¢ina rozvoje RS dodnes neni zcela znamad, faktoru
podilejicich se na etiopatogenezi je mnoho. V disledku zanétlivého procesu
v centrdlnim nervovém systému (CNS) dochdzi k neurodegeneraci projevujici se
neurologickymi obtiZemi az uplnou invaliditou. To zptisobuje velky zasah do

osobniho i pracovniho Zivota pacientd.

Proto je u tohoto onemocnéni naprosto zdsadni véasna a presnd diagnostika
umoznujici brzké zahdjeni ucinné farmakologické lécby znacné zpomalujici
rozvoj RS a s ni spojenych obtiZi. Diagndza RS se stanovuje na zdkladé klinického
vySetfeni, vySetfeni mozkomisniho moku (MMM) izoelektrickou fokusaci (IEF)

a zobrazeni CNS pomoci magnetické rezonance (MR).

Po stanoveni diagnozy je nutné pacienta nadéle sledovat, hlavné z divodu
monitorovani ucinnosti farmakologické lécby. V tomto sméru stdle chybi

neinvazivni, financné nenarocny test, ktery by odraZel aktualni stav pacienta.

Pro tyto ucely se jako nadéjné jevi lehké a tézké fetézce neurofilament (NFL
a NFH), které jsou soucasti cytoskeletu neuronti, a pfi neurodegeneraci se hojné
uvolniuji extracelularné. Po provedeni rozsahlych klinickych studii maji tyto
biomarkery velkou Sanci stat se soucasti rutinni praxe, a pomoci tak ke
zkvalitnéni zivota pacientti s RS. Z toho dtivodu se tato prace zaméfuje na
stanovovani a vyhodnoceni koncentraci NFL a NFH v krvi a MMM u pacientli

s RS.



2 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

2.1 Roztrousena skleroza

RS poprvé popsal jiz v roce 1868 francouzsky neurolog Jean-Martin Charcot,
ktery ji také pojmenoval. Slovo skleréza v ndzvu oznacuje jizvy v bilé hmoté,
které ztstavaji po vyhojeni zanétlivého loZiska a slovo roztrouSena znaci, ze

u pacientdl vznika vice nez jedno takové lozisko [1].

RS je zavazné autoimunitni onemocnéni, pfi kterém dochédzi ke vzniku
patologickych zanétlivych lozZisek v centralnim nervovém systému. Tato loziska
zplisobuji nevratné neurodegenerativni strukturni zmény v oblasti mozku

a michy [1].

Celosvétove trpi touto nemoci 2-3 miliony lidi, prevalence je 50-300 pacientt
na 100 000 obyvatel. V Ceské republice je prevalence o néco nizsi cca 170 pacientt
na 100 000 obyvatel a odhadovany pocet nemocnych je roven zhruba 17 000. RS
patii mezi chronické nevylécitelné onemocnéni postihujici zejména mladé lidi.
Nejcastéji byva diagnostikovdna u lidi ve véku 20-40 let, v détském véku a po
50. roce Zivota se RS objevuje jen vzacné. Mnohem castéji se vyskytuje u Zen

(70 % nemocnych) nez u muzi, davod neni znam [2; 3; 4].

Nejasné jsou také priciny vzniku onemocnéni. Velky podil je pfipisovan
genetickym faktortim, které mohou ovliviiovat imunitni odpovéd daného
jedince. Je prokazano, Ze zvysené riziko vzniku RS maji nositelé nékterych alel
HLA systému, z toho diivodu déti, jejichZ jeden z rodi¢ti ma diagnostikovanou
RS, maji vyssi riziko rozvoje tohoto onemocnéni. Dal$im rizikovym faktorem
mtiize byt nedostatek sluneéniho zafeni a s nim spojené snizené mnoZzstvi
aktivniho vitaminu D. Bylo totiZ prokdzano, ze toto onemocnéni se vyskytuje
Castéji u obyvatel zijicich na severni polokouli, zatimco v tropickém

a subtropickém podnebi je prevalence RS mnohem nizs$i. Mezi dalsi rizikové
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faktory mtiZeme zafadit virové infekce (napfiklad EBV, hepatitida B, spalnicky,

herpes simplex,..), koufeni, nadmeérny stres a ockovani [2; 3].

I kdyZ RS stale patfi mezi nevylécitelnd onemocnéni, mtiZeme jeji prabéh
znacné ovlivnit tcinnou farmakologickou lécbou. V poslednich letech vstoupilo
na trh mnoho novych Ilécebnych pfipravkti ovliviiujicich prabéh RS
nejriznéjsimi mechanismy. Vybér 1€kt pro terapii RS je tedy obrovsky a stdle se
rozSifuje. Z toho d@ivodu je naprosto zasadni véasna diagnostika této nemoci,

a nasledné brzké zahdjeni efektivni 1écby [5].

2.1.1 Etiopatogeneze RS

Hlavni roli pfi obrané organismu sehrdva nas imunitni systém (IS), ktery by
mél byt schopen spravné rozpoznat nebezpecné patogeny a spustit proti nim
adekvatni imunitni reakci vedouci k jejich likvidaci. Dal$i neméné dtileZitou
schopnosti IS je rozpoznavani vlastnich bunék a tkdni, tzv. schopnost
autotolerance. Tak jako u kazdého systému i zde miize dojit k poruse. Porucham
schopnosti autotolerance fikame autoimunitni onemocnéni a fadime sem

i roztrousenou sklerozu [2; 6].

Jednou z hlavnich roli v etiopatogenezi RS hraji T-lymfocyty. T-lymfocyty
spolu s B-lymfocyty patfi mezi bunky specifické imunity. Pfednosti specifické
imunity je imunologicka pamét bunék zprostfedkovavajicich tuto imunitni

odpovéd [2; 6].

Lymfocyty se tvori v kostni dfeni (KD), B-lymfocyty zde i dozravaji, zatimco
T-lymfocyty maturuji v brzliku (thymu). Hlavni tllohou B-lymfocytii je aktivace
a pfeména na plazmatické buriky, jez maji schopnost produkovat polyklonalni
protilatky. Z toho d@ivodu je velmi dtilezité odstranit vSechny autoreaktivni
B-lymfocyty, coz se také déje v KD, a nasledné i v sekundarnich lymfoidnich
organech pomoci regulacnich T-lymfocytti. B-lymfocyty se také fadi mezi zdatné

antigen prezentujici burniky (APC) a bunky produkujici cytokiny. Dtlezitym
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mistem pro zisk autotolerance lymfocyta jsou hluboké kréni lymfatické uzliny,
které jsou zaroven jakousi kfizovatkou prfi cesté z krevniho fecisté do CNS
(2 6;7].

K rozvoji RS dochdzi naruSenim autotolerance T-lymfocytti k myelinovym
obalim neuront. K aktivaci lymfocytd dochazi v hlubokych krénich
lymfatickych uzlindch predlozenim myelinového antigenu APC burlkami, tim
dochézi ke klondlni expanzi lymfocyti a produkci prozanétlivych cytokin.
Pri¢iny aktivace lymfocyti mohou byt rtizné. Jednim z rizikovych faktoru je
virova infekce, kdy dochazi k poruSe autotolerance na zakladé strukturni
podobnosti myelinového bazického proteinu (MBP) s virovymi télisky naptiklad

EBV viru (tzv. antigenni mimikry) [2; 6; 7].

CNS je chranéna proti bunkdm IS hematoencefalickou bariérou (HEB),
nicméné i ta je pro aktivované lymfocyty prekonatelnd. Produkované cytokiny
zvysuji vyskyt adhezivnich molekul, které napomahaji zachyceni lymfocytt na
HEB, nasledné se pomoci svych proteolytickych enzymt , provrtaji” pfes tuto
bariéru aZ k mozkové tkani. Pokud se aktivovany lymfocyt dostane az k danému
myelinovému antigenu, spusti se silnd mistni zanétliva reakce. Porusenou HEB
se k mozkové tkani dostavaji i dalsi buriky IS — monocyty, mastocyty, dendritické
buniky, NK-buniky, dalsi T a B-lymfocyty aktivné se podilejici na rozvoji
zanétlivého loziska. Vlivem této imunitni reakce dochdzi k poSkozovani nejen

axont neuront, ale i oligodendrocytti [2; 6; 7].

Oligodendrocyty jsou specializované builky CNS, majici schopnost tvofit
myelinové pochvy az u dvaceti axonovych vldken neuronti najednou, v diisledku
poskozeni ale svou funkci ztraci, a tak po case jiz nedochdzi k remyelinizaci,
nybrz kjizveni loziska namnoZenymi astrocyty. To vede ke vzniku pro RS
typickych vyhojenych zanétlivych lozisek tzv. 1ézi neboli plakti viditelnych na

magnetické rezonanci [2; 6; 7].
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Z bunék nespecifické imunity se na etiopatogenezi RS vyznamné podileji
monocyty a mikroglie. Monocyty jsou pomérné velké bunky
s nesegmentovanym jadrem. Po aktivaci pfestupuji do tkdni a tam se pfeménuji
na fagocytujici makrofagy. Mikroglie jsou specializované buriky v CNS plnici
taktéZ funkci makrofagti. Mimo jiné makrofagy odstranuji odumftelé télu vlastni
i bakteridlni buriky, funguji jako APC, produkuji rtizné interleukiny a tumor

nekrotizujiciho faktor alfa (TNF-a) [2; 6; 7].

Myelin nemd jen izolacni funkci, ma velky podil na Sifeni vzruch,
zprostiedkovava tzv. saltatorni vedeni vzruchti (obrdzek 1). Myelinizované
axony vedou vzruchy aZz 50x rychleji neZ axony bez myelinu, proto ztrata
myelinu vede k pomérné velkému zpomaleni vedeni vzruchti. Nasledkem
poskozeni axoniti muze byt uplné preruSeni vedeni vzruchti projevujici se

neurologickymi obtiZemi aZ tplnou invaliditou [2; 8].

............ __—Ranvieruv zarez

+
N

extracelularni
tekutina axon

vzruch

'

Obrazek 1 - Saltatorni vedeni vzruchii v myelinizovaném nervovém vlaknu [8]

CNS a MMM jsou chranény pfed nebezpecnymi latkami a burikami IS dvéma
bariérami — hematoencefalickou (HEB) a hematolikvorovou (HLB). HEB omezuje
prinik bunék a latek zkrve do mozku. Je tvofena na jedné strané
specializovanymi endotelidlnimi burikami nefenestrovanych krevnich kapilar

spojenymi tzv. tésnymi spoji nasedajicimi na bazalni membranu a na druhé
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strané jsou vybézky astrocytli, vjejichz membrané se nachazi molekuly

akvaporinu-4. Kompletni stavba HEB je zndzornéna na obrazku 2 [6; 9; 10].

krevni

hladky element
sval

endotel

pericyt

astrocytarni

vybézek bazalni lamina

nervova mikroglie

synapse

Obrazek 2 - Stavba hematoencefalické bariéry [10]

Hematolikvorova bariéra je o néco propustnéjsi, omezuje latkovou vyménu
mezi krvi a MMM. Na jedné strané nachizime endotelidlni burky
fenestrovanych kapilar choroidalnich plexti a na strané druhé sit kapilar
ependymu mozkovych komor. Transportnim mechanismem je prosta difuze
proteinti ze séra do MMM dle koncentra¢niho gradientu. Z toho davodu se
ocekdva pfi vyssi koncentraci bilkovin v séru i jejich zvySend koncentrace
v MMM. Stav HLB se posuzuje na zakladé albuminového kvocientu. Veskery
albumin pochazi totiz vyhradné zkrve, proto ho lze vyuzit jako ukazatel

funk¢nosti této bariéry [9; 10; 11].

U RS je typické poruseni funkce HEB vedouci k infiltraci CNS butikami IS
z periferni krve, které se vyrazné podileji na etiopatogenezi tohoto onemocnéni.

Naopak funkce HLB u RS nebyva porusena [6; 11].

2.1.2 Klinické priznaky RS

Symptomy roztrousené sklerdzy jsou velmi rtiznorodé. Prvni projevy byvaji
dosti nespecifické a jsou casto pozorovany i u lidi v mladém véku. Pacienti si

Casto stéZuji na inavu, ztratu energie a hmotnosti, ¢i malatnost. Tyto pfiznaky se
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mohou objevit i nékolik meésicii pred rozvojem typickych neurologickych

symptomu [12].

Neurologické symptomy jsou variabilni, a to v zavislosti na postiZené oblasti
CNS. Nékteré oblasti byvaji postizeny mnohem castéji neZ jiné, proto lze oznacit
urcité neurologické symptomy souvisejici s témito oblastmi za typické pro RS.
Nejcastéji nalézame zanétliva loziska v oblasti oéniho nervu, mozkového kmene,

v bilé hmoté komor a v oblasti michy [13].

U tohoto onemocnéni neplati pravidlo, ¢im vétsi zanétlivé lozisko, tim silnéjsi
projev onemocnéni. Mira postiZeni zavisi primarné na lokalizaci plakii. MtiZe se
stat, ze pacient s vétsim poskozenim v oblasti bilé hmoty bude bez vétSich
neurologickych projevti, zatimco pacient s mensim loZiskem v mozkovém kmeni
bude mit zavazné klinické priznaky, protoZe zde se nachdzi motorické c¢i

senzorické drahy [14].

Nejcastéjsimi neurologickymi projevy RS, a ¢asto i prvnimi projevy, byvaji
poruchy citlivosti. Patfi sem parestezie, dysestezie, snizeni citlivosti poloviny téla
¢i pouze urcitého okrsku téla, mravenceni, paleni, bodani a zmény vnimani tepla.
Casty je i Lhermitttiv pfiznak, ktery se projevuje brnénim pii pfedklonéni hlavy.

Tyto pfiznaky jsou casto prehlizeny [12; 13].

Druhym nejcastéjsim pfiznakem tohoto onemocnéni je retrobulbarni neuritida
(zanét zrakového nervu) projevujici se bolesti pfi pohybu oka a poruchami zraku
jako jsou mlhavé vidéni, vypadky zorného pole (skotom) a zmény barevného
vidéni. Tyto obtiZe nastupuji vétSinou pozvolna v fadu nékolika hodin ¢i dnt
a v rané fazi onemocnéni ¢asto dochdzi k jejich spontanni tpravé. Poruchy zraku
jsou zplisobeny poskozenim myelinu optického nervu, ¢imz se zpomaluje vedeni
vzrucht. Nasledné vlivem poskozeni nervovych vldken mtizeme pozorovat na
optické koherentni tomografii ubytek nervové vrstvy sitnice. Typicky pro RS je
pouze jednostranny zanét na rozdil od neuromyelitis optica, kde byva

oboustranny zanét [13].
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Po prodélani optické neuritidy zaznamendva ocni lékar pri vySetfeni ocniho
pozadi nablednuti papily zrakového nervu signalizujici atrofii. Pacientim se
mohou obtiZze prechodné vracet, napriklad po horké koupeli nebo fyzické

namaze, tomuto jevu fikdme Uhthoffiv fenomén [13; 14].

Dal8imi symptomy jsou motorické poruchy, které jsou prognosticky horsi nez
poruchy senzitivni. Tyto pfiznaky se objevuji v pfipadé naruseni hlavni hybné
drdhy, tedy tzv. pyramidové drahy. Tato draha kon¢i v pfednich rozich michy,
kde se prepojuje na periferni nervovy systém. Motorické poruchy se projevuji
slabosti koncetin (obrna, paréza), miize se jednat o monoparézu (postizeni jedné
koncetiny), hemiparézu (polovina téla) ¢i paraparézu (obé dolni/horni
koncetiny). Castéj$i jsou poruchy motoriky na dolnich konéetinach z déivodu
delSich nervovych drah. I po odeznéni akutni fdze mohou stdle pretrvavat pocity
svalového napéti a vétsi unavitelnosti koncetin. V termindlnich stadiich c¢asto

dochdzi az k aplné ztraté hybnosti (paraplegie) [12; 13; 14].

Poskozeni mozecku ma téZ vliv na motoriku, projevuje se poruchou pohybové
souhry. Pacienti nemohou trefit cil (ataxie) a pfi pfibliZovani k uréitému bodu
dochdzi k roztfeseni koncetiny tzv. mozeckovému tresu. Ddle muizeme

zaznamenat skandovanou fec a nejisty stoj [14].

Dalsi jsou sfinkterové poruchy, kam patfi problémy s mocenim i se stolici.
Pacienty trapi zejména casty urgentni pocit na moceni, ktery neni zavisly na
naplni mocového méchyre. DalSimi obtiZemi jsou inkontinence a nemozZnost
uplného vyprdzdnéni mocového meéchyre. Retence moci vede k castéjSimu
moceni a nebezpeénym bakteridlnim infekcim. Z hlediska funkce stfev je
u pacienti s RS nejcastéjsi zacpa, ale miize se objevit i velmi socidlné suzujici

inkontinence stolice [12].

AZ 70 % muzt s RS mtze trpét erektilni dysfunkci, a to jiz v ranych stadiich
onemocnéni. Sexudlni poruchy nemusi byt pfimym projevem roztrousené

sklerdzy, ale mohou se objevit v dtsledku unavy, poruchy nalady, zvySeného
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svalového napéti ¢i vlivem uzivanych léki. U muzii se mohou dale vyskytovat
i poruchy ejakulace. Ztrata libida, sniZena citlivost a sniZena vlhkost v oblasti

pochvy ¢i problémy s dosazenim orgasmu se mohou vyskytovat u Zen [12; 13].

Dale u pacientd s roztrouSenou skler6zou muZeme pozorovat kmenové
poruchy. V mozkovém kmeni se nachazi drahy pro hybnost, citlivost, koordinaci
pohybu a také jadra mozkovych nervli, pfiznaky tedy mohou byt velmi
variabilni. Nejcastéji se u pacientt s RS objevuji okohybné poruchy — dvojité
vidéni a nystagmus (mimovolni ocni pohyby rtizného sméru), které vznikaji

vlivem poskozeni jader mozkovych nervii [13].

Typické pro RS jsou i neuropsychiatrické symptomy, které rozdélujeme na
emocni poruchy a poruchy kognice. Mezi emocni poruchy patfi casté zmény
nalad, zachvaty nekontrolovatelného pldée nebo smichu, zvySend iritabilita
uzkost a velmi casto i deprese. U deprese je dilezité vcasné zahdjeni 1écby,
v opacném piipadé miZe dojit i k sebevrazdé. Pfic¢iny vzniku depresi u pacientt
s RS jsou dvojiho druhu, mtzZe jit i o jejich kombinaci. Deprese u pacientd s RS
mohou vznikat jako reakce na dlouhodoby stres spojeny s nemoci, ale mtize to

byt i nasledek neurologickych procesti v CNS [12; 13].

Mezi kognitivni funkce spadaji poznavaci funkce — pamét a koncentrace,
pozornost, feCové funkce, rychlost mysleni a schopnost pochopeni informaci.
Vlivem kognitivnich poruch dochdzi k negativhimu ovlivnéni samostatnosti
pacient(i, néktefi kvtli tomu nemohou dal vykondvat své zaméstnani. Tyto
poruchy se vyskytuji ve vSech stadiich onemocnéni, nejtézsi jsou vsSak

v progresivnim stadiu RS [12; 13].

Mezi méné casté symptomy fadime poruchy feéi — dysartrie (porucha
artikulace) a dysfonie (porucha fonace), tremor (tfes), dysfagie (porucha

polykani), poruchy sluchu a epileptické zachvaty [12].
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Symptomt roztrouSené sklerézy je mnoho a jsou velmi individudlni
a variabilni, vSechny vznikaji v diisledku poskozeni CNS. Neexistuji pfiznaky
specifické pro RS, rozliSujeme pouze projevy typické ve smyslu casto se

vyskytujici a méné casté [12].
2.1.3 Klasifikace RS

V roce 1996 byly americkou National Multiple Sclerosis Society (Narodni
spolecnost pro roztrousenou sklerézu) stanoveny ctyfi formy/stadia RS, ktera se
pouzivaji dodnes v klinické praxi v lehce pozménéné podobé. Kvuli chybéjicim
objektivnim ukazatelim a obtiZim pfi zaclenovani pacientti do jednotlivych
skupin, byla tato kritéria v roce 2013 International Advisory Committee on

Clinical Trials of MS upravena [15; 16].

Vysledkem jsou dvé zdkladni skupiny - relabujici-remitujici RS (RR-RS)
a progresivni RS (P-RS). Do skupiny RR-RS je navic zafazen i klinicky izolovany
syndrom (CIS) popsany jako stav, kdy pacient ma pfiznaky typické pro
demyeliniza¢ni onemocnéni trvajici nejméné 24 hodin. Nastup priznakt byl
v fddu hodin ¢i dntl, na magnetické rezonanci (MR) je nalez spliujici kritéria pro
diagnozu RS a v nasledujicich tydnech nastane remise potiZi. Je to v podstaté
stav, kdy jsou u pacienta zaznamenany prvni obtiZe zpusobeny s nejvétsi
pravdépodobnosti RS, ale jesté neni moZzné pacienta zatradit do jedné ze skupin
popisujicich priitbéh onemocnéni. V budoucnu nejcastéji dochazi k zarazeni

pacienta do skupiny lidi s RR-RS formou [15; 16; 17].

RR-RS se vyskytuje na zacatku onemocnéni az u 85-90 % pacienti. Je pro ni
charakteristické stfidani neurologickych atak a remisi, pficemz jednotlivé ataky
mohou trvat nékolik tydnti az mésici. Obdobi remise muze trvat dokonce
i nékolik let. Neurologicka ataka neboli relaps je definovan jako pritomnost
priznakt typickych pro akutni zanétlivou demyelinizacni pfihodu v CNS trvajici

nejméné 24 hodin s absenci horecky a infekce. U kazdé formy RS se navic po

18



upravé vroce 2013 rozliSuje, zda je nebo neni aktivni. Aktivitou se rozumi
klinickd ataka, nebo aktivni ¢i nova, pfipadné zvétSena starsi léze viditelnd na

MR [4; 15; 16; 17].

Progresivni formu RS délime na primarné progresivni (PP-RS) a sekundarné
progresivni (SP-RS), kazda mtzZe byt aktivni nebo neaktivni. PP-RS se vyznacuje
neustalym zhorSovanim obtiZi bez jakéhokoliv zlepSeni ¢i remise, zatimco SP-RS
je v podstaté primdrné progresivni forma, které predchazela RR-RS. Ke zvratu
z RR-RS do SP-RS dochazi pti vycerpani regeneracni schopnosti oligodendrocytu
v CNS. Déleni jednotlivych forem RS na podskupiny je pro pfehlednost uvedeno
v tabulce 1 [15; 16; 18].

Tabulka 1 - Klasifikace RS [4]

Formy RS Podskupiny jednotlivych forem RS

Klinicky izolovany syndrom (CIS) aktivni x neaktivni

Relabujici-remitujici (RR-RS) aktivni x neaktivni

Primérné progresivni (PP-RS) aktivni s progresi x aktivni bez progrese

Sekundarné progresivni (SP-RS) neaktivni s progresi x neaktivni bez
progrese

2.1.4 Diagnostika RS

V soucasné dobé stdle neexistuje zadny specificky test, ktery by potvrdil nebo
vyvratil diagnézu RS, proto byla vytvofena tzv. McDonaldova diagnosticka
kritéria (tabulka 2), ktera jsou pro lékafe cennou pomtckou. Tato kritéria
zohledniuji klinicky stav pacienta, snimky mozku a michy pofizené MR
a vySetifeni MMM. Kritéria byla naposledy revidovéna v roce 2017, kde byla
zdiraznéna dutlezitost vysetfeni oligoklondlnich pastt v MMM, jako nedilné

soucasti pro stanoveni definitivni diagndzy RS [4; 14; 15; 19].
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Tabulka 2 - McDonaldova diagnostickd kritéria revidovand v roce 2017 [20]

Pocet atak Léze (objektivni prikaz na Dalsi adaje pottebné ke
(klinické MR) stanoveni diagnézy RS
kritérium)

2 nebo vice objektivni klinicky prtikaz nejsou nutné

> 2 1ézi nebo objektivni klinicky
priikaz 11éze s prijatelnym
anamnestickym prikazem
pfedchozi ataky

2 nebo vice objektivni prikaz 11éze prikaz DIS: dalsi atakou nebo
novou lézi

1 objektivni prikaz > 2 1ézi pritkaz DIT: druhou atakou
nebo lézi

NEBO priikaz pfitomnosti
oligoklonalnich pasii v MMM

1 objektivni prikaz 11éze prikaz DIS: dalsi atakou z jiné
lokalizace v CNS nebo 1ézi na
MR

a ZAROVEN priikaz DIT:
druhou atakou nebo nélezem na
MR

NEBO pritomnost
oligoklondlnich past v MMM

0 Rok progrese nemoci
(retrospektivné nebo
prospektivné) a nejméné 2 dalsi
kritéria:

1) DIS - mozek: >1
hyperintenzni 1éze v jedné
nebo vice charakteristickych
lokalitach pro RS

2) DIS —micha: > 2 h. léze

3) pritomnost oligoklondlnich
past v likvoru (alesponi 2)

DIS — diseminace v prostoru; DIT — diseminace v case

Vzhledem k absenci specifického testu a variabilité klinickych pfiznak je také
potfeba vyvratit vSechny ostatni mozné diagnozy, tedy provést tzv. diferencialni
diagnostiku. Velmi podobné ptiznaky jako RS ma napriklad neuromyelitis optica
a choroby jejiho Sirsiho spektra (NMOSD), které jsou vSak snadno odliSitelné od
RS pomoci testu na pfitomnost protilatek proti akvaporinu 4. Tyto protilatky se

bézné vyskytuji u neuromyelitis optica, u RS pfitomné nejsou [17; 20].
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Magneticka rezonance (MR)
Léze u RS jsou popisovany jako T2 hyperintenzni loziska majici v priiméru
minimalné 3 mm. Typickd mista vyskytu jsou rozdélena na 4 oblasti:

periventrikularni, juxtakortikalni/kortikalni, infratentoridlni a misni [15].

V ramci diagnostickych kritérii podle McDonalda se ze snimkti z MR posuzuje
diseminace v case a prostoru. O diseminaci v prostoru se jedna tehdy, pokud se
na snimcich z MR nachazi alespon po jedné 1ézi v minimalné dvou rtznych pro
RS typickych oblastech. Diseminaci v ¢ase lze prokdzat pofizenim vicero snimki
zMR s casovym odstupem a jejich vzdjemnym porovnanim, nebo ihned
s pouzitim kontrastni latky, v tomto pfipadé gadolinia. Gadolinium je latka,
kterou lze podat nitrozilné v prabéhu MR, pomoci niZ je mozné na snimcich
odlisit aktivni — gadolinium enhancujici (vychytavajici) loZiska od neaktivnich
— gadolinium neenhancujicich (nevychytavajicich) loZisek. Prikaz obou typt
loZisek na jednom snimku je ditkazem diseminace v ¢ase. Pokud na snimku neni
zadnd aktivni 1éze, pouze neaktivni, je potfeba toto vysetfeni za ¢as zopakovat.
Kazdd nova léze na dalSim snimku by byla dtkazem diseminace v case

[15; 17; 18].

Vysetteni mozkomisniho moku (MMM)

MMM je ¢ir4, bezbarva tekutina nepretrzité produkovdna burikkami plexus
choroideus rychlosti 0,4 ml/min. Denné se vytvori zhruba 500 ml MMM, ale
v téle se udrzuje stalé mnozstvi 150 ml, MMM je tedy neustale obménovan. MMM
cirkuluje v mozkovych komorach a malé mnozstvi je i v centralnim misSnim
kanalu. Jeho funkci je zejména ochrana mozku pfed ndrazy a prudkymi pohyby
hlavy, ale podil ma také na distribuci neuroendokrinnich faktorti a na chemické
stabilité. Vyznamny je i podil na prevenci mozkové ischemie, kdy v pfipadé
intrakranidlni hypertenze dochdazi ke snizeni objemu, a tim i k Zddoucimu sniZeni

tlaku. Slozeni MMM je lehce odlisné od slozeni krevni plazmy. MMM obsahuje
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méné bilkovin (0,2-0,45 g/l) a glukozy (2,2-4,2 mmol/l), ale vice chlorida
(116-130 mmol/1) [21].

MMM se ziskdva ambulantné odbérem z patefniho kanalu z meziobratlového
prostoru v bederni oblasti mezi L3/4, L4/5 nebo L5/S1. Pro odbér se pouziva
speciadlni atraumaticka jehla, uvedena na obrdzku 3, s otvorem pro MMM po
strané a s hrotem ve tvaru tuzky. Toto provedeni zamezuje vzniku
postpunkcnich obtiZi, vznikajicich v disledku odkapavani MMM po odbéru do
podkozi. Tim dochazi k likvorové hypotenzi projevujici se pri vertikalizaci
pacienta bolesti hlavy, zavrati, nauzeou az zvracenim. Postpunkéni obtize nemaji

zadnou souvislost s mnozstvim odebraného MMM [18; 22].

L C

Obrizek 3 - Srovndni atraumatické punkcni jehly (nahote) a klasické punkcni jehly
(dole) [18]

Mozkomisniho moku odebirdme pouze malé mnozstvi, asi 10-15 ml do
zkumavky bez fixaéniho roztoku, protoze denaturace bilkovin je z diivodu
nasledujicich vySetfeni nezddouci. Nevyhodou je, ze bunky pomérné rychle
samy degraduji, proto je nutné tento materidl zpracovat v laboratofi nejpozdéji
do 2-3 hodin po odbéru. Soucasné (do 30 minut) se provadi i Zilni odbér plné
srazlivé krve o stejném objemu pro kvantitativni vySetfeni. Pro spravnou
interpretaci vysledk(i z vysetfeni MMM je totiZ nutné znat i sérové hodnoty

nékterych analyta [22].

Laboratorni vySetfeni MMM se dé€li na nékolik ¢asti. Jako prvni se posuzuje
vzhled MMM pied a po centrifugaci. MMM by mél byt ¢ird, bezbarva tekutina,
bez pfimési krve a bez opalescence ¢i zadkalu zplisobeného hnisavym zanétem.

Dale se provadi kvantitativni cytologické vySetfeni ve Fuchsové-Rosenthalové
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komtirce o objemu 3,2 ul, kde se stanovuje pocet jadernych elementti a erytrocytt
(pokud jsou ve vzorku pfitomny). Pro odliSeni mononuklearti od
polymorfonukledri se vzorek barvi roztokem fuchsinu a kyseliny octové
zvyraziujici jadra a cytoplazmy bunék. Pocet erytrocytli se stanovuje vzdy
v nebarveném vzorku. Pfi vysSich koncentracich se musi vzorek optimalné

naredit. Pocet bunék by nemél presahnout 4 elementy na 1 ul [23].

Nasleduje kvantitativni nemorfologické vysSetfeni v podobé stanoveni
koncentrace celkové bilkoviny, glukdzy a laktatu. Koncentraci celkové bilkoviny
lze stanovit pfidanim barviva, které se navaZze na aromatické aminokyseliny
(AMK) a naslednym promeéfenim ve fotometru pfi vlnové délce absorpéniho
maxima. Dalsi zptisob stanoventi je pfidani precipita¢niho ¢inidla s naslednym
proméfenim v turbidimetru ¢i nefelometru. Na zacatku je vhodné pro kontrolu
provést orientacni Pandyho zkousku na hodinovém sklicku, kam se pfidavaji
2 ml Pandyho ¢inidla a 1 kapka MMM. Poté se hodnoti mira zdkalu. Pokud na
sklicku neni vidét Zddny zakal, pfedpokladd se normalni hladina bilkovin a test

je povazovan za negativni [23].

Glukéza v MMM se stanovuje stejnou metodou jako glukoza v krvi. Vyuzivaiji
se enzymové reakce — hexokinasova nebo glukosaoxidasova. Podobné je to
i v pfipadé méfeni laktatu. To probiha na principu laktatdehydrogenasové nebo
laktatoxidasové reakce. Z naméfenych hodnot pak mutZeme vypocitat dalsi
parametry, jako napfiklad koeficient energetické bilance (KEB) vypovidajici

o vztahu koncentrace glukdzy a laktatu s energetickym metabolismem [23].

Nakonec se provadi kvalitativni cytologické vySetteni MMM za ucelem
podrobnéjsiho rozliseni jednotlivych typt bunék, vcetné jejich mozné aktivace.
Vyhodnoceni probiha pod mikroskopem na obarveném trvalém preparatu,
pripraveném klasickym zpusobem, podobné jako preparaty v hematologii.
Jedinou zvlastnosti je, ze pfed pfipravou preparatu je nutné vzorek koncentrovat

cytosedimentaci nebo cytocentrifugaci pfi nizkych otackach. Preparaty se barvi
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standardné podle May-Griinwalda a Giemsy. Pfipadn€, pokud mame dostatek
MMM, lze zhotovit i dalsi preparaty a obarvit je jednou ze specidlnich barvicich

metod [22; 24].

V pfipadé RS, v. MMM obvykle nachdzime lehkou lymfo-monocytarni
oligocytézu, aktivované formy monocytti a lymfocytii a pro RS typické
plazmatické buriky produkujici imunoglobuliny, které jsou zde v hojném poctu.
Z nemorfologického vySetfeni mtiZeme odhalit hrani¢ni nebo lehce zvySenou

koncentraci celkové bilkoviny [11].

Kromé rutinniho vysetteni MMM a séra, je nutné pro potvrzeni diagnézy RS
provést test na pritomnost protiladtek tvofenych v CNS. Intrathekdlni syntéza
protilatek znaci pritomnost zanétu v CNS. U RS je mozné detekovat intrathekalni
syntézu protilatek tridy IgG, IgM, IgA i volnych fetézct kappa a lambda,
nicméné nejcastéji se setkdvame se syntézou protilatek tridy IgG. Tento nélez je

pritomny az u 95 % pacienti s RS [11; 15; 25].

Intrathekdlni syntézu miizeme prokazat kvantitativné nebo kvalitativné
pomoci prikazu oligoklonalnich IgG past izoelektrickou fokusaci. Pro
kvantitativni hodnoceni slouzi napfiklad Reibertiv vztah vyjadfujici vztah mezi
kvocientem albuminu a kvocientem IgG protilatek. Lze ho vyjadrit graficky
formou diagramu. Dalsi zptisob kvantitativniho hodnoceni je vypocet IgG
indexu, ktery je dan podilem IgG kvocientu a albuminového kvocientu.
O intrathekalni syntézu se jedna v pfipadé, Ze je index IgG vyS3si nez 0,7. Tento
zpusob stanoveni je sice pomérné jednoduchy, ale také mnohdy nepfesny az
nespolehlivy, proto se v klinické praxi rutinné vyuzivd, pfi podezieni na RS,
spiSe metoda kvalitativniho stanoveni oligoklondlnich IgG pastt pomoci

izoelektrické fokusace (IEF) [11; 25].

IEF je elektroforéza na agarosovém gelu, kterd vyuziva pro separaci
imunoglobulini gradient pH, ¢imZ dochdzi k rozdéleni bilkovinnych frakci

podle jejich izoelektrickych bodt (pl). Nami hledané monoklondlni IgG
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protilatky maji pl v alkalické oblasti elektroforetického pole. Po rozdéleni se
jednotlivé frakce IgG detekuji pfimo v gelu navazanim specifické protilatky
znacené enzymem, nebo se provadi imunoblotting snaslednym znacenim
specifickou protilatkou, ¢imz dojde k vylouceni faleSné pozitivnich nalezti. Toto
stanoveni je nutné provést v MMM a zaroven i v pacientové séru. Pozitivnim
vysledkem je nalez alespon dvou oligoklonalnich pastt v MMM bez pritomnosti

v séru. Ptiklad pozitivniho ndlezu je vidét na obrazku 4 [11; 25].

serum

Al|

mozkomisni mok

Obrazek 4 - Oligoklonalni pasy v MMM bez pritomnosti v séru [18]

V soucasné dobé se studie zaméfuji na testovani vhodnych biomarkert
detekovanych v MMM, nebo jesté lépe vséru pacienta, které by dokazaly
predikovat prabéh RS, a pomohly tak Ilékafim s vybérem vhodné
farmakologické terapie. Dalsim pfinosem téchto biomarkerti by mohlo byt jejich
pro pacienty, sjiz stanovenou diagnézou RS, jsou NFL, jejichz hladiny v séru
dobie odraZeji stupen neurodegenerace. Dals$imi studovanymi biomarkery
v souvislosti s RS jsou NFH a chitinase 3-like 1 proteiny. Neurofilamenta jsou
hlavnim pfedmétem praktické casti této BP, proto budou v dalsi kapitole
popsana podrobnéji [26; 27].

Zrakové evokované potencialy (VEP)

Meéfeni zrakovych evokovanych potencidli (VEP) je v dneSni dobé spiSe
doplnkové vysetfeni pfed stanovenim definitivni diagnézy RS, protoze mnohem
vice o stavu pacienta vypovidaji snimky z MR. Principem méfeni zrakovych
evokovanych potencidlti je sledovani elektrické aktivity (el. napéti) mozku

pomoci elektrod pfipevnénych na hlavé pacienta po zrakovém stimulu. Vzdy se
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méri kazdé oko zvlast a vysledkem jsou dva grafy, kde se sleduji jednotlivé
amplitudy (evokované potencidly) v zavislosti na case. Klicovou amplitudou je
vlna P100, ktera by se méla objevovat cca po 100 ms. KdyZ se tato vina neobjevi
nebo se objevi se zpozdénim, je to diikaz zpomaleného pfenosu impulzt pres
opticky nerv zptisobeny demyelinizaci v této oblasti. Zmenseni amplitudy P100
znaci dysfunkci axoni. Pro RSje typickym pfiznakem jednostranny zanét ocniho

nervuy, ktery je timto vysSetfenim prokazatelny [13; 15].

Podobné jako metodou meéfeni VEP lze pozorovat patologické zmény na
sitnici a optickém nervu pomoci zobrazovaci metody zvané opticka koherenéni

tomografie (OCT), kterou je mozné vyuZit pro monitorovani progrese RS [15].
2.1.5 Terapie RS

Terapii RS mtzeme rozdélit na imunomodulaéni a symptomatickou. Mezi
casté symptomy vyrazné snizujici kvalitu Zivota u pacienti s RS patfi tnava,
kognitivni poruchy, sfinkterové poruchy, spasticita, psychické zmény a poruchy
chiize. Lécba téchto pfiznaki mtize byt zahdjena v kterémkoliv stadiu
onemocnéni. Symptomatickou terapii je myslend cilend farmakologicka 1écba,

ktera byva doplnéna o rezimova opatfeni a o podptirnou 1é¢bu [20; 28].

Imunomodulacni farmakologickou terapii je nutné zahdjit co nejdfive. Pfed
zahdjenim terapie se nejprve musi stanovit stddium RS, a na zdkladé toho se
posléze vybira vhodny 1€k z dané skupiny. Na vybér je hned z nékolika 1éku
s riznym mechanismem ucinku. Na zac¢atku onemocnéni se zpravidla nasazuje
néktery z 1€k 1. linie, kam patii napriklad interferon B, teriflunomid, glatiramer
acetat ¢i dimethyl fumarat. Za¢atkem onemocnéni je v tomto pripadé prokazana
RR-RS s vysokou aktivitou nebo silnd demyelinizacni pfihoda, u které bylo nutné
podat intravenozné kortikosteroidy ve vysoké davce pacientovi s dosud
neprokazanou RS, ale s vyloucenymi jinymi chorobami a vysokym rizikem, Ze

RS bude brzy prokdzana. Pfi vybéru léku z dané skupiny se mimo jiné
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zohledniuje i vék, pohlavi pacienta, téhotenstvi, kojeni a dalsi faktory. Pfi vyskytu

vedlejSich t¢inkt je mozné 1ék vyménit za jiny 1€k ze stejné skupiny [20; 28; 29].

V pfipadé zhorSeni stavu ¢i nedostateéné ucinnosti lécby se nasazuje 1€k
z 2. linie, sem patfi naptiklad natalizumab, ocrelizumab ¢i fingolimod. Pro dalsi
stadia RS je nabidka lékt znacné omezena z davodu nizké odpovédi na
jakoukoliv 1écbu. V progresivnim stddiu onemocnéni totiz ubyva zanétu
a prevlada neurodegenerace. V SP-RS stadiu s aktivitou je mozné nasadit pouze
novy lék s ndzvem siponimod, ktery je v soucasné dobé jedinym lékem téinnym
v tomto stddiu onemocnéni. Jeho hlavnim tcinkem je snizeni hladiny lymfocytt

v periferni krvi [16; 20].

Imunomodulaéni 1éc¢ba se ukoncuje az tehdy, pokud se pacient dostane do
SP-RS stadia a v tzv. Kurtzkeho stupnici postizeni (EDSS - Expanded Disability
Status Scale) presdhne hodnotu 6,5 [20].

2.2 Cytoskelet

Cytoskelet je diileZitou organelou vSech eukaryotickych bunék. Podili se na
jejich pohybu, pohybu organel, cytoplazmatickém transportu, déleni a tvori
opérnou prostorovou sit. Mezi prvky cytoskeletu fadime mikrotubuly,
mikrofilamenta a intermediarni filamenta (IF) liSici se od sebe strukturou
a praumeérem. Jsou to vlaknité, velmi pohyblivé struktury, které jsou zakotveny

na vnitini plose cytoplazmatické membrany [30; 31].

2.2.1 Mikrotubuly

Mikrotubuly maji podobu rtizné dlouhych dutych vldken s priimérem 25 nm.
Stény jsou tvoreny molekulami globuldrniho proteinu tubulinu, pficemz kazda
molekula je tvofena ze dvou podjednotek tzv. a-tubulinu a B-tubulinu
vytvarejicich heterodimery. Longitudinalni polymerizaci heterodimerti vznika

protofilamentum, na némz muzeme rozliSovat (+)konec a (-)konec. Sténa
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mikrotubulu je tvofena celkem tfindcti protofilamenty obtacejicimi dutinu

(viz obrazek 5) [30; 32].

Obrazek 5 — Mikrotubulus [33]

Mikrotubuly se vyznacuji velkou labilitou, neustale dochazi k odbouravani na
(-)konci a pridavani heterodimerti na volny (+)konec mikrotubulu. Prodluzovani
je fizeno z tzv. mikrotubuly organizujictho centra (MTOC) napojeného na
(-)konec. Na mikrotubuly se dale pfipojuji proteiny oznacované MAPs, jedna se
o zkratku z anglického Microtubule Associated Proteins v prekladu proteiny
asociované s mikrotubuly. Tyto proteiny vldkno stabilizuji — strukturadlni MAPs,
jiné  zprostfedkovavaji  transport — motorické ~MAPs  (napf. kinesin

a cytoplazmaticky dynein) [30; 32].

Z mikrotubulti jsou tvoreny fasinky a bi¢iky umoznujici bunéény pohyb, dale
centriol, centrozom a délici vieténko podilejici se na déleni buriky. V neuronech
se mikrotubuly vyskytuji zejména ve vybéZcich (axony, dendrity), kde maji vliv
na udrZzovani tvaru bumnky. Také zde zprostfedkovavaji transport latek mezi

télem a vybézky [31; 32; 33].
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2.2.2 Mikrofilamenta

Mikrofilamenta maji v praméru 5-7 nm. Zakladni strukturni jednotkou jsou
molekuly globularniho proteinu G-aktinu, které mohou polymerizaci vytvaret
vlakna tzv. F-aktinu. Dvojité Sroubovici F-aktinu fikdme mikrofilamentum, jeho
struktura je zndzornéna na obrdzku 6. Usporadani aktinu se 1isi ve svalovych
a nesvalovych burikach. Stejné jako mikrotubuly jsou i tyto struktury polarni

(maji (+) a (-)konec) [30].

0003552000 S0 eas 2800

Obrazek 6 — Mikrofilamentum [30]

Ve svalovych burikéach je aktin pouze v polymerizované formé vytvarejici
tenkd myofilamenta asociovand s proteinem zvanym tropomyosin, ktery je
stabilizuje a propojuje s tlustymi myosinovymi vldkny. Tento komplex umoziuje
pohyb. V nesvalovych burkach plni aktin funkci cytoskeletu, vyskytuje se v nich
pouze z 50 % v polymerizované formé a tvori velmi dynamické struktury.
Nachézi se v cytoplazmé ve formé prostorové sité a tésné pod cytoplasmatickou
membranou vytvari tzv. termindlni sit propojenou s IF. Déle tvori nékteré
povrchové struktury jako napfiklad mikroklky, stereocilie, pseudopodia ¢i
lamellipodia. Spojeni mikrofilament s cytoplazmatickou membranou
zprostfedkovavaji aktin vazajici proteiny, mezi které patfi naptiklad vinkulin

nebo a-aktinin [30; 32].

Mikrofilamenta se tedy podili na bunééném pohybu, svalové kontrakci,
cytoplazmatickém transportu (endocytoza a exocytdza) a na udrzovani tvaru
bunék. V neuronech zejména reguluji pohyb molekul v bunécné membrané

a zamezuji pohybu organel v cytoplazmé [30; 31].
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2.2.3 Intermediarni filamenta (IF)

IF jsou dlouhé vlaknité struktury o primeéru 10-12 nm tvofené rdznymi

proteiny. Podle proteind, které je tvofi, délime IF do nékolika tfid. Patfi sem:
1) laminy, které jsou soucasti cytoskeletu jadra;
2) cytokeratinova IF uloZena v epitelovych burikach;
3) vimentinova IF v burikdch mezenchymalniho a embryonalniho ptivodu;
4) desminova IF ve svalovych burikach;
5) gliova IF vyskytujici se v astrocytech nikoliv v neuronech;
6) neurofilamenta, kterd jsou soucasti nervovych bunék [30; 32].

IF jsou stabilni struktury vyskytujici se v cytoplazmé, jejich hlavni funkci je

ukotveni vSech organel a vyztuZeni buriky [32].
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2.3 Neurofilamenta

Neurofilamenta patii mezi IF IV. tfidy vyskytujici se pouze v télech
a vybézcich neuront. Jsou tvorena ze tfi podjednotek, které dohromady vytvari
tzv. neurofilamentovy triplet. Jednotlivé podjednotky se rozliSuji podle své
molekulové velikosti, nejmensi jsou oznacované jako lehké fetézce (68 kDa),
daldimi jsou stfedni fetézce (145 kDa) a nejvétsi tézké fetézce (200 k Da). Nejvyssi
zastoupeni maji NFL, které se vyskytuji ve vSech neurofilamentech spolu s NFH

nebo strednimi retézci neurofilament (NFM) [34; 35].

Jednotlivé fetézce jsou tvoreny fibrildrnimi proteiny uspofddanymi do
centralni Sroubovice zakoncené globuldrnimi tseky na obou strandch. Na
zakladé rtzné délky globularniho C-konce oznacovaného jako ocasek
rozliSujeme jednotlivé typy fetézcli, N-konec tvofi globuldrni hlavicku stejné

dlouhou pro vSechny fetézce. Stavba fetézctl je zndzornéna na obrazku 7 [35].

N-koncova

doména centralni domeéna C-koncova doména

NFL ‘ H ||
(mrsgooo)  N-mmms- (- —C

NFM

mr 150 ooo) - N- e (- - ¢

NFH

(mr200000) N (- - -C

Obrizek 7 - Schéma struktury fetézcii neurofilament [35]

Kromé fetézcti jsou neurofilamenta tvorena i dalSimi proteiny, napriklad
nestinem nebo a-internexinem. Zajimavym rysem vSech fetézci, zejména NFH,

je jejich velka mira fosforylace [31; 35].

Hlavni funkci neurofilament je zpevnéni a udrzZovani tvaru neurond,
v pripadé poruSeni integrity muze dojit k poruse ¢i zpomaleni neurotransmise.
Dale se podili i na regulac¢nich procesech [31; 36].

Pfi poskozeni axonti dochdzi kuvolnéni lehkych a tézkych fetézcli

neurofilament do MMM a krve, proto jsou v soucasné dobé neurofilamenta

31



pfedmétem zdjmu mnoha klinickych studii. Pfedpokladd se, Ze by se
stanovovani hladiny NFL mohlo stat ukazatelem stupné neurodegenerace
u nemocnych sRS, demenci, Alzheimerovou chorobou nebo u lidi s jinou

neurologickou poruchou [34; 37].

Hladiny NFL a NFH lze stanovit v MMM i v krvi, ale jeSté doneddvna tomu
tak nebylo. Hladiny neurofilament v krvi jsou totiz o tolik nizsi nez v MMM, Ze
nebylo mozné je dostupnymi metodami detekovat. Zajem o neurofilamenta
vzrostl aZ po rozvoji citlivych a dostate¢né pfesnych imunoanalytickych metod,
protoze odbér krve je mnohem jednodussi a Setrnéjsi nez odbér MMM. Pro
stanoveni hladin neurofilament vséru slouzi ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) nebo mnohem citlivéjsi metoda zvand SIMOA (single

molecule array) [34; 35; 37].

vvvvvv

hmotnosti totiz na rozdil od NFH sndze pronika do MMM. Sledovani hladin NFL
v krvi by mohly byt uzite¢né i pro sledovani ucinku terapie u pacientti s RS.
Vyzkumy odhalily, Ze pfi poddvani nékterych lé¢iv napriklad fingolimodu nebo
natalizumabu po dobu nékolika mésicti se hladiny NFL v séru u pacient(i s RS
snizily, zatimco pfi podavani placeba nikoliv. Dal$im vyuzitim stanoveni
hladiny neurofilament v séru by mohla byt predikce konverze z CIS nebo RIS
(radiologicky izolovaného syndromu) do definitivni RS. Zde se ale vysledky
studii znacné 1isi. Nicméné s jistotou byla prokazana korelace nalezu na MR
s hladinou NFL v séru, coZz dokazuje moznost odhadovat na zdkladé NFL
aktivitu a stadium RS [27; 34; 35; 37; 38].

Do budoucna se ocekava, Ze by se stanoveni NFL mohlo stat béZnou soucasti
klinického vySetfeni u pacienti s RS nebo jinymi nemocemi
s neurodegenerativnim charakterem. Pro zavedeni je potieba provést rozsahlé

studie a standardizaci méfeni. Pfi hodnoceni hladin NFL je zapottebi brat
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vavahu, Ze hladinu NFL vMMM, a tim i v krvi zvySuje nejen stupen

neurodegenerace, ale také vék pacienta [27; 34; 35].
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3 CIL PRACE

Cilem prace je v teoretické casti charakterizovat RS a popsat zplsoby
diagnostiky tohoto onemocnéni se zaméfenim na vysetfeni MMM. Prace klade
dtiraz i na nové biomarkery v MMM a v séru, které by do budoucna mohly byt
velkym pfinosem pro monitorovani aktivity RS a sledovani acinnosti jeji 1écby.
Dale by mohly hrat dilezitou roli i pfi diagnostice tohoto onemocnéni. Z téchto
biomarkert jsou pro klinickou praxi nejnadéjnéjsi neurofilamenta, ktera budou
v praci popsdna detailnéji. Jedna se o specifické slozky cytoskeletu neuronti
skladajici se ze tfi typu fetézcti — NFL, NFH, NFM, které se pfi neurodegeneraci

uvolnuji do extracelularniho prostoru.

Prakticka ¢ast bude zaméfena na princip a postup méreni NFL a NFH v MMM
i krvi metodou ELISA. Dale bude provedena vlastni statistickd analyza jiz
naméfenych koncentraci neurofilament u pacientd s RS a kontrolni skupiny
s cilem porovnat koncentrace NFL a NFH mezi skupinami, stanovit pomoci ROC
(Receiver Operating Characteristic) kfivky hrani¢ni koncentrace NFL a NFH
v MMM a zjistit vzdjemny vztah mezi NFL ¢i NFH v MMM a vékem a mezi

samotnymi biomarkery.

Na zdkladé vysledki statistické analyzy bude zhodnocen pfinos tohoto

vySetfeni v praxi.
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4 METODIKA

4.1 Charakteristika souboru

Data pro zpracovani byla laskavé poskytnuta
prof. MUDr. AleSem BartoSem Ph.D. z 3. lékafské fakulty Univerzity Karlovy
z jeho $irsi studie vztahujici se k vySetfeni neurofilament u pacientti s RS. Studie
byla schvalena Etickou komisi FN Kralovské Vinohrady a osoby zafazené do této

studie podepsaly informovany souhlas s ticasti ve studii.

Soubor zahrnuje 42 osob, v jejichZ likvoru byly vysSetfeny koncentrace NFL
a NFH. Soubor byl rozdélen na 2 skupiny — kontrolni skupinu (n = 24) a skupinu
pacienti sRS (n = 18). Do kontrolni skupiny byly vybrani pacienti
s heterogennimi neurologickymi symptomy a nezanétlivymi onemocnénimi,
ktefi podstoupili lumbdlni punkci jako soucdst rutinniho diagnostického
procesu. Do skupiny pacientt s RS bylo zafazeno 18 osob
s RR-RS. Diagnostika RS byla provedena zkuSenym neurologem na zakladé

kritérii platnych v dobé lumbalni punkce [39].

U nékterych osob byla zméfena i koncentrace neurofilament v séru. Celkem
byla analyza NFL a NFH v séru provedena u 11 osob z kontrolni skupiny a u 7
pacientd s RS. U jedné osoby z kontrolni skupiny a u 3 pacienti s RS byly
koncentrace NFL pod detekénim limitem pouzité soupravy. Z toho dtvodu
a z dtivodu nizkého poctu vySetfeni nebyly sérové koncentrace NFL statisticky
vyhodnocovéany. V piipadé NFH byla pouze u 3 pacientti s RS stanovena jejich
pfesna koncentrace v séru, u zbylych 15 osob se hodnoty koncentrace NFH
nachdzely pod detekcnim limitem pouZité soupravy. Z toho dtivodu nebyly ani

sérové koncentrace NFH statisticky zpracovany.
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Vysetfeni byli muzi i Zeny ve véku 23-50 let. Konkrétni zastoupeni muzi
a Zen v jednotlivych skupinach spolu s primérnym vékem je uvedeno v tabulce

3. Z tabulky vyplyva, Ze pacienti s RS byly starsi (p = 0,04).

Tabulka 3 - Demografické iidaje souboru

kontrolni skupina s RS
skupina (KS) (RS)
celkovy pocet 24 18
pramérny vék (roky)* 34 38
pocet Zen 17 14
pramérny veék Zen (roky) 33 38
pocet muz 7 4
primérny vék muzi (roky) 36 40

*p=0,04

4.2 Metody stanoveni

Pro stanoveni hladin neurofilament v MMM a séru byla pouZita sendvicova
ELISA metoda zaloZend na kvantifikaci interakci antigenu s protilatkou
zviditelnénych pomoci enzymového znaceni. Pokud je vySetfovanym analytem
antigen, oznacujeme tuto metodu jako pfimou, méfeni protilatek je metodou
nepfimou. V tomto pfipadé byly méfeny koncentrace antigent v podobé NFL

a NFH, pficemz kazdy typ retézce neurofilament byl stanovovan zvlast.

4.2.1 Princip stanoveni NFL

Pro stanoveni NFL v MMM a séru byla pouzita NF-light ELISA souprava od

firmy UmanDiagnostics (Ume3, Svédsko).

ELISA je hojné vyuzivand imunochemickd metoda, pomoci které lze

kvalitativné i kvantitativné stanovovat rtizné antigeny ¢i protilatky.
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Imunochemické reakce probihaji vjamkach mikrotitracni desticky, ktera je
soucasti ELISA soupravy od daného vyrobce. Dna jednotlivych jamek na
mikrotitracni desticce jsou potazena mysi monoklonalni protilatkou proti NFL.
Po inkubaci pfidaného vzorku MMM nebo séra dochazi k navdzani vSech
pritomnych NFL na protildtky na dné desticky. Ostatni latky se v nasledujicim
kroku odstrani promytim, aby nedochazelo k interferencim. Jedna se
o heterogenni metodu, proto se promyvani provadi po kazdé inkubaci.
V pfipadé, Ze vzorek zadné NFL neobsahuje, nevznikne ndm zadny

imunokomplex a po dokonceni nedojde ke vzniku zbarveni.

Nasledné se do jamek pfidava primarni monoklondlni protilatka proti NFL
znacend biotinem, ktera se vaze na zachyceny imunokomplex s NFL na dné
jamky. Odtud pochdzi ndazev sendvicovd ELISA, protoZze komplex

protilatka-antigen-protilatka pfipomina sendvic.

Pro zviditelnéni vzniklého imunokomplexu se pfidava konjugat sloZzeny ze
streptavidinu a enzymu kfenové peroxidazy. Streptavidin je protein izolovany
z bakterie Streptomyces avidiniis vyznacujici se vysokou afinitou k biotinu,
s nimz je schopen tvofit velmi silnou vazbu. Kfenova peroxiddza je zodpovédna
za pfeménu bezbarvého substratu na barevny produkt. Celd reakce je po
vyrobcem urcené dobé zastavena pridanim stop roztoku a intenzita zabarveni se

hned poté méfi fotometricky pfi vinové délce 450 nm.

4.2.2 Princip stanoveni NFH

Pro stanoveni fosforylovanych NFH v MMM a séru byla pouzita komeréni
sendvicova ELISA souprava od spolecnosti BioVendor (Brno, Ceska republika),

ktera je urcena pouze pro vyzkumné tcely.

Princip stanoveni je v podstaté stejny jako u méfeni NFL. I toto vySetfeni je
zaloZeno na enzymové imunoanalyze. Dna mikrotitraénich jamek jsou potazena

kutecimi polyklondlnimi protilatkami proti NFH, na které se navazuji NFH ze
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vzorku MMM nebo séra. Na zachycené NFH se vaze krali¢i polyklonalni
protilatka proti NFH oznacovand jako primarni. Vznikly imunokomplex je
detekovan sekundarni protilatkou konjugovanou s enzymem kienovou
peroxidazou, ktera ma velkou afinitu ke krali¢i protildtce imunokomplexu.
Pfidany substrat reaguje s enzymem za vzniku modrého zbarveni. Reakce je
zastavena po urcité dobé pridanim kyselého stop roztoku a hned poté se méti
intenzita Zlutého zbarveni ve fotometru pfi 450 nm. Jedna se o heterogenni

metodu, proto je nutné mezi jednotlivymi kroky jamky promyvat.
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4.3 Chemikalie a pomiicky

4.3.1 Souprava pro NFL

Soucasti NF-light ELISA soupravy je mikrotitracni desticka (96 jamek), v niZ
jsou dna jamek potaZena mysi monoklonalni protildtkou proti NFL, 2 kryty
na desticku, 2 Sarstedtovy zkumavky (15 ml) pro pfipravu konjugatu

a chemikalie uvedené v tabulce 4.

Tabulka 4 - Chemikalie obsazené v NF-light ELISA soupravé a jejich sloZeni

CHEMIKALIE SLOZENI

promyvaci roztok pufr a detergent

(10x koncentrovany)

fedici roztok pro konjugat stabilizacni pufr bez biotinu
fedici roztok pro vzorek pufr a detergent
standardni roztok bovinni vzorek NFL (od skotu

negativniho na BSE a FMD)

tracer (50x koncentrovany) biotinem znacena monoklonalni
protilatka proti NFL ve stabilizacnim

pufru bez biotinu

roztok konjugatu streptavidin s navazanou kfenovou

peroxidazou ve stabiliza¢nim pufru bez

biotinu
substrat tetramethylbenzidin
stop roztok fedénd kyselina sirova (8 %)

Kromé chemikalii uvedenych v tabulce 4 je potteba i deionizovand voda, ktera
stejné jako nize uvedené pomtcky nezbytné pro méfeni, neni soucdsti ndmi

pouzité NF-light ELISA soupravy.
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Dalsi nezbytné pomiticky pro stanoveni NFL:

ELISA-reader (450 nm)

automatickd nebo polo-automaticka mikrotitracni promyvacka
stolni orbitalni ELISA tfepacka (800 rpm)

vortex

mikropipety (10-1000 ul)

plastové Spicky na mikropipety

stopky

polypropylenové mikrozkumavky

zkumavky

sklenéné naddobi (odmérny valec a uzaviratelna lahev)
alobalova fdlie

lihovy fix
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4.3.2 Souprava pro NFH

Soucasti soupravy pro stanoveni NFH od firmy BioVendor jsou mikrotitracni
prouzky s celkem 96 jamkami potaZenymi kufecimi protildtkami proti NFH

a chemikalie uvedené v tabulce 5.

Tabulka 5 - Chemikalie obsazené v ELISA soupravé pro mieni NFH
CHEMIKALIE SLOZENI

redici roztok pufr

promyvaci roztok

(10x koncentrovany)

tandardni roztok v sy . , ,
S 0zto slozeni téchto roztokti neni v navodu od

kontrolni roztok — vysoka hladina vyrobce uvedeno

kontrolni roztok — nizka hladina

roztok s detekéni protilatkou krali¢i polyklonalni protilatka proti NFH

roztok konjugatu protilatka proti primarni protilatce

znacend kfenovou peroxiddzou

substrat tetramethylbenzidin

stop roztok roztok kyseliny

Mimo chemikdlie uvedené v tabulce 5 je potfeba i deionizovand voda

a pomucky uvedené nize, které nejsou soucasti pouzité ELISA soupravy.
Nezbytné pomiicky, které nejsou dodavany spolu se soupravou:

- ELISA-reader (450 nm)
- promyvacka na mikrotitra¢ni desticky
- orbitdlni tfepacka mikrodesticek (300 rpm)
- vortex
- software pro analyzu dat
- mikropipety (10-1000 ul)
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- vicekandlova pipeta (100 pl)

- jednorazové plastové spicky

- mikrozkumavky

- sklenéné nadobi (odmérny valec a uzaviratelna lahev)
- drzék na stripy

- absorpéni materidl (papirové ubrousky/bunicina)

- alobalova folie

- lihovy fix
4.4 Postup

4.4.1 Postup méreni NFL

Pred zacatkem méfeni je nutné nechat reagencie vytemperovat na pokojovou
teplotu 20-25 °C, protoze se uchovavaji v lednici pfi teploté 2-8°C. Také je tieba
rozmrazit vzorky MMM nebo sér, které se do vySetfeni skladuji v mrazdku

v polypropylenovych mikrozkumavkach pfi teploté -80°C.

Dale se musi 1x nafedit promyvaci roztok (dodavan jako 10x koncentrovany)
deionizovanou vodou na celkovy objem 400 ml (40 ml koncentratu + 360 ml

vody).

Tésné pfed zacdtkem analyzy se rekonstituuje standard (objem a typ
rozpoustédla je uveden na lahvicce), kratce se promicha na vortexu a natedi se
vzorkovym pufrem do osmi predem oznacenych mikrozkumavek. Roztoky
standardu slouzi jako tzv. kalibra¢ni roztoky. Konkrétni objemy standardu
a vzorkového pufru pro pfipravu kalibra¢ni fady (5000 pg/ml, 2500 pg/ml,
1250 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 50 pg/ml, 0 pg/ml) jsou uvedeny

v navodu od vyrobce soupravy.

Nafedit je nutné i vysetfované vzorky MMM nebo séra, a to v poméru 1:1 se
vzorkovym pufrem na minimalni vysledny objem 210 ul. Redéni se provadi vzdy

do pfedem oznacenych ¢istych mikrozkumavek.
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Protoze vnitfni kontrola neni soucdsti soupravy, musela byt vytvorena
smichdnim nékolika vysSetfenych pacientskych vzorki MMM nebo sér se
zvySenou hladinou NFL tak, aby vysledna hladina kontrolniho roztoku byla
v rozmezi 1000-3000 pg/ml. Poté se kontrolni roztok nékolikrat proméfil ve
fotometru za ucelem stanoveni presné koncentrace a povolenych odchylek.
Z takto pripravené vnitfni kontroly se vytvorily do oznacenych mikrozkumavek
alikvoty, které se skladuji v mrazaku pfi -80 °C. Pfed pouZitim se taktéZ musi

nechat vytemperovat na pokojovou teplotu.

Samotnd enzymova imunoanalyza byla provedena na mikrotitracni desticce

0 96 jamkach. Ve se pipetovalo v dubletu a postupovalo se takto:

1. Pred zacatkem se vSechny jamky 3x proplachly promyvacim roztokem
(pfidanim 3x 300 ul) pomoci polo-automatické promyvacky.

2. Do prvnich jamek byly napipetovany jednotlivé kalibracni roztoky,
kontrolni roztok a do dalSich jamek nafedéné vzorky MMM nebo séra,
kazdy o objemu 100 pl.

3. Nasledné se desticka nechala inkubovat po dobu 60 minut na tfepacce
(800 rpm) pfi pokojové teploté. Po uplynuti této doby se jamky znovu 3x
proplachly promyvacim roztokem (3x 300 pl).

4. Bezprostifedné po promyti, se vzorkovym pufrem 1x zfedil tracer
(dodavan jako 50x koncentrovany) v poméru 0,2 ml traceru a 9,8 ml
pufru do pfedem oznacené zkumavky. Takto nafedéného roztoku se
pridalo 100 ul do kazdé jamky.

5. Poté probéhla 45minutova inkubace na tfepacce (800 rpm) pfi pokojové
teploté a 3x proplachnuti promyvacim roztokem (3x 300 pl).

6. Tésné pfed nandSenim konjugdtu je nutné jej 1x nafedit specidlnim
fedicim roztokem pro konjugat do pfedem oznacené zkumavky dodané

vyrobcem soupravy. Objem konjugatu a fediciho roztoku je uveden na
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lahvic¢ce konjugatu. Po zfedéni a peclivém promichdni se pipetuje 100 pl
konjugatu do kazdé jamky.

7. Nasleduje inkubace po dobu 30 minut na tfepacce (800 rpm) pfi pokojové
teploté a 3x proplachnuti promyvacim roztokem (3x 300 pl).

8. Nakonec se do kazdé jamky ptida 100 pl substratu, desticka se zakryje
alobalovou folii a necha se 15 minut inkubovat na tfepacce (800 rpm) pfi
pokojové teploté.

9. Cela reakce se ukonéi pridanim 50 pl stop roztoku do kazdé jamky.

10. Ihned po skonceni se proméfi absorbance v ELISA-readeru pii vinové
délce 450 nm.

Z namérfenych absorbanci kalibracnich roztokti a jejich znamych koncentraci
se pomoci softwaru vytvori kalibraéni pfimka, ¢imz se ziskd vztah mezi méfenou
koncentraci a odezvou pfistroje. Na zdkladé toho je mozné dopocitat koncentrace
NFL v analyzovanych vzorcich.

Detekéni limit pouZité soupravy je 33 pg/ml.

Pro méfeni absorbance NFL v mikrotitracnich jamkach byl pouzit

ELISA-reader SUNRISE od firmy Tecan (Rakousko).

4.4.2 Postup méreni NFH

Reagencie v soupravé se uchovavaji v lednici pfi teploté 2-8 °C, pred pouzitim
se musi nechat vytemperovat na pokojovou teplotu. Pokud se vzorky MMM
nebo séra nevysetti ihned po odbéru, skladuji se v mrazaku pfi teploté -80 °C.
Pfed analyzou je tfeba vzorky nechat diikladné rozmrazit, porddné promichat na
vortexu a nafedit fedicim pufrem do oznacenych mikrozkumavek v poméru 1:2

na vysledny objem 240 pl (80 pl vzorku a 160 ul fediciho pufru).

Tésné prfed analyzou je nutné rekonstituovat standard a kontrolni roztoky
(nizkd a vysoka hladina) fedicim pufrem. Potfebny objem pufru je uveden na

origindlnich lahvickach. Rozpousténi trva minimalné 15 minut a obcas je dobré
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obsah jemné promichat. Poté nasleduje priprava kalibra¢nich roztoka do predem
nadepsanych mikrozkumavek. Kalibracni roztoky (4000 pg/ml, 2000 pg/ml,
1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml) se pfipravuji fedénim
rozpusténého standardu fedicim pufrem. Konkrétni objemy standardu a pufru

u jednotlivych koncentraci jsou uvedeny v manualu od vyrobce soupravy.

Poslednim krokem pfed samotnou analyzou je nafedéni promyvaciho roztoku
(dodavan jako 10x koncentrovany) destilovanou vodou do predem oznacené
uzaviratelné nadoby na Ix koncentrovany roztok (100 ml koncentratu a 900 ml

destilované vody).

Samotnd enzymova imunoanalyza byla provedena na mikrotitracnich stripech

o celkem 96 jamkach. Vse se pipetovalo v dubletu a postupovalo se takto:

1. Do prvnich jamek byly pfidany kalibracni roztoky, fedici pufr (blank)
a oba kontrolni roztoky, nasledné i vzorky. Kazdy o objemu 100 pl.

2. Poté se stripy nechaly inkubovat 60 minut pfi pokojové teploté na stolni

ttepacce (300 rpm). Po uplynuti této doby se jednotlivé jamky 3x

proplachly promyvacim roztokem (3 x 350 pl), nakonec se stripy obratily

a silnym poklepanim o sttil pokryty papirovymi ubrousky se odstranily

posledni zbytky promyvaciho roztoku.

Do kazdé jamky se napipetovalo 100 pl roztoku detekéni protilatky.

Zopakovani bodu 2.

Do kazdé jamky se pridalo 100 pl konjugatu.

Zopakovani bodu 2.

N o kW

Do kazdé jamky se ptidalo 100 pl substratu, ihned poté se celd desticka
prikryla alobalovou fdlii a takto se nechala stat 15 minut pri pokojové
teploté.

8. Nakonec se do kazdé jamky napipetovalo 100 pl stop roztoku.

9. Nejpozdéji do 5 minut od predchoziho kroku se proméfily vSechny

jamky v ELISA-readeru pfi vlnové délce 450 nm.
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Z namérenych absorbanci kalibra¢nich roztoku a jejich zndmych koncentraci
se pomoci softwaru vytvori kalibra¢ni pfimka, ¢imz se ziska vztah mezi méfenou
koncentraci a odezvou pristroje. Na zakladé toho je mozné dopocitat koncentrace

NFH v analyzovanych vzorcich.
Detekéni limit pouZité soupravy je 23,5 pg/ml.

Pro méfeni absorbance NFH v mikrotitracnich jamkach byl pouzit

ELISA-reader SUNRISE od firmy Tecan (Rakousko).
4.5 Statistické metody

Vzhledem k niz§imu poctu provedenych vySetfeni a nenormalnimu rozloZzeni
naméfenych koncentraci NFL a NFH v MMM byly pro statistické zpracovani
pouzity neparametrické statistické metody v podobé Mannova-Whitneyova
testu pro porovnani skupin a Spearmanova korelaé¢niho koeficientu pro korelacni
analyzy. Normalita dat byla pfedem ovéfena pomoci histogramu

a Sharpirova-Wilkova testu.
Hladina vyznamnosti pro vSechny testy byla p <0,05.

Statistické zpracovani naméfenych hodnot, analyza ROC kfivek a grafy byly
provedeny v programu Microsoft Office Excel 365 a MedCalc (MedCalc Software
Ltd, Ostend, Belgium).
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5 VYSLEDKY

5.1 Statistické vyhodnoceni

Na nasledujicich obrazcich 8-10 jsou vyobrazeny box-plot grafy koncentraci
NFL, NFH a jejich poméru NFL/NFH v MMM. Na kazdém obrazku jsou vzdy
dva box-ploty pro porovnani naméfenych hodnot u kontrolni skupiny a pacienti
sRS. Stfedovy ramecek (box) vymezuje hodnoty od dolniho kvartilu
(25. percentil) do horniho kvartilu (75. percentil), vodorovna ¢ara uvnitf rdmecku
znazornuje medidn. Kratsi vodorovnd ¢dra nad a pod rameckem zndzornuje
maximdlni a minimalni hodnotu (s vyjimkou vné&jSich a vzdalenych hodnot).

Cerné trojuhelniky znaéf hodnoty vzdalené.

V tabulce 6 jsou pak uvedeny hodnoty medidnti a rozmezi pro koncentrace

NFL, NFH a pomér koncentraci NFL/NFH.
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Obrazek 8 - Box-plot graf pro koncentrace NFL v MMM u kontrolni skupiny
a pacientii s RS (p < 0,001)

Pacienti s RS maji signifikantné vyssi koncentrace NFL nez kontrolni skupina

(p < 0,001). U pacientti s RS lze také pozorovat ndpadné vétsi rozptyl hodnot.
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Obrizek 9 - Box-plot graf pro koncentrace NFH v MMM u kontrolni skupiny
a pacientii s RS (p = 0,054)

Jednotlivé hodnoty NFH v MMM se pohybuji v pomérné uzkém rozmezi,
zejména u kontrolni skupiny. Koncentrace NFH v MMM jsou u pacientti s RS
zvySené v porovnani s kontrolni skupinou (p = 0,054), ale rozdily jsou méné

vyjadfené nez u NFL, jsou na hranici statistické signifikance.
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Obrazek 10 - Box-plot graf pro poméry koncentraci NFL/INFH v MMM u kontrolni
skupiny a pacientii s RS (n. s.)

V hodnotach pro pomér koncentraci NFL/NFH v MMM neni mezi pacienty

s RS a kontrolni skupinou signifikantni rozdil.
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Na obrazku 11 a 12 jsou bodové grafy zobrazujici sérové koncentrace NFL

a NFH kontrolni skupiny a pacientti s RS. Sérové hodnoty jsou bez statistického

hodnoceni. Grafy jsou zde umistény pro porovnani s naméfenymi koncentracemi

NFL a NFH v MMM.
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Obrazek 11 - Graf koncentraci NFL v séru u kontrolni skupiny a pacientii s RS
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Obrizek 12 - Graf koncentraci NFH v séru u kontrolni skupiny a pacientii s RS
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Tabulka 6 - Koncentrace NFL, NFH a hodnoty poméru NFL/NFH pacientii s RS

a kontrolni skupiny

Koncentrace (pg/ml) NFL v MMM

KONTROLY RS

n 24 18

minimum 74,9 143,6

maximum 963,0 1795

median 183,1 5674

R 5-95 76,7 - 891,0 153,7 - 1742,1

R 10-90 86,3 - 574,1 169,3 - 1634,6

R 25-75 128,9 - 251,4 340,0 - 1426,9

Koncentrace (pg/ml) NFH v MMM

KONTROLY RS

n 24 18

minimum 0 0

maximum 2895 4975

median 8,0 28,9

R 5-95 0-116,2 0-486,9

R 10-90 0-34,0 0 -415,0

R 25-75 0-18,7 2,0-534

Pomér koncentraci NFL/NFH v MMM

KONTROLY RS

n 24 18

minimum 2,0 3,0

maximum 522,0 704,0

median 30,0 22,0

R 5-95 4,1-464,6 3,0-673,6

R 10-90 5,9 -265,4 3,0-523,9

R 25-75 7,0 -193,5 6,0 - 178,0

n — pocet osob ve skupiné; R — rozmezi percentilii;
NFL: p <0,001; NFH: p = 0,05, NFL/NFL: n. s.
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Obrazek 13 - ROC kfivka pro NFL v MMM k rozliseni mezi pacienty s RS
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Obrazek 14 - ROC kfivka pro NFH v MMM k rozliseni mezi pacienty s RS

Sensitivity: 83,3

Specificity: 79,2
Criterion: >256,9

P < 0,001

AUC =0,824
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Na obrazku 13 a 14 jsou graficky znazornény ROC kfivky pro koncentrace NFL

a NFH v MMM. V tabulce 7 jsou vysledky analyzy ROC kfivek pro NFL a NFH
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v MMM v podobé hodnot plochy pod kfivkou (AUC), Youdenova indexu,
sensitivity a specificity. Na zakladé hodnoceni ROC kfivek byly stanoveny
hranicni neboli cut-off hodnoty pro NFL a NFH v MMM, které jsou také uvedeny

v tabulce 7.
Tabulka 7 - Porovndni ROC kfivek pro NFL a NFH v MMM

NFL NFH

AUC 0,824; 0,674;
95% CI=0,676 —0,924; | 95% CI=0,512 - 0,810;
p < 0,0001 p < 0,05

hrani¢ni hodnota 256,90 pg/ml 23,70 pg/ml

Youdenuv index 0,63 0,39

sensitivita 83,33 % 55,56 %

specificita 79,17 % 83,33 %

AUC —plocha pod kiivkou; CI — interval spolehlivosti; p — hladina vyjznamnosti

Podle hodnoty plochy pod kfivkou miZeme piesnost diagnostického testu
pro koncentraci NFL hodnotit jako velmi dobrou (AUC = (0,824). U stanoveni
koncentrace NFH v MMM byla pfesnost diagnostického testu nizsi, ale stéle jesté

dostatecna (AUC = 0,674).
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V tabulce 8 jsou uvedeny hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu R,
v pfipadé signifikantniho vztahu jsou zde uvedeny i prislusné hladiny
vyznamnosti p. Signifikantni vztah vySel pouze u korelace mezi koncentracemi
NFL a NFH v MMM zahrnujici naméfené hodnoty kontrolni skupiny i skupiny
pacientti s RS. Korelace koncentraci NFL vs. NFH v MMM u pacientti s RS vysla

hraniéni (p = 0,06). U ostatnich korelaci vysledny vztah nebyl signifikantni.

Tabulka 8 - Hodnoty Spearmanova korelacniho koeficient

skupina korelace mezi n R p

KS+RS NFL vs. NFH 42 0,38 0,014
KS NFL vs. NFH 24 0,09 n. s.
KS veék vs. NFL 24 0,27 n. s.
KS veék vs. NFH 24 0,08 n. s.
KS vék vs. NFL/NFH 24 -0,12 n.s.
RS NFL vs. NFH 18 0,45 0,060
RS vek vs. NFL 18 0,19 n.s.
RS veék vs. NFH 18 0,34 n. s.
RS veék vs. NFL/NFH 18 -0,25 n. s.

KS - kontrolni skupina; RS - pacienti s RS; n - pocet vysetfenych vzorkii (osob);
R - Spearmaniiv koeficient; p - hladina vyznamnosti; n. s. - neni signifikantni
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Na nasledujicich obrazcich 15-23 jsou vSechny korelace uvedené v tabulce 8

graficky znazornény pomoci bodovych grafti s pfimkami linedrni regrese.
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Obrazek 15 - Korelace mezi koncentracemi NFL a NFH v MMM u celého souboru
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Obrazek 16 - Korelace mezi koncentracemi NFL a NFH v MMM u kontrolni skupiny
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Obrazek 17 - Korelace mezi vékem a koncentraci NFL v MMM u kontrolni skupiny
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Obrazek 18 - Korelace mezi vékem a koncentraci NFH v MMM u kontrolni skupiny
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Obrizek 19 - Korelace mezi vékem a pomérem koncentraci NFL/NFH v MMM
u kontrolni skupiny
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Obrazek 20 - Korelace mezi koncentracemi NFL a NFH v MMM u pacientii s RS
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Obrizek 21 - Korelace mezi vékem a koncentraci NFL v MMM u pacientii s RS
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Obrazek 22 - Korelace mezi vekem a koncentraci NFH v MMM u pacientii s RS
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Obrizek 23 - Korelace mezi vékem a pomérem koncentraci NFL/NFH v MMM
u pacientii s RS
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6 DISKUZE

RS je zdvazné autoimunitni onemocnéni, pfi kterém dochazi k zanétlivému
poskozeni neurond. Je to nevylécitelné onemocnéni, ale pribéh nemoci lze
znacné zpomalit v€asnym nasazenim ucinnych 1éki, kterych rok od roku na trhu
stale pribyva. Z toho davodu je velmi dtleZité onemocnéni vcas a presné
diagnostikovat. V soucasné dobé se diagndza opira o klinické vySetfeni, snimky
z MR a vySetfeni MMM izoelektrickou fokusaci, ¢imZ se prokazuje pfitomnost

oligoklonalnich prouzki dokazujicich intrathekalni syntézu imunoglobulin.

Po nasazeni farmakologické lé¢by nastdva potteba sledovat jeji ucinnost.
Vtéto oblasti probihda v soucasné dobé mnoho studii na biomarkery
detekovatelné v MMM, nebo jesté 1épe v séru, které by odrazely aktudlni stav
pacienta z hlediska poskozeni neuronti zptisobeného RS. V tomto sméru jsou

momentalné nejnadéjnéjsimi biomarkery - neurofilamenta [26].

Neurofilamenta jsou specifickou soucasti cytoskeletu neuronti. Hojné se
vyskytuji v axonech, kde se podileji na udrZovani jejich tvaru a velikosti.
Neurofilamenta jsou podle molekulové hmotnosti tvofena ze tfi

podjednotek — NFL, NFM a NFH [34].

Ukazuje se, ze nejvhodnéjsi pro stanovovani, z davodu nizké molekulové
hmotnosti, jsou NFL. V pfipadé neurondlniho poskozeni totiz dochdzi
k uvolfiovani neurofilament do MMM, a nasledné se prestupem pres HEB
dostavaji i do periferni krve. Mezi koncentraci NFL v MMM a v séru byla

prokdzana silnd korelace [34].

Z toho vyplyva, Ze sérové koncentrace NFL a NFH budou niz$i nez
koncentrace NFL a NFH v MMM, coZ se také potvrdilo. U 15 osob z 18
vysetfovanych se koncentrace NFH nachdzela pod detekénim limitem pouZzité
soupravy. U koncentraci NFL byla situace o néco lepsi, zde byly pouze u 4 osob

z 18 koncentrace pod detekénim limitem. Pro diikaz nizSich koncentraci NFL
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a NFH v séru byly do vysledkai vloZeny obrazky 11 a 12 znazornujici formou

bodovych grafli jednotlivé namérené sérové koncentrace NFL a NFH.

Koncentrace NFL a NFH v séru doneddvna nebyly méfitelné z diivodu
absence dostatecné citlivého testu. Dnes jsou jiZz k dostani vysoce citlivé testy
Simoa, které vykazuji 126krat vyssi citlivost nez nami pouzité ELISA soupravy,

proto jsou neurofilamenta v séru teprve ted detailné studovana [40].

V mnoha nezavislych studiich byla prokdzana vyssi koncentrace NFL v MMM
u pacientti s RS neZ u kontrolni skupiny. Testovani byli zvlast pacienti s riznymi
formami RS (RR-RS, PP-RS, SP-RS) a s CIS, u vSech byla prokdzana signifikantné
vyssi koncentrace NFL v MMM oproti kontrolni skupiné. Dal$im potencidlnim
biomarkerem aktivity RS je NFH. Podle nékterych studii koncentrace NFH
v MMM koreluji s EDSS hodnocenim u pacientti s RS. V porovnani s NFL nejsou
podle koncentrace NFH v MMM dobfe rozliSitelné zdravé osoby od pacientti

s RS, proto se od vyzkumného méfeni koncentraci NFH upousti [26; 34; 41].

Pomoci Mannova-Whitnyova testu jsem tyto hypotézy ovéfila a naméfené
hodnoty graficky zobrazila pomoci box-plot grafi (obrazky 8-10). Vysledkem
jsou signifikantné zvysené koncentrace NFL v MMM (p < 0,001) u pacientti s RS
oproti kontrolni skupiné. Mezi pacienty s RS byli zafazeni pouze pacienti
s RR-RS formou tohoto onemocnéni, tim je mtij vysledek omezen pouze na tuto
skupinu pacientti. Koncentrace NFH v MMM u pacienttt s RS jsou zvySené
v porovnani s kontrolni skupinou (p = 0,054), rozdily byly na hranici statistické
signifikance. V poméru koncentraci NFL/NFH v MMM nebyl mezi pacienty s RS
a kontrolni skupinou signifikantni rozdil a tento pomér nezlepSuje prfinos

stanoveni neurofilament v MMM.

Dale je nutné podotknout, ze zvySené hladiny NFL jsou markerem
neurodegenerace. Zvysené hladiny NFL v MMM a v séru mohou byt zptisobeny

kromé RS i demenci, cévni mozkovou piithodou, Creutzfeldovout-Jacobsovou
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nemoci ¢i jinymi neurologickymi onemocnénimi. NFL tedy nejsou specifické pro

RS [34; 37].

Prokazala jsem signifikantni vztah u korelace mezi NFL a NFH v MMM
zahrnujici naméfené hodnoty kontrolni skupiny i pacientti s RS
(p = 0,014). V pripadé korelace mezi koncentracemi NFL a NFH v MMM
u pacientt s RS nebyla korelace prokdzana, ale vysledek byl pouze hrani¢né
nesignifikantni (p = 0,060). V tabulce 6 si miZeme vSimnout, Ze i kdyzZ tyto
koncentrace NFL a NFH v MMM spolu koreluji, maximalni hodnoty a mediany
jsou v pripadé koncentraci NFL mnohem vyssi nez u koncentraci NFH v MMM.

To mtiZe byt také jeden z divodii, proc je vyhodnéjsi méfit koncentrace NFL.

Fyziologicky se koncentrace NFL zvysuji s vékem, ale u RS v souvislosti

s vékem nebyla nalezena nebo byla negativni [34; 42].

Pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu (tabulka 8) jsem ovérovala
korelaci koncentrace NFL, NFH v MMM a jejich poméru s vékem pacientti s RS
a s vékem kontrolni skupiny. Neprokazala jsem signifikantni vztah mezi témito
parametry, nejen ve skupiné pacientti, ale ani v kontrolni skupiné, v niz vSak

byly zastoupeni rovnéz pacienti s riznymi neurologickymi onemocnénimi.

Pomoci ROC kfivky jsem se pokusila stanovit hrani¢ni koncentraci pro NFL
a NFH v MMM. Hraniéni koncentrace u NFL v MMM vysla na ¢ = 256,9 pg/ml,
zatimco u NFH v MMM byla rovna c = 23,7 pg/ml. Na zdkladé téchto hrani¢nich
koncentraci byla stanovena senzitivita a specificita diagnostickych test. U NFL
vysla senzitivita i specificita kolem 80 %, zatimco u NFH vysla senzitivita
pomérné nizka (lehce pres 50 %), specificita vysla obdobné jako u NFL. Nizka
senzitivita znaci citlivost neboli schopnost testu zachycovat skute¢né nemocné,
proto se méfeni koncentrace NFH za ucelem stanoveni diagndzy RS jevi jako

nevyhovujici.
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Pro lepsi zhodnoceni presnosti stanovené hrani¢ni koncentrace pro
diagnostické tucely jsem porovnala hodnoty plochy pod kfivkou (AUC)
s tabulkovym rozmezim. Presnost testu u NFL v MMM byla velmi dobra
(AUC = 0,82), u NFH pouze dostatecna (AUC = 0,67). Tyto vysledky jsou

srovnatelné s vysledky studie Kuhle a spol. [43].

Daéle jsem pomoci Youdenova indexu porovnala vykonnost testu, pficemz
nejlepsi vykon je pro hodnotu 1. U koncentrace NFL v MMM vysla hodnota
indexu na 0,63 a u koncentrace NFH v MMM jen na 0,39.

Ackoliv jsou prokdzany signifikantné vyssi koncentrace NFL u pacientti s RS
v porovndni s kontrolni skupinou, naméfené koncentrace jsou také ¢asto znacné
variabilni a prekryvaji se. To komplikuje stanoveni pfesné hrani¢ni koncentrace
pro rozliSeni pacient(i s RS od zdravych osob. Z toho diivodu se do budoucna
nepredpoklada vyuziti méfeni koncentrace NFL jako diagnostického testu pro

RS [44].

Dalsim ddvodem, proc¢ nelze koncentrace neurofilament takto vyuzit je jejich
jiz zminéna nespecificnost pro toto onemocnéni. I pfesto mtiZze byt méfeni NFL
velkym pfinosem pro monitorovani stavu pacienta s RS a tucinnosti
farmakologické 1écby. Dale mtize pomoci s uréenim formy tohoto onemocnéni

a stanovenim progndzy [38; 40; 44].

Obzvlasté uzitecny by byl tento biomarker v pfipadé moznosti stanovovani
jeho koncentrace v séru, protoZze odbér zilni krve je méné invazivni, a pro
pacienta mnohem pfijemnéjsi nez lumbalni punkce, kterou navic nelze tak casto

opakovat [34; 44].
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7 ZAVER

Pfedmétem prace bylo provést vlastni analyzu naméfenych koncentraci NFL
a NFH v MMM a krvi metodou ELISA u pacienti s RS a kontrolni skupiny
v souvislosti s jejich moZznym zavedenim do klinické praxe jako biomarkeru

neurodegenerace u pacientt s RS.

Mou vlastni statistickou analyzou byla prokazana vyssi koncentrace NFL
a NFH v MMM u pacienti s RS oproti kontrolni skupiné, vétsi signifikantni
rozdil byl vSak pouze u NFL. Korela¢ni koeficient prokazal signifikantni vztah
u korelace koncentraci NFL vs. NFH v MMM zahrnujici naméfené koncentrace
biomarkerti z obou skupin. Vyhodnoceni pomoci ROC kfivek ukdzalo presnost
testu u NFL v MMM jako velmi dobrou, na rozdil od pouze dostatecné u NFH.
Tyto vysledky ukazuji, Ze zejména NFL maji dobré predpoklady stat se

uzitenym biomarkerem u RS.

Koncentrace NFL i NFH jsou mnohondsobné nizsi v séru oproti MMM. Tim
se sérové koncentrace stavaji hiife méfitelné. Nicméné pro rutinni vySetfovani
pacientd s RS je tato varianta stanoveni daleko zajimavéjsi. Odbér zilni krve je
totiZ mnohem jednodussi, méné bolestivéjsi a 1ze ho opakovat castéji nez odbér

MMM lumbalni punkci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMK - aminokyseliny

APC — antigen prezentujici buriky

CIS - klinicky izolovany syndrom

CNS - centralni nervova soustava

DIS - diseminace v prostoru

DIT - diseminace v case

EDSS — Expanded Disability Status Scale (Kurtzkeho stupnice)
ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay
HEB — hematoencefalicka bariéra

HLB - hematolikvorova bariéra

IEF — izoelektricka fokusace

IF — intermedidrni filamenta

IFN - interferon

IL — interleukin

IS — imunitni systém

KEB - koeficient energetické bilance

KD - kostni dfen

MAPs — proteiny asociované s mikrotubuly
MMM - mozkomisni mok, likvor

MR - magneticka rezonance

MTOC - mikrotubuly organizujici centrum
NFL - lehké fetézce neurofilament

NFH - tézké retézce neurofilament

NFM - stfedni fetézce neurofilament

NMOSD - neuromyelitis optika a choroby jejiho Sirsiho spektra
OCT - opticka koherenéni tomografie

pl — izoelektricky bod
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PP-RS — primarné progresivni roztrousena skler6za
P-RS - progresivni roztrousena skler6za

RIS - radiologicky izolovany syndrom

ROC - Receiver Operating Characteristic

RR-RS - relabujici-remitujici roztrousena skler6za

RS - roztrousena sklerdza

SIMOA - single molecule array

SP-RS - sekundarné progresivni roztrousena sklerdza
TNF — tumor nekrotizujici faktor

VEP - zrakové (vizualni) evokované potencialy
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