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Abstrakt

Centralni nervovy systém svoji fidici a pro zivot nezbytnou funkci, ma v naSem téle
vysadni postaveni. Ma svlij vlastni imunitni dozor a fadi se mezi imunoprivilegované
organy, ve kterych probihaji imunitni reakce specifickym zptisobem. Nicmén¢ vime, ze ani
tak neni uSetfen imunopatologickych procesti. Autoimunitni onemocnéni centralniho
nervového systému patii mezi vzacna onemocnéni. I pies rozrlstajici se diagnostické
metody Casto zlstava pritkaz autoimunitni etiologie neurologickych potizi obtizny. Proto

se stale hledaji nové moznosti, které by diagnostiku usnadnily.

Cilem prace bylo vySetfeni hladin cytokinl a chemokini v mozkomiSnim moku a séru u
détskych pacienti s riznymi autoimunitnimi onemocnénimi centralniho nervového

systému jakozto markerd zanétu.

Ptinosem prace je potencidl ve vyuziti cytokini a chemokinii pro diagnostiku
autoimunitnich onemocnéni centralniho nervového systému pokud bézné diagnostické
metody selhavaji, stejné¢ tak pro ptipadnou monitoraci pribéhu onemocnéni a efektu
terapie. Ziskana data také ptispivaji k objasnéni patofyziologie jednotlivych diagnéz a do

budoucna mohou pfispét k efektivnéjsi a cilengjsi terapii téchto onemocnéni.

Klicova slova: autoimunitni onemocnéni centradlniho nervového systému, déti, cytokiny,

chemokiny, markery zanétu, diagnostické metody



Abstract

The central nervous system with its controlling and life-essential functions has a privileged
position in our body. It has its own immune surveillance and is one of the
immunoprivileged organs, in which immune reactions take place in specific ways.
However, it is known that it is not entirely spared from immunopathological processes.
Autoimmune diseases of the central nervous system are rare. Despite the growing
diagnostic methods, the determination of an autoimmune aetiology of neurological

disorders remains difficult. Thus, new diagnostic possibilities are constantly searched.

The aim of this study was to investigate the levels of cytokines and chemokines in
cerebrospinal fluid and serum in pediatric patients with various autoimmune diseases of the

central nervous system as possible markers of inflammation.

The contribution of our work is the potential in the use of cytokines and chemokines for
the diagnosis of autoimmune diseases of the central nervous system when conventional
diagnostic methods fail, as well as for the possible monitoring of the disease courses and
the therapy effects. Our data may also contribute to the elucidation of the pathophysiology
of individual diagnoses and to more effective and targeted therapy of these diseases in the

future.

Keywords: autoimmune diseases of the central nervous system, children, cytokines,

chemokines, markers of inflammation, diagnostic methods



Seznam zKkratek

ADEM - akutni diseminovand encefalomyelitida
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1 ZANET V CENTRALNIM NERVOVEM SYSTEMU

Zanét je slozity, prevazné geneticky naprogramovany, déj, ktery ma mnoho podob a podili
se na ném celd fada bun€k, molekul a mechanismi. Zanétliva reakce ma organismus
chranit, ale pokud se vymkne kontrole, mtize byt i zivot ohrozujici. Zanét ma v naSem téle
predevsim dva dilezité ukoly: udrzet homeostazu a zajistit obranu proti patogentim. K
homeostaze prispiva tim, Ze odstraiiuje odumielou tkan, podporuje rychlou smrt
nenavratné¢ poskozenych bunék a hojeni ran. K obrané¢ tkdni pfispiva produkei
cytotoxickych latek, chemokinli, pro nabor specifickych populaci imunitnich bunék a
cytokind, pro koordinaci imunitnich reakci. Centralni nervovy systém (CNS) je nezbytny
pro pteziti. Imunitni déje zde probihaji specifickym zplsobem, dochazi k trvalému
balancovéani mezi detekci potencialné Skodlivych faktorl a feSenim imunologickych reakci,
které samy o sobé mohou vést k nezvratnému poskozeni, jsou-li neadekvatné¢ vedeny.
Mozek je uzavien v neelastické lebce, a proto nemuze tolerovat nadmérnou akumulaci
bunck a otok spojeny s mnoha perifernimi zanétlivymi reakcemi. Vrozené imunitni
odpovédi jsou zde v porovnani s ostatnimi tkdnémi opozdéné a odpovedi granulocytli jsou
snizené. Driive se CNS fadil mezi imunoprivilegované organy, protoze se myslelo, Ze je
od perifernitho imunitniho systému zcela izolovan za hematoencefalickou bariérou a ze
postrada lymfatickou drenaz. Predpokladalo se, ze autoimunita je disledkem setkdni
imunitnich buné€k s antigeny CNS. Dnes vSak jiz vime o pfitomnosti lymfatického systému,
a o tom Ze imunitni buitky mohou prochézet neporuSenou hematoencefalickou bariérou a
Ze neurony a glie aktivné reguluji imunitni odpovédi. Hovoii se o organové specifickém
imunologickém nastaveni v oblasti CNS. Na rozvoji autoimunitnich onemocnéni CNS se
mohou podilet neurondlni a/nebo gliové a/nebo imunitni dysfunkce (Carson M.J. et al.,
2006). Aktivované imunitni buniky vyvolavaji zanétlivou reakci s produkci cytokint,
chemokintl a protilatek, které mohou byt namifeny proti riznym strukturam CNS jako jsou
proteiny, povrchové bunécéné receptory, kandly, enzymy nebo napiiklad specifické

segmenty cév (Twilt M., Benseler S.M., 2013).

1.1 Hematoencefalicka bariéra

Hematoencefalicka bariéra predstavuje bariéru mezi dvéma kompartmenty, krvi a
mozkovou tkéani. Zajist'uje mezi nimi pohyb iontli, molekul a bun¢k. Udrzuje homeostazu
v CNS, brani priniku toxint a patogentl. Sklada se z vrstvy endotelovych bunék, které jsou
na rozdil od endotelii ve zbytku téla navzdjem spojeny tésnymi spoji, takzvanymi ,,tigh
junctions®. Dalsi vrstvou je bazalni membréana. Z abluminalni strany je hematoencefalicka

bariéra tvofena pericyty, které reguluji prisvit cév a pritok krve mozkem a astrocyty



zajist'ujicimi spravnou funkci neurond. Hematoencefalickd bariéra ptisné reguluje vstup
molekul a bun€k do centrdlniho nervového systému, je volné propustna pro lipofilni
molekuly, které prochéazi dle koncentracniho gradientu, prostup hydrofilnich molekul pak
probiha pomoci specialnich transportért (napt. GLUTI1 transportér pro glukdzu),

vezikuldrni transport je zde vyrazné omezen (Daneman R., 2012).

Jsou vSak oblasti mozku, v okoli IIl. a IV. mozkové komory, ve kterych je
hematoencefalicka bariéra modifikovana. Patii sem takzvané cirkumventrikuldrni organy
(area postrema, subkomisurdlni a subfornikdlni organ, organum vasculosum laminae
terminalis, eminentia medialis, neurohypofyza a epifyza). Jednd se o vysoce
vaskularizované oblasti s fenestrovanymi kapildrami. Probihd zde komunikace mezi krvi,
mozkovou tkani a mozkomi$nim mokem. Jedna se o mista mozného priniku toxind,
mikroorganismi, cytokini a chemokind, ale i autoprotilatek do oblasti centralniho

nervového systému (Benarroch E.E., 2011)

Dysfunkce hematoencefalické bariéry a jeji zvySend propustnost je asociovana s fadou
patologickych stavli, mezi které patfi i autoimunitni onemocnéni, jako je napiiklad
roztrousena skler6za (Daneman R., Prat A., 2015). Mize se jednat o piechodné poruseni
tésnych spoji nebo chronické poruseni funkce bariéry. V piipadé experimentalni
autoimunitni encefalomyelitidy (experimentalni model roztrouSené sklerdzy) mira zanétu
koreluje s poruchou permeability hematoencefalické bariéry (Fabis M.J. et al., 2007).
Ovlivnéni funkce hematoencefalické bariéry se tak stava oblasti zajmu stran moznych
terapeutickych moznosti, které se v dnesni dobé jiz vyuzivaji napiiklad u pacienti

s roztrouSenou skler6zou.

1.2 Imunitni dohled v centralnim nervovém systému

Imunitni dohled v centrdlnim nervovém systému je dynamicky, specificky a piisné
regulovany proces. Imunitni buitky se v CNS v malém poctu bézné vyskytuji v oblasti
mening, okolo cév a v choroiddlnim plexu, kde jsou strategicky rozmistény na rozhrani
mezi krvi a mozkem, mohou zde odebirat vzorky z prostiedi a v pfipadé nutnosti zahdjit
zanétlivou reakci (Hickey W.F., 2001). Z buné¢k periferniho imunitniho systému v téchto
prostorech nachdzime makrofagy a dendritické bunky a dale centrdlni pamétové T
lymfocyty s fenotypem CD4+ (Ousman S.S., Kubes P., 2012). Samotny parenchym mozku
obsahuje jen velmi omezeny imunitni repertodr, sklddajici se prevazné z rezidentni

mikroglie, kterd se v pribéhu embryondlniho vyvoje odvodila z primitivnich makrofagt
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zloutkového vacku (Ginhoux F. et al., 2010; Gomez Perdiguero E. et al., 2015; Sheng J. et
al., 2015).

Mikroglie ma kli¢ové homeostatické funkce, ale vyznamné se podili také na vyvoji a
postnatalni plasticit¢ CNS. Mikroglie ma vyznam pro udrZzovani synapsi a poskytuje
trofickou podporu neurontim a makrogliim (Ousman S.S., Kubes P., 2012). I v klidovém
stavu jsou mikroglie dynamické struktury, které neustale odebiraji vzorky ze svého okoli
tim, ze prodluzuji a zatahuji své vybézky a navazuji kontakty s okolnimi synapsemi
(Davalos D. et al., 2005; Nimmerjahn A. et al., 2005; Tremblay M.E. et al., 2010; Wake H.
et al., 2009). Zda se, ze jak zvySend, tak sniZend neuronalni aktivita vyvolava synapticky
kontakt s mikroglii, avSak néasledné chovani mikroglii mize byt v kazdém pftipad€ jiné
(Paolicelli R.C. et al., 2011). V pfipad¢ infekce nebo poranéni stoji mikroglie v prvni linii
obrany CNS a jde o buiiky schopné prezentovat antigeny T lymfocytim a aktivovat je

(Ford A.L. et al., 1994).

1.3 Cytokiny a chemokiny v centralnim nervovém systému

Cytokiny jsou signalni molekuly bilkovinné povahy produkované riznymi, nejen
imunitnimi, buitkami, Po navazani na sviij receptor cytokiny ovlivituji chovani, piezivani a
diferenciaci bunék. Oproti tomu chemokiny ovliviiuji bunécny pohyb, takzvanou
chemotaxi. Cytokiny a chemokiny spolu navzijem tvoii provdzanou sit. Maji jak
prozanétlivé tak protizanétlivé Gcinky a Casto jejich uc€inky zavisi na celkovém kontextu
situace a konkrétni bunééné populaci. Mnoho cytokinli existuje v né€kolika izoformach
nebo rodinach proteind se strukturnimi homology a podobnymi G¢€inky. Kromé toho maji
cytokiny v rdmci riznych rodin podobnou aktivitu, coz vede k vysokému stupni
redundance. To znamena, Ze aktivita jednoho konkrétniho cytokinu, pokud je odstranén,
muze byt fizena jinym. Stejné tak produkce jednoho mize stimulovat ¢i inhibovat produkci
jiného (Schultzberg M. et al., 2007). V ptipad¢ inzultu jsou cytokiny a chemokiny v oblasti
CNS produkovéany pievazné mikroglii, astrocyty, endotelovymi buiikami, T lymfocyty a
makrofagy (Webb A.A., Muir G.D., 2000). Zplsobuji zvySenou propustnost
hematoencefalické bariéry a vstup dalSich imunitnich bun¢k do CNS (Duchini A. et. al.,
1996). Do oblasti CNS se cytokiny a chemokiny mohou také dostavat pies
cirkumventrikuldrni orgdny nebo pomoci specifickych transportnich systém v
endotelovych bunkéach (Fung A. et al., 2012; Elmquist J.K. et al. 1997). V mozku se

cytokiny kromé imunitnich déja podileji 1 na déjich neuroendokrinnich a behavioralnich,
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dale mohou stimulovat neovaskularizaci a aktivovat astrocyty a tim vyvolat jejich

proliferaci (Giulian D. et al.; 1994).

Vyuziti cytokinti a chemokinli pro diagnostiku zanétu v bézné praxi je stile sporné,
zejména kvuli obtizné interpretaci vysledkll a nedostateéné znalosti norem pro konkrétni
situace. V dnesni dobé Ize bézné stanovit hladinu IL-6 jakozto jednoho z hlavnich
prozanétlivych cytokinli v monitoraci tize a prediktoru pieziti u pacientl v sepsi (Miguel-
Bayarri V. et al., 2012; Pettild V. et al., 2002; Casey L.C. et al. 1993). Zacinaji se
vySettovat 1 hladiny CXCLI13, dilezit¢tho chemoatraktantu pro B lymfocyty, v
mozkomisnim moku pro diagnostiku neuroborreliozy a neurosyfilis (Gudowska-Sawczuk
M. et al., 2020; Lintner H. et al., 2020; Eckman E.A. et al. 2021; Knudtzen F.C. et al.
2020).

12



2 LABORATORNI DIAGNOSTIKA AUTOIMUNITNICH
ONEMOCNENI CENTRALNIHO NERVOVEHO SYSTEMU

Zanét v centralnim nervovém systému muze mit infek¢ni i neinfek¢ni ptivod. Pro spravnou
diagnozu je stale stézejni odbér mozkomisniho moku, bez kterého se neobejdeme, spolu s
vysSetienim parového séra. Pro infek¢ni etiologii je prikazny nalez patogenu v
mozkomisnim moku nebo pozitivni protilatkovy index pfi vySeteni protilatek v séru a
likvoru, coz dokazuje produkci specifickych protilatek za hematoencefalickou bariérou
(Rostasy et al, 2016). U vétsiny autoimunitnich onemocnéni chybi specifické biomarkery,
podle kterych bychom je mohly diagnostikovat. Pti absenci infekéniho agens se diagndza
stanovuje na zaklad¢ komplexniho zhodnoceni klinického pribéhu onemocnéni,
neurologického nélezu, obrazu na magnetické rezonanci mozku a michy a ndlezu v
mozkomi$nim moku. Nicméné v poslednich letech bylo objeveno nékolik autoprotilatek,
které jsou asociované s autoimunitnimi onemocnénimi nervového systému a zac¢inaji se pro

béznou diagnostiku pouzivat, konkrétni piiklady budou zminény déle.

2.1 VySetieni mozkomiSniho moku

Indikaci k vySetfeni mozkomisSniho moku je podezieni na zanét, neurodegeneraci,
nadorovou infiltraci CNS nebo krvaceni do likvorovych cest. Mozkomi$ni mok se nachéazi
dokonalejsi obraz o fyziologickych 1 patologickych procesech v CNS. V ramci
standardniho vySetfeni se bézn¢ hodnoti cytologicky nélez v likvoru vcetné diferencialu

leukocytt, stav hematoencefalické bariéry a intrathekalni syntéza imunoglobulind.

Za fyziologickych podminek je mozkomisni mok nebunéény, bézny je pocet do 5
leukocyti/mm? se zastoupenim lymfocytii (70%) a monocytii (30%). P¥itomnost erytrocytl
a neutrofili mizZe byt zpisobena traumatickym odbérem s krevni pifiméesi (Seehusen D.A.
et al., 2003, Diesenhammer F. et al., 2006). Hlavni znamkou zanétu je zvySeni poctu
leukocytt v likvoru. Pleocytoza je typicky pfitomna u infekénich zdnétih CNS a bézné v
t&chto piipadech dosahuje hodnot vice nez 100 leukocytl/mm? (Baunbzk E.G. et al., 2017),
vzacné v Casnych stadiich nemusi byt pfitomna (Saraya A.W. et al., 2016). ZvySeny pocet
leukocytl v likvoru nachazime i1 u autoimunitnich zanétd CNS, kdy ale hodnoty byvaji

nizsi, vét§inou méné nez 100 leukocytt/mm?

, a neni vyjimkou, ze cytologicky nalez je
zcela normalni (Jarius S. et. al., 2020; Irani S.R. et. al., 2010). Naopak i u nékterych

nezénétlivych diagnéz mize byt pfitomna pleocytéza, napiiklad po probéhlém
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epileptickém zéachvatu (SiiBe M. et al., 2019) nebo u nadorovych onemocnéni s infiltraci

mening (Baunbaek E.G. et al., 2017)

Funkci hematoencefalick¢ bariéry hodnotime pomoci kvocientu albuminu (QAID).
Albumin se v lidském téle syntetizuje vyhradné v jatrech a do CNS pronikd skrze
hematoencefalickou bariéru. QAlb pfedstavuje pomér albuminu v mozkomisnim moku a
séru. Dany pomér se s vékem méni, nejvysSich hodnot dosahuje do 4. mésice po narozeni,
poté klesd a nasledné znovu stoupa ve vyssSim véku (Reiber H., 1994). Elevace QAlb
sveédCi pro akutni, avSak nespecificky proces, odehravajici se v CNS (Reibr H, Peter JB.,

2001) a je nutné ji hodnotit v kontextu dal$ich nélezi.

Intrathekalni syntézu imunoglobulinii stanovujeme pomoci Reiberova grafu (Obr. 1), ktery
uréuje vztah mezi koncentraci imunoglobulinii ve dvou rtznych systémech a vylouci
moznou elevaci jejich koncentrace z divodu poruchy hematoencefalické bariéry.
Imunoglobuliny za hematoencefalickou bariéru pronikaji dle své molekularni hmotnosti a
jsou zde pfitomné v nizké koncentraci, IgG > IgA > IgM (Reiber H., 1994). K intrathekalni
syntéze dochazi v ptipad€é perivaskularni infiltrace B lymfocytd, jejich proliferace a

maturace (Reiber H, Peter J.B., 2001).
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Obr. 1: CSF/sérum kvocientovy diagram dle Reibera k vypoctu poruchy bariéry a intrathekalni syntézy pro
IgG. Oblast 1 a 2 oznacuji frakce IgG krevniho ptivodu. Horni hyperbolicka kfivka (QLim) predstavuje
diskriminacni linii pro IgG pochazejici z krve (pod QLim) a z mozkomiSniho moku (nad QLim). Hodnota
Qalb vyjadiuje stav hematoencefalické bariéry zavisly na véku. RozliSujeme pét oblasti 1 — normalni, 2 —
dysfunkce hemato-likvorové bariéry bez intrathekalni syntézy IgG, 3 — Intrathekalni syntéza IgG s poruchou
hemato-likvorové bariéry, 4 — intrathekalni syntéza IgG bez poruchy hemato-likvorové bariéry, 5 — oblast

metodologické chyby. (Reiber H. et. Al., 2001)
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Stanoveni intrathékdlni syntézy vypoctem dle Reiberova grafu ma své limitace, zejména u
déti mohou byt vysledky falesné pozitivni z diivodu celkové nizsich hladin imunoglobulinii
v séru. Dosud nejpouzivanéjs$i metodou pro stanoveni intrathekalni oligoklonalni produkce
imunoglobulint je izoelektrickd fokuzace, kdy izolované prouzky v mozkomiSnim moku
na polyakrylamidovém gelu nejsou patrné pii analyze séra. Tato technika je vSak
spolehlivé technicky verifikovana jen v piipadé molekul IgG, pro verifikaci intrathékalni
syntézy IgM a IgA se vklinické praxi bézné nevyuziva. Celkem rozliSujeme 5
mezinarodné standardizovanych vzori (Obr. 2) (Andersson M., 1994). Vysledek vySetieni
izolelektrické fokuzace neni specificky. Oligoklonalni produkce IgG se mize vyskytovat u
riznych zanétlivych i nezanétlivych diagnéz, typicka je pro roztrousenou sklerozu,
neuroborrelidzu, ale mlze se napiiklad vyskytovat i u leukodystrofii (Desenhammer F. et

al., 2006).
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Obr. 2: Interpretace oligoklonalnich IgG past v séru a mozkomisnim moku (CSF). 1 — normalni nalez bez
oligoklonalnich past, 2 — oligoklonalni pasy pouze v mozkomisnim moku (napf. u roztrousené sklerozy), 3 —
oligoklonalni pasy v mozkomi$nim moku a jiné identické pdsy v mozkomiSnim moku a séru (napi. u
neuroborrelidzy), 4 — identické oligoklondlni pasy v mozkomisnim moku a séru (napf. u systémové imunitni
aktivace), 5 — monoklonalni pasy v mozkomiS$nim moku a séru (napf. u paraproteinémie) (Regeniter A. et. al.,

2009)
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2.2 VySetieni protilatek asociovanych s autoimunitnimi onemocnénimi
centralniho nervového systému

Moznost stanoveni protildtek asociovanych s autoimunitnimi onemocnénimi centralniho
nervového systému v dnesni dobé¢ rozsifuje spektrum diagnostickych moznosti. Nekteré
protilatky jsou piimo patogenni, jiné pouze diagnostické. V ramci pisobeni protilatek
muze dochazet k agonizaci nebo antagonizaci receptorii, internalizaci a degradaci
receptorti, coz vede ke snizeni funkce nebo k poskozeni neuronti, zprostiedkovaného
komplementem nebo bunééné zprosttedkovanymi cytotoxickymi mechanismy. Standardné
se pritomnost protilatek vySetfuje v séru, jen u nékterych onemocnéni je nezbytné jejich
vySetfeni také v mozkomiSnim moku. Protilatky se do CNS dostavaji bud’to skrze
hematoencefalickou bariéru v mistech jeji fyziologicky zvySené propustnosti jako je
napiiklad area postrema nebo pii patologicky zvysSené propustnosti v disledku zanétu,
muze vSak dochazet i k intrathekdlni syntéze, popfipadé¢ se mechanismy kombinuji
(Moscato E.H. et al., 2010). V nasledujicim textu jsou zminény autoprotilatky, které jsou

nejcastéji asociovany s autoimunitnimi onemocnénimi nejen v détském véku.

2.2.1 Protilatky proti aquaporinu 4 (AQP4-IgG)
AQP4-1gG jsou vysoce specifické (85-99%) pro onemocnéni neuromyelitis optica a

vyskytuji se u 68-91% pacientil s touto diagndzou (Jarius S. and Wildemann B., 2010).

AQP-IgG byly objeveny v roce 2004(Lennon V.A. et al., 2004) a teprve v poslednich
letech se jejich vySetfeni v séru zacalo vyuzivat pro béznou klinickou praxi. Pro rutinni
diagnostiku se vyuziva metoda nepiimé imunofluorescence na bunéénych kulturach (cell-
based assay), které dosahuji nejvyssi senzitivity a specificity (Obr. 3) (Waters P. Et al.,
2016). Aquaporin 4 (AQP4) je vodni kanal, ktery je zapojen do pohybu vody a bunécné
migrace (Verkman A.S. et al, 2013). VCNS je exprimovdn na astrocytech a je
koncentrovan v jejich koncovych vybézcich, které jsou v kontaktu s cévami (Rash J.E. et
al., 1998, Nielsen S et Al. 1997). Obzvlaste silna je pak jeho exprese v oblasti optického
nervu a michy, které jsou pii neuromyelitis optica nejvice postizené. Tento vodni kanal se
objevuje 1 mimo CNS a to v epitelidlnich buikidch ledvin, dychacich cest,
gastrointestindlnim traktu a kosternich svalech. Zatim neni jasné, pro¢ pfi neuromyelitis
optica tyto organy zlstavaji uSetfeny (Verkman A.S. et al., 2013). K syntéze AQP4-1gG
ziejme dochazi v periferii, do oblasti CNS pak protilatky ptestupuji skrze poskozenou
hematoencefalickou bariéru (Papadopoulos M.C. and Verkman A.S., 2012). AQP4-IgG

jsou piimo patogenni, po jejich navdzani na AQP4 dochdzi k cytotoxicité zpiisobené
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komplementem (complement-dependent cytotoxicity) nebo bunééné cytotoxicité
(antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), dochéazi k poskozeni astrocytii, rozvoji
zanétu, poruse hematoencefalické bariéry, sekundarnimu poskozeni oligodendrocytii a
demyelinizaci. Hladiny AQP4-IgG koreluji s aktivitou onemocnéni (Carnero Contentti E,
Correale J.V,, 2021).V lézich neuromyelitis optica je exprese AQP4 snizend

(Papadopoulos M.C. and Verkman A.S., 2012)

Obr. 3: Vysetieni séra na pritomnost AQP4-IgG pomoci nepfimé imunofluorescence na bunéénych kulturach

A — negativni kontrola, B — pozitivni kontrola, C — pozitivni sérum pacienta; fotografie z archivu Likvorové

laboratofe Ustavu Imunologie a Neurologické kliniky 2. LF UK a FN Motol

2.2.2 Protilatky proti myelinovému oligodendrocytarnimu glykoproteinu (MOG-
IgG)

MOG-IgG byly poprvé identifikovany pied vice nez 40 lety (Lebar R. et. al., 1989).
Dlouho se ptedpokladalo, ze MOG-IgG hraji roli u demyeliniza¢nich onemocnéni,
pfedevS§im roztrousené sklerozy (Berger T. et al. 2003). Nicméné aZz po zavedeni
senzitivngj$iho vySetfeni séra pomoci nepfimé imunofluorescence na buné¢nych kulturach
(cell-based assay) do bézné praxe (Obr. 4) (Reindl M., Waters P., 2019) se v poslednich
letech ukazuje, Ze se vyskytuji u zanétlivych demyeliniza¢nich onemocnéni s riznym
fenotypem a odlisnym priib&hem neZ ma roztrousena skleroza (Tea F. et al., 2019). Uloha
MOG-IgG v rozvoji a patogenezi onemocnéni je stale nejasna. MOG-IgG mohou byt
pfitomné v cirkulaci a nezpusobovat zadné obtize, az jejich prinik za porusenou
hematoencefalickou bariéru v disledku zanétu vyvolava onemocnéni (Reindl M., Waters P.,
2019). V patogenezi hraji vyznamnou roli T lymfocyty, je popisovana i schopnost MOG-
IgG aktivovat klasickou cestu komplementu (Keller C.W. et al., 2021). Myelinovy

oligodendrocytarni glykoprotein je exprimovan na oligodendrocytech v CNS na povrchu
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myelinu a je markerem zrani oligodendrocytti (Brunner C. et al., 1989; Barkovich A.J.,
2000). Jeho biologicka role neni pfesné zndma ale zdé se, ze miiZze ptsobit jako adhezivni
molekula, regulator stability mikrotubuli a mediator myelinovych a imunitnich reakci
(Johns T.G. and Bernard C.C., 1999, Marta C.B. et al., 2005). Spolu s dalSimi
glykoproteiny zfejmé¢ hraje zasadni roli pfi tvorbé, udrzovani a rozpadu myelinovych
pochev (Quarles R.H., 2002). Oligodendrocyty inkubované¢ s purifikovanym

imunoglobulinem G (IgG) od anti-MOG pozitivnich pacientii vykazuji napadnou ztratu

organizace tenkych filament a mikrotubularniho cytoskeletu, ktera je kriticka pro spravnou

tvorbu myelinu (Dale R.C. et al., 2014).

Obr. 4: Vysetieni séra na pritomnost MOG-IgG pomoci nepiimé imunofluorescence na bunéénych kulturach
A — negativni kontrola, B — pozitivni kontrola, C — pozitivni sérum pacienta; fotografie z archivu Likvorové

laboratore Ustavu Imunologie a Neurologické kliniky 2. LF UK a FN Motol

2.2.3 Protilatky proti N-methyl-D-aspartatovému receptoru (NMDAR protilatky)

NMDAR encefalitida s pozitivitou protilatek proti NMDA receptoru byla poprvé popsana
v roce 2007 u pacientek s ovaridlnim teratomem a projevy encefalopatie (Dalmau J. et al.,
2007). NMDA receptor je ligandem fizeny iontovy kanal, ktery hraje vyznamnou roli v
synaptickém pienosu a neurondlni plasticité. Receptor je heteromer skladajici se ze dvou
NR1 podjednotek vazicich glycin a dvou NR2 podjednotek (A, B, C nebo D), které vazi
glutamat (Lynch D.R. et al., 1994). Nadmérnd aktivita NMDA receptori zpusobujici
excitotoxicitu, je navrhovanym zdkladnim mechanismem pro epilepsii, demenci a mrtvici,
zatimco nizka aktivita vyvolava symptomy schizofrenie (Coyle J.T., 2006, Waxman E.A.,
Lynch D.R., 2005, Lau C.G.,Zukin R.S., 2007). Anti-NMDAR protilatky po navazani na
NR1 podjednotky receptorti zpisobi jejich shlukovani a internalizaci nezavisle na
pritomnosti komplementu. Dochazi ke snizeni hustoty receptorti a jejich synaptické

lokalizaci. Mira téchto zmén zavisi na titru protilatek a je reverzibilni (Hughes E.G. et al.,

18



2010, Lynch et al., 2018). Autoprotilatky jsou ptfitomné v séru, ve vyssi koncentraci pak v
mozkomisnim moku, kde dochdzi i k jejich intrathekalni syntéze (Dalmau J. et al., 2008).
Pro diagnostiku je nutné vySetfeni mozkomisniho moku i1 séra metodou nepiimé
imunofluorescence na bunécnych kulturach (cell-based assay) (Obr. 5), jelikoz az ve 14 %
ptipadi kdy bylo vySetfovano pouze sérum byly hldSeny faleSné negativni vysledky

( Gresa-Arribas N. et al., 2014)

Obr. 5: VySetfeni mozkomisniho moku na pifitomnost NMDAR protilatek pomoci nepiimé

imunofluorescence na bunéénych kulturach A — negativni kontrola, B — pozitivni kontrola, C — pozitivni
likvor pacienta; fotografie z archivu Likvorové laboratofe Ustavu Imunologie a Neurologické kliniky 2. LF

UK a FN Motol
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3 PREHLED AUTOIMUNITNICH ONEMOCNENI CENTRALNIHO
NERVOVEHO SYSTEMU U DETI

Rozd€leni autoimunitnich onemocnéni centralniho nervového systému neni jasné¢ dané. V
poslednich letech odvétvi neuroimunologie zaziva velky rozmach. Obecné se jedna o
onemocnéni se vzacnym vyskytem, kterd se mohou objevit i v détském véku. Neustale se
nachazeji nové klinické jednotky nebo se vyclenuji z pivodnich, proto piesna incidence
jednotlivych klinickych jednotek neni ¢asto znama. Pracuje se na objasnéni patofyziologie
jednotlivych onemocnéni. Vyvijeji se diagnostickd kritéria. Existuji nové laboratorni
diagnostické moznosti a stale se hledaji dalsi. S tim vSim pfichazeji i nové terapeutické

moznosti.

3.1 Autoimunitni onemocnéni centralniho nervového systému s dominujicim

postiZenim bilé hmoty

3.1.1 Akutni diseminovana encefalomyelitida (ADEM)

ADEM je imunitné zprostiedkované demyelinizaéni onemocnéni centralniho nervového
systétmu charakterizované nové vzniklym polyfokalnim neurologickym deficitem
provazenym encefalopatii a ndlezem multifokalnich 1ézi na magnetické rezonanci mozku.
Diagnosticka kritéria byla revidovana v roce 2013 Mezindrodni studijni skupinou pro

détskou roztrousenou sklerdézu (Krupp L.B. et al., 2013) (Tab. 1).

Tab. 1: Diagnosticka kritéria akutni diseminované encefalomyelitidy (Krupp L.B. et al., 2013)

Diagnosticka kritéria ADEM

- prvni polyfokalni klinicka pfihoda CNS s pfedpokladanou zanétlivou demyelinizacni
pric¢inou

- encefalopatie, kterou nelze vysvétlit horeckou

- z4dné nové klinické pfiznaky nebo nadlezy na magnetické rezonanci 3 a vice mésicti od
zacatku onemocnéni

- abnormalni nalez na magnetické rezonanci mozku béhem akutni (tfimési¢ni) faze

- typicky nélez na magnetické rezonanci mozku

- difuzni, neostie ohranicené, velké (>1-2 cm) T2/FLAIR hyperintenzni léze
postihujici pfevazné bilou hmotu

- T1 hypointenzni 1éze v bilé hmot€ jsou vzacné

- mohou byt pfitomny 1éze hluboké Sedé hmoty (bazalni ganglia, thalamus)
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Jde o pfevazné monofazické onemocnéni s nejvétSim vyskytem v casném détstvi.
Incidence se odhaduje na 0,1 - 0,6 ptipadi/100 000/rok (Pohl D. et al., 2016). Nejcastéji
byvaji postizeny déti mezi 5. - 8. rokem zivota s lehkou predominanci chlapct
(Tanembaum S. et al., 2002). Rozvoji ADEM Ccasto ptredchazeji priznaky celkové infekce
nebo ockovani (Cole J. et al.,, 2019). Onemocnéni rychle progreduje a maxima tize
dosahuje v rozmezi 2 — 5 dnd (Tanembaum S. et al., 2002). Az ve 25% ptipada si stav
vyzada pobyt na jednotce intenzivni péce, vétSinou z divodu tézké poruchy védomi,

epileptickych zachvati ¢i dechové insuficience (Absoud M. et al., 2011).

Na magnetické rezonanci mozku na T2 vazenych sekvencich a sekvencich s potlacenim
signdlu vody (FLAIR) typicky nachdzime mnohocetné, bilaterdlni, hyperintenzni,
asymetrické, neostfe ohranicené 1éze postihujici bilou hmotu, poptipadé i hlubokou Sedou
hmotu, mozecek a mozkovy kmen. Az v 1/3 piipadu jsou pfitomna i loziska na magnetické
rezonanci michy. Postkontrastni syceni 1€ézi nalézame zhruba ve 30% piipadi.
(Tanembaum S. et. al., 2002). U vétSiny pacientd dochazi na kontrolnim vySetieni k regresi

nalezu (Cole J. et al., 2019).

V mozkomi$nim moku byvéa lehkd lymfo-monocytarni pleocytéza, ale ve 42 — 72%
ptipadu je pocet leukocytti v normé. Celkova bilkovina v likvoru je zvySena ve 23 — 62%

pfipad. Naopak oligoklonalni produkce IgG nebyva ptitomna (Pohl D. et al., 2016).

V ptipadé mozkové biopsie je histologicky pfitomna perivaskularni demyelinizace se
zanétlivymi infiltraty makrofagh, T a B lymfocytl a ojedinélymi plasmatickymi buitkami a
granulocyty v bilé hmoté. Perivaskularni 1éze mohou splyvat ve vétsi lozZiska
demyelinizace. Jsou popisovany 1 kortikalni 1éze. VSechny léze jsou stejn¢ho stafi, mize

dojit 1 k axondlnimu poSkozeni (Young N. P. et al., 2010).

Pro 1écbu ADEM neexistuji zadné doporucené postupy. Prvni volbou jsou intravendzni
kortikoidy s néslednym perordlnim taperem (Waldman A.T. et al., 2011). Popisuje se 1
efekt intravendznich imunoglobulinli a u refrakternich a fulminantn€ probihajicich ptipadii

se doporucuje plazmaferéza (Pohl D., Tenembaum S., 2012).

Celkova prognéza pacientll je velmi dobra, u vétSiny dochazi k plnému uzdraveni. V
nékterych piipadech miize onemocnéni zanechat dlouhodoby kognitivni deficit (Suppiej A.

et al., 2014). Ve vzacnych ptipadech mize dojit k umrti (Aboud M. et. al 2011).
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3.1.2 Klinicky izolovany syndrom (CIS)

Klinicky izolovany syndrom pfedstavuje prvni klinickou epizodu demyeliniza¢niho
onemocnéni centralniho nervového systému, piicemz ptiznaky trvaji minimalné¢ 24 hodin
(Miller D.H. et al., 2012). Ptiznaky mohou byt monofokalni (optickéd neuritida, myelitida,
mozeckovy/kmenovy syndrom, supratentoridlni hemisferalni syndrom), ale i polyfokalni
je-li postizeno vice oblasti (Trabatti C. et al., 2016) a nejsou obvykle doprovazena
encefalopatii. Ze své podstaty jde o monofazické onemocnéni, u kterého vsak existuje
riziko relapsu a rozvoje chronického onemocnéni, napi. roztrousené sklerozy ¢i
neuromyelitis optica (Miler D.H. et al., 2012). Diagnosticka kritéria pro CIS byla
vypracovana Mezinarodni studijni skupinou pro détskou roztrousenou sklerozu (Krupp L.B.

etal., 2013) (Tab. 2)

Tab. 2: Diagnosticka kritéria klinicky izolované¢ho syndromu (Krupp L.B. et al., 2013)

Diagnosticka kritéria CIS

- monofokalni nebo polyfokalni klinicka ptihoda CNS s pfedpokladanou
zanétlivou demyelinizaéni pfi¢inou

- absence predchozi klinické anamnézy demyeliniza¢niho onemocnéni CNS

- absence encefalopatie

- magneticko-rezonan¢ni nalez nespliiuje kritéria pro roztrousenou sklerézu

3.1.3 Opticka neuritida (ON)

Opticka neuritida je nejCastéj$i manifestaci CIS (Dale R.C. et. al., 2009). Incidence je
zhruba 0,2 ptipadii/100 000/rok (Banwell B. et al., 2009), avsak chybi data z vétSich
mezinarodnich multicentrickych studii. Az u 72% déti mladSich 10 let dochazi k
bilaterdlnimu postiZeni, zatimco u déti starSich 10 let byva postiZzeni v 70% unilateralni
(Waldman A.T. et al., 2011). Klinicky dochazi k akutnimu az subakutnimu poklesu zrakové
ostrosti. Na magnetické rezonanci nachézime ztlusténi optického nervu, na T2 vazenych
obrazech zvyseny signdl podél nervu a chiazmatu, miize dochazet i k postkontrastnimu

syceni. Provedeni magnetické rezonance mozku a michy je dulezité pro zhodnoceni

piipadnych dalSich asymptomatickych demyeliniza¢nich 1ézi, které by svédcCily pro
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diagnézu komplexniho demyelinizacniho onemocnéni jako je napiiklad roztrouSena
skler6za nebo neuromyelitis optica (Ramanathan S. et al., 2016). V mozkomisnim moku
muze byt lehka pleocytéza. Oligoklonalni produkce IgG ptedstavuje riziko pro rozvoj
roztrousené sklerézy a je pfitomna pouze u 15% pacientll s monofazickym pribehem
(Heussinger N. et al., 2015). Terapeuticky jsou prvni volbou intravenézni kortikoidy. Pfi
nedostateném efektu lze podat intravendézni imunoglobuliny nebo provést sérii
plazmaferéz (Yeh E.A. et. al., 2016). U vétSiny pacientil je prognoza dobra, existuje vSak

riziko rozvoje relabujiciho demyeliniza¢niho onemocnéni (Absoud M. et al., 2011).

3.1.4 Akutni myelitida

Akutni myelitida je dal§i castou manifestaci CIS. Pfesna incidence neni znama, ale
odhaduje se na 1 — 3 pripady/milion déti/rok (Deiva K. et al., 2015). K rizné¢ vyjadfenym
mis$nim projeviim (porucha ¢iti, hybnosti, pfip. sfinkterova porucha) dochazi v rozmezi 4
hodin az 21 dni (Wolf V. L.. et. al., 2012). Na magnetické rezonanci 1éze postihuji jak
Sedou tak bilou hmotu mi$ni a mohou mit charakter izolovaného loziska ¢i difuzniho
postizeni. Jsou hyperintenzni na T2 véazenych sekvencich a muize dochazet k jejich
postkontrastnimu syceni. Léze piesahujici vice nez 3 obratlové segmenty definuji
longitudinalni extenzivni transverzdlni myelitidu (LETM) (Absoud M. et al., 2016). V
mozkomisnim moku byva az v 50% ptipadi pleocytdéza s pievahou lymfocytl, ale
normalni nalez neni vyjimkou. Oligoklondlni pasy ptfedstavuji riziko rozvoje roztrousené
skler6zy a u pacientli s monofazickym prubéhem vétsSinou nebyvaji pritomny (Halfman C.,
2021). V ramci terapie jsou prvni volbou opét intraveno6zni kortikoidy (Defresne P. et al.,
2001). Pfi nedostateném efektu Ilze zvazit plazmaferézy nebo intravendzni
imunoglobuliny. Na efektivitu Zadné z terapii vSak neexistuji klinické studie (Absoud M. et
al., 2016). V porovnani s dospelymi je outcome détskych pacientl lepsi, az u poloviny
dochdzi k plnému uzdraveni. Jako nasledek myelitidy nejcastéji pretrvava senzoricky
deficit a sfinkterova porucha. Mortalita je asociovdna s vysoko ulozenymi krénimi 1ézemi

zpisobujicimi respiracni selhani (Pidcock F.S. et al., 2007).

3.1.5 Roztrousena skleréza (RS)

Roztrousena sklerdza je chronické imunitné zprostiedkované demyeliniza¢ni onemocnéni
centralniho nervového systému. Incidence u déti neni pfesné znama, dle jednotlivych studii
se uvadi 0,13 — 0,51/100 000/rok (Lee J.Y. and Chitnis T., 2016). VétSina déti je
diagnostikovana v €asné adolescenci, vzacné se onemocnéni mize objevit u déti mladSich

10 let (Deiva K., 2019). AZ 10% pacientl 1écenych s roztrouSenou skler6zou ma své prvni
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ptiznaky pted 18 rokem veku (Lee J.Y. and Chitnis T., 2016). U naprosté vétSiny détskych
pacientl ma roztrouSend skler6za relaps remitentni prab¢h, primarné progresivni forma je
extrémné vzacna a vzdy je nutno vyloucit jinou diagnézu (Fadda G. et al., 2021). Klinické
priznaky zavisi na lokalizaci 1ézi v CNS, mohou byt monofokalni 1 polyfokalni, u déti do

10 let je Castéjsi kmenové postizeni (Lee J.Y. and Chitnis T., 2016).

V patogenezi roztrousené sklerézy dominuje chronicky zanét, neurodegenerace a selhani
reparacnich mechanismi v CNS (Grigoriadis N. and van Pesch V., 2015). Mezi rizikové
faktory pro jeji rozvoj patii genetickd predispozice, epigenetické faktory, vlivy vnéjSiho
prostfedi jako napiiklad virové infekce, nedostatek vitaminu D, koufeni, obezita a dalsi
(Yeshokumar A K. et.al., 2017). Uplatnuji se slozky vrozené i ziskané imunity. Dochazi k
aktivaci antigen prezentujicich dendritickych bun€k, jejich migraci za hematoencefalickou
bariéru a indukci diferenciace pamétovych T lymfocytl do prozanétlivych Thl a Th17
lymfocytl, roli zde hraji i CD8+ T lymfocyty (Grigoriadis N. and van Pesch V., 2015).
Vlivem prozanétlivych cytokint v CNS pak makrofagy a mikroglie produkuji dalsi
prozanétlivé cytokiny a radikaly kysliku a oxidu dusného, zptsobujici demyelinizaci a
ztratu axonti (Murphy A.C. et al., 2010). V zanétlivych 1ézich se nachdzeji i B lymfocyty,
které v ramci dysimunitni odpovédi produkuji celou fadu protilatek, nejenom proti myelinu
ale 1 proti neuronim a gliim (Fraussen J. et al., 2014). S postupem ¢asu dochazi vlivem
zanétu k neurodegeneraci a Ubytku mozkové hmoty (Grigoriadis N. and van Pesch V.,

2015).

Diagnostika se zaklada na klinickém obraze, ndlezu na magnetické rezonanci mozku a
michy a vySetfeni mozkomiSniho moku. K posledni revizi McDonaldovych diagnostickych
kritérii pro pacienty s roztrousenou sklerézou doslo v roce 2017 a je diky nim mozné
diagnostikovat roztrouSenou skler6zu jiz v dob¢ prvni ataky (Tab. 3) (Thompson A.J. et. al.,
2018). Kritéria jsou zatim urcena pro dospélé pacienty, nicméné v bézné klinické praxi se
aplikuji 1 u détskych pacient starSich 12 let. Pro diagnozu je nezbytny ditkaz diseminace v
prostoru (DIS — dissemination in space) a ¢ase (DIT — dissemination in time). Pro DIS je
nutny prikaz dvou klinickych epizod z riiznych oblasti CNS nebo nalez typickych
demyelinizacnich 1ézi na magnetické rezonanci nejméné ve dvou riznych lokalitach
(periventrikularni, juxtakortikdlni, infratentoridlni, miSni). DIT znamena pfitomnost
alespont dvou klinickych epizod, poptipadé nélez demyelinizacnich 1ézi rizného stafi na
magnetické rezonanci, nebo pfitomnost nové léze na kontrolnim vySetfeni. V

mozkomisnim moku muze byt pfitomna lehka lymfocytarni pleocytdza, u déti mladsich 10
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let jsou Castéji pritomné neutrofily, oligoklonalni pasy ma 50 — 90% détskych pacient,

pfi¢emz u mladsich 10 let jsou méné Casté (Deiva K., 2019).

Tab. 3: McDonaldova diagnosticka kritéria pro pacienty s RS z roku 2017 (Thompson A.J. et. al., 2018)

McDonaldova diagnosticka kritéria pro RS 2017

Pocet atak Pocet 1ézi Dodateéna data potiebna pro diagnézu RS
22 >2 Nejsou nutna
1 (spole¢né s jednoznacnym diikazem o
>2 predchozi atace v anamnéze podminéné Nejsou nutna
1ézi v jiné anatomické lokalizaci)
Diseminace v prostoru demonstrovana dalsi klinickou
>2 1 atakou naznacujici odliSnou lokalizace v CNS nebo dle
MR
Diseminace v ¢ase demonstrovana dalsi klinickou atakou
| >2 nebo dle MR nalezu nebo demonstrovana pozitivitou
OCB v likvoru
Diseminace v prostoru demonstrovana dalsi klinickou
atakou naznacujici odlisnou lokalizaci v CNS nebo dle
1 1 MR a soucasné disseminace v ase demonstrovana dalsi
klinickou atakou nebo dle MR nélezu nebo demonstro-
vana pozitivitou OCB v likvoru

V ramci terapie se rozliSuje 1écba akutni ataky a 1é€ba chronickd, kterd ma za cil stabilizaci
onemocnéni s dosaZenim tzv. NEDA (no evidence of disease activity = Zadny prikaz
aktivity onemocnéni). V 1é¢bé ataky se na prvnim misté podavaji intraven6zni kortikoidy,
pii nedostatecném efektu lze terapii eskalovat plazmaferézou nebo intravendznimi
imunoglobuliny (Tenembaum S.N., 2013). K prevenci relapsit se v prvni linii lécby
pouziva glatiramer acetat nebo interferon beta, které moduluji aktivitu T lymfocytd. V
zavislosti na aktivit¢ onemocnéni se terapie eskaluje na dalSi Iéky, které¢ riznymi
mechanismy ovliviiyji funkei nebo migraci T lymfocytl, pfipadné vedou k depleci T
a/nebo B lymfocyti nebo 1 monocytli. Terapie roztrousené sklerdzy a jednotliva 1écebna

doporuceni se neustale vyviji.

V porovnani s dospélymi dochazi u déti k CastéjSim relapsim. Paradoxné, i pfes vysokou
zanétlivou aktivitu, se déti z atak zotavuji velmi dobfe a jen vzacné jiz v détstvi dochazi k
trvalému neurologickému deficitu (O'Mahony J. et al., 2015). Doba od prvni ataky do
sekundarné progresivni formy je u déti v porovnani s dospélymi delsi, avSak vzhledem k
c¢asnému ndastupu choroby dojde k dosazeni sekundarni progrese v mladSim veku

(Yeshokumar A K. et al., 2017).
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3.1.6 Neuromyelitis optica a jeji spektrum (NMO/NMOSD)

Neuromyelitis optica a jeji spektrum je vzacné chronické zanétlivé demyelinizacni
onemocnéni centralniho nervového systému primarné postihujici opticky nerv a michu, ale
1 dalsi oblasti jako je hypothalamus, area postrema a periaqueduktalni Sedd hmota (Ferilli
M.A.N. et al., 2021). Dlouho se piedpokladalo, Ze se jedna o agresivni podtyp roztrousené
skler6zy. AZ objevenim pro neuromyelitis optica specifickych protilatek AQP4-IgG v roce
2004 se onemocnéni vyclenilo jako samostatnéd jednotka (Lennon V.A. et al., 2004). Stale
vSak 10 — 40% ptipadl zistava AQP4-IgG negativnich a diagnosticky spadaji do spektra
NMO (NMOSD) (Tenembaum S. et al., 2016). Jde o vzacné onemocnéni, jehoz incidence
je 0,05 — 0,4/100 000/rok, bez rozdilu véku (Pandit L. et al., 2015). Udava se, ze zhruba u 3

— 5% ptipadl zacind v détstvi (Tenembaum S. et al., 2016).

Jak jiz bylo zminéno vySe, na patofyziologii neuromyelitis optica se podili jak
komplementem, tak buiikami zprostiedkovana cytotoxicita, dochdzi k poSkozeni astrocytii
a sekundarni demyelinizaci. V lézich, a to zejména okolo cév, se nachdzeji depozita
komplementu, IgM, IgG i bunécny infiltrat granulocytG (neutrofily i eozinofily) a T
lymfocyti. Klicovym znakem je ztrata AQP4 na astrocytech, kterd predchazi jejich smrt

(Popescu B.F., Lucchinetti C.F., 2012)

Diagnostika se zakladd na klinickém obraze, nédlezech na magnetické rezonanci a v
mozkomi$nim moku, nezbytné je vySetieni AQP4-IgG v séru. Mezi nejcastéjsi klinické
projevy u déti patii optickd neuritida (50 — 75% pacientl) a transverzalni myelitida (30 —
50% pacienti) nebo jejich kombinace. Rozvoji priznaki muze piredchazet infekt
(Tenembaum S. et al., 2016). Casto se vyskytuji kmenové piiznaky, jako je zvraceni,
Skytavka a léze kranidlnich nervii (Kremer L. et al., 2014). Vzicné se popisuje
diencefalicky syndrom (McKeon A. et al., 2008). Posledni diagnostickd kritéria z roku
2015 umoznuji stanoveni diagnézy 1 u AQP4-IgG negativnich pacientd (Tab. 4)
(Wingerchuk D.M. et al., 2015).
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Tab. 4: Diagnosticka kritéria pro NMOSD z roku 2015 (Wingerchuk D.M. et al., 2015)

Diagnosticka kritéria NMOSD

AQP4-1gG pozitivni
1. nejméné 1 hlavni klinicky projev
2. pozitivni test na AQP-IgG, nejlépe metodou cell-based assay

3. vylouceni jiné mozné diagnozy

AQP4-IgG negativni nebo neznamy status protilatek

1. nejméné 2 hlavni klinické projevy, béhem jedné nebo vice atak splitujici nasledujici pozadavky

- alespon 1 z hlavnich klinickych projevii musi byt opticka neuritida, myelitida charakteru LETM nebo area postrema
syndrom

- diseminace v prostoru (2 a vice riznych hlavnich klinickych ptiznak)
- naplnéni pfidatnych magneticko-rezonan¢nich kritérii
2. negativni nebo nedostupny test na AQP4-IgG

3. vylouceni jiné mozné diagnozy

Hlavni klinické projevy

1. opticka neuritida

2. akutni myelitida

3. area postrema syndrom (Skytavka, zvraceni)

4. akutni kmenovy syndrom

5. symptomaticka narkolepsie nebo akutni diencefalicky syndrom s typickymi diencefalickymi 1ézemi na MR
mozku

6. symptomaticky cerebralni syndrom s typickymi lézemi na MR mozku

Piidatna magnetické-rezonanéni kritéria pro AQP4-IgG negativni nebo neznamy status protilatek

1. opticka neuritida: a) s normalnim nalezem nebo nespecifickymi zménami bilé hmoty na MR, nebo b) s T2
hyperintenzni nebo postkontrastné se sytici 1ézi optického nervu, piesahujici vice nez % jeho délky nebo zasahu-
jici do chiasmatu

2. akutni myelitida: intramedularni 1éze pfesahujici 3 sousedni mi$ni segmenty (LETM) nebo spinalni atrofie
presahujici 3 sousedni misni segmenty u pacienta s anamnézou, ktera je kompatibilni s akutni myelitidou

3. area postrema syndrom spojeny s 1ézi dorzalni meduly

4. akutni kmenovy syndrom spojeny s periependymalni kmenovou 1ézi

Na magnetické rezonanci na T2 vazenych obrazech v ptipadé optické neuritidy nachdzime
zvyseni signalu optického nervu, 1éze byvaji typicky dlouhé, piesahujici vice nez jednu
polovinu nervu a mohou zasahovat az do chiasmatu, v akutni fazi se syti po podani
kontrastni latky, v chronickych stadiich je pfitomna atrofie nervu. Pro misSni postiZeni je
charakteristicky obraz longitudindlni extenzivni transverzalni myelitidy (LETM), kdy se
jednd o centralné ulozené misSni léze zvySené¢ho signalu na T2 véaZenych obrazech

ptesahujici vice nez tfi mi$ni segmenty (Tenembaum S. et al., 2016). Mozkové 1éze byvaji
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velké (>2cm), lokalizované v oblastech vysoké exprese AQP4, jako je okoli III. a IV.
mozkové komory (McKeon A. et al., 2008).

V mozkomiS$nim moku nachazime pievazné lymfocytarni pleocytdzu, vétSinou vyrazngjsi
nez u pacientd s roztrousenou skler6zou, avsak az u 40% AQP-IgG pozitivnich pacientl v
dobé¢ ataky miZe byt pocet leukocytil v likvoru v normé. Casto jsou piitomny i neutrofilni
a eozinofilni granulocyty a jejich pfitomnost by neméla vést k chybné diagnoze infekce.
Oligoklondlni pasy byvaji zhruba u 30% pacienti a v pozd¢jSich fazich onemocnéni

mohou vymizet (Jarius S. et al., 2011).

V terapii se stejn¢ jako u roztrousené sklerdzy rozliSuje 1écba ataky a l1éCba chronicka,
ktera ma za cil stabilizovat onemocnéni, minimalizovat pocet relapsi a zabranit vzniku
tézkého neurologického deficitu. V akutnim staddiu se zacina intraven6znimi kortikoidy, pii
nedostate¢ném efektu Ize eskalovat intraven6znimi imunoglobuliny nebo sérii plazmaferéz.
V ptipadé tézkého relapsu je u dospélych pacientii dokonce plazmaferéza metodou prvni
volby (Abboud H. et al., 2016). Existuje jen malo studii na efekt udrzovaci terapie u
détskych pacienti. Pouzivaji se jiné léky neZ u roztrouSené sklerdzy, bylo dokonce
prokazéano, ze nékteré z nich naopak zhorsuji prubeh neuromyelitis optica (Kimbrough D.J.
et al., 2012). V chronické terapii se bézn€ pouzivaji antimetabolity ovliviiujici syntézu
DNA proliferyjicich T a B lymfocytd, a dale pak monoklonalni protilatka proti CD20,
zpisobujici depleci B lymfocytii (Gombolay G.Y., Chitnis T., 2018; Tenembaum S. et al.,
2016). Nadégji na 1écbu pak piinaSeji nékteré nové monoklondlni protilatky, které se zacaly
JiZz pouzivat u dospélych pacientli. Patfi mezi né inhibitor C5 slozky komplementu
eculizumab, protilaitka proti IL-6 receptoru tocilizumab, protiladtka proti CDI19
inebilizumab a nepatogenni anti-AQP4 protilatka aquaporumab (Akaishi T, Nakashima I.,
2017).

Prognoza détskych pacienti s NMOSD je vdzna, u vice nez 90% pacienti dochazi i pres
1écbu k relapsim onemocnéni a trvalému neurologickému deficitu (Gombolay G.Y.,

Chitnis T., 2018).

3.1.7 MOG-IgG asociovana onemocnéni

MOG-IgG asociovana onemocnéni pfedstavuji nové heterogenni spektrum monofazickych
1 relabujicich demyeliniza¢nich onemocnéni CNS, kterd jsou asociovana s MOG-IgG
protilatkami. Jde o vzdcna onemocnéni s CastéjSim vyskytem v détském véku a incidenci
0,31/100 000 déti/rok, pricemz divky a chlapci jsou postiZeni stejné casto (de Mol C.L. et
al., 2020). Pozitivita MOG-IgG protilatek se vyskytuje zhruba u jedné tfetiny déti se
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ziskanym demyelinizaénim syndromem. Klinicky fenotyp je riizny, u mladSich déti je
Cast&jsi postizeni mozku, kdezto u dospivajicich a dospé€lych je Castéjsi postizeni optického

nervu a michy (Bruijstens A.L. et al. 2020).

Patogeneze onemocnéni neni zndma, doposud neni jasné, zda jsou MOG-IgG piimo
patogeni a nebo je jejich pfitomnost sekundarni v dasledku destrukce myelinu.
Histologicky je pfitomna demyelinizace s ¢asteCnym zachovanim axoni, se zanétlivym
infiltratem T lymfocytt, makrofagl, zndmky aktivace mikroglie a depozita komplementu

(Spadaro M. et. al., 2015).

Nejcastéjsim projevem MOG- IgG asociovanych onemocnéni je ADEM, ktery byl popsan
jiz vySe, klinicky se prakticky nedaji odliSit MOG-IgG pozitivni a negativni formy
(Baumann M. et al., 2015). Dal§imi klinickymi manifestacemi mohou byt izolovana
opticka neuritida, kde neni vyjimkou bilateralni postizeni anebo transverzalni myelitida
charakteru LETM, casté je postizeni miSniho konu (Bruijstens A.L. et al. 2020). Pokud se
vyskytnou soucasné, mize mit MOG-IgG asociované onemocnéni NMOSD fenotyp. Az 56%
détskych pacienti s NMOSD ma pozitivni MOG-IgG protilatky (Lechner C. et al., 2016).
Riziko relabujiciho priibéhu zvySuje pfetrvavajici seropozitivita MOG-IgG a vyssi vek
(Waters P. et al.,, 2020). K relabujicim formam patti multifazicky ADEM, ADEM
nasledovany optickou neuritidou (ADEM — ON), relabujici opticka neuritida (RON) a
relabujici NMOSD fenotyp. Vzacné se pozitivita MOG-IgG muZe vyskytovat u pacientd s
encefalitidou i relabujici, kombinaci centralniho a periferniho demyeliniza¢niho postiZeni a
u pacienti s leukodystrofii podobnému onemocnéni (leukodystrophy-like fenotyp)

(Bruijstens A.L. et al. 2020).

Diagnostika se kromé klinickych projevl zakladd na vySetfeni magnetickou rezonanci a
odbéru mozkomi$niho moku. Nutné je vySetteni MOG-IgG v séru. V zavislosti na
fenotypu onemocnéni na magnetické rezonanci mozku nachdzime na T2 vaZenych
sekvencich velké neostie ohranicené léze bilé hmoty charakteristické pro ADEM, u
predevS$im mladSich déti mohou byt 1éze difuzni, splyvavé a symetrické, napodobujici
leukodystrofii (Hacohen Y. et al., 2018). Pro mis$ni postizeni jsou typické léze charakteru
LETM s castéjsi lokalizaci v lumbélni oblasti a oblasti misniho konu (Dubey D. et al.,
2019). V ptipad¢é postizeni optického nervu byvaji 1éze dlouhé, postihujici vice nez
polovinu nervu a lokalizované do jeho pfedni poloviny, Casté je syceni po podani

kontrastni latky (Song H. et al., 2019).
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V mozkomisnim moku nachazime pleocytozu ve 44-81% ptipadi (Wynford-Thomas R. et
al., 2019), jedna se prevazné¢ o lymfocyty a monocyty, pfitomnost neutrofilli vSak neni
vyjimkou (Jarius S. et al., 2020). Oligoklonalni pasy jsou pfitomny vzacné, pouze v 6-17%
(Wynford-Thomas R. et al., 2019), vétSinou v souvislosti s atakou a v dal§im pribéhu
mohou vymizet. Zhruba u poloviny pacienti je porusend hematoencefalicka bariéra.
Likvorologicky nalez se nelisi u pacientii s monofazickym a relabujicim prubéhem, mutize
vsak byt zcela v norme a to ¢astéji u pacientl s fenotypem optické neuritidy (Jarius S. et.

al., 2020).

V terapii v akutnim stddiu jsou prvni volbou intravendzni kortikoidy s néslednym
peroralnim taperem. V pfipadé nedostate¢ného efektu lze terapii eskalovat intraven6znimi
imunoglobuliny nebo plazmaferézou. Po prvni atace neni doporuc¢eno dlouhodobé
podavani imunosupresivni terapie z divodu, Ze onemocnéni ma ve vétsin¢ pripadi
monofazicky pribéh. Terapeutickd doporuceni v ptipad€ relapsu jsou dosud nejednoznacna

(Bruijstens A.L. et al., 2020).

Prognoéza je u vétSiny pacientll dobra, v 68-96% piipadi dojde k plnému uzdraveni.
Rezidualni neurologicky deficit je Castéj$i u pacientl s transverzalni myelitidou. Riziko
relapsu je predevSim u pacientll s pretrvavajicimi vysokymi titry protilatek a u pacientt

ktefi se prezentovali optickou neuritidou (Bruijstens A.L. et al., 2020).

3.2 Autoimunitni onemocnéni centralniho nervového systému s dominujicim

postiZzenim Sedé hmoty

3.2.1 Anti-N-methyl-D-aspartat receptorova encefalitida (anti-NMDAR encefalitida)
Anti-NMDAR encefalitida nyni predstavuje nejcastéjSi autoimunitni encefalitidu v
détském veku, pti¢emz se jedna o pomérné novou klinickou diagnézu. Incidence u déti
neni presné znamd, udava se, ze az 40% vSech pfipadi predstavuji déti, divky jsou
postiZzeny c¢astéji nez chlapci (Titulaer M.J. et al., 2013; Florance N.R. et. al., 2009). V 6-50%
pfipadi byva anti-NMDAR encefalitida asociovana s tumorem, u divek nejcastéji s

ovarialnim teratomem, ktery mtze byt i bilateralni (Scheer S,. John R.M., 2016).

Role anti-NMDAR protilatek v patogenezi onemocnéni byla popsana jiz vyse. V
histologickém obraze dominuje aktivace mikroglie, depozita IgG ve vSech oblastech,
nejvice v hippocampu. Lymfocytarni infiltrdt neni béZny, perivaskularné mohou byt
pfitomny B lymfocyty a plasmocyty, vzacné T lymfocyty, stejné¢ tak chybi depozita
komplemetu (Tiiziin E. et.al. 2009).

30



Pro diagnostiku je stézejni klinicky obraz a pozitivita anti-NMDA protildtek v séru a
mozkomisnim moku. Rozvoji onemocnéni muze predchazet prodromalni stadium s ,,flu-
like* symptomy, jako jsou Unava, bolesti hlavy a horecka. S odstupem nékolika dni
nasleduje rozvoj neuropsychiatrickych ptiznakii s poruchami chovani a paméti, rozpadem
fe¢i, insomnii, mohou byt pfitomny epileptické zachvaty a extrapyramidové ptiznaky,
predevSim typické orofacidlni dyskinezy. V pozdéjsich stadiich dochazi k porucham
védomi, autonomni dysfunkci s centralni hypoventilaci a nutnosti pobytu na jednotce
intenzivni péce. (Dalmau J. et al., 2011). Nalez na magnetické rezonanci mozku je ve
vétsing pripadi v normé (Leypoldt F., Wandinger K.P., 2014). Mohou byt pfitomné
nespecifické hyperintenzni zmény na sekvencich s potlacenim signalu vody (FLAIR)
(Scheer S,. John R.M., 2016). Lymfocytarni pleocytéza s oligoklonalni produkci IgG muze
byt pfitomna v tvodu onemocnéni, v pozdé¢jSich stadiich v§ak miiZze vymizet (Irani S.R. et
al., 2010). Z pomocnych diagnostickych metod se vyuziva elektroencefalografie (EEG),
ktera ve vétSiné pripadli ukaze generalizované difuzni zpomaleni (Leypoldt F., Wandinger
K.P., 2014), u 30% pacientli mohou byt zaznamenany vzorce takzvanych ,.extreme delta
brush®, které jsou vysoce specifické pro anti-NMDAR encefalitidu (Schmitt S.E. et al.,

2012). Nezbytné je provedeni onkoscreeningu.

V prvni linii 1é€by se pouzivaji intraven6zni kortikoidy, imunoglobuliny a plazmaferéza. V
pfipad¢é paraneoplastické etiologie je nezbytnd resekce tumoru (Scheer S,. John R.M.,

2016).

Prognéza pacientl pii v€asné 1écbé je dobra, avSak rekonvalescence miize trvat 1 vice nez
18 meésict (Titulaer M.J. et al., 2013). U 25% pacientli miize pietrvavat kognitivni deficit a
poruchy chovani a v 15% ptipadi mtze dojit k relapsu (Dalmau J., Rosenfeld M.R., 2008).

3.2.2 Rasmussenova encefalitida

Rasmussenova encefalitida pfedstavuje extrémné vzacné progresivni zanétlivé onemocnéni
centralniho nervového systému postihujici jednu mozkovou hemisféru, raritné muize byt
postizeni bilateralni. Incidence se udava 2-3 piipady na 107 (Varadkar S. et al., 2014)
Nejcastéji se vyskytuje u déti mezi 6. a 8. rokem véku (Armangue T. et al., 2012).
Projevuje se k terapii refrakternimi epileptickymi zachvaty az obrazem epilepsia partialis
continua, kognitivni deterioraci, fokadlnim neurologickym deficitem a atrofizaci postizené
mozkové hemisféry. Etiologie onemocnéni neni znamd, ale pfedpokladd se imunitni
podklad s hlavni roli cytotoxickych T lymfocytl. Pro¢ je postizeni unilateralni, neni jasné

(Bien C.G. et al., 2005).
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Stanoveni diagnézy se zaklada na progresivnim klinickém priibéhu, nalezu atrofie jedné
mozkové hemisféry na magnetické rezonanci, kde muize byt pfitomné zvyseni signalu
kortexu na T2 vazenym sekvencich a sekvencich s potlacenim signalu vody (Chiapparini L.
et al., 2003). Nalez v mozkomisnim moku byva az v polovin¢ piipadii v normé. Z
pomocnych vySetieni se vyuziva elektroencefalografie, kde je pfitomna patologicka

aktivita nad postizenou hemisférou.

V terapii byl popsan casteCny efekt intravenoznich kortikosteroidd, intravendznich
imunoglobulinti, rituximabu a tacrolimu na zpomaleni pribéhu onemocnéni. Doposud
jedinou moznou terapii k ovlivnéni refrakterni epilepsie zistava chirurgicky vykon,

takzvana funk¢ni hemisferotomie (Bien C.G. et al., 2005).

3.2.3 DalSi autoimunitni encefalitidy
Limbicka encefalitida s protilatkami proti povrchovym a intracelularnim antigenim byla u
déti popsana jen v jednotkdch piipadi (Tab. 5). Klinicky se projevuje akutnim az

subakutn¢ vzniklym kognitivnim deficitem, epileptickymi zachvaty a psychiatrickymi

ptiznaky. Casty je paraneoplasticky podklad (Armangue T. et al., 2012).

Tab. 5: Protilatky asociované s autoimunitnimi encefalitidami

Protilatky proti membra-
novym / synaptickym
antigenum

anti-NMDAR

N-methyl-D-aspartat, excitacni receptor pro
glutamat

anti-AMPAR

alfa-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- izoxazol-
pro-pionat, excitacni receptor pro glutamat

anti-GABA B (=anti GluR1/2)

gamma-aminomaselna kyselina, pojednotky
1 a 2, inhibi¢ni receptor pro glutamat

anti-LGI, caspr-2

leucin-rich glioma inactivated protein 1, con-
tactin-associated protein-like 2, napétoveé
fizené draslikové kanaly

Protilatky proti intracelu-
larnim antigenim / onko-
neuronalni protilatky

anti-Hu (= PCA1)

Purkinje-cell-cytoplasmic-antibody, cyto-
plazma Purkynovych bunek

anti-Yo (= ANNAI), anti Ri (=
ANNA?2)

anti-neuronal-nuclear-antibody, jadro neuro-
nQ

anti-Mal, anti-Ma2

cytoplazma neuronti

anti-amphiphysin

cytoplazma neuronti

anti-CV2/CRMP5

collapsin-response mediator protein, cyto-
plazma oligodendrocytt

Ostatni

anti-GAD

intraceluldrni antigen, dekarboxylaza kyseli-
ny glutamové
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Imunitni podklad se predpoklada i u nekterych epileptickych syndromi jako je horeckou
indukovany refrakterni status epilepticus (FIRES=Fever-Induced Refractory Epileptic
Encephalopathy Syndrome), kde se jako spousté¢ predpokladé infekce (van Baalen A. et
al., 2009)

3.3 Ostatni bliZe nezarazena autoimunitni onemocnéni centralniho nervového
systému

3.3.1 Akutni cerebelitida/akutni cerebelarni ataxie

Akutni cerebelitida je zanétlivé onemocnéni projevujici se akutnim ndstupem
mozeckovych ptiznaki jako je ataxie, nystagmus a dysmetrie. Doprovazejici ptiznaky
mohou byt horecka, bolesti hlavy, zvraceni a zmény chovani. Absence zménéného
mentalniho stavu a/nebo abnormalit na magnetické rezonanci mozku je prvkem, ktery
odlisuje akutni cerebelitidu od akutni cerebelarni ataxie, kterd je v soucasné literatuie
znama také jako postinfekéni mozeckova ataxie. Pfesna incidence neni zndma, onemocnéni
se nejéastéji vyskytuje u predskolnich a mladsich $kolnich déti. Casta je asociace s
virovymi infekcemi, nej¢astéji pak s virem varicella zoster (Bozzola E. et al., 2014), mlze
se vyskytnout i po ockovani (Lancella L. et al., 2017). Patogeneze onemocnéni zlstava
nejasna, muze se uplatiovat jak pfimé pisobeni viru, tak neadekvatni imunitni reakce. Pro
diagnostiku je stézejni klinicky obraz a pribéh onemocnéni. Na magnetické rezonanci
mohou byt pfitomné zanétlivé 1éze v oblasti mozecku (De Bruecker Y. et al., 2004). V
mozkomisnim moku byva pleocytoza a elevace celkové bilkoviny, dilezité je vylou€eni
neuroinfekce (Lancella L. et al., 2017). Stran terapie neexistuji jasna doporuceni, pacienti
jsou casto léceni kombinaci kortikosteroidil a antivirotik (Hennes E. et al., 2012). Prognoza
pacientl je vétSinou dobrd a dochézi k upravé ad integrum, jsou ovSem popisovany i

fulminantni ptipady s rozvojem nitrolebni hypertenze (Levy E.IL. et al., 2001).

3.3.2 Vaskulitidy centralniho nervového systému

Vaskulitida centralniho nervového systému piedstavuje onemocnéni, u kterého dochazi k
zanétlivému postizeni mozkovych cév a predstavuje nejcastéjsi pficinu ischemické cévni
mozkové pithody v détstvi (Fullerton H.J. et al., 2007). Mlze se jednat o primérni
postizeni cév centralniho nervového systému, které je extrémné vzacné nebo postiZeni
sekundarni at’” uz poinfekéni, nejcastéji povaricellové, €1 postizeni v ramci systémovych
zanétlivych onemocnéni. Klinicky obraz je variabilni v zavislosti na velikosti a poctu
postizenych cév. Pro diagnostiku se vyuzivaji zobrazovaci metody, kde jsou na magnetické

rezonanci mozku pfitomné zanétlivé ¢i postischemické zmeény. Nezbytné je zobrazeni cév,
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které v ptipad¢ postizeni velkych tepen ukaze nerovnosti ve st€né cévy se zuzenim jejiho
lumen. Pfi postizeni malych tepen se nevyhneme mozkové biopsii s nalezem zanétlivého
infiltratu v cévni sténé. Nalez v mozkomisnim moku muze byt zcela v normé. Terapie se
odviji od pfi¢iny onemocnéni. Prognoza zavisi na rozsahu postizeni (Twilt M., Benseler

S.M., 2013)
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4 CILE PRACE

M¢ postgradudlni studium bylo zaméfeno na problematiku novych imunologickych
markeri v mozkomi$nim moku u déti s autoimunitnim onemocnénim CNS. VySetiovali
jsme hladiny cytokinli a chemokinii asociovanych s riznymi podtypy imunitni odpovédi v
mozkomisnim moku a séru. Zajimalo nds, zda jednotlivd onemocnéni maji svlij vlastni
chemo-cytokinovy profil, zda vysetfené hladiny koreluji s tizi onemocnéni, jeho pribéhem
a jsou ovlivnény pouzitou terapii. Dale nas zajimalo, zda by se nékteré z vySetiovanych
chemokinti a cytokint daly vyuzit v diagnostice téchto vzacnych onemocnéni v piipadech,

kdy rutinni vySetfovaci metody selhavaji.
Dané cile byly feSeny v nasledujicich studiich a vysledky publikovany (viz. ptilohy):

Studie ¢. 1 - vyuziti chemokinti a cytokinid pro diagnostiku zanétu CNS u détskych

pacientil v kontextu rutinné vyuzivanych biomarkert

Studie ¢. 2 - stanoveni hladin chemokinti a cytokini v kontextu Casného klinického

prabéhu u détskych pacientti s roztrouSenou sklerézu

Studie ¢. 3 - klinicky prubeh protilatkové zprostfedkované anti-NMDAR autoimunitni

encefalitidy a jeho asociace s hladinami chemokinti a cytokind v mozkomi$nim moku

Studie ¢ 4 - efekt vCasné imunoterapie na miru zanétu u pacientdl s imunitné

zprostfedkovanou Rasmussenovou encefalitidou

Studie €. 5 - problematika détskych pacientd s akutni myelitidou, diagnostika a 1é¢ba
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5 METODIKA, VYSLEDKY, DISKUZE A ZAVER

V nasledujici kapitole jsou metodika, vysledky, diskuze a zavéry jednotlivych studii

prezentovany na souboru publikovanych praci, které vznikly v ramci feSeni cila prace.

5.1 Studie €. 1: Vyuzitelnost chemokini CCL2/MCP-1, CXCLS8/IL-8, 10 a 13
a interleukinu 6 v détské kohorté pacientii pro rozpoznani neurozanétu v
kontextu tradi¢nich zanétlivych biomarkerti mozkomi$niho moku

Autoimunitni zanétlivé postizeni CNS predstavuje Siroké spektrum zavaznych a cCasto

invalidizujicich onemocnéni. Aktudln€ dostupné diagnostické moznosti zahrnuji predev§im

vySetfeni mozkomiSniho moku, nékterych sérovych biomarkert a zobrazovaci vySetteni

magnetickou rezonanci.

Hlavni zndmkou zénétu v mozkomiSnim moku je pleocytdéza, ktera ovSem u
autoimunitnich postizeni CNS nedosahuje dostate¢né senzitivity a specificity. Navic pocet
imunitnich bun€k v mozkomisnim moku muze kolisat v riznych stadiich onemocnéni
(Irani S.R. et al., 2010; Matas S.L. et al., 2013; Baunbzk Egelund G. et al., 2017).
Chemokiny a cytokiny hraji hlavni roli v rozvoji zdnétu a vyznam ftady z nich byl jiz
zkouman u rtiznych neurologickych diagn6z avSak dosud bez jednoznaénych zavért pro

klinickou praxi (Kothur K. et al., 2015)

V této praci jsme se zaméfili na moznost klinického vyuziti chemokint CCL2/MCP-1,
CXCLS8/IL-8, CXCL10 a CXCL13 a prozanétlivého cytokinu IL-6 v diagnostice zanétu
CNS u détskych pacientti. Hladiny vybranych chemokind a cytokind jsme stanovovali
pomoci multiplexové analyzy Luminex v mozkomiSnim moku a séru u celkem 87
symptomatickych pacientt s jak infekénim, tak autoimunitnim zanétlivym postizenim CNS
(ADEM n=7, ADEM-ON n=1, anti-NMDAR encefalitida n=8, Rasmussenova encefalitida
n=5, cerebelitida n=4, encefalitida nejasné etiologie n=7, CIS n=25, RS n=17, NMOSD
n=2, neuroborreliéza n=11), u 16 pacientli byl k dispozici 1 vzorek po uzdraveni, a u 37
kontrol. Vysledky jsme srovnavali s rutinné pouzivanymi tradi¢nimi biomarkery zanétu v
mozkomisniho moku, s poctem leukocytl, oligoklondlni produkci IgG a poruchou
hematoencefalické bariéry (QAlb). Zamétily jsme se také na to, zda jednotlivé skupiny

onemocnéni maji sviy vlastni ,,chemo-cytokinovy profil“, umoZiujici napiiklad

o 24

U symptomatickych vzorkdi mozkomiSniho moku byly hladiny vSech sledovanych

chemokint a cytokinli zvySeny ve srovnani s kontrolami. V séru jsme zaznamenali pouze
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snizenou hladinu CCL2/MCP-1. Pfi porovnani symptomatickych vzorki a vzorkt pacientt
v rekonvalescenci byly v mozkomisnim moku hladiny CXCLS8/IL-8, CXCL10, CXCL13 a
IL-6 vyznamn¢ snizeny u pacientl v rekonvalescenci, u CCL2/MCP-1 nebyl zadny rozdil.
V rekonvalescentnich sérech pietrvavala pouze zvysend hladina CCL2/MCP-1. Kdyz jsme
dale porovnali pacienty v rekonvalescenci a kontroly zlstal v mozkomi$nim moku zvyseny

pouze IL-6, v séru nebyly zadné rozdily.

Hladiny CXCLS8/IL-8, CXCL10, CXCL13 a IL-6 pozitivné korelovaly s pleocytézou v
likvoru a poruchou hematoencefalické bariéry. S oligoklondlni produkei IgG v likvoru

korelovaly pouze CXCL13 a IL-6.

Zajimalo nas, zda néktery z vySetfovanych chemokini a cytokini mlze mit vySsi
specificitu a senzitivitu pro stanoveni zanétu v CNS nez doposud pouzivané markery.
K tomu jsme vyuzili ROC kiivky. Vypocitali jsme prahové hodnoty, které poskytovaly
optimalni kompromis mezi specificitou a senzitivitou jako kritérium pro rozliSeni
zanétlivych procesit CNS (tj. optimalni prahové hodnoty). Kromé¢ optimdlnich prahti byly z
ktivek ROC pro kazdy chemokin a cytokin odvozeny také prahy 97% specificity a jim
odpovidajici senzitivity (tj. hodnoty, které zajistovaly alespoit 97% specificitu a mén¢ nez
3% faleSnou pozitivitu pro zanétlivy proces CNS). Dle ROC kiivek se hladina CXCL13 v
mozkomi$nim moku ukdzala jako nejspolehlivéjsi indikator zanétu v CNS, ktery piedcil
dosud nejvyuZzivanéjsi pocet leukocytl v likvoru (CXCL13: specificita/senzitivita: 97/72%
a 97/61% u vzorkd bez pleocytdzy vs. pocet leukocytl v likvoru: specificita/senzitivita:
97/62%). Klinicka uzite¢nost zbyvajicich vySetfovanych hladin chemokinti a cytokini v
mozkomi$nim moku byla stanovena v sestupném potadi dle senzitivity odpovidajici
prahim, které zajistily 97% specificitu pro zanét ve vzorcich bez pleocytozy (pg/ml;
senzitivita %): IL-6 (3,8; 34), CXCLS8/IL-8 (32; 26), CXCL10 (317; 24) a CCL2/MCP-1
(387; 10).

Zaznamenali jsme riizné vzorce chemokind a cytokinit v mozkomisnim moku souvisejici
s ur¢itymi diagnézami. U pacientli s neuroborrelidzou, Rasmussenovou encefalitidou a
roztrouSenou skler6zou byla napadné =zvySena hladina CXCL13, u pacientl

s encefalitidami rizné etiologie se vyskytovala také elevace CXCL10.

Jiz diive bylo publikovano, Ze hladiny vybranych chemokinii a cytokini v mozkomi$nim
moku jsou casto zvySené, zejména u pacienti (dospélych nebo déti) s infekénimi
chorobami (Michlmayr D. et al., 2014; Pinto Junior V.L. et al., 2011; Coutinho L.G. et al.,
2013; Pranzatelli M.R., 2018; Alvarez E. et al., 2013; Wang C. et al., 2016, Remy M.M et
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al. 2017). V nasi studii byla vétSina symptomatickych vzorkli ziskdna od pacient s
neinfekénimi zanétlivymi onemocnénimi CNS. Hladiny vSech vysetfovanych chemokint a
cytokini v mozkomiSnim moku byly vy$$si nez u kontrol, zatimco v séru byly
zaznamenany minimalni rozdily. NaSe zjisténi také koresponduji s pifedchozim
pozorovanim, ze hladiny nékterych chemokinlii a cytokini se po uspé$né 1écbé nebo
uzdraveni snizuji (Wang C. et al., 2016; Rupprecht T.A. et al., 2009; Alvarez E. et al.,
2015).

Pti zaméteni se na chemokinové a cytokinové hladiny u jednotlivych diagnéz byly nase
vysledky také v souladu s n€kterymi jiz dive publikovanymi daty (Pranzatelli M.R., 2018).
Individualné vysokd prediktivni hodnota CXCL13 byla pozorovdna u pacientl
s neuroborreliézou (Remy M.M et al. 2017; Rupprecht T.A. et al., 2005; van Burgel N.D.
et al.; 2011). CXCL13 a CXCL&/IL-8 byly studovany (samostatné¢ i v kombinaci s IL-
12p40 nebo CXCL10) v souvislosti s roztrousenou sklerdzou a neurosyfilis (Wang C. et al.,
2016; Bielekova B. et al., 2012). Navzdory rozdilnym absolutnim hodnotam vykazovaly
oba markery vysokou prediktivni pfesnost pro dand onemocnéni. ZvysSené hladiny
CXCL10 v mozkomi$nim mozku byly popisovany u pacientii s encefalitidou infekéni i
neinfekéni etiologie (Kothur K. et al., 2016). Prediktivni piesnost CXCL10 pii obecném
rozpoznani zanétu v CNS byla v na$i studii nizkd, specifické zaméteni na vzorky od
pacientl s encefalitidou vSak odhalilo zvySené hladiny CXCL10 ve srovnani s pacienty s

demyeliniza¢nimi poruchami nebo kontrolami.

Zavérem tato naSe prace ukazala nedostateCnou senzitivitu tradi¢nich biomarkert
v mozkomiSnim moku v diagnostice neinfekénich zanétlivych onemocnéni CNS a nové
zohlednila hladinu CXCL13 v mozkomi$nim moku jako nejlepsi individualni biomarker
zanétu v CNS rtizné etiologie, a to zejména pii absenci pleocytdzy. Hladiny CXCL13 byly
zvySeny u pacientll napii¢ diagnézami a v souladu s jinymi studiemi korelovaly s
tradicnimi biomarkery (Kowarik M.C. et al., 2012; Krumbholz M. et al., 2006; Bielekova
B. et al., 2012; Brettschneider J. et al. 2010; Remy M.M et al. 2017). Ostatni individualné
zkoumané chemokiny a IL-6 v likvoru postradaly dostatecnou specificitu pro zanétlivé
onemocnéni. Nejslabsim prediktivnim biomarkerem zanétu v CNS byl chemokin
CCL2/MCP-1, coz je v souladu s pfedchozimi zpravami o omezené klinické uZite€nosti
hladin CCL2/MCP-1 u pacientl s roztrousenou skler6zou a encefalitidou (Kothur K. et al.,

2016; Serensen T.L. et al. 2004).
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5.2 Studie €. 2: Roztrousena skler6za u déti: Analyza hladin chemokinii a
cytokinu v kontextu ¢asného klinického priitbéhu

Systematicka pozorovani ukazuji, ze klinicky pribéh roztrousené sklerézy se u déti a
dospélych lisi (Lee J.Y. and Chitnis T., 2016; Alroughani R, Boyko A, 2018). Mira zanétu
je u détskych pacienti vyssi a k nezvratnému axondlnimu posSkozeni dochazi diive
(Pfeifenbring S. et al 2015). Na samém zaCatku je onemocnéni agresivngjsi, Casto s
multifokalnimi pfiznaky a k relapstim dochazi Castéji (Gorman M.P. et al. 2009, Benson
L.A. et al 2014). Pfi¢ina agresivnéj§iho prubchu roztrousené sklerézy u déti neni zndma, a

proto se stale hledaji markery a dalsi faktory, které by pribéh onemocnéni predikovaly.

V této studii jsme se zaméfili na urceni hladiny chemokint a cytokind v mozkomisnim
moku a séru v dob¢€ diagndzy u détskych pacientd s roztrouSenou sklerdzou, a dale na to,
zda stanovené hladiny maji asociaci s dobou do prvniho relapsu onemocnéni, coz by mohlo

mit potencialni vyuziti pro klinikou praxi.

U 34 détskych pacientl s roztrousenou skler6zou a 20 kontrol jsme pomoci multiplexové
analyzy Luminex stanovili hladiny chemokini CCL2/MCP-1, CXCLS8/IL-8, CXCL10,
CXCL13 a cytokinid IFNy, IL-4, IL-17A a pomoci enzymové eseje ELISA hladinu BAFF.

Analyzovali jsme pouze hladiny chemokinti a cytokind, které byly detekovany ve vétSing
vzorkl. Hladina CXCLS8/IL-8 (p=0.002), CXCL10 (p=0.001) a CXCL13 (p<0.001) byla v
mozkomisnim moku u pacientl s roztrousenou sklerézou vyssi nez u kontrol, a v ptipadé
CXCLI10 a CXCL13 korelovala s pleocytozou a oligoklonalni produkci IgG. Hladiny
CCL2/MCP-1 v mozkomi$nim moku negativné korelovala s poruchou hemotoencefalické

bariéry. V sérech nebyly zaznamenany zadné rozdily.

V dalsim kroku nés zajimalo, zda jsou hladiny chemokini a cytokinti v ivodu onemocnéni
néjakym zplsobem spojené s prvnim relapsem onemocnéni. Ke klinickému relapsu za
dobu sledovani doSlo pfesné¢ u poloviny pacienti (medidn 6 mésicl), pfiCemz doba
sledovani pacientli bez relapsu byla signifikantné del$i neZz doba do prvniho relapsu
(p=0.003). Porovnali jsme proto skupinu pacientli s relapsem a skupinu bez relapsu. Ve
skupiné€ pacientli s relapsem jsme déle hladiny chemokinil a cytokint korelovali s dobou
do prvniho relapsu. Jedina hladina CCL2/MCP-1 v mozkomi$nim moku byla snizena u
pacientl s relapsem (p = 0,0623) a pozitivn¢ korelovala s dobou do prvniho relapsu (p =

0,0253).
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V souladu s pracemi publikovanymi u dospélych, i u naSich détskych pacienti
s roztrouSenou sklerdzou bez 1é¢by jsme pozorovali zvysené hladiny CXCL13, CXCL10 a
CXCLS/IL-8 v mozkomisnim moku ve srovnani s kontrolnimi skupinami (Renoux C. et al.,
2007; Krumbholz M. et al., 2006; Khademi M et al., 2011; Bielekova B. et al., 2012;
Iwanowski P. et al., 2017; Serensen T.L. et al., 2001; Scarpini E. et al., 2002). CXCL13 je
klicovym chemokinem pro nabor B lymfocyti do CNS a jeho hladiny bézné koreluji s
intratekalni produkci IgG (Krumbholz M. et al., 2006; Khademi M. et al., 2011; Bielekova
B.et al., 2012; Iwanowski P. et al., 2017; Kowarik M.C. et al., 2012). Naproti tomu
CXCL10, je silnym chemoatraktantem pro T lymfocyty (Kurachi M. et al., 2011).
CXCL13 a CXCL10 hraji vyznamnou roli pfi udrzovani intratekalniho zanétu (Bartosik-
Psujek H., Stelmasiak Z., 2005; Kowarik M.C. et al., 2012; Kurachi M. et al., 2011; Phares
T.W. et al., 2013). U dospélych pacientl s roztrousenou sklerézou ukazuji zvySené hladiny
téchto chemokinli v mozkomisnim moku na zanétlivou aktivitu (Khademi M. et al., 2011)

a jsou spojeny s pleocytézou a demyelinizaci (Vazirinejad R. et al., 2014).

CXCLS/IL-8 je dalsi prozanétlivy chemokin, ktery primarné ptitahuje a aktivuje neutrofily.
Neutrofily jsou ¢etnéjs$i v mozkomisnim moku déti s roztrouSenou sklerézou (Chabas D. et
al., 2010) a zfejmée hraji roli v progresi onemocnéni (Casserly C.S. et al., Mar). Ve shod¢ s
nasSimi zjiSténimi, zvySené hladiny CXCLS/IL-8 v mozkomiSnim moku na rozdil od
CXCL13 (a CXCLI10) nekorelovaly s pleocytézou nebo intratekdlni produkci IgG u

pacientil s roztrousenou skler6zou (Bielekova B. et al., 2012).

CCL2/MCP-1 je silnym chemoatraktantem pro monocyty. Na zvitecich modelech bylo
prokézéano, Ze pokles hladiny CCL2/MCP-1 odpovida jeho zvySené spotiebé (Mahad D. et
al., 2006). Hladina CCL2/MCP-1 v mozkomisnim moku byla jedinym parametrem u
naSich détskych pacientll, ktery se neliSil od kontrol a negativné koreloval s poruchou
hematoencefalické bariéry (vyjddienou pomoci QAIlb). Naproti tomu fada nezavislych
studii uvadi konzistentni, vyznamné snizeni hladiny CCL2/MCP-1 v mozkomi$nim moku
dospélych pacientt (Serensen T.L. et al., 2001; Scarpini E. et al., 2002; Bartosik-Psujek H.,
StelmasiakZ., 2005). Kromé toho rozdilné hladiny CCL2/MCP-1 ve srovnani s jinymi
chemokiny a absence korelace s pleocytézou naznacuji, jeho odlisné zapojeni do

patogeneze roztrouSené sklerdzy (Serensen T.L. et al., 2001).

Studii analyzujicich hladiny chemokint/cytokini v kontextu pribéhu onemocnéni u
pacientli s klinicky definitivni roztrouSenou skler6zou je malo. Bylo zjisténo, ze v

mozkomisnim moku dospélych koreluji hladiny CXCL13 s mirou relapsti (Khademi M. et
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al., 2011) a ze zvySené koncentrace CXCLS8/IL-8 a CXCL10 a snizené¢ koncentrace
CCL2/MCP-1 jsou spojeny s relapsy (SerensenT.L. et al., 2001; Scarpini E. et al., 2002;
Bartosik-Psujek H., Stelmasiak Z., 2005). V této studii jsme hodnotili pouze prosty vyskyt
klinického relapsu (nikoliv pocet relapsii za urcité obdobi), nezjistili jsme vSak vyznamné
rozdily ve vétsiné pocatecnich hladin chemokind/cytokini mezi pacienty s naslednym
relapsem a bez néj. Nicméné jsme pozorovali, ze hladina CCL2/MCP-1 v mozkomiS$nim
moku méla tendenci byt niz§i u pacientli s relapsem nez u pacientii bez relapsu a

korelovala s dobou do ataky.

Zavérem lze shrnout, ze v této praci jsme ukazali zvySeni hladiny chemokinii podilejicich
se jak na vrozené tak ziskané imunitni odpovédi u détskych pacientli s roztrouSenou
skler6zou. Inicidlné nizka hladina CCL2/MCP-1 a jeji korelace s dobou do prvniho relapsu
by v budoucnu spolu s dalsimi faktory mohla pomoci pii predikci rizika tézkého pribehu

onemocneéni a stratifikaci pacientl pii volb¢ inicialni terapie.

5.3 Studie €. 3: Anti-N-methyl-D-aspartitova receptorova encefalitida:
klinicky prubéh ve svétle hladin chemokinii a cytokinii v mozkomiSnim
moku

Anti-NMDAR encefalitida patfi mezi recentné zjisténé protilatkové zprostiedkované

autoimunitni onemocnéni CNS (Titulaer M.J. et al., 2013). Po navazani protilatky na

NMDA receptor dochazi k jeho internalizaci, coz je spojeno s celou fadou jak

neurologickych tak psychiatrickych ptfiznaki (Dalmau J. et al., 2008). V uvodu

onemocnéni dochézi k pleocytdoze v mozkomisnim moku (Irani S.R. et al., 2010), postupné

byla prokazéana tlloha B lymfocyti (Tiiziin E. et al., 2009; Dalmau J. et al. 2011; Hachiya Y.

et Al., 2013). Jak vyznamnou roli zde maji T lymfocyty neni jasné.

Abychom pfispéli k soucasnym znalostem o imunitnich mechanismech, které se podileji na
vzniku anti-NMDAR encefalitidy, vySetfovali jsme komplexni soubor chemokinli a
cytokinil souvisejicich s funkci B a T lymfocyti ve vzorcich mozkomisnich moka a sér

pacientt v riznych fazich onemocnéni.

Pomoci multiplexové analyzy Luminex jsme vySetfili chemokiny CCL2/MCP-1,
CXCLS/IL-8 a CXCLI10 a cytokiny IFNy, IL-2, IL-4, IL-7, IL-15, IL-17A a TNFa. A
pomoci metody ELISA chemokiny BAFF a CXCL13. Hladiny chemokini a cytokini z
jednotlivych obdobi jsem korelovali s modifikovanou Rankinovou Skalou (mRS, znadici

klinicky nalez) a pleocytdzou.
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Do studie bylo zatazeno 9 pacientd s potvrzenou anti-NMDAR encefalitidou, od kterych
bylo k dispozici celkem 27 vzorkd mozkomis$nich moka a sér ziskanych v priabéhu 1écby a
klinického sledovani. Vzorky byly rozdéleny do tiech Casovych obdobi od nastupu
klinickych ptiznaka: obdobi 1 (8 pacientl, ¢asovy bod odbéru vzorkli: median 40 dnt,
rozmezi 4-60 dni), obdobi 2 (7 pacientli, casovy bod odbéru vzorki: median 173 dnd,
rozmezi 143-200 dnt1), obdobi 3 (6 pacientl, casovy bod odbéru vzorkii: median 390 dnd,

rozmezi 320-776 dntt).

K maximu tize klinickych projevii doslo u vSech pacienti do 30 dnt od zacatku
onemocnéni (median 23 dntli, rozmezi 6-30 dnli). Doba zotaveni trvala mésice, mRS
vyznamn¢ poklesla v obdobi 2 (median mRS = 2) ve srovnéni s obdobim 1 (median mRS =
4, P=0,00006). Klinické zlepseni pokracovalo do obdobi 3 (median mRS = 1), ackoli tento
vysledek nebyl vyznamny. U jedné pacientky doslo k obzvlasté tézkému pribéhu

onemocnéni.

Vsichni pacienti byli 1é¢eni dle platnych mezinarodnich doporuceni. Terapie byla zahajena
do 60 dni od zacatku onemocnéni ve vSech piipadech krom¢ jednoho pacienta (median 21
dni, rozmezi 6-320 dni). Jedné pacientce v komatu, refrakternim na 1écbu, byla podana

experimentalni terapie.

Na pocatku onemocnéni (obdobi 1) byly signifikantné zvySené hladiny chemokint
CXCL10 a CXCLI13 v mozkomiSnim moku, hladina CXCL10 zistavala vyznamné
zvySend 1 v nasledujicim obdobi 2. Hladiny cytokinti INFy, TNFa a IL-17A souvisejicich s
Th bunéfnou imunitni odpoveédi byly v mozkomiSnim moku zvySené po celou dobu
sledovani v porovnani s kontrolami, stejné¢ jako hladina IL-15. Koncentrace IL-7 v
mozkomisnim moku byla u pacienti ve srovnani s kontrolami mirné zvySena az
v pozdé¢jSich fazich onemocnéni (béhem obdobi 2 a 3). Hladiny CXCL10 a CXCL13
pozitivn¢ korelovaly s pleocytézou. V séru jsme nezaznamenali Zadné vyznamné rozdily. V
hladinach zbylych chemokini a cytokini nebyly pozorovany rozdily, nebo byly pod

detekénim limitem.

Soucasné jsme se izolované zaméfili na pacientku s extrémné tézkym prib&hem, u které 1
pies v€asnou imunoterapii trvala progrese onemocnéni 28 dni a nésledné ziistala 344 dni v
kématu. Hodnotili jsme 9 parovych vzorkli mozkomisniho moku a séra, které byly
odebrany béhem 25 mésicniho obdobi sledovani. V prvnich dvou vzorcich, kdy dochézelo
k horSeni klinického stavu, byla pozorovdna progrese pleocytozy (7/ul, resp. 77/ul) a

vyrazn¢ zvySené hladiny vSech zkoumanych chemokinii a cytokinl. ZvySeni hladiny
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CXCLI10 dokonce ptedchazelo zvySeni hladin CXCL13 a BAFF a tyto koncentrace
dosahovaly nejvysSich hodnot ze vsech pacientl. V nasledujicich vzorcich z obdobi
komatu jiz pleocytdéza nebyla piitomna a hladiny CXCL10, CXCL13 a BAFF nebyly
zvysené. Naproti tomu zlstdvalo zvySeni hladin INFy, TNFa a IL-17A, IL-7 a IL-15 v
mozkomi$nim moku po celou dobu sledovani a k jejich poklesu doslo pfechodné az kratce

pted klinickym zlepSenim.

Nase studie zamétujici se na komplexni spektrum chemokinil a cytokinti v priabéhu anti-
NMDAR encefalitidy ukézala vyznamné zmény hladin chemokinti souvisejicich s T a B
lymfocyty (CXCL10 a CXCL13) v mozkomi$nim moku. Vyrazné zvySené hladiny téchto
chemokinii byly pozorovany v casné fazi onemocnéni, kdy byly klinické ptiznaky
nejvyrazngj$i. Jejich hladiny navic korelovaly s pleocytézou mozkomisniho moku.
Zajimavé je, ze pocatecni hladiny CXCL10 a CXCL13 byly nejvyssi u nejkomplikovanéjsi
pacientky béhem jejiho rychlého klinického zhorSovéani. Béhem nasledujicich obdobi se
hladiny téchto chemokini sniZzovaly. CXCLI13 byl nedavno navrZzen jako biomarker
1é¢ebné odpoveédi u anti-NMDAR encefalitidy (Leypoldt F. et al., 2015). Nase zjisténi
tykajici se CXCL10 a CXCLI13 vyvolala otdzku, zda by pocateéni hladiny téchto

chemokinli mohly byt potencialnimi prediktivnimi biomarkery zadvaznosti onemocnéni.

Ptredpoklada se, ze B lymfocyty v kompartmentu CNS prezivaji diky hladindim BAFF
(Peery H.E. et al., 2012), které byly diive studovany u jinych patologii CNS spojenych s B
lymfocyty (Krumbholz M. et al., 2012; Pranzatelli M.R. et al., 2013). Navzdory tomuto

ocekavani nebyly v nasi studii zjisStény zadné vyznamné rozdily v koncentracich BAFF.

Dale jsme uvazovali, Ze by se na imunopatogenezi onemocnéni mohly podilet T lymfocyty
a zkoumali soubor specifickych cytokinii odrazejicich jejich zapojeni. Na zvifecich
modelech bylo zjisténo, Ze Thl7 lymfocyty ucinnéji podporuji B lymfocyty mimo
zarodec¢nd centra nez Thl lymfocyty (Patakas A. et al., 2012). Nase méteni ukazala mirné,
avsak vyznamné zvySeni hladin INFy, TNFa, IL-17A, IL-7 a IL-15 v mozkomi$nim moku
po celou dobu zkoumaného obdobi. Vyznam té€chto zjisténi zlistdval nejasny a vyZadoval

dalsi zkoumani.

Zavérem této prace lze shrnout, ze elevace chemokinill a cytokinli pouze v mozkomi$nim
moku podpofila hypotézu o kompartmentalizaci imunopatologického procesu v prubéhu
anti-NMDAR encefalitidy v oblasti CNS. Dynamika hladiny CXCL10 a CXCL13 svédcila
pro to, ze k chemoatrakci imunitnich buné¢k do CNS dochazi zejména v Casnych fazich

onemocnéni. Roli T lymfocytl u anti-NMDAR encefalitidy jsme neobjasnili, nicméné nase
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zjisténi tykajici se elevace CXCL10, IFNy, TNFa, IL-17A a IL-15 poukazuje na jejich

pravdépodobné zapojeni v imunopatogenezi onemocnéni.

5.4 Studie ¢. 4: Analyza Gcinku imunoterapie u Rasmussenovy encefalitidy

Rasmussenova encefalitida se projevuje nahlym rozvojem katastrofické farmakorezistetni
epilepsie u dfive zdravych déti, typicky v pfedskolnim véku. Ve vétSiné piipadu je
postizend pouze jedna z hemisfér, ta postupné atrofuje a rozviji se kognitivni deteriorace
s hybnou parézou na kontralateralni poloving téla. Etiologie onemocnéni zatim neni jasna,
predpoklada se imunitni podklad (Varadkar S. et al., 2014). Imunohistochemické studie
ukédzaly komplexni zapojeni T lymfocyth v mozku a vliv granzymu B na neurony a
astrocyty, ale cilové antigeny dosud nebyly identifikovany (Bauer J. et al., 2007; Al Nimer
F. et al., 2017). Klondlni expanze CD8+ T lymfocytt v CNS je vyraznym rysem
Rasmussenovy encefalitidy. Sekvenovani receptord CD8+ T lymfocytl odhalilo, Ze klony
nalezené v mozku expanduji i na periferii a pretrvavaji roky. (Schwab N. et al., 2009;
Schneider-Hohendorf T. et al., 2016). Klony CD4+ i CD8+ T lymfocyti produkuji
mnozstvi cytokinti (Al Nimer F. et al., 2017). V jednotlivych ptipadech ¢i malych
skupinach pacientll byl popsén efekt imunosupresivni a imunomodulaéni terapie. Doposud
je vsak jedinou moznosti jak ovlivnit epilepsii neurochirurgicky zakrok, béhem kterého

dochézi k funkénimu rozpojeni obou hemisfér, takzvana funk¢éni hemisferotomie.

V této praci jsme analyzovali vzorky mozkomis$nich mokd, krve a posléze 1 mozkové tkané
u 7 déti s Rasmussenovou encefalitidou, které¢ podstoupily funkéni hemisferotomii.
Hodnotili jsme vliv pouZzité imunoterapie na imunologické parametry v mozkomiSnim
moku a patologické ndlezy v mozkové tkani. Srovnavali jsme lymfocytarni subpopulace a
12 chemokint a cytokinli v mozkomi$nim moku a krvi mezi pacienty a kontrolami. U tyt
pacientd, ktefi méli opakované odbéry jsme hodnotili dynamiku vyse uvedenych parametra.
Celkem se nam podafilo ziskat 24 vzorkili mozkomiSnich mokt, 30 vzorka krve a 45
vzorkd mozkové tkdn€ odebrané z riznych ¢asti mozku beéhem neurochirurgického vykonu.
Spravna diagnoéza byla stanovena se zpozdénim od vyskytu prvnich pfiznakd onemocnéni
(medidn 9 mésich; rozmezi 1-115) (Tab. 6). Imunoterapie byla ve vSech ptipadech zahéjena
v dobé farmakorezistentni epilepsie, vyjimkou byl jeden pacient, ktery dostdval nizkou
davku perordlnich steroidi v prodromdlni fazi kviali abnormdalnimu zobrazovacimu
vySetfeni mozku. Byly pouzity rtizné typy imunoterapie (Tab.7), ale z4dnd z terapii

nezvratila refrakterni epilepsii, ackoli u vSech pacientd doSlo k ur¢itému docasnému
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pozitivnimu ovlivnéni klinického stavu. Hemisferotomie byla nakonec provedena u vSech

pacientli (median 26 mésict od zacatku onemocnéni, rozmezi 12-126).

Hladiny chemokini CCL2/MCP-1, CXCLS8/IL-8, CXCL10 a CXCL13 a cytokinti IL-4, IL-
6, IL-7, IL-10, IL-15, IL-17A a IFNy byly méfené pomoci multiplexové analyzy Luminex,
hladina BAFF pak pomoci metody ELISA. Ke stanoveni lymfocytarnich subpopulaci v
mozkomisnich mocich, krvi a tkanich jsme vyuzily pritokové cytometrie. Odebrané tkan¢
byly dale vysetfeny histologicky a imunohistochemicky se zaméfenim na pfitomnost glie a

populaci B a T lymfocyti.

Tab. 6: Shrnuti demografickych a klinickych udajt.

Pacient postiZena prodromy Doba od prvnich piiznaki (mésice)
hemisféra (mésice)
do imunoterapie | do diagnézy | do operace

P1 dominantni 3 12 12 44

P2 dominantni 2 5 7 26

P3 nedominantni 1 2 1 22

P4 nedominantni 5 5 5 12

P5 nedominantni 1 3 9 13

P6 nedominantni 0,5 3 9 69

P7 nedominantni 1 115 115 129

Tab. 7: Shrnuti imunoterapie: IVIG — intraven6zni imunoglobuliny, AZA — azathioprin, TAC — tacrolimus,
MMF — mykofenolat mofetil, CPA — cyklefosfamid, RTX — rituximab, NAT — natalizumab, ALEM -

alemtuzumab, ITMTX — intrathekalni metotrexat

Pacient Piehled imunoterapie
ALE
Kortikoidy | IVIG | AZA/TAC/MMF | CPA RTX NAT M | ITMTX
P1 ano ano ano ne ano ne ano | ano (8x)
ano
P2 ano ano ne (4x) ne ano ne ne
ano
P3 ano ano ne (4x) ne ne ne ne
ano
P4 ano ano ne (4x) ne ne ne ne
PS5 ano ano ano ne ne ne ne ano (1x)
P6 ano ano ano ne ne ne ne ne
P7 ano ano ne ne ne ne ne ne

Histopatologické nalezy v dob¢ hemisferotomie odpovidaly diagndéze Rasmussenovy
encefalitidy u vSech pacientt. Identifikovali jsme tii odlisné vzorce: A) U P1, P2 a P4 -

nizka zanétliva aktivita s ojedinélymi lymfocyty, bez neuronofagie a gliovych uzll, mirna
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glidza a minimalni kortikalni atrofie. B) U P3 a P5 — vyrazna zanétliva aktivita s hojnymi
lymfocytarnimi infiltraty, neuronofagii, gliovymi uzliky, vyraznou gliézou a kortikalni
atrofii. C) U P6 a P7 - mirna zanétliva aktivita s ojedinclymi lymfocyty, ojedin€la gliové

uzliky, stiedni az tézka glidza a difuzni kortikalni atrofie.

Pratokova cytometrie mozkovych tkani potvrdila, ze vétSinu infiltrujicich lymfocyta
tvotily T lymfocyty s fenotypem CD8+ a riznymi stavy aktivace, ve tkanich byly rovnéz
zjistény CD4+ T lymfocyty a nckolik CDI19+ B lymfocyti. Interpretace rozdild v
subpopulacich lymfocyti u jednotlivych pacienti souvisela s odpovidajicim

histopatologickym obrazem.

Subpopulace lymfocyti a hladiny chemokint a cytokinii byly porovnany ve vzorcich sér a
likvori odebranych po zahajeni imunoterapie s kontrolami, aby se zjistily pfetrvavajici
rozdily. Na rozdil od mozkové tkané jsme ve vétSin€ vzorkli mozkomisniho moku od
1é¢enych pacientl a kontrol pozorovali T lymfocyty s ptevahou fenotypu CD4+ a zadné B
lymfocyty. Celkova populace CD8+ T lymfocyti byla vyssi ve vzorcich mozkomisnich
mok pacientt (P = 0,0048). Co se ty¢e hladin chemokint/cytokini, CXCL10, CXCL13 a
BAFF byly zvySeny ve vzorcich mozkomiSnich mokl 1é€enych pacientd ve srovnani s

kontrolami (P < 0,008 pro vSechny).

Nakonec jsme oddélen¢ analyzovali vzorky, které byly ziskany od P1-3 a P5 v riznych
casovych obdobich jejich onemocnéni a ve vztahu k jejich terapii. Ze vSech zkoumanych
parametrl jsme se zaméfili zejména na dynamiku téch parametri, které ve vySe popsanych
analyzach vykazovaly rozdily mezi pacienty a kontrolami (tj. subpopulace CD8+ T

lymfocytlh a CXCL10, CXCL13 a BAFF).

U pacienta P1 byly na rozdil od okamzité deplece subpopulaci CD4+ a CD8+ T lymfocyth
v krvi po podéni alemtuzumabu (1-2 %), tyto subpopulace stile detekovatelné v
mozkomi$nim moku. Procento CD8+ T lymfocytid se v mozkomiSnim moku po podani
alemtuzumabu dokonce zvysilo (41 %) a poté kontinudln¢ klesalo a zlstalo nizké. Pomér
CD4+/CD8+ v mozkomisnim moku ziistaval trvale > 1. Na rozdil od mozkomi$niho moku
se CD8+ T lymfocyty v krvi repopulovaly rychleji nez CD4+ T lymfocyty. Kromé toho
byly v krvi a mozkomiSnim moku b&hem obdobi po deple¢ni terapii alemtuzumabem
pozorovany rizné zmény hladin chemokinli a cytokini. Pozoruhodné je, Ze hladiny
CXCL10, CXCL13 a BAFF v mozkomisnim moku byly zpoc¢atku vSechny nad 95.
percentilem kontrol, a ptestoze se produkce CXCL10 a CXCL13 v mozkomi$nim moku po

podani biologické 1écby napadné¢ snizila, hladiny stale zistdvaly nad timto percentilem.
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U pacienta P2 po 12 davkach natalizumabu, kterému ptedchézelo podani cyklofosfamidu,
byl ve vzorku mozkomiSniho moku zjiStén zvrat poméru CD4+/CD8+ ve srovnani se
vzorkem odebranym béhem 1€¢by steroidy a intravenoznimi imunoglobuliny (0,74 vs. 2,4).
Hladiny CXCL10, CXCL13 a BAFF v mozkomi$nim moku byly nad 95. percentilem

kontrol a pfi 1€¢bé natalizumabem se hladiny téchto chemokint dale zvysily.

U pacienta P3 po tfech davkach cyklofosfamidu a u pacienta PS5 bezprostiedné po podani
intraven6zniho methylprednisolonu a intraven6znich imunoglobulini bylo pozorovano
snizeni procenta CD8+ T lymfocyti v mozkomiSnim moku. Hladiny CXCL10, CXCL13 a

BAFF v mozkomiS$nim moku se snizily, ale ziistaly nad 95. percentilem kontrol.

Nase prace ukazala, Ze trvala a agresivni imunoterapie zamétend na T lymfocyty zmirnila
zanét v mozkovém parenchymu pacienti s Rasmussenovou encefalitidou. Terapeuticky
pfistup zahrnujici alemtuzumab a intrathekdlni metotrexat byl nejucinnéjsi, ale se
zavaznymi nezddoucimi ucinky (Liba Z. et al., 2017). Fakt, Ze u naSich pacientl
pretrvavala katastroficka epilepsie navzdory vyznamnému poklesu zanétlivé aktivity
v mozkové tkani, naznacuje relativni nezdvislost zdchvatové aktivity na pfitomnosti zanétu
v pozd¢jSim pribéhu onemocnéni. K objasnéni toho, zda je agresivni imunoterapie
zaméfena na T lymfocyty v Casné fazi onemocnéni schopna zabranit dal§i progresi
Rasmussenovy encefalitidy a katastrofické epilepsii, je zapotiebi dalSich studii (Liba Z. et
al., 2015). NaSe vysledky jsou v souladu s pfedchozimi klinickymi pozorovanimi, kdy se
zdélo, Ze imunoterapie u pacientd s jiz rozvinutou katastrofickou epilepsii spiSe zpomaluje
funkéni pokles, nezli ovlivitluje zachvatovou aktivitu (Bien C.G. et al., 2013; Takahashi Y.
et al., 2013). Nedavna studie vyuzivajici zvifeci model tato pozorovani dale podpofila
(Kebir H. et al., 2018). Aktudlni diagnosticka kritéria, nedostatek Casnych klinickych
pfiznakli a laboratornich biomarkerti specifickych pro onemocnéni vSak obvykle
neumoziuji lékaiim zah4jit imunoterapii diive, nez ve stadiu s jiZz Castymi zachvaty a

probihajici atrofizaci mozku.

Zajimavé bylo ptetrvavajici zvySeni prozanétlivych chemokinti a BAFF v mozkomiSnim
moku 1 béhem terapie cilené na lymfocyty, coz naznauje, ze se na patologii
Rasmussenovy encefalitidy mohou podilet 1 dal$i mozné mechanismy, které by mély byt
zkoumany spolu s moznostmi 1é¢by zaméfené na chemokiny a cytokiny. Na epileptogenezi
se obecné podili také vrozend imunita, ktera spolu s adaptivni imunitou pfispiva k udrzeni

epileptické aktivity rtizného ptivodu (Ravizza T. et al., 2008; Webster K.M. et. Al., 2017).
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Jiz byla provedena pilotni studie s anti-TNFa terapii u pacientl s Rasmussenovou

encefalitidou, ktera pfinesla slibné vysledky (Webster K.M. et al., 2017).

Zavérem lze shrnout, Ze terapie cilend na T lymfocyty snizila miru zdnétu v mozkové
tkani. Navzdory terapii zistaly distribuce CD8+ T lymfocytd a hladiny CXCL10,
CXCL13 a BAFF v mozkomisnim moku pacienti ve srovnani s kontrolami vysoké.
Prestoze zadna z terapii neméla efekt na farmakorezistentni epilepsii a pouze prechodny
efekt na funkcni klinicky stav pacientl, se jako nejicingj$i na redukci zanétu jevila
kombinace alemtuzumabu a intrathekalniho metotrexanu. Tato kombinovand imunoterapie
vedla ke sniZeni histopatologickych zanétlivych zmén véetné poctu aktivovanych CD8+ T-
lymfocytl v mozkové tkani a produkci chemokinil a cytokinli v mozkomi$nim moku. Dané
poznatky mohou do budoucna pfinést nové terapeutické cile a moznosti tohoto

devastujiciho onemocnéni.

5.5 Studie €. 5: Akutni myelitida u déti — soubor 20 pacienti
V této praci jsme méli za cil upozornit na soucasnou problematiku akutni myelitidy v

détském veéku a sdilet nase zkusenosti s touto diagnézou na ilustrativnim souboru pacientt.

U 20 détskych pacientd s akutni misni 1ézi, kde byla zvazovana zanétliva etiologie, jsme
provedli analyzu klinickych a paraklinickych dat. Zajimala nas vysledna diagnoza, zda se
jednalo o infek¢ni, autoimunitni ¢i idiopaticky zanét michy nebo neobjasnéné miSni
onemocnéni s diferencidlné diagnostickou moznosti zanétlivé etiologie. Pfipadné zda byla
naplnéna diagnosticka kritéria pro roztrousenou sklerézu (RS) ¢i neuromyelitis optica a jeji
spektrum (NMO/NMOSD) dle aktualnich mezinarodnich doporuceni pro pediatrickou
populaci (Tab. 8).
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Tab. 8: Etiologie, diagnoza a zakladni laboratorni nalezy pfi prvni manifestaci onemocnéni; * vysledek pii

opakovani vySetfeni do 48h, ** pfitomnost zanétlivych zmén na MR mozku podporujici diagnézu CIS/RS

nebo NMOSD, *** ptitomnost > Sbunék/ulL

Pohlavi pozitivni pleocytéza ***
cer Zitivni - Zrar
. . Kone¢na - pozitivni nalez na . oligoklonalni
Etiologie | yjiagnoza | V&K MRmichy | MCZMR | @ ez, mediin) | produkce IgG
mozku ,
(divky:chlapci)
- iova 0/1 0/1 17 0/1
Infekéni Bore!l9va 7 let 0:1
(n=1) myelitida
(difuzni postizeni) (1106 bb/ul)
12-17 let 8/8 4/8 8/8
RS/CIS (medién 71 718
. v n=g) 15let) (3 solitarni loZisko, (8-17 bb./uL, 13
Auzg[ﬂ;l?)'tm = 5 difuzni postizeni) bb./ul)
NMOSD 6-15 let 3/3 313 0/3
_ (median 1:2 2/3 (60-254 bb/uL,
(n=3) 14 let) (3 obraz LETM) 230 bb/uL)
6/8 vstupné, 8/8 0/8 vstupné, 1/8
fi kontrole* fi kontrole* 1/8
Idiopatickal 4-17 et pfi kontrole pfi kontrole
nejasna (medién 2:6 (6 LETM, 1 solitér- 0/8
(n=8) 12 let) ni loZisko, 1 difuzni (7 bb./uL)
postizeni)

Infekéni borreliova etiologie byla prokdzana u jednoho pacienta.

Autoimunitni etiologie akutni myelitidy byla jednozna¢né prokdzéna u 11 pacientl. V
okamziku manifestace myelitidy splnilo 6 pacientii diagnosticka kritéria pro roztrouSenou
sklerézu a 2 pacienti byli diagnostikovéani jako klinicky izolovany syndrom. U obou
nasledovala radiologicka progrese pti kontrolni magnetické rezonanci mozku za 3 mésice a
naplnila se tak diagnostick4 kritéria definitivni roztrousené skler6zy. Diagnosticka kritéria
pro neuromyelitis optica a jeji spektrum splnili dva pacienti v okamZziku manifestace
myelitidy a jeden v priibéhu sledovani. U vSech doslo po prvni atace k upravé ad integrum,
ale v dal$im prib¢hu se u vSech v souladu s diagnézou objevila recidiva neurologickych

obtiZi a pacienti zistali na dlouhodobé imunosupresivni terapii.

Diagnéza idiopatické myelitidy byla stanovena u péti chlapct. Ctyfi vyvinuli ndhly obraz
kompletni transverzalni miSni léze a jeden se manifestoval hemiparézou. Radiologicky
nalez ukazoval rozsdhlé misSni postiZzeni charakteru longitudindlni extenzivni myelitidy
(LETM). Imunoterapie v akutni fazi méla jen Castecny efekt, bylo nutné ji eskalovat. Pouze
u jednoho chlapce doSlo k upravé neurologického nalezu ad integrum. U ostatnich
pfetrvaval neurologicky deficit, tfi z péti chlapcii zlstali bez obnoveni samostatné chiize
bez opory. U zadného z téchto pacientii vSak nedosSlo ve sledovaném obdobi k recidivé

neurologickych potizi.
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Neobjasnéna diagndéza s moznou zanétlivou etiologii zlstala u tii pacienti. U jednoho
chlapce s rychlym rozvojem kompletni transverzalni misni léze se zvazovala miSni
ischemie. U jedné¢ divky piedchézela rozvoji miSnich projevii paréza licniho nervu
boreliové etiologie, pfestoze se boreliovou etiologii myelitidy nepodafilo prokazat, 1écba
antibiotiky byla s dobrou odezvou. Posledni pacientka méla mirné misni projevy a lozisko
na mise podezielé z tumoru. S odstupem 4 let se u této pacientky objevily nespecifické
systémové potize a nové demyelinizacni zmény v oblasti mozku v atypické lokalizaci pro

roztrouSenou skler6zu. Konecné diagnoza nebyla zatim stanovena.

Na ilustrativnim souboru déti jsme ukazali, ze akutni myelitida maze byt jak samostatnym
onemocnénim, tak jednim ze symptoma komplexnich neurologickych onemocnéni a ze je
provazena rliznou tizi neurologického postizeni s rozdilnymi laboratornimi a
radiologickymi nélezy, a to i s ohledem na kone¢nou diagnézu. Diagnoza CIS, definitivni
RS nebo NMO/NMOSD v okamzZiku manifestace akutni myelitidy umozni vcasné zahajeni
specifické terapie a zlepsi dlouhodobou progndzu. RozliSeni mezi jednotlivymi klinickymi
entitami miize vSak byt ndro¢né, vstupni laboratorni a radiologické nalezy mohou byt
nejednoznacné. Nejvice kontroverzni je diagnéza idiopatické myelitidy a pfistup k
pacientim s akutn€ vzniklou transverzalni miSni 1ézi a normdlnim likvorovym nebo
radiologickym nélezem. Dulezité je dlouhodobé komplexni sledovani pacientii po prob&hlé
epizodé misSniho postizeni. V naSem souboru byla akutni myelitida prvnim projevem
relabujiciho onemocnéni u vice jak poloviny pacientti (55%). Sedm pacientti (35 %) mélo
navic normalni vstupni nalez v mozkomiSnim moku (bez pleocytézy a oligoklondlni
produkce IgG), z toho se jednalo o Sest chlapcii s téZzkym neurologickym deficitem a
rozsahlym radiologickym postizenim michy (LETM). Nahly rozvoj kompletni
transverzalni misni 1éze (< 4 h) v kombinaci s normalnim likvorovym a inicialnim
radiologickym nalezem obvykle budi podezieni na miSni ischemii a vede k nejistote stran
eskalace imunosupresivni terapie (Transverse Myelitis Consortium Working Group, 2002).
Misni ischemie je vSak u déti bez rizikovych faktorti extrémné vzacna a jeji prikaz je
velmi ndro¢ny (Vargas M.L. et al., 2014). Diagndza idiopatické myelitidy ani rychly rozvoj
transverzalni misni 1éze nevylucuji autoimunitni postizeni (Deiva K. et al., 2015). Na
naSem pracovisti jsme se u péti pacientll se zavaznym neurologickym deficitem rozhodli
eskalovat imunoterapii, i ptes nejistotu zakladni diagnozy a u tii se ndm podafilo podstatné
zlepsit neurologicky nélez, obnovit samostatnou chiizi a ziskat kontrolu nad sfinktery. Pti
eskalaci imunosuprese jsme obecné vychdzeli z naSich zkuSenosti a literarnich udaji

(Deiva K. et al., 2015; Absoud M. et al., 2016). Prognéza myelitidy byla zavazna, u ti

50



pacientl zlstala neschopnost chiize se sfinkterovou poruchou. V souladu s literaturou byla
nepifiznivd prognéza spojena s rychlym rozvojem klinickych pfiznakd, rozsahlym

postizenim michy a absenci pleocytdzy v likvoru (Deiva K. et al., 2015).
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6 SOUHRN

V  poslednich letech v civilizovanych zemich stidle narGstd pocet imunitné
zprosttedkovanych ~ onemocnéni, kdy dochazi k postizeni vlastnich tkani
imunopatologickym procesem, pfic¢emz centralni nervovy systém ma v tomto ohledu urcita
specifika. Autoimunitni onemocnéni centralniho nervového systému patii mezi vzacna
onemocnéni, frekvence a zastoupeni jednotlivych diagnéz u déti neni presné znama. Je
popsano né¢kolik  jasnych klinickych jednotek (napi. akutni disseminovana
encefalomyelitida, roztrouSena skler6za, a-NMDAR encefalitida) a v poslednich letech
dochazi k ur¢ovani novych (napt. MOG-IgG asociovana onemocnéni). Navic stale existuji
pacienti, u nichz se pfedpokladd autoimunitni pti¢ina neurologickych projevii, ale nebyli
zafazeni do z4dné dosud znamé klinické jednotky. V takovych ptipadech panuji rozpaky
nad zahdjenim imunosupresivni ¢i imunomodulaéni terapie. I pfes dosavadni pouzivané
diagnostické metody je pritkkaz autoimunitni etiologie neurologickych potizi obtizny. Proto

se stale hledaji nové moznosti, které by diagnostiku usnadnily.

V této praci jsme se zaméfili na vySetieni cytokinii a chemokinli v mozkomi$nim moku a
séru u pacientd s autoimunitnim postizenim centrdlniho nervového systému, jakozto
markeri zadnétu. Objevili jsme jejich mozné vyuziti v diagnostice zanétu centralniho
nervoveého systému, pokud bézné dostupné vysetfovaci metody selhavaji. Stejné tak by se
pomoci hladin nékterych chemokini mohl monitorovat efekt imunoterapie, ¢i predikovat
relaps nékterych autoimunitnich onemocnéni. NaSe zjisténi také pomahaji poodhalit
patogenezi danych onemocnéni, coZ by v budoucnu mohlo pfispét k cilenéjsi a efektivnéjsi

terapii.

Stanoveni hladin nékterych cytokind a chemokint se jiz dostalo do bézné praxe, nicméné
v neuroimunologii je jejich vyuZiti stale jeSté v procesu zkoumani, ale do budoucna se zde

skryva velky potencial.
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7 SUMMARY

In recent years, the number of immune-mediated diseases in civilized countries is
increasing, when the body's own tissues are affected by immunopathological processes.
The nervous system has certain specificities in this regard. Autoimmune diseases of the
central nervous system are the rare diseases, and the frequency and representation of each
diagnosis in children is not precisely known. Several clinical entities have been described
(e.g., acute disseminated encephalomyelitis, multiple sclerosis, a-NMDAR encephalitis)
and new ones have been identified in recent years (e.g., MOG-IgG associated diseases). In
addition, there are still patients who are thought to have an autoimmune cause for their
neurological problems but they have not been included in any known clinical entity yet. In
such cases, there is confusion over the initiation of immunosuppressive or
immunomodulatory therapy. Despite the diagnostic methods used to date, the proof of an
autoimmune etiology of neurological disorders is difficult. Therefore, new options are

constantly searching for to facilitate diagnosis.

In this study, we focused on the examination of cytokines and chemokines in cerebrospinal
fluid and serum in patients with autoimmune involvement of the central nervous system as
markers of inflammation. We discovered their potential use in the diagnosis of central
nervous system inflammation when commonly available investigative methods fail.
Similarly, the levels of some chemokines could be used to monitor the effect of
immunotherapy or to predict the relapse of some autoimmune diseases. Our findings also
help to shed light on the pathogenesis of these diseases, which could contribute to more

targeted and effective therapies in the future.

Determination of levels of some cytokines and chemokines has already entered routine
practice. However, their use in neuroimmunology is still under investigation, but there is

great potential for the future.
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