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Abstrakt

Roztrousena skler6za (RS) je autoimunitni, neurodegenerativni onemocnéni
centralniho nervového systému. V soucCasnosti mame pouze omezené markery
vypovidajici o aktivit¢é onemocnéni a schopné predikovat budouci pribéh nemoci
u pacientt s RS. Tato prace se zabyva dvéma potencidlnimi markery. Prvnim z nich je
e, jejiz parametry jsme hodnotili v kohorté¢ o 141 pacientech a 70 zdravych kontrol.
Pomoci akustické analyzy jsme prokdzali pfitomnost fecovych abnormalit jiz
u pacientl s minimalnim neurologickym postizenim (EDSS<2) a korelaci téchto
odchylek s regiondlni i celkovou mozkovou atrofii. Hlavni ¢ast prace je v€novana
lehkym fetézcim neurofilament (NfL), pfedevSim jejich sérovym hladindm (sNfL)
jakoZto v soucasnosti nejslibnéj$iho markeru nejen pro sledovani aktivity onemocnéni,
ale také zhodnoceni efektu terapie a predikce pribéhu nemoci. Cilem bylo objasnit
vyznam tohoto parametru a jeho mozné uplatnéni v bézné klinické praxi. V kohorté
172 nove diagnostikovanych pacientli byly stanoveny sérové a likvorové hladiny NfL
zavery nasi prace byly prukaz NfL jako markeru probihajiciho zdnétu CNS (zanétlivé
neurodegenerace), potazmo aktivity nemoci, a zaroven jako prediktivniho markeru
budouci mozkové atrofie. Dale jsme se zamé&fili na posouzeni vyznamu hladin NfL
s ostatnimi biochemickymi parametry. Prokazali jsme Uzky vztah vysoké hladiny sNfL
s poruchou bariéry a asociace nizkych hladin apolipoproteini ApoA-I a ApoA-II
s vysokymi hladinami NfL.

Kli¢ova slova: roztrousena skler6za, biomarkery, lehké fetézce neurofilament, fe¢



Abstract

Multiple sclerosis is chronic, autoimmune and neurodegenerative disorder of central
nervous system. Currently, we have only limited markers of disease activity. From
clinical markers, speech markers were analysed. Data from 141 patients and 70 healthy
controls were evaluated. The most important results were detection of speech
abnormalities in patients with minimal neurological disability (EDSS<2) and their
correlations with global and regional brain atrophy. This work is predominantly
concetrated on neurofilament light chain (NfL) as one of the most promising
paraclinical biomarkers. NfL, especially level of serum NfL (sNfL), is considered to
be a biomarker of future disease course, disease activity and effect of DMD (disease
modifying drugs) therapy. The main aim was to clarify the position of NfL among
others biomarkes and their potential benefit for routine clinical praxis. MRI data,
clinical data and results of NfL. measurements from 172 newly diagnosed patients with
relaps-remiting MS (revised McDonald criteria 2017) from original SET cohort were
analysed. Additionally, we compared levels of serum and CSF NfL with other
biochemical parameters, such as lipidogram and markers of blood-brain permeability.
We found sNfL as a marker of ongoing neuroinflammation and predictor of future
brain atrophy in patients with early MS. Furthermore, relation of sNfL with blood-

brain barrier dysfunction and parameters of lipidogram were established.

Key words: multiple sclerosis, biomarkers, neurofilament light chain, speech



Seznam zKratek
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AIC — Akaike Information Criterion

Anti-VCA IgG — protilatky proti virovému kapsidovému antigenu viru Epstein-
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Apo — Apolipoprotein

ApoA-I — Apolipoprotein A 1

ApoA-II — Apolipoprotein A 11

BDI — Beck Depression Inventory
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CCV — Corpus Callosum Volume
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CNS — Centralni Nervovy Systém

DIS — Dissemination in Space

DIT — Dissemination in Time

DMD - Disease Modifying Drugs

EAE — Experimental Autoimmune Encephalomyelitis



EBV — virus Ebstein-Barrové

ECL — Elektrochemiluminiscence

EDSS — Expanded Disability Status Scale

ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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HDL-C — High Density Lipoprotein Cholesterol

HEB — HematoEncefalicka Bariéra

HLA DRB1*1501 — Human Leukocyte Antigen DRB1*1501
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IgG — Imunoglobulin G

[gM — Imunoglobulin M

IL-17 — Interleukin-17
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LDL-C — Low Density Lipoprotein Cholesterol
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MR — Magnetick4d Rezonance

MSFC — Multiple Sclerosis Functional Composite

MS — Multiple Sclerosis

Nf{L — lehké fetézce neurofilament

PASAT — Paced Auditory Serial Addition Test

PP RS — Primarné Progresivni Roztrousena Skleroza

Qan — albuminovy kvocient

RBN — Retrobulbarni Neuritida

RR RS — Relaps Remitentni Roztrousend Skleroza

RS — Roztrousena Sklerdza

SDMT — Symbol Digit Modalities Test

SET — Study of Early Interferon beta-1a Treatment

sNfL — sérové lehké ret€zce neurofilament

SP RS — Sekundéarné Progresivni Roztrousena Skleroza

T1/T2LV — T1/T2 Lesion Volume

T1-WI/FFE 3D — T1-Weighted 3-Dimensional Fast Field

TNF alfa — Tumor Necrosis Factor alfa

WBYV — Whole Brain Volume

WMYV — White Matter Volume
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1. Uvod

1.1. RoztrouSena skleroza

Roztrousena skler6za mozkomisni (RS) je autoimunitni, zanétlivé a neurodegenerativni
onemocnéni centralniho nervového systému postihujici pfedevsim mladé dospélé, u kterych
patii mezi nejcastéjsi priciny disability (Compston and Coles 2008). Radi se mezi tzv.

demyeliniza¢ni onemocnéni, jejichz je nejCastéjsim zastupcem.

V soudasné dobé je prevalence onemocnéni v Ceské republice odhadovana na 200/100 000
s incidenci 11,7/100 000/rok (Havrdova 2013, www.multiplesclerosis.cz). Na vzrustajici
incidenci se jist¢ krom¢ vlastniho zvySovani vyskytu onemocnéni podili také vcasnéjsi
a lepsi diagnostika. Prvni obtiZe se nejcastéji vyskytuji mezi 20. — 40. rokem véku, mohou
se objevit ale jiz v détstvi €1 po 50. roce Zivota. JelikoZ postihuje pfedev§sim mladé dospélé,
ma RS znaény nejen socialni, ale taktéz ekonomicky dopad (Kobelt et al. 2017). Castéji se

onemocnéni vyskytuje u zen, a to pomérem 3:1.

Obecné muzeme klinicky pribé¢h nemoci rozdélit na 4 varianty: relaps-remitentni,
sekundarné progresivni, primarné progresivni a progredujici-relabujici. Relaps-remitentni
RS (RR RS) je nejcastéjsi variantou, kde jsou relapsy (ataky) stiidany obdobim remise. Tato
forma nasledné v pribéhu né€kolika let (u pfirozeného pribehu nemoci kolem 10 let)
prechédzi do sekundarné progresivni RS (SP RS) (Kremenchutzky et al. 2006). Priméarné
progresivni RS (PP RS) tvoii ptiblizné 10-15 % ptipadi. Neprojevuje se relapsy, ale jiz od
zaCatku onemocnéni dochdzi k postupné progresi a nartstu disability. Nejmén¢ Castou

P 4

pocatku nemoci se souasnymi relapsy.

Klinicky se onemocnéni mlize projevovat vysoce variabilnimi neurologickymi obtizemi.
Mezi nejcasté)$i prvni obtize typicky patii zanét o€niho nervu neboli retrobulbarni neuritida

(RBN), senzitivni symptomatika charakteru parestezii/hypestezii ¢i motoricky deficit.

rrrrr

supratentorialni, kmenové, miSni ¢i zrakové.

V soucasnosti se diagnostika sklada ze tfech hlavnich ¢asti: klinicky obraz, nalez na

magnetické rezonanci (MR) a vysledek likvorologického vySetfeni. V roce 2017 byla
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vydana nova revidovand McDonaldova kritéria, ktera upravuji dosavadni diagnosticky

pfistup (Thompson et al. 2018) (Tabulka 1).

Tabulka 1. Revidovana diagnostickd McDonaldova kritéria z r. 2017

Klinicka Objektivni klinicky priikaz (1éze) | DalSi udaje poti‘ebné ke stanoveni
kritéria diagnozy

(ataky)

>2 >2 Zadné

>2 1 (stejné jako anamnesticky diikaz | Zadné

predchozi ataky s 1ézi v odlisSném
anatomickém mist¢)

>2 Objektivni klinicky prikaz 1 1éze DIS (diseminace v prostoru) s prikazem
dalsi ataky lokalizované jinde klinicky
nebo MR

1 Objektivni klinicky prikaz >2 1éze | DIT (diseminace v ¢ase) dokumentovana

dalsi atakou nebo MR NEBO nalezem
oligoklonalnich pasi v likvoru

1 Objektivni klinicky prikaz 1 1éze DIS (diseminace v prostoru)
dokumentovana dalsi atakou z jiného mista
CNS nebo na MR a DIT (diseminace
v Case) dokumentovana dalsi atakou nebo
MR  NEBO  pozitivnim  ndlezem
oligoklonalnich past v likvoru

0 Rok progrese nemoci (retrospektivné nebo
(progrese prospektivn€) PLUS  nejméné  dvé
od pocétku) nasledujici  kritéria: 1 ¢ vice T2

hyperintenznich 1ézi typickych pro RS
v mozkové  oblasti  periventrikuldrni,
juxtakortikalni/kortikalni nebo
infratentorialni; 2 i vice T2
hyperintenznich 1ézi v miSe, pfitomnost
oligoklonalnich pasi v likvoru

Jednou ze zasadnich zmén je zahrnuti kortikalnich a symptomatickych 1ézi na MR, které
nové mohou byt brany v potaz pii zhodnoceni diseminace v prostoru (DIS). Dalsi
podstatnou zménou je akceptace oligoklondlnich past (OCB), jeZ jsou povazovany za
marker diseminace v Case (DIT). V ptipad¢, ze pacient splni podminky diseminace
v prostoru 1 Case, jednd se o definitivni roztrouSenou skleré6zu (CDMS). Pii uplatnéni
novych diagnostickych kritérii jiz pacient sprvnim klinickym pfiznakem, splilujici
kritérium diseminace v prostoru na MR a prokdzanou oligoklondlni syntézou (=2

nekorespondujici pasy v likvoru), neni povazovan za pacienta s klinicky izolovanym
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syndromem (CIS), ale mluvime jizo CDMS. Dtraz je kladen na charakter prvnich ptiznakad,
které musi byt typické pro RS. Terapii RS d¢lime na dvé hlavni ¢asti, na 1é€bu ovlivitujici

patofyziologickou podstatu onemocnéni (akutni a chronickd) a na 1é¢bu symptomatickou.

Akutni terapie je pouzivana k 1é¢bé relapst. Nejcastéji je podavan intravendzni pulz
methylprednisolonu (Solumedrol) v davce 3-5 g, seventudlnim naslednym taperem
Medrolu ¢i Prednisonu. Pii zadvaznych relapsech se znaénym neurologickym deficitem
a Spatnou odpovidavosti na kortikoterapii mize byt indikovéna série plazmaferéz ¢i podéani
pulzu cyklofosfamidu. K dlouhodobé terapii u pacienti s RR RS jsou pouzivany
tzv. disease modifying drugs (DMD) neboli Iéky ovliviiujici ptirozeny pribéh onemocnéni.
Prvnim DMD preparatem, ktery byl v Ceské republice registrovan pro terapii RS, byl
vr. 1996 interferon beta. V souCasnosti terapii DMD délime na 2 hlavni kategorie:
1. preparaty urcené pro pacienty s nizsi aktivitou nemoci (interferony, glatiramer acetat,
teriflunomid a dimethyl fumarat) a 2. preparaty pro pacienty s vyssi aktivitou nemoci

(fingolimod, natalizumab, ocrelizumab, cladribin a alemtuzumab).

Cilem symptomatické terapie je ptredev§im ovlivnéni svalové hyperaktivity, unavy,
neuropatické bolesti a dalSich doprovodnych symptomd, které maji zasadni vliv na kvalitu

Zivota pacienta.

Nedilnou soucésti terapie RS jsou také nefarmakologické metody (fyzioterapie, ergoterapie,
psychoterapie, kognitivni trénink) a zména Zivotniho stylu pacienta, jehoz podstatou je
absolutni absence koufeni, pravidelna fyzicka aktivita (s ohledem na télesny stav a moZznosti

kazdého pacienta) a vyvarovani se nadmeérné stresové zatézi.

1.2. Etiopatogeneze RS

Roztrousend skler6za je multifaktoridlni, heterogenni onemocnéni, na jehoz vzniku se
podili environmentalni faktory (napf. expozice UV zafeni, koufeni, perzistujici EBV
infekce, slozeni mikrobiomu), které mohou plnit ulohu tzv. ,trigger pointd*“ (spoustéci)
u geneticky predisponovanych jedinci (Dendrou, Fugger, and Friese 2015). I pfes tyto

poznatky vSak pfesna etiopatogeneze RS neni pln€ objasnéna.

Z divodu nezpochybnitelné klicové tulohy zanétu v patofyziologii onemocnéni, je
roztrousena sklerdza povaZovana za primarné zanétlivé autoimunitni onemocnéni vedouci
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k pozd¢jsi neurodegeneraci (Trapp et al. 1998). Byl prokazan blizky vztah onemocnéni
s imunoregula¢nimi geny a soucasné byly Céastecné objasnény procesy axonalniho
poskozeni zptisobeného autoreaktivnimi lymfocyty a makrofagy (Herz, Zipp, and Siffrin
2010). Na priikazu patologické autoimunitni odpovédi se zasadni mérou podilelo vytvoreni
modelu experimentalni autoimunitni encefalomyelitidy (EAE) (Lassmann 2004). Tento
animalni model je zalozen na podani antigenu myelinu (napt. bazického myelinového
proteinu — BMP) spole¢n¢ s imunologickym boosterem hlodavciim, kteti nasledné rozvinou
obraz EAE. Model i pies své nedostatky piispel mezi 1éty 1950-2005 k oziejmeéni mnohych
imunopatologickych procesi a podilel se zdsadni mérou na vzniku arozvoji
imunomodulaéni 1écby RS (Trapp and Nave 2008, Sriram and Steiner 2005). Pomoci
modelu EAE byla prokdzana zdsadni uloha T regula¢nich lymfocytl (Treg) a pifedevsim
specifického subtypu pomocnych Thl17 lymfocytl, které jsou Treg fizeny. Samotné
vyzravani Th17 lymfocytd je vSak regulovano dendritickymi bunkami na
lymfocyty produkuji, jsou tumor necrosis factor alfa (TNF alfa) a interleukin 17 (IL-17).
Dle soucasnych zjisténi se IL-17 podili na patologické imunitni odpovédi ptfedevsim
aktivaci matrixové metaloproteinazy 3, ktera plisobi poskozeni hematoencefalické bariéry,
a tim také nasledn¢ poruchu jeji permeability (Havrdova 2013). Klicova tloha IL-17 je
velice komplexni a podili se v fadé patologickych interakei, které nejsou vSechny zcela

objasnény.

Cela tato koncepce je podkladem tradi¢niho tzv. ,outside-in“ modelu, vysvétlujiciho
moznou etiologicko-patofyziologickou podstatu onemocnéni na zdkladé¢ imunitni
dysregulace (Obrazek 1). Jeho podstatou je hypotéza o vzniku autoreaktivnich T lymfocyti
na periferii, které prostupuji pres hematoencefalickou bariéru (HEB) do CNS a spole¢né
s dalSimi elementy adaptivni 1 vrozené imunity (B lymfocyty, makrofagy) zplsobuji
neuronalni poSkozeni Ustici v demyelinizaci a nasledné axonalni poskozeni s axonalni

transekei (Stys et al. 2012).

Opaénym, minoritnim pfistupem je pohled na RS jakoZto primarné neurodegenerativni
onemocnéni (Heneka, Kummer, and Latz 2014). V né€kolika pracich bylo prokazéano, ze
k neurodegeneraci dochazi jiz od samotného pocatku onemocnéni, a neni tedy disledkem
pouze samotného zanétlivého procesu. Na zakladé téchto zjisténi, jako opak k tradi¢nimu

,outside-in“ modelu, byl popsan tzv. ,,inside-out” model (Obrazek 1). Jeho zédkladem je
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predstava vzniku prvotni dysfunkce v CNS analogicky jako u klasickych
neurodegenerativnich onemocnéni. Model predpoklada bunééné poskozeni, které zpiisobi
uvolnéni znacné ¢asti antigent do periferie, které nasledné zpisobi u predisponovaného

jedince rozvoj autoreaktivni imunitni odpovédi (Trapp and Nave 2008).

Obrazek 1. Koncept Outside-in vs. Inside-out modelu

CNS ‘ Periferie

\

Cytodegenerace

Outside-in model

S modely ,,inside-out™ a outside-in se v patogenezi RS miizeme také setkat ve vztahu
axonalnitho a myelinového poskozeni v uzSim slova smyslu. Tedy v souladu s vyse
uvedenymi modely (cytodegenerace vs. autoimunita, resp. CNS vs. periferie) je uvadéna
hypotéza myelinového poSkozeni vedouciho k axondlni transekci (tradicni ,,outside-in*
model) a vice versa hypotéza vzniku léze od axondlniho poSkozeni k myelinovému

(,,inside-out* model) (Tsunoda and Fujinami 2002).

1.3. Biomarkery

V soucasné dobé jednou z hlavnich oblasti vyzkumu na poli roztrousené skler6zy je detekce

potencidlnich markert, které by ndm pomohly v pfesnéjsi diagnostice, stanoveni prognozy
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onemocnéni, sledovani aktivity nemoci a zhodnoceni efektu terapie. Obecné markery, které
vypovidaji o priitbéhu onemocnéni ¢i slouzi k hodnoceni efektu terapie a jsou objektivné
méfitelné, oznacujeme jako tzv. biomarkery (Bielekova and Martin 2004). Potfeba téchto
biomarkeri je u RS potencovana predevSim jeji vyraznou interindividualni, ale
1 intraindividudlni variabilitou. V soucasnosti neumime RS kauzalné vylécit, ale umime ji
efektivné 1éCit pomoci fady heterogennich protizanétlivych preparati s odliSnym
mechanismem ucinku. Jednim ze soucasnych vyzkumnych cilti je individualizovana
medicina, za ucelem stratifikace pacienti ve vysokém riziku rychlé progrese nemoci,
u kterych je nezbytna v€asna agresivni farmakoterapie jiz od po¢atku nemoci, ktera zabrani

ireverzibilni ztrat¢ neuronti/axonti a rozvoji brzké disability.

Prostfedkem této individualizované mediciny jsou pravé biomarkery, které ndm mohou
slouzit jako tzv. ,surrogate markery/endpointy®, jez jsou schopné nahradit/predikovat
budouci aktivitu nemoci. Dle prace zabyvajici se biomarkery u RS od Bielekova a Martina
je vhodné pouzivat oznaceni ,,surrogate endpoint namisto ,,surrogate marker®, avSak
z diivodu castého pouziti v odborné literatuie jsou zde uvedeny oba pojmy (Bielekova and
Martin 2004). V klinickych studiich mezi nejcastéji pouzivané klinické ,,surrogate
markery/endpointy® patii pocet relapst ¢i konfirmovana progrese hodnocena dle EDSS
(Expanded Disability Status Scale), coz znamené zhorSeni o 1 bod v EDSS po dobu min. 6
mésict. Z paraklinickych markerti/endpointii se nyni vyuZivaji pfedev§im rezonancni
parametry, a to zhodnoceni lezionélni patologie a nartist mozkové atrofie (blize viz 1.3.2).
Je vSak potieba nalezeni dalSich markert, které by 1€pe reflektovaly nejen efekt uvazované
terapie, ale také predikovaly event. progresi onemocnéni. Mezi ptredpokladané vhodné
»surrogate markery/endpointy® v klinickych studiich patii v soucasné dobé piedevsim

sérové hladiny lehkych fetézcti neurofilament (sNfL) (Sormani et al. 2019).

Dalsi dulezitou kategorii jsou tzv. ,klinické outcomes®, které ptedstavuji vyznamné
parametry fadi také praceschopnost pacienta, ktera se ukazuje byt praktickym a objektivnim
markerem reflektujicim komplexni disabilitu pacienta (Benova et al. 2016, Kadrnozkova et

al. 2018).

Jak jiz bylo naznaceno vySe, biomarkery u roztrouSené sklerézy muzeme rozdélit do
2 hlavnich skupin, a to na markery klinické a paraklinické. Obé& skupiny jsou velice rozsahlé

a obsahuji celou fadu parametrti.
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1.3.1. Klinické markery

Castym cilem vyzkumu na poli klinickych markeri je snaha o nalezeni specifickych
a senzitivnich markera disability. V soucasnosti je v bézné klinické praxi pro hodnoceni
disability, 1 pfes jeji znacné nedostatky, nejcastéji pouzivana Kurtzkeho skala EDSS
(Kurtzke 1983). Mezi jeji nejveétsi nevyhody patii predevsim nedostate¢né zhodnoceni
kognice a funkce horni koncetiny. Jiz od zavedeni Kurtzkeho Skaly byly tendence
k vytvotfeni podrobnéjsiho hodnoceni ¢i pfidani dalSich kvantitativnich funkcnich testa,
které by lépe odrazely komplexni disabilitu pacienta. AvSak zatim zadny neni bé&zné
pouzivan v rutinni praxi jako EDSS. Asi nejzndméjsim z nich je kompozitni skore MSFC
(Multiple Sclerosis Functional Composite), které obsahuje tfi subtesty pro zhodnoceni
funkce ruky (9-Hole Peg Test — 9HPT), kognice (Paced Auditory Serial Addition Test —
PASAT) a chtize (25-Foot Walk Test — 25FWT) (Fischer et al. 2001). Dal§im rozsitenym
kognitivnim testem, jenz hodnoti procesni rychlost paméti, je Symbol Digit Modalities Test
(SDMT), ktery je soucasti baterie testli BICAMS (Brief International Cognitive Assessment
for MS). VSechny tyto funkéni testy jsou pouzivany pravidelné v klinickych studiich, ale
jejich zavedeni do bézné klinické praxe brani ¢asova ndroCnost a zatim ne zcela jasna

validace pro rutinni praxi.

1.3.1.1. Re¢

Mezi malo prozkoumané parametry u pacientl s RS patii fec¢, které se v soucasnosti za¢ina
vénovat vice pozornosti jako moznému klinickému markeru. (Konstantopoulos et al. 2010,
Hartelius and Lillvik 2003). Zhodnoceni jednotlivych aspekti fe€i mize potencialné
identifikovat nové klinické parametry, které by mohly pfinést zlepSeni ve sledovani nemoci
a presnégjsi popis klinického obrazu aktivity onemocnéni. Doposud pfedpokladany vyskyt
dysartrie, bez ohledu na jednotlivé typy dysartrie, byl kolem 40-50% (Hartelius,
Runmarker, and Andersen 2000). Za nejcastcji se vyskytujici dysartrie u pacientd s RS byly

povazovany spasticka a ataktické dysartrie ¢i jejich kombinace.

Velkou tlohu v hodnoceni fe¢i a zkoumani jejich zdkladnich komponent (fonace, oralni
diadochokineza, artikulace a prosodie) hraje zdznam feci a jeji nasledna akusticka analyza,
ktera umoziuje jeji podrobné zhodnoceni a posouzeni 10 dimenzi, které¢ jsou typické pro

jednotlivé fecové komponenty (Rusz et al. 2017).
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1.3.2. Paraklinické markery

Mezi paraklinické markery fadime prakticky veskeré ostatni markery od rezonancnich az

po laboratorni.

Parametry magnetické rezonance jsou v soucasné dob¢ nejrozsifencjSimi markery jak ve
sledovani aktivity nemoci, tak v jejich pouziti jako tzv. ,,surrogate enpointi‘ (blize viz 1.3.).
Jedna se pfedevsim o parametry tzv. lezionalni patologie, tedy loziskového postizeni, které
jsou obrazem prevazné zanétlivé aktivity onemocnéni. Patii mezi n¢ zhodnoceni celkového
objemu a poctu T1 a T2 1ézi, pocet tzv. ,,black holes* na T1 vazenych obrazech a pocet

gadolinium enhancujicich 1¢ézi.

Dalsi velkou skupinu rezonancnich parametrii tvoii parametry volumetrické, slouzici
k hodnoceni miry atrofie, a to jak celkové, tak regiondlni. Ke stanoveni volumetrickych
parametri slouzi Cetné komeréni i vyzkumné softwary (napf. ScanView, SIENA/X,
FreeSurfer). Problémem volumetrického méteni je vSak jeho piesnost a reprodukovatelnost
ziskanych vysledkd. Pfi longitudindlnim sledovani je nezbytné provadét vySetfeni na
stejném MR pfistroji za co mozna nejvice standardizovanych podminek a vysledky
analyzovat identickym softwarem. I ptes slozitéj$i management maji volumetrické markery
znacny potencial v hodnoceni progrese onemocnéni a jejich uziti jako prognostického

markeru budouci disability (Horakova et al. 2012, Uher et al. 2015, Andelova et al. 2019).

vvvvvv

likvorové a sérové. Jednim z nejzasadnéjsSich likvorovych markeri jsou oligoklonalni pasy
(OCB), pro jejichz stanoveni je nejvhodnéjsi metodou isoelektrickd fokusace (IEF). Jiz
vroce 1983 se pozitivita OCB v likvoru stala soucasti tzv. Poserovych diagnostickych
kritérii, 1 kdyz t.C. pouze ve formé ,,pomocné* vySetirovaci metody (Poser et al. 1983).
Diagnosticka senzitivita stanoveni OCB metodou IEF je >95 % se souCasné niz§i
specificitou kolem 86 %. Ve srovnani s OCB, méné& spolehlivym parametrem, je index IgG
s vyrazné niz§i senzitivitou okolo 75% (Freedman et al. 2005). Dal§im z pouZzivanych
diagnostickych likvorovych markerii jsou volné fetézce kappa (x), véetné jejich indexu,

jejichz zvyseni je typické pro pacienty s diagnozou RS (Presslauer et al. 2008).

Mnohé dalsi potencidlni likvorové markery jsou v soucasnosti zkoumany. Mezi nejslibnéjsi
patii napft. chitinasa 3-like 1 protein (CH3L1), u niZ bylo prokazéno, Ze jeji zvySena hladina
u pacientii s CIS je spojena s vyS§im rizikem konverze do definitivni roztrousené sklerozy.
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CH3L1 mize tedy potencialné slouzit jako prognosticky marker (Comabella et al. 2010).
Z biomarkerti stanovenych z periferni krve jsou t.C. nejslibnéjs$i neurofilamenta, a to

predevsim jejich lehké fetézce (blize viz 1.3.2.1).

Dilezitou roli v hledani novych laboratornich biomarkerti hraji zasady tzv. spravného
,biobankingu“ neboli dlouhodobého uskladiovani vzorkl télesnych tekutin. Adekvatni
postup, vcetné spravného odbéru mozkomisniho moku a zpracovavani vzorka pied
samotnym zamrazenim, popsali Teunissen et al. v roce 2009 (Teunissen, Petzold, et al.
2009). Vzorky by mély byt zpracovavany za pokojové teploty, centrifugovany pfi stejnych
otackach a alikvotovany o totoznych objemech do polypropylenovych zkumavek. Veskeré
preanalytické zpracovani by nemélo trvat déle nez 1 hodinu. Zdkladem dlouhodobého

biobankingu je uskladnéni vzorkl v -80 °C.

1.3.2.1. Lehké fetézce neurofilament

Neurofilamenta jsou proteinové polymery, které se fadi do kategorie intermedidrnich
filament o velikosti 10nm a tvofi vyraznou soucdst cytoskeletu neuronu (spolecné
s mikrofilamenty a mikrotubuly), vnémz plni nejen strukturdlni funkci, ale taktéz
transportni (Hoffman and Lasek 1975). Pfedpokladanou podstatnou tlohou neurofilament
je regulace pruméru axonu, a tim nasledné také ovlivnéni rychlosti vedeni nervového

vzruchu (Yuan, Rao, and Nixon 2017).

Neurofilamenta jsou tvofena zékladni triddou/tripletem neurofilament: 1. lehkymi fetézci
neurofilament (NfL) o molekulové hmotnosti 70kDa, 2. stfednimi fetézci neurofilament
(NfM) o hmotnosti 150 kDa a 3. tézkymi fetézci neurofilament (NfH) o molekulové
hmotnosti 200 kDa. Dal$imi 2 minoritnimi typy neurofilament jsou proteiny alfa-internexin
a peripherin, ktery se témé&f vyhradné vyskytuje pouze v perifernich neuronech. Zakladni
triada spole¢né s alfa-internexinem se fadi do IV. skupiny intermediarnich filament, naopak

peripherin je fazen do skupiny III.

Jednotlivé monomery neurofilament vytvafi homodimery ¢i heterodimery predilekéné
v kombinaci s NfL, které se v neuronech vyskytuji nejcetnéji. Nasledné dochazi k tvorbé
tetramertl, které jsou povazovany za zakladni stavebni jednotku konec¢ného filamenta.
Pomeér jednotlivych typt neurofilament a také celkové mnozstvi neurofilament se vSak lisi

dle charakteru neuronu a také dle vyvojové faze. Napt. v perifernim neuronu se sniZuje
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koncentrace neurofilament od proximalniho segmentu k distadlnimu, a naopak v optickém
nervu se mnozstvi distalngji zvySuje, a to az trojnasobné¢ (Yuan et al. 2017). Ve
vyzravajicim neuronu CNS je typicky pievaha peripherinu s minimalnim mnozstvim NfH,
v dospélém neuronu se tento pomer obraci. Pro vyvijejici se neurony je také typicky vyskyt
trech dalSich typt intermediarnich filament, a to vimentinu, nestinu a syneminu, které se jiz
v dospélém neuronu nevyskytuji ¢i se vyskytuji ve zcela nepatrném mnozstvi. Obecné 1ze
fici, Ze relativni zastoupeni jednotlivych typt neurofilament v dospelych neuronech CNS je
7:3:2 (NfL:NfM:NfH) (Janmey, Leterrier, and Herrmann 2003). Podrobna stavba polymeru
neurofilament v§ak doposud nebyla popsana, a to predevsim z diivodu absence krystalické
struktury, kterou se doposud nepodaftilo vytvofit. Podstatnou roli v absenci krystalické
struktury hraje pfedev§im vyrazna variabilita neurofilament. Souhrnné lze fici, Ze NfL tvoii
jadro celé struktury. NfM spolecné s NfH jsou ulozeny perifernéji a jejich karboxylové

terminalni konce vystupuji do prostoru (Obrazek 2) (Khalil et al. 2018, Yuan et al. 2017).

Dutlezitou tlohu ve stavbé a také v laboratorni detekci neurofilament hraji fosforylacni
mista, na ktera se vazi fosfatové skupiny. NfL jsou minimalné fosforylované (fosforylacni
mista se nachdzeji predevSim na N-termindlnim konci a jejich tloha je pfedpokladéna
predevsim v kone¢ném usporadani polymeru), naopak NfM a predevsim NfH obsahuji
desitky fosforylacnich mist na svém karboxylovém terminalnim konci. Dilezitd role
fosforylace je pfedpokladéna nejen v samotné funkci neurofilament, ale také v patogenezi

neurodegenerativnich onemocnéni (Yuan, Rao, and Nixon 2017).
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Obrazek 2. Struktura neurofilament
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Z diivodu absence vétsiho poctu fosforylovanych mist a cetného zastoupeni v neuronech ve
srovnani s ostatnimi neurofilamenty, patii NfL v soucasnosti mezi nejslibnéj$i biomarkery

napfi¢ neurologickymi diagnézami.

Velky potencial NfL jakoZzto biomarkeru u pacientti s RS je jiz zndm od roku 1998 (Fuchs
and Cleveland 1998). Od té doby probihal intenzivni vyzkum zabyvajici se ptfesnou
strukturou, posttranslaéni modifikaci, funkci a ulohou v patogenezi nejen roztrousené
sklerozy, ale napti¢ vSemi neurodegenerativnimi onemocnénimi (Szaro and Strong 2010,
Al-Chalabi and Miller 2003). Opakovan¢ bylo v minulosti navrhovano jejich
vyuziti v klinické praxi, bohuzel z diivodu zna¢né limitace dané laboratornim stanovenim
NfL nebylo jejich plné vyuziti az doneddvna mozné (Fialova et al. 2013). Pomoci analyzy

hladin NfL v likvoru rutinn€ dostupnou metodou ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
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Assay; Uman Diagnostics, t.€. jiz UE:CE certifikovano) byla jiz nékolikrat zkouméana jejich
schopnost mozné predikce klinické ¢i rezonan¢ni progrese/aktivity onemocnéni (Teunissen,

Iacobaeus, et al. 2009, Teunissen and Khalil 2012, Comabella and Montalban 2014).

Jako prvni byl Lycke et al., ktery v roce 1999 prokézal zvysSené hladiny NfL v likvoru
u pacientd s RR RS a jejich korelaci s klinickou aktivitou (Lycke et al. 1998). V roce 2010
se Salzer et al. zamé¢fili na predikei doby konverze do sekundérni progrese a tize disability
po primérné 14letém sledovani (rozmezi 8-20 let) pomoci hladin NfL v diagnostické
lumbalni punkci. Dle likvorovych hladin NfL rozdélili pacienty do 3 skupin (>386 ng/l, 60-
386 ng/l a <60 ng/l). Skupina s nejvyssi hladinou NfL. (>386 ng/l) méla 5x vyssi riziko
zavaznéjSiho pribéhu RS (OR 5,2; 95%CI 1,8-15) a pravdépodobnéjsi piechod do
sekundarni progresivni faze nez predchozi dvé skupiny (p<0,01-0,03) (Salzer,
Svenningsson, and Sundstrom 2010). Novéjsi prace od Bhan et al. potvrdila potencial
likvorovych hladin NfL v predikci rizika pfechodu do SP RS v prubéhu 10letého sledovani
(Bhan et al. 2018). Na druhou stranu i pies tyto pozitivni vysledky né¢kolik praci prokazalo
nedostate¢nou silu likvorovych hladin NfL predikovat ptechod z CIS do definitivni RS
(Arrambide et al. 2016).

Slibnych vysledkli dosahovaly likvorové NfL také v predikci mozkové atrofie. At uz
v praci Arrambide et al., kde byly prokazany jako dobry prediktor Sletého poklesu BPF
(p<0,0001) ¢i prace vyzkumné skupiny Hakansson et al., ve které byly tyto zavéry
podpoteny (Hakansson et al. 2018, Arrambide et al. 2016).

Jak jiz bylo uvedeno vyse, doposud vyraznym omezenim ve vyuziti neurofilament v praxi
byla pfedevsim potieba jejich stanoveni v mozkomisnim moku, tedy invazivni metodou bez
moznosti pravidelné kontroly v ¢ase. Bézn¢€ dostupna ELISA metoda, ktera je pouzivana ke
stanoveni neurofilament v likvoru, neni pro stanoveni v séru, jez by bylo pro rutinni detekci
nejvhodnéjsi, dostatecné citliva (Fialova et al. 2013). Detekéni limit ELISA metody (LoD;
NF-light kit, Uman Diagnostics) je 32 pg/ml, limit kvantifikace (LoQ) 81 pg/ml, avSak
hladina NfL v séru u pacientd s RS se nejcastéji pohybuje pravé v fadech nékolika malo
desitek pg/ml, tedy také pod detekénim limitem této metody. Ke zmeéné doslo v roce 2015,
kdy ke stanoveni NfL v séru (sNfL) u pacienti s HIV infekci byla poprvé pouzita metoda
Simoa (Single molecule array) (Gisslén et al. 2016) (Obrazek 3).
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Jednd se o ultrasenzitivni imunochemickou metodu, kterd je zaloZena na ptfidani
paramagnetickych c¢astic s navazanou protilatkou (vazici se k ndmi pozadovanému
antigenu) k analyzovanému vzorku a poté piidani znacici protilatky schopné fluorescence.
Nasledn¢ dojde k vytvofeni imunokomplexu navazaného na paramagnetickou castici.
Kazda jednotliva ¢astice obsahuje jeden navazany antigen. Po vlozeni vzorku do pfistroje
dojde k navazani ¢astic pomoci specialnich Simoa disktl, z nichz kazdy obsahuje vice nez
200 000 mikrojamek, pficemz kazda jamka vaze pouze jednu jedinou ¢astici. Detekéni limit
této metody je kolem 1 pg/ml (LoD = 0,038 pg/ml, LoQ = 0,174 pg/ml). Metodiku poté
Kuhle et al. aplikovali na séra pacienti s RS a vysledky porovnali s dal§imi dvéma
metodami — ELISA a elektrochemiluminiscenci (ECL). Korelace hladiny NfL v séru
a likvoru (nezavisle na tom, zda byla hladina v likvoru stanovena metodou Simoa ¢i ELISA)

byla 0,88, nejvyssi ze vSech pouzitych metod (Kuhle et al. 2016).

Nyni napii¢ obory probihd ovéfovani pocateCnich hypotéz a validace metodiky, jez by

umoznila zavedeni tohoto markeru do bézné klinické praxe.
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Obrazek 3. Princip metody Single molecule array (Simoa)

LA
¢

Podklad schématu ptrevzat z https://www.quanterix.com/simoa-bead-technology.

1. Paramagnetickd castice s navdzanou protilatkou (véazici se k ndmi pozadovanému
antigenu) 2. Pfidani téchto ¢astic k analyzovanému vzorku s naslednym ptidanim znacici
protilatky schopné fluorescence. 3. Vytvofeni imunokomplexu navazaného na
paramagnetickou castici. 4. Kazdéa jednotliva Castice obsahuje jeden navazany antigen.
5. Vazba ¢astic pomoci specialnich Simoa diskt (kazdy disk> 200 000 mikrojamek, kazda
jamka vaze pouze jednu jedinou ¢astici). LoD = 0,038 pg/ml, LoQ = 0,174 pg/ml.
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2. Cile prace a hypotézy
Cile a hypotézy jsou rozdé€leny do 2 ¢asti podle jednotlivych zkoumanych markert:

1. fe¢ jakozto marker klinicky a 2. lehké fetézce neurofilament (NfL) jako marker

paraklinicky.
2.1. Reg

Primarnim cilem bylo vyhodnoceni feCovych parametrii u pacienti s RS a porovnani
vysledkii s hodnotami zdravé populace. Sekundarnim cilem bylo porovnani fecovych
parametrii s ostatnimi klinickymi (napf. chize, kognice, funkce horni koncetiny)

a paraklinickymi markery (regionalni a celkova atrofie dle MR).

2.1.1. Hypotézy
1. Akusticka analyza teci je schopna odlisit zdravé kontroly od pacientti s RS.
2. Retové abnormality jsou schopné odlisit pacienty s pievahou pyramidového
postiZzeni od pacientli s mozeckovym postiZzenim.
3. Re¢ové abnormality koreluji s rezonanénimi parametry celkové a regionalni
atrofie (morfologicky podklad spastické a ataktické dysartrie).
2.2.NfL

Hlavnim cilem bylo objasnit vyznam sNfL a jejich pozici mezi ostatnimi klinickymi ¢i
rezonan¢nimi parametry a zhodnoceni sNfL jako markeru pro sledovani aktivity nemoci
a predikce pribéhu onemocnéni. Sekundarnim cilem bylo zhodnoceni korelace NfL

s ostatnimi biochemickymi parametry (likvorovymi i sérovymi).

2.2.1. Hypotézy

1. Hladina sNfL odpovida klinické aktivité nemoci.
Hladina sNfL odpovida radiologické aktivité nemoci.
sNfL jsou prediktorem klinické aktivity nemoci.

sNfL jsou prediktorem mozkov¢ atrofie.

U

Hladina sNfL koreluje s tizi poruchy hematoencefalické bariéry.
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3. Metodika
3.1. Reg

Vysetieni fe¢i bylo provedeno mezi rokem 2016-2017 u 141 pacientl s diagn6zou RS
(6 pacientt s CIS, 107 pacientd s RR RS, 18 pacientd se SP RS a 10 pacientii s PP RS)
(Polman et al. 2011). Vysledky byly porovnany se 70 zdravymi kontrolami sparovanymi
dle vé€ku a pohlavi. Pacienti absolvovali klinické vysetieni dle Skaly EDSS a MSFC
(obsahujici testy 25FWT, 9HPT, PASAT). K posouzeni vztahu feCovych abnormalit
a kognice bylo u 122 pacientli doplnéno zhodnoceni procesni rychlosti pomoci SDMT
(Friedova et al. 2019). Pacienti byli rozd¢€leni do 3 skupin dle tize disability v pyramidovém
a mozeckovém funkénim podsystému hodnotici Skaly EDSS: 1. bez pfitomné disability
(celkové EDSS <2, respektive v pyramidovém a cerebelarnim podsystému hodnota 0 ¢i 1);
2. sptevahou pyramidového postizeni (skore v pyramidovém podsystému >2
a v mozeckovém podsystému 0 ¢i 1) 3. s pyramidovym a mozeckovym postizenim (hodnota
v obou podsystémech >2). Zadny z pacienti nemé&l mozelkové skore >2 a zarovei

v pyramidovém podsystému hodnotu 0 ¢i 1 (Rusz et al. 2017).

Re¢ pacientii byla pod dohledem specializovaného logopeda nahravéna pfi tiech
specifickych feCovych testech, pomoci kterych bylo mozno objektivizovat a blize popsat
motorické fecové abnormality (Duffy 2013). Tyto testy slouZily k posouzeni fonace (test
,dlouh¢ &%), oralni diadochokineze (test ,,pa-ta-ka‘), artikulace a prosodie (¢teni kratkého
textu). K podrobnému zhodnoceni téchto parametrli byla pouzita metoda pocitacové
akustické analyzy, ve které bylo hodnoceno 10 unikatnich feCovych dimenzi (Rusz et al.
2011, Hlavnicka et al. 2017). Detailni popis jednotlivych fe€ovych dimenzi je dostupny
v pfilozeném clanku (Rusz et al. 2017). Celkem u 123 pacienti s kompletnim fecovym
vySetfenim a klinickym zhodnocenim dle EDSS byla provedena magneticka rezonance
mozku a kréni michy (Skyra 3T, Siemens Healthcare). Byly provedeny sekvence 3D-
MPRAGE, 3D FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery), 3D DIR (Double Inversion
Recovery), DWI (Diffusion Weighted Imaging) a 3D T2 vazena sekvence s potla¢enim tuku
k zobrazeni michy (Rusz et al. 2019).

Vesker¢ statistické analyzy byly provedeny v Matlab. Ke zhodnoceni korelaci byl pouzit
Pearsontiv korelacni koeficient. K odhadu prevalence dysartrie u pacienti s RS byla pouzita

metoda ROC kiivky.
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3.2. NfL
3.2.1. Pacienti

Do projektu zhodnoceni hladin NfL a jejich vyznamu u RS bylo vybrano 172 pacientt
z originalni kohorty SET (Study of Early Interferon beta-1a Treatment) (Uher et al. 2015,
Kalincik et al. 2012). Studie SET byla investigatorem iniciovand, multicentricka, klinicka
studie, do které byli pacienti zatfazeni mezi roky 2005-2009. Jednalo se o pacienty po prvni
demyelinizacni atace dle tehdejSich kritérii CIS, dle soucasnych revidovanych
McDonaldovych kritérii z roku 2017 pacienty jiz s klinicky definitivni RS (Thompson et al.
2018). Vstupnimi kritérii byl vék mezi 18 a 55 lety, doba mezi vznikem prvnich obtizi
a ptijetim do studie nesméla byt delsi nez 4 mésice, EDSS na baseline < 3,5, > 2 T2
hyperintenzity na diagnostické MR a > 2 OCB v mozkomiSnim moku. Baseline MR byla
provedena > 30 dni po intraven6zni terapii 3-5g methylprednisolonu a pfed zahajenim
terapie DMD. U vsSech pacientd byla nasledné¢ zahijena terapie intramuskuldrnim

interferonem beta-1a (Avonex; Biogen Idec).

K analyze byla vyuzita data ze 4letého klinického a rezonan¢niho sledovéni spolecné s daty
ze stanoveni hladiny NfL v sérovych vzorcich, které byly pravideln¢ odebirany minimalné

1x ro¢né po dobu 36 mésict.

3.2.2. Meéfeni hladin NfL

K méteni hladin NfL byly vyuzZity vzorky likvoru a séra, které byly uskladiiovany v ramci
zasad spravného biobankingu a po celou dobu skladovani zamrazeny v -80°C (Teunissen,
Petzold, et al. 2009, Teunissen et al. 2013). Lumbalni punkce byla provedena za
standardizovanych podminek s odbérem celkového mnozstvi 20 ml likvoru a 5 ml krve.
Odbér mozkomiSniho moku byl vzdy proveden pfed zahdjenim kortikoterapie ¢i DMD

terapie.

Ke stanoveni hladin NfL v mozkomiSnim moku byly vyuzity diagnostické likvory 139
pacientd. K longitudindlnimu zhodnoceni sérovych hladin NfL byly vyuZity vzorky
diagnostické, baselinové (MO; den zahajeni terapie DMD) a déle vzorky z jednotlivych
timepointi  odpovidajicich délce terapie DMD (M1, MI12, M24 a M36). Piehled

kompletniho poctu vzorkl viz Tabulka 2.
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Tabulka 2. Pfehled poctu analyzovanych vzorkt

Timepoint Pocet vzorkil
Diagnosticky likvor 139
Diagnostické sérum 157
MO sérum 64
M1 sérum 158
M12 sérum 156
M24 sérum 137
M36 sérum 129
Suma 940

Diagnosticky likvor a sérum: odbéry provedeny pied terapii methylprednisolonem; MO sérum:
odbér proveden v den zahéjeni terapie DMD; M1, M12, M24, 36: pocet mésict od zahajeni terapie
DMD

Hladina NfL v likvoru byla méfena metodou ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay) za pouziti komeréné dostupnych kitti NF-light UmanDiagnostics v Ustavu lékatské
biochemie a laboratorni diagnostiky 1.LF UK a VFN v Praze. Detek¢ni rozmezi kit bylo
100 — 10 000 pg/ml s detek¢nim limitem 32 pg/ml. VSechna stanoveni byla provedena
pomoci analyzatoru Tecan Sunrise ELISA reader za pouziti Megallan softwaru (Tecan
Group Ltd., Switzerland). Vzorky byly analyzovany duplicitné. Inter/intra-assay variac¢ni

koeficient neptekrocil 10 %.

Sérové hladiny NfL byly métfeny pomoci platformy Simoa (Quanterix; blize viz 1.3.2.1.)
na univerzitnim pracovisti v Basileji. Vzorky byly méfeny duplicitné. Inter-assay variacni
koeficient byl pod 10 % a primérné hodnota intra-assay varia¢niho koeficientu byla 6,4 %
(Barro et al. 2018, Disanto et al. 2017). U obou metod byla métfeni provedena na
kédovanych vzorcich bez znalosti rezonanénich ¢i klinickych dat pracovniky laboratote

(Srpova et al. 2020).

3.2.3. Stanoveni dalSich laboratornich parametri

Za ucelem posouzeni vztahu mezi HEB, NfL a zanétlivymi markery CNS byly v likvoru
a krvi zhodnoceny hladiny albuminu, imunoglobulinu G (IgG) a imunoglobulinu M (IgM).
Tyto parametry byly méfeny metodou imunonefelometrie IMMAGE analyzator; Beckman
Coulter). Pritokovou cytometrii byly stanoveny pocty jednotlivych bunéénych subtypt

v likvoru (pfi stanoveni byly pouZity protilatky proti antigenlim, CD 80, CD8019, CD4,

29



CCR5 a CXCR3; analyzator FACSCanto; BD Sciences) a byl vypocten albuminovy
kvocient jakozto pfimy marker integrity HEB. Imunofenotypizace byla provedena celkem

u 72 pacientt (Uher, McComb, et al. 2020).

Za ucelem posouzeni vyznamu NfL byla vyuzita data ze stanoveni parametrii lipidogramu
a jejich vztah k hladindm NfL. Jednalo se o celkovy cholesterol, HDL cholesterol (HDL-
C), LDL cholesterol (LDL-C) a sérové apolipoproteiny (ApoA-I, ApoA-II, ApoB a ApoE).
Tyto parametry byly k dispozici celkem od 133 pacientii a byly stanoveny z vzorktl séra
odebranych v ramci screenovych/diagnostickych odbért, tedy pied kortikoterapii ¢i 1écbou
DMD. Celkovy cholesterol a HDL-C byly stanoveny pomoci diagnostickych kitd Sekisui
Diagnostics (Lexington, MA) a hodnota LDL-C byla ziskdna vypoftem pomoci
Friedewaldovy rovnice (Friedewald, Levy, and Fredrickson 1972). Hladiny apolipoproteint
byly analyzoviany metodou imunoturbidometrie za pouziti kith Kamiya Biomedical
(Thousand Oaks, CA) na automatickém chemickém analyzatoru ABX Penta 400 (Horiba
Instruments, CA). Varia¢ni koeficient téchto stanoveni byl <5 % (McComb et al. 2020).
Z dalSich laboratornich parametri stanovenych v periferni krvi byla zkoumana asociace
mezi NfL a ptitomnosti alely HLA DRB1*1501, hladinou protilatek proti viru Epstein-
Barrové (EBV) a hladinou 25-hydroxyvitaminu D3 (Uher, McComb, et al. 2020).

Vyse zminéné parametry byly méfeny prospektivné v dobé odebrani vzorka krve a likvoru.
Hladiny NfL byly méfeny retrospektivné ze zamrazenych vzorkl a pred stanovenim NfL

nebyly pouZity k zadné jiné analyze.

3.2.4. Klinické vySetfeni

U pacientl byla pravidelné v intervalu 3-6 mésicii hodnocena disabilita pomoci Kurtzkeho

skaly EDSS.

3.2.5. Magnetickd rezonance

V této studii byla analyzovana 4letd rezonan¢ni data. MR mozku byla vzdy provedena ve
stejném protokolu a na stejném pfiistroji na Neurologické klinice 1.LF UK a VFN v Praze
(Gyroscan 1,5T, Philips Medical Systems; Nizozemsko). Pacienti byli vySetfeni v baseline
(MO0), v meésici 12, 24, 36 a 48 (M12, M24, M36 a M48). Protokol obsahoval 2 zdkladni
sekvence: FLAIR a TI-WI/FFE 3D. V ramci baselinové MR pacienti absolvovali vyjma
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zakladnich sekvenci také postkontrastni T1-SE sekvenci 5 minut po podani kontrastni latky
(0,1 mmol/kg Gd-DTPA). Pritomnost a pocet gadolinium enhancujicich 1ézi byly
hodnoceny zkuSenym neuroradiologem specializujicim se na problematiku roztrousené
skler6zy. Baselinova MR byla provedena >30 dni po podani methylprednisolonu.
Volumetrickd semi-automatickd analyza celkového mozkového objemu (WBYV), brain
parenchymal fraction (BPF), objemu corpus callosum (CCV), objemu T2 a T1 1ézi (T1
aT2LV) a pocet T2 1ézi byla provedena pomoci softwaru ScanView (Uher et al. 2017).
Objem Sedé hmoty (GMV) a bilé hmoty (WMYV) byl analyzovan za pouziti softwaru
SIENAX (https:/fsl.fmrib.ox.ac.uk/fsl/fslwiki/SIENA). Hodnoty BPF, CCV a GMV byly

normalizované na totalni intrakranidlni objem (ICV) (Srpova et al. 2020, Uher, Schaedelin,

et al. 2020).

3.2.6. Statisticka analyza

Veskeré¢ statistické analyzy byly provedeny ve statistickém programu R (http:/www.R-
project.org) ¢i SPSS (verze 19.0 a 22.0, IBM Inc., USA). Pro zpfesnéni analyzy byly
pouzity zlogaritmované hodnoty sNfL, likvorovych parametrt (NfL, albumin, IgG, IgM,
indexy IgG a IgM, Qan) a T2LV.

Spearmantiv korelacni test byl pouzit k ureni korelaci mezi sNfL a hladinou NfL
v likvoru, dale mezi jednotlivymi sérovymi hladinami ve vSech timepointech a ostatnimi

baselinovymi parametry.

Longitudinalni vztah mezi procentudlni zménou NfL v M1 a M12, M24 a M36 (respektive
zména mezi M1 a M12, M1 a M24, M1 a M36) a zménou rezonancnich a klinickych
parametri mezi baseline (M0) a M12, M24 a M36 (respektive zména mezi M0 a M12, M0
a M24, M0 a M36) byl testovan pomoci linearniho ,,mixed effect” modelu.

wrwe

analyzovanych baselinovych vzorkli v porovnani s M1 (64 vs. 158) a jejich vysokou
vzajemnou korelaci (Spearman rho = 0,93; p<0,001) (Obrazek 4). Screeningové hodnoty
nebyly pouzity pro jejich vétsi variabilitu a mensi korelaci s MO (Spearman rho = 0,71;

p<0,001).
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Obrazek 4. Korelace sNfL v M0 a M1
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sNfL: sérové hladiny lehkych fetézci neurofilament; MO: mésic O/den zahajeni terapie

DMD/baseline; M1: mésic 1 od zahajeni terapie DMD

Byly vytvofeny univaridtni modely pro jednotlivé proménné, ve kterych relativni zména
sNfL mezi M1 a jednotlivymi timepointy byla zavisld proménnd a zména ostatnich
parametril mezi baseline a jednotlivymi timepointy (¢as, zména EDSS, kumulativni pocet
relapst, absolutni zména TILV a T2LV, kumulativni pocet T2 1ézi, procentualni zména
WBV, GMV, CCV apocet GAD 1ézi v daném timepointu) byly povaZzovany za vysvétlujici

proménné. Pro kazdy model bylo vypocitano Akaikovo informacni kritérium (AIC).

Na zéklad€¢ vysledkd univaridtnich modelli a stupné kolinearity mezi jednotlivymi
proménnymi byl vytvofen finalni multivaridtni model, ktery obsahoval tyto nezavislé
proménné: ¢as od baseline, zména EDSS od baseline, kumulativni pocet relapst od
baseline, kumulativni pocet T2 1ézi od baseline, absolutni zména T1LV od baseline
a procentualni zména WBYV od baseline. Sila modelu byla zhodnocena pomoci AIC

a signifikance jednotlivych proménnych byla posouzena pomoci t-testu.

K posouzeni prediktivni schopnosti sNfLL byla pouzita multivariadtni linedrni regrese

adjustovand na veék a pohlavi. Dale byli porovnani pacienti s ,,No Evidence of Disease
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Activity* (NEDA-3) po celou dobu sledovéni s pacienty s aktivitou nemoci — ,,Evidence

of Disease Activity” (EDA-3), ktefi ztratili NEDA-3 status mezi jednotlivymi timepointy.

K posouzeni vztahu sNfL s likvorovymi parametry, protilatkami proti antigenim viru
Epstein-Barrové, hladinami 25-hydroxyvitaminu D3, pfitomnosti pozitivity alely HLA
DRB1#1501 a parametry lipidogramu byla pouzita linearn¢ regresni analyza. Pro
posouzeni souvislosti mezi sNfLL a subtypy lymfocytii byla pouzita negativni binomialni

regresni analyza.

Za ucelem kontroly chyby 1. typu byla pfi mnohonasobném testovani hypotéz pouzita
Benjamini-Hochbergova metoda (B-H) se stanovenou hladinou vyznamnosti q=0,05

(Benjamini and Hochberg 1995).
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4. Vysledky
4.1. Red

Z celkového poctu 141 pacientl bylo 72 % zen. Primérny veék byl 44 let (10 let, rozmezi
18-74 let) a primérna doba trvani nemoci byla 14,7 let (£7,6 let, rozmezi 2-37 let). Zakladni
demografickou a klinickou charakteristiku zkoumané kohorty, vcetné rozdéleni na 3

podskupiny dle postizeni v pyramidovém a mozeckovém podsystému, shrnuje Tabulka 3.

Tabulka 3. Zakladni demograficka a klinickd charakteristika kohorty

RS Bez disability ~ Lyramidove Pyramidovéa
postizeni cerebelarni postiZzeni
(n=141) (n=28) (n=38) (n=175)
Primérny vek 44 (£11; 18-74) 35 (£10; 18-54) 44 (£ 9;25-71) 47 (£10; 28-74)
(roky)
Zeny 72% (n=101) 75% (n=21) 79% (n=30) 68% (n=51)
Muzi 28% (n=40) 25% (n=7) 21% (n=8) 32% (n=24)
Primérné trvani 14,7 (£7,6; 2-37) 9.6 (£6,1; 2-25) 13.6 (£7,4; 2-33) 17.2 (£7,3; 5-37)
nemoci (roky)
Primérmé EDSS 3,7 (£1,4; 1-6,5) 1.7 (£0,3; 1-2) 3.4 (£1,0; 2-6) 4.7 (£0,9; 2,5-6,5)
Primérmy 25FWT 5,6 (£2,0; 3-6,6) 4.2 (%0,5; 3-15,8) 5.5 (£2,1; 3,9-15,4) 6.2 (£2,1; 3,9-16,6)
Primérny 9-HPT 25 (x11; 15-114) 19 (£2; 15-23) 22 (+4; 15-34) 28 (£14; 18-114)
Pramérny PASAT 44 (£16; 0-60) 48 (£15; 5-60) 50 (£11; 11-60) 40 (£18; 0-60)

RS: roztrousena skler6za; Bez disability: skupina pacienti s EDSS<2 (respektive v pyramidovém
a cerebellarnim podsystému hodnota 0 ¢i 1); S pfevahou pyramidového postizeni: skore v pyramidovém
podsystému >2 a v mozeckovém podsystému 0 ¢i 1; S pyramidovym a cerebelarnim postizenim:
hodnota v obou podsystémech >2; 25FWT: 25-Foot Walk Test; EDSS: Expanded Disability Status
Scale; 9HPT: 9 Hole Peg Test; PASAT: Paced Auditory Serial Addition Test

Celkem u 28 % pacientl a pouze 3 % kontrolnich jedinct byly nalezeny deficity ve vice
nez 2 z 10 zkoumanych fe€ovych dimenzi. Pfevazujici tize dysartrie u pacientd s RS byla
mirna (Obrazek 5). Nej€astéj$im typem dysartrie byla spasticko-atakticka dysartrie (18 %),
dale u 6 % byla pfitomna spasticka dysartrie, u 4 % atakticka a u jednoho pacienta byl
shledan nespecificky typ dysartrie (Obrazek 6).
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Obrazek 5. Prehled prevalence a tize dysartrie u pacientli RS a zdravych kontrol
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Obrazek 6. Typ dysartrie u pacientti s RS
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Jednotlivé klinické skupiny (1. bez pfitomné disability 2. s pfevahou pyramidového
postizeni 3. s kombinovanym pyramidovym a moze¢kovym postizenim) a zdravé kontroly
se liSily  vnékolika  feCovych  parametrech.  Skupina s kombinovanym
pyramidovym/mozeckovym postizenim se liSila ve vSech feCovych dimenzich ve srovnani
se zdravymi kontrolami. Mezi skupinou spyramidovym a kombinovanym
pyramidovym/mozeckovym postizenim byl prokézan signifikantni rozdil ve zpomaleném
tempu feci (p<0,01), nepravidelné ordlni diadochokinezi (p<0,05) a nadmérné variaci
hlasitosti (p<0,05). Mezi skupinou bez piitomné disability a zdravymi kontrolami byl
detekovan signifikantni rozdil v parametrech oslabeni artikulace a monotoénnosti feci
(p<0,001). Kombinaci téchto dvou feCovych dimenzi bylo mozné identifikovat pacienty
bez pfitomné disability, tedy tzv. asymptomatické pacienty, od zdravych kontrol

s presnosti 77,5 = 7,9 % (senzitivita 77,6 + 7,9 %; specificita 86,3 £ 15,0 %).

V porovnani fe¢ovych a neurologickych parametra jsme identifikovali nejsilngjsi korelaci
mezi 9HPT a nepravidelnou oralni diadochokinezi (r=0,65; p<0,001). Zpomaleni tempa
teCi korelovalo se vSemi klinickymi parametry (EDSS, 25FWT, PASAT3, 9HPT: r=0,41-
0,54; p<0,001) (Tabulka 4) (Rusz et al. 2017).
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Tabulka 4. Korelace fecovych a klinickych parametrii

Recové parametry EDSS 25FWT 9HPT PASAT3
Nepravidelna hlasova

0,30* 0,18 0,43%** -0,29*
poloha
Frekven¢ni nestabilita 0,28%* 0,08 0,17 -0,10
ZvySeny Sum v hlase -0,22%* -0,08 -0,15 0,12
Nepravidelna oralni

0,21 0,19 0,65%** -0,17
diadochokineza
Neptesna artikulace

0,31%* 0,21 0,31* -0,11
souhlasek
Slabnuti artikulace 0,23 0,06 0,30 -0,07
Zpomaleni tempa feci -0,50%** -0,41%** -0,54*** 0,42%**
Nadmeérna variace

o 0,34%* 0,38*** 0,38*** -0,27

hlasitosti
Monoténni melodie hlasu -0,05 -0,18 -0,11 -0,18

Pearsonovo r: *p<0,05; **<0,01; ***p<0,001; 25FWT: 25-Foot Walk Test; EDSS: Expanded
Disability Status Scale; 9HPT: 9 Hole Peg Test; PASAT-3: Paced Auditory Serial Addition Test

V doplnéné analyze stanovenych hodnot SDMT u 122 pacientd byla prokdzana silna
korelace mezi zpomalenim tempa feci a SDMT (r=0,58; p<0,001) (Friedova et al. 2019).

V korelacni analyze feCovych a rezonan¢nich parametrii jsme prokdzali signifikantni
korelaci mezi pomalou oralni diadochokinezi a frakcei bilé 1 Sedé hmoty mozecku (r=0,33;
p<0,005). Dale zpomaleni tempa feci signifikantn¢ souviselo s bilou 1 Sedou frakci mozku

(r=0,37-0,42; p<0,001) a také s BPF (r=0,46; p<0,001) (Rusz et al. 2019) (Obrazek 7).
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Obrazek 7. Zobrazeni signifikantnich korelaci mezi feCovymi a rezonan¢nimi parametry
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4.2.NfL

4.2.1. Zékladni demografie, asociace mezi sNfL a baselinovymi parametry

Ptehled zakladnich demografickych, klinickych a rezonan¢nich charakteristik kohorty na
baseline je uveden v Tabulce 5. Pomér zen a muzii ve skuping byl 2:1, praimérny vék 29 let,

primérnad doba mezi za¢atkem nemoci a zahajenim 1écby byla 82 dni.
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Tabulka 5. Prehled zékladnich demografickych, klinickych a rezonan¢nich charakteristik

Proménna Median (IQR)
Vék v dobé pocatku nemoci (roky) 28,00 (23,50-33,50)
Pohlavi (Zeny/muzi) 115/57

Cas mezi zagatkem nemoci a baseline (dny) 79,50 (64,00-99,75)
EDSS 1,50 (1,5-2,0)
Celkovy objem mozku (cm?) 1184,00 (1117,40-1249,30)
BPF (%) 87,09 (85,83-88,10)
CCF (%) 0,32 (0,29 -0,35)
GMF (%) 44,60 (43,38-46,27)
Objem T2 1ézi (cm?) 0,63 (0,21-2,01)
Objem T1 1ézi (cm?®) 0,48 (0,28-0,92)
Pocet T2 1ézi 6,00 (3,00- 5,00)
Pritomnost GAD 1ézi na baseline 45 (27%)

IQR: interkvartilové rozmezi; EDSS: Expanded Disability Status Scale; BPF: Brain Parenchymal
Fraction; CCF: Corpus Callosum Fraction; GMF: Grey Matter Fraction; GAD: gadolinium

enhancujici 1éze

Byla prokazana silnd korelace mezi sNfL a hladinami NfL v likvoru odebranymi v dobé
stanoveni diagnoézy (rh6=0,81; p<0,001) (Srpova et al. 2019) (Obrazek 5). Zadny
z volumetrickych rezonan¢nich parametrit (BPF, GMF a CCF) signifikantn¢ nekoreloval
s hladinou sNfL v mésici 1 (M1) (rth6=0,08, 0,02 a -0,14; p=0,338, 0,793 a 0083). Nejsiln&jsi
asociace s SNfL v M1 byla nalezena s objemem T2 1ézi (th6=0,46; p<0,001). Z klinickych
parametrl byla prokazana slaba korelace s EDSS (rh6=0,21; p<0,01). Souhrn baselinovych
korelaci je uveden v Tabulce 6 (Srpova et al. 2020).
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NfL v séru

Obrazek 8. Korelace mezi NfL v likvoru a séru
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Zobrazené¢ hodnoty v pg/ml. Spearmonovo rth6=0,81. Korelacni analyza byla provedena na

netransformovanych datech. NfL: lehké fetézce neurofilament

Tabulka 6. Piehled zakladnich korelaci mezi baselinovymi klinickymi a rezonanénimi

parametry s hladinou NfL v mésici 1 (M1)

Proménna rhé p hodnota
Vék v dobé zacatku nemoci (roky) -0,09 0,281
Cas mezi zatatkem nemoci a baseline (dny) -0,09 0,27
EDSS 0,21 0,01
Objem T2 1ézi (cm?) 0,46 <0,001
Objem T1 1ézi (cm?) 0,36 <0,001
Pocet T2 1ézi 0,23 0,006
Pocet GAD lézi 0,35 <0,001
GMF (%) 0,02 0,793
CCF (%) -0,14 0,083
BPF (%) 0,08 0,338

rhé: Spearmanovo rho; EDSS: Expanded Disability Status Scale; GAD: gadolinium; GMF: Grey

Matter Fraction; CCF: Corpus Callosum Fraction; BPF: Brain Parenchymal Fraction
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4.2.2. Hladiny sNfL v prib¢hu 3letého sledovani

Hodnoty hladin sNfL v jednotlivych timepointech jsou zobrazeny v Tabulce 7. Nejvyssi
stanovena hladina sNfLL byla na baseline (median 22,68 pg/ml; IQR 12,62-39,89 pg/ml)
a nejnizsi v M36 (median 12,24 pg/ml; IQR 8,96-16,49 pg/ml).

Tabulka 7. Hodnoty sNfL v jednotlivych timepointech v pribéhu 3letého sledovani

N Primér Median Min Max IQR
sNfL screen 156 38,66 20,71 1,39 416,21 13,84 - 42,30
sNfL MO 64 43,99 22,68 4,97 475,78 12,62 - 39,89
sNfL. M1 157 32,23 17,70 0,44 268,94 10,99 - 31,05
sNfL M12 155 19,00 13,86 1,69 147,57 9,51-21,29
sNfL M24 135 17,46 12,48 0,54 171,73 8,61 - 18,00
sNfL. M36 126 15,17 12,24 3,11 137,26 8,96 - 16,49

Hodnoty sNfL jsou uvedeny v pg/ml.
N: pocet dostupnych méfeni; Min: minimum; Max: Maximum; IQR: interkvartilové rozmezi; sNfL:
sérové hladiny lehkych fetézcli neurofilament; screen: diagnosticky odbér proveden v ramci

lumbalni punkce; M0, M1, M12, M24, M36: ptedstavuje poc¢et mésicli od zahajeni terapie DMD

V korelacni analyze byla prokézédna silnd asociace mezi veskerymi Casnymi timepointy
(screen, MO a M1). Nejsiln€jsi vztah byl pozorovan mezi baselinovymi hodnotami (MO)
a hladinou sNfL v M1 (rh6=0,93; p<0,001). Grafické zobrazeni vztahu mezi M0 a M1 viz
Obrazek 4. Piehled veskerych korelaci mezi jednotlivymi timepointy zobrazuje Tabulka 8.
I ptes nizkou asociaci mezi ¢asnymi a pozd€jSimi timepointy (M24, M36) na skupinové

urovni byl prokazan linedrni pokles v prubéhu sledovani (Obrazek 9) (Srpova et al. 2020).
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Tabulka 8. Vysledky korela¢ni analyzy mezi jednotlivymi timepointy

sNfL screen sNfL MO sNfL M1 sNfL M12 sNfL M24 sNfL M36
sNfL screen 1,00 0,71%**  (,79%%*  (,47*** 0,41%** 0,23*
sNfL MO 0,71 %** 1,00 0,93%*%  (,39%* 0,21 0,10
sNfL M1 0,79%** 0,93*** 1,00 0,41 %** 0,31%** 0,18
sNfL M12  0,47%%* 0,39%* 0,41%** 1,00 0,58%** 0,58%**
sNfL M24  0,41%%* 0,21 0,31%**  (,58%%* 1,00 0,68%**
sNfL M36  0,23* 0,10 0,18 0,58 %% 0,68%** 1,00

*#* Spearmanova korelace s hladinou vyznamnosti p<0.001, ** p<0.01 a * p<0.05.

sNfL: sérové hladiny lehkych fetézcti neurofilament; screen: diagnosticky odbér proveden v ramci

lumbalni punkce; M0, M1, M12, M24, M36: ptedstavuje poc¢et mesicli od zahajeni terapie DMD

Obrazek 9. Zobrazeni linearniho poklesu hladin sNfL v pribéhu 3letého sledovani
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Log (sNfL): zlogaritmované sérové hladiny lehkych fetézci neurofilament.
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4.2.3. Vztah mezi vyvojem sNfL a ostatnimi parametry (klinickymi a rezonan¢nimi)

v prubehu 3letého sledovani

Byla posuzovana procentualni (relativni) zména sNfL (mezi M1 a ostatnimi timepointy) ve
vztahu k absolutnim ¢i relativnim (s ohledem na vlastnosti daného parametru) zménam

klinickych ¢i rezonan¢nich parametri (zména mezi baseline a ostatnimi timepointy).

V univariatnich modelech byla nejsilngj$i asociace prokdzdna mezi zménou sNfL
a absolutni zménou T2LV (p<0,001), absolutni zménou TILV (p<0,001), zvysenim poctu
T2 1ézi (p<0,001) a poctem GAD l¢zi v jednotlivych timepointech (p<0,001). Z klinickych
parametri jedinym, i kdyz pouze slabé signifikantnim, byl kumulativni pocet relapst

(p=0,036) (Tabulka 9).
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Tabulka 9. Univariatni ,,mixed-effects” modely popisujici longitudindlni vztah mezi

procentudlni zménou sNfLL a zménou (absolutni ¢i relativni) klinickych a rezonanc¢nich

parametrii
Nezavisla proménna Regresni koeficient AIC p hodnota
Cas od baseline -0,044 612 0,094
EDSS absolutni zména -0,03 609 0,454
Kumulativni pocet relapst 0,058 606 0,036
T2LV absolutni zména 0,104 549 <0,001
T1LV absolutni zména 0,256 557 <0,001
Kumulativni pocet T2 1¢ézi 0,062 548 <0,001
Pocet GAD lézi 0,07 578 <0,001
WBY procentuélni zména 4,273 603 0,148
GMYV procentualni zména 1,314 603 0,183
CCV procentudlni zména 0,654 605 0,557

Model zahrnoval procentudlni zménu hladin sSNfL mezi M1 a M12, M1 a M24 a M1 a M36 a zmény
nezavislych klinickych a rezonan¢nich parametrt mezi MO a M12, M0 a M24 a M0 a M36.
Regresni koeficient byl nestandardizovany.

AIC modelu bylo 504,5.

AIC: Akaikovo informaéni kritérium; EDSS: Expanded Disability Status Scale; T2LV: objem T2
1ézi; TILV: objem T1 1ézi; GAD: gadolinium; WBV: Whole Brain Volume; GMF: Grey Matter
Volume; CCV: Corpus Callosum Volume

Na zékladé vysledkd univariatnich modelll byl sestaven nejsilngj$i multivariatni model
vysvétlujici procentudlni zménu sNfL, ktery obsahoval tyto proménné: absolutni zménu

T1LV, zménu v poctu T2 1ézi a ¢as od baseline (Tabulka 10) (Srpova et al. 2020).
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Tabulka 10. Multivariatni ,,mixed-effects” model popisujici longitudinalni vztah mezi

procentudlni zménou sNfL a zménou (absolutni ¢i relativni) klinickych ¢i rezonan¢nich

parametrii
Nezavisla proménna Regresni koeficient p hodnota
Intercept 1,701 <0,001
Cas od baseline -0,083 0,003
EDSS absolutni zména -0,046 0,290
Kumulativni pocet relapst 0,046 0,179
T1LV absolutni zména 0,241 <0,001
Kumulativni pocet T2 1ézi 0,051 <0,001
WBYV procentuélni zména 5,231 0,094

Model zahrnoval procentudlni zménu hladin sNfL mezi M1 a M12, M1 a M24 a M1 a M36
a zmény nezavislych klinickych a rezonan¢nich parametri mezi M0 a M12, MO a M24 a M0
a M36.

Regresni koeficient byl nestandardizovany.

Hodnota AIC modelu byla 504,5.

EDSS: Expanded Disability Status Scale; TILV: objem T1 1ézi; WBV: Whole Brain Volume

4.2.4. sNfL jako prediktor

V zékladni ,,cross-section* analyze byl prok4zan silny vztah mezi hladinou sNfL v M1
a rezonancnimi parametry v M48 (¢i jejich absolutni nebo relativni zménou mezi baseline
a M48) (Tabulka 11). Mezi nejsilnéjsi korelace patfila procentudlni zména corpus callosum
(rh6=0,49; p<0,001), Sedé hmoty (rh6=0,32; p<0,001) a celkového objemu mozku
(rh6=0,34; p<0,001) . Z parametri v M48 se jednalo o BPF (rth6=0,33; p<0,001) a objem
T2 1ézi (rh6=0,40;p<0,001). Z klinickych parametri byly prokdzany korelace s EDSS
v M48 (th6=0,27; p=0,001) a kumulativnim poctem relapsii (rh6=0,20; p=0,015).

Pomoci multivariatni linedrné regresni analyzy byl porovnan prediktivni potencial sNfL

z M1 abaselinové leziondlni patologie v predikci budouci mozkové atrofie. sNfL byly

45



v této analyze lepSim prediktorem ve srovnéani s objemem T1 a T2 1ézi, poctem T2 1ézi ¢i

poc¢tem gadolinium enhancujicich 1ézi (Tabulka 12) (Srpova et al. 2020).

Tabulka 11. Korelace mezi sNfL v M1 a klinickymi a rezonan¢nimi parametry (¢i jejich

zménou oproti baseline) v M48

Proménna Rho p hodnota
EDSS absolutni zména 0,06 0,488
EDSS M48 0,27 0,001
Kumulativni pocet relapse 0,20 0,015
CCV% 0,49 <0,001
GMV% 0,32 <0,001
WBV% 0,34 <0,001
BPF M48 (%) 0,33 <0,001
T2LV absolutni zména (cm?) 0,02 0,839
T2LV M48 (cm?) 0,40 <0,001
TILV absolutni zména (cm?) 0,04 0,607
TILV M48 (cm?) 0,24 0,003
Pocet T2 1ézi absolutni zména 0,12 0,250
Pocet T2 1ézi M48 0,25 0,009

Byly pouzity zlogaritmované hodnoty sNfL.

sNfL v M1: sérové hladiny lehkych fetézcti neurofilament v mésici 1 od zahajeni terapie DMD;
rho: Spearmanovo rho; EDSS: Expanded Disability Status Scale; EDSS M48: hodnota EDSS
v mésici 48; CCV%: procentualni zména objemu corpus callosum mezi baseline a mésicem 48;
GMV%: procentualni zména objemu Sedé hmoty mezi baseline a mésicem 48; WBV%:
procentudlni zména objemu mozku mezi baseline mésicem 48; BPF M48: hodnota brain
parenchymal fraction v mésici 48; T2LV a TILV absolutni zména/M48: zména objemu T1 a T2

1ézi mezi baseline a mésicem 48/ hodnota v mésici 48
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Tabulka 12. Porovnéani sNfL a lezionalni patologie v predikci budouci mozkové atrofie

Proménna Baselinové prediktory ~ Regresni koeficient p hodnota
sNfL v M1 0,005 0,001
WBV%
T2 lesion volume 0,001 0,106
sNfL v M1 0,031 <0,001
CCV%
T2 lesion volume 0,004 0,016
sNfL v M1 0,014 0,001
GMV%
T2 lesion volume <0,001 0,816
sNfL v M1 0,005 <0,001
WBV%
T1 lesion volume 0,002 0,163
sNfL v M1 0,033 <0,001
CCV%
T1 lesion volume 0,010 0,038
sNfL v M1 0,013 0,001
GMV%
T1 lesion volume 0,002 0,597
sNfL v M1 0,004 0,003
WBV%
GAD lesion number 0,002 0,023
sNfL v M1 0,023 <0,001
CCV%
GAD lesion number 0,020 <0,001
sNfL v M1 0,010 0,008
GMV%
GAD lesion number 0,004 0,061
sNfL v M1 0,004 0,002
WBV%
T2 lesion number <0,001 0,004
sNfL v M1 0,030 <0,001
CCV%
T2 lesion number 0,001 0,002
sNfL v M1 0,011 0,004
GMV%
T2 lesion number <0,001 0,069

Byla pouzita multivariatni linearni regrese. Modely byly adjustovany na v€k a pohlavi.

Hodnoty sNfL byly logaritmicky transformované.
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Objemy T1 1ézi (cm?), T2 1ézi (cm?) a podet T2 1ézi byly hodnoceny na baseline.

sNfL v M1: sérové hladiny lehkych fetézcti neurofilament v mésici 1 od zahajeni terapie DMD;
WB%: procentudlni zména objemu mozku mezi baseline mésicem 48; CCV%: procentudlni zména
objemu corpus callosum mezi baseline a mésicem 48; GMV%: procentudlni zména objemu Sedé

hmoty mezi baseline a mésicem 48; GAD: gadolinium

4.2.5. sNfL a lipidogram

U 133 pacienti (63 % Zen; pramérny vEk 29,9 let = 8,0 let) z plivodni kohorty byly dostupné
kompletni vysledky lipidogramu a hodnoty stanoveni sNfL. Z toho u 103 pacientti byly
k dispozici také hodnoty NfL z likvoru.

Byl prokdzan signifikantni vztah (negativni zavislost) mezi obéma hladinami NfL (jak
v likvoru, tak v séru) a sérovou hladinou ApoA-II (r,=-0,28, p=0,005; rp=-0,32, p<0,001).
Dale byla identifikovéna asociace mezi sNfL a HDL (r,= -0,23; p=0,010) a mezi NfL
v likvoru a ApoA-I (r,= -0,26; p=0,009). Podrobny ptehled vysledkl je uveden v Tabulce
13.

Tabulka 13. Vztah likvorovych a sérovych hladin NfL s parametry lipidogramu

NfL v likvoru NfL v séru
Nezavisla proménna Ip P Tp P
Celkovy cholesterol -0,19 | 0,069 -0,16 0,074
HDL cholesterol -0,14 0,18 -0,23 0,010%*
LDL cholesterol -0,16 0,10 -0,092 0,30
Apolipoprotein A-I -0,26 | 0,009* -0,19 0,028
Apolipoprotein A-I1 -0,28 | 0,005* -0,32 <0,001*
Apolipoprotein B -0,17 0,098 -0,11 0,23
Apolipoprotein E -0,10 0,32 -0,063 0,48

Signifikantni proménné po B-H korekei s hladinou vyznamnosti qg=0.05.

Byla pouzita linearni regrese. Model byl adjustovan na v€k, pohlavi a body mass index. V tabulce
jsou uvedeny hodnoty parcialnich koeficientt ().

Hladiny NfL (jak v likvoru, tak v séru) byly pouZity ve zlogaritmované forme.

NfL: lehké fetézce neurofilament; HDL: High Density Lipoprotein; LDL: Low Density Lipoprotein
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I po ,,adjustaci® modelu dle poctu GAD 1ézi a T2LV (k jiz ptivodnimu véku, podhlavi
a body mass indexu) ziistala asociace mezi hladinami NfL (jak v séru, tak v likvoru)

s ApoA-II signifikantni (Tabulka 14) (McComb et al. 2020).

Tabulka 14. Vztah likvorovych a sérovych hladin NfL s parametry lipidogramu po
adjustaci na vek, pohlavi, body mass index, po¢et GAD 1ézi a T2LV

NfL v likvoru NfL v séru
Nezavisla proménna Tp P Tp P
HDL cholesterol -0,086 0,40 -0,17 0,055
Apolipoprotein A-I -0,25 0,014* -0,18 0,045
Apolipoprotein A-II -0,25 0,015%* -0,28 0,001*

Signifikantni proménné po B-H korekei s hladinou vyznamnosti g=0.05.

Byla pouzita linearni regrese. Model byl adjustovan na vék, pohlavi, body mass index, pocet GAD
1ézi a T2LV. V tabulce jsou uvedeny hodnoty parcialnich koeficienti (ry).

Hladiny NfL (jak v likvoru, tak v séru) byly pouzity ve zlogaritmované formé (log10).

NfL: lehkeé fetézce neurofilament; HDL: High Density Lipoprotein; LDL

4.2.6. sNfL a ostatni laboratorni parametry

Pomoci linedrni regresni analyzy byla nalezena silna asociace mezi sérovymi i likvorovymi
hladinami NfL a albuminovym kvocientem (1,=0,32, p<0,001; r,=0,35, p<0,001),
likvorovym albuminem (r,=0,31, p<0,001; r,=0,40, p<0,001) a IgM kvocientem (r,=0,22,
p=0,010; r,=0,26, p=0,0092). Dale byla nalezena asociace mezi NfL v likvoru a IgG
kvocientem (1,=0,28, <0,001).

Mezi NfL a subpopulaci lymfocyta v likvoru byla nalezena asociace pouze mezi sNfLL
a buitkami CD80+(y*=6,3; p=0,012) a CD80+/CD19+ (3>=5,92; p=0,015). Podrobny

ptrehled vysledki regresni analyzy je zobrazen v Tabulce 15.
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Tabulka 15. Vztah mezi NfL (v likvoru a séru) a dalSimi likvorovymi parametry,

bunécnymi subtypy a stavem hematoencefalické bariéry

NfL v séru NfL v likvoru

Lo T :
Albumin 0,31 <0,001* 0,40 <0,001*
lz(xvlzgg?ovy 0,32 <0,001* 0.35 <0,001*
IgG kvocient 0,19 0,023 0,28 <0,001*
IgG index -0,4 0,78 -0,059 0,55
IgM kvocient 0,22 0,010%* 0,26 0,0092%*
IgM index 0,083 0,345 0,10 0,31
Buné&¢né subtypy e P e P
CD80+ 6,3 0,012%* 1,00 0,32
CD4+ 0,010 0,92 0,0024 0,96
CCR5+ 0,054 0,82 0,86 0,35
CXCR3+ 0,074 0,79 0,18 0,67
CD80+/CD19+ 5,92 0,015* 0,20 0,66

Signifikantni proménné po B-H korekei s hladinou vyznamnosti p<0.05.

K analyze likvorovych parametri byla pouzita linearni regrese. Model byl adjustovan na pohlavi
a veék. V tabulce jsou uvedeny hodnoty parcialnich koeficientd ().

K analyze bunéénych subtypti byla pouzita binominalni regrese. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
Waldova chi-kvadratu (%?).

Hladiny NfL (jak v likvoru, tak v séru) a dale IgG index, IgM index a albuminovy kvocient byly

pouzity ve zlogaritmované formé (log10).

Z regresni analyzy zahrnujici ostatni zkoumané laboratorni parametry (pozitivni alela
HLA DRB1*1501, hladiny protilatek anti-VCA IgG a anti-EBNA-1 IgG a hladina 25-
hydroxyvitaminu D3) byl nalezen vztah pouze mezi protilatkami proti viru Epstein-
Barrove, resp. asociace mezi sNfL a IgG protilatkdmi proti virovému kapsidovém

antigenu (1,=0,25; p=0,0026) (Tabulka 16) (Uher, McComb, et al. 2020).
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Tabulka 16. Ptehled asociaci mezi NfL (v likvoru a séru) a ostatnimi laboratornimi

parametry asociovanymi s dg. RS

NfL v séru NfL v likvoru
Laboratorni parametry Tp P Tp p
HLA DRBI*1501 positive 0,17 0,052 0,13 0,18
Anti-VCA IgG hladiny 0,25 0,0026* 0,23 0,023
Anti-VCA IgG kvartily 0,27 0,0013* 0,26 0,0092
Anti-EBNA-1 IgG hladiny 0,083 0.34 0,13 0,20
25-hydroxyvitamin D3 -0.069 0.44 -0,031 0,76

Signifikantni proménné po B-H korekci s hladinou vyznamnosti p<0.05.

Byla pouzita linearni regrese. Model byl adjustovan na pohlavi a vék. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty parcidlnich koeficienti (rp).

Hladiny protilatek Anti-VCA IgG, Anti-EBNA-1 IgG a 25-hydroxyvitaminu D3 byly pouzity ve
zlogaritmované formé (log10).

NfL: lehké fetézce neurofilament; HLA DRB1*1501: Human Leukocyte Antigen DRB1 *1501;
VCA: virovy kapsidovy antigen viru Epstein-Barrové; EBNA-1: nuklearni antigen-1 viru Epstein-

Barrové

4.2.7. sNfL jako marker radiologické aktivity nemoci

K posouzeni schopnosti monitorace radiologické aktivity pomoci sNfL byla vyuzita
podskupina 163 pacientl z originalni kohorty, ktefi méli stanovené hladiny sNfL
a minimalné jednu kontrolni MR mozku v obdobi mezi baseline a mésicem 36 na terapii

DMD.

Byla prokéazéana asociace mezi vétSim poctem aktivnich 1ézi na MR (nova léze, zvétSena
l1éze ¢i GAD léze) a hladinou sNfL (Obrazek 10). Vzorky s hladinou sNfl >90. percentil
byly s 90% specificitou schopné identifikovat aktivitu na MR v pfedchozim roce. U 81,6 %
pacientl, ktefi méli hladiny sNfL > 90. percentilu (OR 3,4; 95 % CI=1,8-6,4), byla
pritomna radiologicka aktivita na MR (alespon 1 aktivni 1éze). Pacienti s hodnotami mezi
10. a 30. percentilem vykazovali minimalni aktivitu na MR, kdy 1,4 % pacientl bylo
asociovano s > 3 aktivnimi lézemi na MR, 5,8 % s >2 aktivnimi 1ézemi a 34,8 % vykazovalo

>1 aktivni l1ézi. Pacienti, jejichz hladiny sNfL byly pod 10. percentilem, méli pfitomnou
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Proporcionalni rozdéleni

jesté nizsi MR aktivitu nez ptedchozi skupina (76,6 % pacientli <1 1éze) (Uher, Schaedelin,
et al. 2020).

Obrézek 10. Proporcionalni rozdé€leni jednotlivych percentilovych skupin sNfL dle poctu
aktivnich 1ézi na MR (1, 2 ¢i > 3 aktivni 1éze)
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4.2.8. sNfl a NEDA-3 (No Evidence of Disease Activity) v prub¢hu 4letého sledovani

K posouzeni vyvoje hladin sNfL (data dostupna po dobu 3letého sledovani) a NEDA-3
statusu (data dostupna po dobu 4letého sledovani) jsme se zaméfili na porovnani vyvoje
hladin sNfL u pacienti s aktivitou choroby (EDA-3— Evidence of Disease Activity), ktefi
ztratili status NEDA-3 mezi jednotlivymi timepointy s pacienty, ktefi si zachovali status

NEDA-3 po celou dobu sledovani.

Pacienti, kteti ztratili NEDA-3 v pritbéhu sledovani, vykazovali vyssi hodnoty sNfL ve
srovnani s pacienty, ktefi si zachovali status NEDA-3 (Obrazek 11). Zadny z pacienti
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s NEDA-3 po celou dobu 4letého sledovani nemél screeningové hladiny sNfL vys$si nez 25
pg/ml. Pét pacientli, ktefi méli screeningové hladiny sNfL vyS$i nez 25 pg/ml, ale
zachovany status NEDA-3 1 v mésici 36, ztratili status NEDA-3 mezi mésicem 36 a 48
(Srpova et al. 2020).

Obrézek 11. Porovnani pacient s aktivitou choroby (EDA) a pacientil bez aktivity choroby
(NEDA) po celou dobu sledovani
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5. Diskuze
5.1. Ret

Nase komplexni prace zahrnujici 141 pacienti s RS a 70 zdravych kontrol patii mezi prvni
prace, které vyuzily moderni metody akustické fecové analyzy k objektivnimu zhodnoceni

kvantitativnich parametrt feci u pacientli s RS.

s RS je mirnd smiSend spasticko-ataktickd dysartrie (Hartelius, Runmarker, and Andersen
2000, Darley, Brown, and Goldstein 1972). Prokézali jsme, ze tato dysartrie se manifestuje
odchylkami ve vSech c¢tyfech zdkladnich feCovych komponentach: fonace, oralni
diadochokineza, artikulace a prosodie. Nejcastéji zjiSténymi abnormalitami byly odchylky
v artikulaci (oslabeni artikulace) a prosodii (monoténnost feci, nadmérna variace hlasitosti

a zpomalené tempo feci).

Dle naSich vysledkii pomoci senzitivni akustické analyzy je dysartii mozno detekovat
abnormalit k detekci subklinického motorického postizeni u pacientii s RS (78% ptesnost
v diskriminaci pacientll s RS bez zjevné klinické disability od skupiny zdravych kontrol)
a diferenciace pacientil s ¢istym pyramidovym postizenim a kombinovanym pyramidovo-

mozeckovym postiZzenim.

Z vysledkil porovnani feCovych abnormalit s neurologickym vySetfenim jsme identifikovali
nejsiln€j$i korelaci mezi funkci horni koncetiny (9HPT) a nepravidelnou oralni
diadochokinezou, na niZ se s nejvétsi pravdépodobnosti podili zapojeni piesné motorické
koordinace jak v feCovém ukolu (opakovéni slabik v testu pa-ta-ka), tak ve zhodnoceni
funkce horni koncetiny (rychlé vkladani kolickt do jamek v 9HPT testu). Z doplnéného
vySetieni SDMT u 122 pacienttli jsme prokézali silnou souvislost mezi kognici, respektive
zpomalenim procesni rychlosti, a zpomalenim tempa feci. Je ptedmétem dalSiho vyzkumu,
zda je toto zjiSténi pouze epifenoménem podminénym samotnym pribéhem vysSetieni

(v projektu byla pouzita ordlni forma SMDT), ¢i zda je tento vztah kauzalni.

V analyze feCovych a rezonan¢nich dat jsme prokazali signifikantni zavislost mezi
mozkovou atrofii a dvéma feCovymi parametry. Pomala oralni diadochokineza (marker

ataktické dysartrie) byla tizce spojena s mozeckovou atrofii a zpomaleni tempa feci (marker
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spastické dysartrie) s celkovou mozkovou atrofii a ubytkem bilé a Sedé¢ hmoty. NasSe
vysledky jsou v souladu s predpokladanou ulohou pyramidové drahy a mozecku v fe€ovych
abnormalitdich u pacientli s RS a potvrzuji nasi hypotézu o mozném vyuziti feCovych

parametrii v monitoraci aktivity a progrese onemocnéni.

Mezi limitace této prace patii absence skupiny pacientd s vyhradné cerebelarnim

postizenim a absence porovnani s rezonan¢nimi daty zdravych kontrol.

5.2.NfL

Nejveétsi pozornost v naSem vyzkumu klinickych a paraklinickych markert u pacientli s RS
byla vé€novana lehkym fetézciim neurofilament (NfL). Zhodnoceni jejich vyznamu bylo
provedeno na longitudinalnich 4letych datech u 172 pacientl z origindlni kohorty SET.
Z divodu vyuziti nové analytické metody Simoa a absence podrobnych informaci
o zékladnim vyznamu sNfL, bylo jednim z nasich cilti alespon ¢aste¢né objasnéni podstaty
sNfL jakoZto markeru u pacientli s RS, jeho vztah s ostatnimi proménnymi (klinickymi,

rezonan¢nimi a laboratornimi) a jeho dal§i mozné uplatnéni.

Nejprve jsme se zaméfili na porovnani likvorovych a sérovych hladin NfL (Srpova et al.
2019). Vysledkem korela¢ni analyzy byla vysoka asociace mezi ob&ma parametry
(rh6=0,81; p<0,001), ktera byla v souladu s ptfedchozimi zjist€énimi (Novakova et al. 2016,
Kuhle et al. 2016). V porovnani jednotlivych timepointl sNfL byla prokdzana vysoka
korelace mezi Casnymi timepointy (screen, MO a M 1) (Srpova et al. 2020). Nejsilné;si byla
pritomna mezi M0 a M1, a naopak nejvariabilnéj$i hodnoty byly detekovany u screenovych
odbérti. Z vySe zminénych divodii, pro absenci vétSitho poctu vzorkd v MO a vyssi
variabilitu screenovych hodnot, byla pro dalsi statistické analyzy misto baselinovych

hodnot vyuzita data z M1.

Dal$im krokem byla jiZz vySe zminéna analyza zaméfend na vysvétleni vyznamu hodnot
sNfL u pacientti s RS a jejich mozna podstata jakozto biomarkeru. Byla pouzita statisticka
analyza za vyuziti ,,mixed-effects* modelu (nejprve v univariatni formé a nasledné
v multivariatni), ktera méla identifikovat nejslibnéjsi nezavislé proménné, jejichz zmena

podminiuje snizeni ¢i zvySeni hladiny sNfLL (byla brana v potaz procentudlni zména sNfL
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mezi M1 a M12, Ml a M24 a M1 a M36). Zmény jednotlivych proménnych byly
posuzovany mezi baseline (M0) a danym timepointem (M12, M24 a M36). Model
posuzoval jednotlivé zmény najednou, jednu vedle druhé. V univaridtni analyze nejblize
asociovanymi parametry s procentualni zménou sNfL byla absolutni zména T2LV a TILV,
nartst poctu T2 1ézi (p<0,001; zména vSech téchto parametrti byla porovnavana mezi MO
aMI12, MO a M24 a M0 a M36) a pocet GAD Iézi v jednotlivych timepointech. Jedinym
klinickym parametrem, u kterého byla prokazana alespon slaba asociace se zménou sNfL,
byl kumulativni pocet relapst (p<0,036; opét byla brana v potaz zména mezi M0 a M12,
MO a M24 a M0 a M36). Nejspolehlivéjsi multivariatni model, ktery byl schopen nejlépe
vysvétlit procentudlni zménu sNfL, obsahoval zménu objemu T1 1€zi, kumulativni pocet
T2 1ézi a Cas od baseline. Na zaklad¢ téchto vysledki spole¢né s absenci vztahu mezi NfL

a volumetrickymi parametry v ,,cross-section‘ analyze hodnotime toto zjisténi jako neptimy

prikaz tzv. zanétlivé neurodegenerace (Srpova et al. 2020).

V prediktivni analyze jsme se zamé¢fili piedev§im na porovnani lezionalni patologie (resp.
poctu GAD lézi a objemu T2 1ézi na baseline) a sNfL ve schopnosti predikovat budouci
mozkovou atrofii (reprezentovano procentudlni zménou objemu Sedé hmoty, corpus
callosum a celkového objemu mozku). sNfL se ukazaly byt silnéj§im prediktorem mozkové
atrofie nez parametry lezionalni patologie. Predikce atrofie pomoci sNfL jiz byla né€kolikrat
publikovana v ptedchozich pracich (napt. ve studii od Siller et al. v r. 2018 byla dokonce
prokdzana jiz predikce 2let¢ zmény BPF) (Siller et al. 2018, Arrambide et al. 2016), ale
doposud nebyly prokazany sNfL jako vyrazné lepsi prediktor nez baselinové GAD léze.
Toto zjiSténi spolecné s absenci ,cross-section korelaci hladin sNfL se
soucasnymi volumetrickymi méfenimi je dikazem, Ze vySe sNfL nereflektuje probihajici

atrofii, ale je prediktorem miry opozdéné, budouci atrofie.

Z divodu potencialniho vyznamu zmén parametrii lipidogramu, at’ jiz v patogenezi RS, ¢i
jako moznych markera aktivity nemoci, jsme se v subanalyze zamé&fili na vztah lipidogramu
a NfL (sérovych 1 likvorovych hladin). V minulosti jiz byly publikovany prace referujici
protektivni vztah HDL cholesterolu a ApoA-I na poruchu hematoencefalické bariéry, ale
nebyl popisovan vztah s ApoA-II, jehoZ podrobna uloha mezi apolipoproteiny neni zatim
zcela dostateCné objasnéna (Murali et al. 2020, Borghini et al. 1995). Z naSich vysledki
vyplyva silnd negativni asociace likvorovych 1 sérovych hladin NfL s hladinami ApoA-II,

z nichz také usuzujeme na mozny protektivni vliv ApoA-II na axonélni poskozeni. Tento
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vztah zlstal zachovan i po adjustovani modelu na pocet GAD 1ézi a objemu T2 1¢zi jakoZto
markerl reprezentujicich zanétlivou aktivitu nemoci. Mezi mozna vysvétleni fadime
protektivni llohu ApoA-II v zanétlivé neurodegeneraci i mimo ziejmé lezionalni postizeni
identifikované dle MR ¢i asociaci s tzv. ,,skrytym* neuroaxonalnim poskozenim, které
probiha i mimo demyelinizacni 1éze. K ozfejméni navrhované mozné neuroprotektivni

ulohy ApoA-II je vSak nutny dalsi vyzkum.

Z duvodu vysoké korelace mezi likvorovymi a sérovymi hladinami NfL jsme se dale
zam¢fili na posouzeni vztahu NfL s hematoencefalickou bariérou. V rozporu s diive
publikovanymi studiemi (Kalm et al. 2017, Novakova et al. 2017) jsme identifikovali silnou
asociaci mezi NfL (vséru i v likvoru) a poruchou hematoencefalické bariéry, resp.
likvorovou hladinou albuminu a albuminovym kvocientem. V praci Novakova et al. byly
vyuzity vzorky RS pacientd jiz léCenych preparaty DMD, které ovliviiuji/snizuji
propustnost hematoencefalické bariéry (Spencer, Bell, and DeLuca 2018). Naopak nase
analyza byla provedena na vzorcich recentné diagnostikovanych pacientd pied intraven6zni
terapii kortikosteroidy ¢i zahdjenim terapie DMD. Tato skutecnost miize predstavovat
zasadni vliv na stav hematoencefalické bariéry a je moznou pfi¢inou v odliSnosti
v kone¢nych vysledcich obou praci. Je nezbytné doplnéni dalSich podrobnych studii
zabyvajicich se stavem bariéry v souvislosti s prostupnosti lehkych fetézcli neurofilament
z CNS do periferni krve. Objasnéni vztahu mezi pfi¢inou a nasledkem poruchy HEB
a extravazaci pro-inflamatornich bun€k z periferni krve by pfispélo k pochopeni nejen
zakladni patogeneze onemocnéni, ale zaroven objasnéni vztahti mezi jednotlivymi
likvorovymi a sérovymi markery RS. V jiZ probihajicim zénétlivém procesu dochdzi
bezpochyby k potenciaci obou procest (tedy zvySovani permeability HEB s néaslednym

zvySovanim piestupu prozanétlivych bunék a vice versa) bez jasné prvotni patologie.

V analyze bunécénych subpopulaci v likvoru byl identifikovan signifikantni vztah pouze
mezi sNL a CD80+ a CD80+/CD19+ bunkami. Buiiky exprimujici molekulu CD80 patii
mezi tzv. antigen prezentujici buiiky (APC), které hraji zasadni roli v patogenezi RS. Vazba
CDS80 jakoZzto ligandu na receptor CD28 ¢i CTLA-4 pfedstavuje nezbytny kostimulacni
signal pro aktivaci T lymfocytl (jejich proliferaci a produkci cytokini). Bylo jiZ prokézano,
ze pii exacerbaci RS dochazi ke zvyseni poctu CD80+ subpopulaci, a naopak v dobé remise

k normalizaci jejich hladin v likvoru (Genc, Dona, and Reder 1997).
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Z retrospektivné stanovenych hodnot laboratornich parametri, které jsou povazovany za
mozné rizikové faktory rozvoje RS, jsme posoudili jejich moznou asociaci s NfL. Jednalo
se o pozitivitu alely HLA DRB1*1501, panel protilatek proti viru Epstein-Barrové a hladinu
25-hydroxyvitaminu D3. Z téchto parametrii jsme prokazali vztah pouze mezi hladinou

sNfL a IgG protilatek proti virovému kapsidovému antigenu viru EBV.

Jako posledni oblast ve vztahu k NfL jsme se zam¢fili na monitoraci radiologické aktivity
a souvislost hladin sNfL s vyvojem NEDA-3. V nasi analyze jsme prokazali silny potencial
sNfL v monitoraci radiologické aktivity u pacienti s RS. Vysoké hladiny byly spojeny
s aktivitou na MR v pfedchozich 12 mésicich, a naopak nizké hladiny sNfL byly asociovany
s aktivitou minimalni. Celkové méli pacienti s hladinou sNfL >90. percentil t¢émé&f 4x veétsi
pravdépodobnost vyskytu >2 aktivnich 1ézi a 6-8x vétsi pravdépodobnost vyskytu > 3
aktivnich 1ézi ve srovnani se skupinou pacientd s hladinou sNfL mezi 30.-90. percentilem.
Naopak 90 % pacientt, ktefi neméli ptitomnou zadnou aktivitu na MR, méli hladiny sNfL
nizsi nez 90. percentil. Je dulezité uvést, Ze 1 nezanedbatelnd Cast pacienti (18,4 %)
s vysokou hladinou sNfL (>90. percentil) neméla ptitomnou zadnou aktivitu na MR. Tato
skute¢nost mize byt zpisobena napt. zanétlivym postizenim tzv. ,,normalné vypadajici bilé
a Sedé hmoty*, které je pod detekénim limitem magnetické rezonance, postizenim michy
anebo se na vysoké hladiné sNfL podili akcelerovana neurodegenerace, ktera vsak typicky
v asnych fazich RS neni vyrazné€ asociovéana s nariistem hladin sNfL (Srpova et al. 2020,

Frischer et al. 2015).

Soucasny potencial vyuziti SNfL v bézné klinické praxi se mize tykat predevsim pacientti
s nizkymi hladinami sNfL, jelikoz 93 % pacienti s jakoukoliv aktivitou na MR mélo
hladiny sNfL >10. percentil a z toho 81 % pacienti mélo vyssi hladinu sNfL nez 30.
percentil (Uher, Schaedelin, et al. 2020). I pfes silnou asociaci mezi vysokymi hladinami
sNfL aaktivitou na MR, senzitivita tohoto vztahu, tedy detekce aktivity na MR
v predchozim roce podle vysoké hladiny sNfL, je nizka (41 %). MoZnym vysvétlenim je jiz
diive popsand dynamika hladin sNfL, kdy vrcholu dosahuji ptiblizné za jeden mésic od
neuroaxondlniho poSkozeni a k pivodnim hladindm se vraci pfiblizn¢ za 6 mésict. Proto
hladiny sNfL reflektuji pouze recentni MR aktivitu a nevypovidaji o patologické aktivité
star$i >6-9 mésict (Kuhle et al. 2019, Bergman et al. 2016).

V soucasné dobé¢ je stabilita Ci aktivita nemoci €asto posuzovana dle konceptu NEDA,

presnéji dle konceptu NEDA-3 (Giovannoni et al. 2015). Jednad se o absenci klinické
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(relapsu ¢i progrese v EDSS) a rezonanc¢ni aktivity. V nasi kohorté¢ jsme porovnali vyvoj
hladin sNfL za dobu 3 let u pacientt, kteti ztstali po dobu 4letého sledovani NEDA-3, tedy
nem¢éli zadnou klinickou €1 rezonanc¢ni aktivitu, s pacienty, ktefi ztratili sviij status NEDA-
3 v obdobi jednotlivych timepointt (tedy mezi MO a M12, M12 a M24, M24 a M36 a M36
a M48). V souladu s pfedchozimi zjiSténimi jsme prokazali, Ze pacienti bez piitomné
aktivity nemoci maji v pribéhu sledovani niz$i hladiny sNfL nez pacienti s aktivitou
nemoci (Hakansson et al. 2018). VSichni pacienti, ktefi si zachovali po celou dobu sledovani
status NEDA-3, nem¢li screeningové hodnoty sNfL vyssi nez 25pg/ml. Do prvotni analyzy
nebyly zahrnuty informace o GAD I[ézich. Po zaclenéni udaji o pfitomnosti GAD 1ézi,

zustaly vysledky identické.
Nase komplexni prace zaméfend na posouzeni NfL u pacientl s RS nebyla bez limitaci:

1) Mezi zékladni limitace patfila absence nedostate¢né¢ho poctu baselinovych sér, kvili
¢emuz musely byt ke statistické analyze vyuzity hladiny sNfL z M1. Avsak z divodu
vyrazné korelace obou timepointd (rh6=0,93, p<0,001) a vyuziti procentualni zmény sNfL
namisto absolutnich hodnot by tato zaména neméla mit z4dny vliv na naSe zavéry. Pro
validaci naSich vysledka vyplyvajicich z posouzeni vztahu sNfL s ostatnimi parametry,
vcetné predikéni analyzy, byla provedena identicka analyza s vyuzitim screenovych dat

hladin sNfL se shodnym vysledkem.

2) Nase zkoumana kohorta pacientl z originalni skupiny SET obsahovala pouze pacienty
v ¢asnych fazich onemocnéni, u kterych byla jako prvni DMD lécba zahdjena terapie
intramuskularnim interferonem beta-la (Avonex). Tato skute¢nost muze predstavovat
limitaci v aplikaci nasSich zjisténi na odlisné skupiny pacientt s RS (jiny druh terapie DMD,
vy$si disabilita, SP RS, PP RS). Proto je nezbytny dalsi vyzkum zabyvajici se NfL u téchto
odli$nych kohort.

3) Pfi posuzovani statusu NEDA-3 ¢i EDA-3 ve vztahu k sNfL jsme méli k dispozici pouze
hladiny sNfL za dobu 3letého sledovani namisto 4letého sledovani, které bylo dostupné

u rezonanc¢niho a klinického zhodnoceni.

I ptes vySe uvedené limitace byla uniformnost kohorty s piesné¢ stanovenym protokolem
pfinosem pro pozdé¢jsi hodnoceni ziskanych vysledki. At uz v absenci vlivu terapie

kortikoidy v dobé odbéru screenovych vzorka, v absolvovani vSech MR vySetfeni na
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identickém pfistroji a v neposledni fad¢ relativné dlouhou dobou sledovani s dostatkem

klinickych, rezonan¢nich i odbérovych timepointii.
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6. Zavéry a zhodnoceni cilii a hypotéz

6.1.Rec

6.1.1. Zavéry

Prevalence dysartrie u pacientii s RS byla 56 % s nejvétsim podilem spasticko-
ataktické dysartrie.

Rec¢ové abnormality jsme prokézali jiz u pacienttl s minimalnim neurologickym
postiZzenim.

Nejcastéjsimi abnormalitami byly odchylky v artikulaci a prosodii.

Byla prokéazana korelace ordlni diadochokinezy se zhodnocenim funkce horni
koncetiny.

Abnormality ~ feCovych  parametri  byly  asociovany s globalni

i regionalni mozkovou atrofii.

6.1.2. Zhodnoceni cill a hypotéz

. Primarni cil, porovnani fe€ovych parametrti u pacientii s RS a zdravych kontrol,

byl splnén.

. Sekundarni cil, porovnani feCovych parametri s dal§imi klinickymi

a paraklinickymi markery, byl splnén.

. Hypotéza, Ze akustickd analyza feci je schopna odlisit zdravé kontroly od

pacientd s RS, byla potvrzena.

. Hypotéza, ze abnormalni tfeCové parametry jsou schopné odliSit pacienty

s prevazné pyramidovym ¢i mozeCkovym postizenim, nebyla potvrzena, a to
z dlivodu absence €isté mozeckové skupiny pacienti. Bylo vSak prokazéano, ze
feCové abnormality jsou schopné diferencovat pacienty s vyhradné
pyramidovym postizenim od pacientll se smiSenym postizenim pyramidovym

a cerebelarnim.

. Hypotéza, ze feCové abnormality koreluji s rezonan¢nimi parametry celkové

a regionalni atrofie, byla potvrzena.
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6.2. NfL
6.2.1. Zavéry

6.2.2.

Byla potvrzena vysoka korelace mezi sérovymi a likvorovymi hladinami NfL.
sNfL reflektuji probihajici zdnét CNS a jsou markerem tzv. zanétlivé
neurodegenerace.

sNfL nereflektuji sou¢asnou mozkovou atrofii, ale predikuji atrofii opozdénou,
budouci.

Nizké hladiny sNfL jsou spojené s minimalni radiologickou aktivitu, respektive
vypovidaji o absenci aktivity na MR v pfedchozim roce.

U pacientll spliujici kritéria NEDA-3 byly prokazany nizké hladiny sNfL
v prub¢hu nékolikaletého sledovani.

Sérova hladina NfL je asociovana s poruchou hematoencefalické bariéry.

Byla prokdzana mozna souvislost NfL s parametry lipidogramu.

Zhodnoceni cilii a hypotéz

N e Ak

. Primarni cil, posouzeni sNfL jako markeru aktivity onemocnéni, byl splnén.

Sekundarni cil, porovnani NfL s ostatnimi biochemickymi parametry, byl
splnén.

Hypotéza, ze hladina sNfLL odpovida klinické aktivité nemoci, se jednoznacné
nepotvrdila.

Hypotéza, ze hladina sNfL odpovida radiologické aktivité nemoci, se potvrdila.
Hypotéza, Ze sNfL jsou prediktorem klinické aktivity nemoci, se potvrdila.
Hypotéza, ze sNfL jsou prediktorem mozkové¢ atrofie, se potvrdila.

Hypotéza, Ze hladina sNfL koreluje s tiZi poruchy hematoencefalické bariéry, se

potvrdila.
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7. Souhrny
7.1. Souhrn

Predmétem této prace bylo posouzeni dvou slibnych biomarkert a jejich mozné vyuziti ve
sledovani aktivity nemoci u pacienti s RS. Hlavni prostor byl vénovan lehkym fetézciim
neurofilament, a to pfedevsim jejich sérovym hladindm. Druhym zkoumanym markerem

byla fec.

Dle provedené akustické analyzy jsme prokazali, ze feCové abnormality mohou byt
pritomny jiz u pacientl bez jinak zjevné disability (EDSS<2). Korelace feCového postizeni
s mozkovou atrofii pfedstavuje potencidl v moznosti vyuziti fecovych parametrii
v hodnoceni aktivity nemoci v bézné klinické praxi. Za ptredpokladu vybrani vhodnych
feCovych testll v kombinaci s jejich jednoduchym vyhodnocenim by vysetieni fe¢i mohlo

pfedstavovat pfinosné rozsifeni bézného neurologického vySetteni a hodnoceni dle EDSS.

Ve stézejni Casti prace, ktera se vénovala lehkym fetézclim neurofilament, jsme prokazali,
ze sNfL u pacientl v ¢asnych fazich RS reflektuji pfedevsim soucasnou zanétlivou aktivitu
a predikuji budouci mozkovou atrofii. Potvrdili jsme silnou korelaci mezi hladinami NfL
v likvoru a séru, na niz se dle naSich zjisténi podili porucha hematoencefalické bariéry.
K ozfejméni presného vztahu a kauzality mezi sNfLL a HEB je potieba dalsiho vyzkumu,
obdobné¢ jako u zjiSténé asociace mezi hladinami sNfL a ApoA-II, jez miize hrat dilezitou

protektivni roli v probihajici neurodegeneraci.

Velky potencial pro béznou klinickou praxi ptedstavuje predevSim zjiSténi, Ze vysoké
hladiny sNfL jsou schopné identifikovat aktivitu na MR v pfedchozim roce, a naopak nizké
hladiny sNfL jsou spojené s minimalni ¢i Zadnou rezonan¢ni aktivitou. V souladu s timto
zjiSténim také souvisi pritkaz nizkych hladin sNfL u pacientli se statusem NEDA-3 po dobu

nékolikaletého sledovani.

Veskera vyse uvedend zjisténi podporuji vyuziti sNfL jako vhodného markeru pro sledovani

aktivity nemoci u pacientd s RS.

63



7.2. Summary

The aim of this study was to evaluate speech parameters and neurofilament light chains as
potential markers of disease activity in patients with multiple sclerosis. The most important
findings of speech analysis were presence of speech abnormalities in patients with minimal
disability (EDSS <2) and correlation of speech pathology with global or regional brain
atrophy.

The main part of this work was focused on NfL, especially sNfL, as currently the most
promising biomarker in multiple sclerosis. We found out that level of sNfL are associated
with inflammation-driven neurodegeneration and are able to predict future brain atrophy.
Meaningful result was connectin low level of sNfL with minimal radiological activity in
previous year. It supposed to be potential of using sNfL in combination with magnetic
resonance imaging in regular monitoring of disease activity in patients with multiple
sclerosis. Important findinng for assessment of sNfL itself was association of sNfL. and
dysfunction of HEB. Additional, possible relation of level of sNfL and parameters of

lipidogram was proven.

sNfL represent complex and useful biomarker for monitoring disease activity in patients

with multiple sclerosis.
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