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Abstrakt

Neurofilamenta jsou zakladni strukturni komponentou cytoskeletu neurond, kde
plni fadu funkci. Skladaji se ze 3 podjednotek: lehky Fetézec (NfL); stfedni fetézec
(NfM) a tézky fetézec (NfH). Tyto podjednotky jsou jesté doplnény a-internexinem
v centralni nervové soustavé (CNS) nebo peripherinem v periferni NS. Vlivem rlznych
patofyziologickych procesu dochazi ke zvySenému uvolfiovani neurofilament do
extracelularniho prostoru, kde mohou interagovat se slozkami imunitniho systému.
Vzhledem k zapojeni imunitniho systému do patogeneze neurodegenerativnich
onemocnéni a mensi mife znalosti o protilatkové odpovédi na neurofilamenta, je
vhodné tyto informace co nejvice rozsifit. Stanoveni volnych neurofilament dopinéné
o analyzu protilatek proti jednotlivym podjednotkdam a jejich vytvorenych
imunokomplext poskytuje SirSi pohled na tuto problematiku. Optimalizovali jsme
metody ELISA pro stanoveni volnych protilatek proti lehkym a tézkym fetézcum
neurofilament spolu s odpovidajicimi imunokomplexy pro analyzu v séru
i mozkomisSnim moku. Zavedeni metodiky na stanoveni protilatek proti lehkému
a tézkému fetézci neurofilament a odpovidajicich imunokomplexu je predpokladem pro
analyzu uvedenych parametrd vséru a mozkomiSnim moku u pacientl
s neurodegenerativnim onemocnénim. Protilatky proti téZkému fetézci neurofilament
byly studovany u pacientli s Alzheimerovou chorobou. Nase vysledky neprokazaly
signifikantni rozdil v avidité téchto protilatek mezi kontrolni skupinou a pacienty
s Alzheimerovou chorobou. Analyza volnych protilatek proti tézkému fetézci
neurofilament spolu s odpovidajicimi imunokomplexy ukazala uzké vztahy mezi
obéma parametry v mozkomisnim moku a signifikantni sniZzeni hladin obou parametru
u pacientd s mirnou kognitivni poruchou oproti kontrolni skupiné kognitivné zdravych
starSich osob, v pfipadé volnych protilatek pak i oproti pacientiim s Alzheimerovou
chorobou. Stanoveni protilatek proti neurofilamentim a odpovidajicich
imunokomplext ve vétSich souborech pacientd muaze poskytnout informace, které

doplni nase znalosti o uvolfovani neurofilament i o protilatkové odpovédi proti nim.

Klicova slova: neurofilamenta, protilatky, imunokomplexy, neurodegenerativni

onemocnéni, ELISA, sérum, mozkomis$ni mok



Abstract

Neurofilaments are the key structural component of the cytoskeleton of
neurons, where they are essential for many functions. They consist of 3 subunits: light
chain (NFL); medium chain (NfM) and heavy chain (NfH). Except neurofilament
proteins there is also a-internexin in the central nervous system (CNS) or peripherin in
the peripheral NS. Due to various pathophysiological processes, neurofilament
proteins are released into the extracellular space, where they can interact with the
components of the immune system. While the involvement of the immune system in
the pathogenesis of neurodegenerative diseases is obvious, less knowledge about the
antibody response to the neurofilament proteins is available. It is eligible to expand our
knowledge in this area. Determination of free antibodies against neurofilaments
together with their immune complexes with corresponding antigen provides us more
detailed insight into the antibody immune response against neurofilaments. We have
optimized the ELISA methods to determine free antibodies against light and heavy
chain of neurofilaments together with their corresponding immunocomplexes in both
serum and cerebrospinal fluid. Implementation of these methods is precondition for
analysis of those parameters in serum and cerebrospinal fluid of patients with
neurodegenerative diseases. Antibodies against a heavy neurofilament chain were
studied in patients with Alzheimer's disease. Our results did not show a significant
difference in the avidity of these antibodies between the control group and the patients
with Alzheimer's disease. Analysis of free antibodies against heavy neurofilament
chain together with corresponding immunocomplexes showed close relationship
between these two parameters in cerebrospinal fluid and a significant reduction in
levels of both parameters in patients with mild cognitive disorder compared to the
elderly cognitively normal people. Free antibodies showed also significant decrease
when compared with Alzheimer’s disease patients. Further analysis of antibodies
against neurofilaments and their immunocomplexes in larger cohorts of patients with
neurodegenerative diseases could give us a valuable additional knowledge about

releasing of neurofilaments and antibody response against them.

Key words: neurofilament proteins, antibodies, immune complexes,

neurodegenerative diseases, ELISA, serum, cerebrospinal fluid
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Seznam pouzitych zkratek

AD Alzheimerova choroba

Ach acetylcholin

Al aviditni index

ALS amyotroficka lateralni skler6za

ANOVA analyza rozptylu

APP amyloidovy prekursorovy protein

AU arbitrarni jednotky koncentrace

BSA bovinni sérovy albumin

Cdk cyklin-dependentni kinasa

CE-IVD in-vitro diagnostic medical device — certifikace dle norem EU
CIS klinicky izolovany syndrom

CNS/PNS centralni/periferni nervova soustava

Da dalton, jednotka molekulové hmotnosti

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ERK extracellular signal-regulated kinase — fosforylujici kinasa
Fc krystalizovatelny fragment

FTD frontotemporalni demence

GSK glycogen synthase kinase — fosforylujici kinasa

HRP kfenova peroxidasa

lg imunoglobulin

IgY slepici protilatka

IVIG intravenosni imunoglobuliny

JNK c-Jun N-terminal kinase — fosforylujici kinasa

M mol/l

MAP mitogen-activated protein — oznaceni kinasy

MCI mirna kognitivni porucha

MMSE mini-mental state examination — neuropsychologickeé vysetfeni
Mr molekulova hmotnost

MRI magnetic resonance imaging — zobrazovaci vySetfovaci metoda
Nabs naturally occuring autoantibodies — specificky typ protilatek
Nf neurofilamenta

NK natural killer — typ bunék imunitniho systému
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PBS phosphate buffered saline - pufr

PD Parkinsonova choroba

PET positron emission tomography — zobrazovaci vySetfovaci metoda
RS roztrousena skleréza

RT laboratorni teplota

SIMOA single-molecule array — vysoce citliva metoda detekce protein(
TMB 3,37,5,5 -tetramethylbenzidin
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1. Uvod

Neurofilamenta jsou zakladni komponentou cytoskeletu neuronu. Jsou intenzivné
studovana u raznych typu neurologickych onemocnéni, zejména
neurodegenerativnich, ale i traumatického poskozeni centralniho nervového systému
(CNS). Postupné se zacalo i se studiem protilatek proti neurofilamentim
a objasnovanim jejich vyznamu pro patogenezi i klinické hodnoceni u vybranych
neurologickych onemocnéni. RozSifeni poznatkl také o analyzu imunokomplexu
neurofilament a odpovidajich protilatek je tak vhodnym dopinénim sou€asnych znalosti

o charakteru imunitni odpovédi namifené proti této dilezité neurocytoskeletalni slozce.

1.1. Neurofilamenta

1.1.1. Struktura a funkce neurofilament

Neurofilamenta (Nf) patfi mezi IV. typ intermedialnich filament a jsou nejvice
zastoupena v axonech. Tvofi heteropolymery ze 4 podjednotek — NfL (= lehky Ffetézec),
NfM (stfedni fetézec), NfH (tézky fetézec) a a-internexin (v CNS) nebo peripherin
(pFedevsSim v PNS) (Beaulieu, Robertson et al. 1999, Yuan, Rao et al. 2006, Yuan,
Sasaki et al. 2012). Vykazuiji klasickou strukturu intermedialnich filament s ,head”
doménou na N-konci proteinu, centralni (,rod“) doménu s prevazujici helikalni
strukturou a C-terminalni (,tail“) rGzné dlouhou a variabilni doménou. ZjednoduSena

struktura neurofilament je na obrazku 1-1.
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N-konec proteinu centralni doména

(head) (rod domain)
) coil 1a coil 1b coil 2a/b
1-98 99 - 412
N — s — (- — (AT~
1-98 99 - 412

llllllllliItI'I'llllltlll'l'I' -

99 - 412

C-konec proteinu
(tail)

E segment
—C
413 - 544
E1 segment E2
I —c
413 - 916
E segment
N
413 - 1026

Obrazek 1-1: Schéma struktury neurofilamentového tripletu. Upraveno podle (Yuan, Rao et al. 2012), (Szaro and Strong 2010).

NfL
(Mr = 68 kDa)

NfM
(Mr =150 - 160 kDa)

NfH
(Mr = 200 kDa)

s KSP segment

s SP - KE segment
s KEP segment

NfL — lehky Fetézec z angl. light; NfM — stfedni fetézec z angl. Medium; NfH — tézky fetézec z angl. Heavy; Mr — molekulova hmotnost; Da — dalton, jednotka

hmotnosti proteind; E — kyselina glutamova; K — lysin; S — serin; P — prolin
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Centralni doména vykazuje nejvyssi stupefi homologie. N-terminalni (head) doména
obsahuje variabilni po€et mist post-translaénich modifikaci, pfedevsim fosforylaci
a O-glykosylaci (Yuan, Rao et al. 2012). C-terminalni doména (tail) je nejvice variabilni
a lisi se vramci podjednotek. V pfipadé NfM a NfH obsahuje tato doména region
bohaty na aminokyseliny lysin, serin a prolin — KSP region, kde dochazi k fosforylaci
nejCastéji, zejména u NfH, kde mulze byt az 50 fosforylaCnich mist oproti pouze
nékolika fosforylacim na NfL (Julien and Mushynski 1983, Yuan, Rao et al. 2012). Na
fosforylaci téchto regiont se podileji zejména MAP kinasy (p38, ERK1/2, JNK), Cdk5
a GSK3 kinasy (Pant and Veeranna 1995, Veeranna, Shetty et al. 1995, Guidato, Tsai
et al. 1996, Giasson and Mushynski 1997, Veeranna, Amin et al. 1998).
Neurofilamenta tvofi dlouhé valcovité polymery s primérem 10 nm pfedevsim
v myelinizovanych axonech. Skladani polymeru zacina dimerizaci Nf podjednotek pfes
centralni doménu a naslednou formaci tetrameru s anti-paralelni orientaci az po vznik
finalniho polymeru — obrazek 1-2 (Cohlberg, Hajarian et al. 1995, Herrmann and Aebi
2004). Vzajemny pomér podjednotek je uvadén 4:2:1 (NfL:NfM:NfH) jesté s jednou
nebo dvéma podjednotkami peripherinu resp. a-internexinu (Yuan, Rao et al. 2006,
Yuan, Sasaki et al. 2012).

Cela jednotka Tetramer  Dimer

Finalni struktura
polymeru

\NF'M a NF-H C-koncové domény

Obrazek 1-2: Sklddani polymerni struktury neurofilament. Pfevzato z (Szaro and Strong 2010).
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Neurofilamenta se podileji na organizaci a kompartmentaci struktury neuronu
(perikaryon, dendrity, axon). Svoji sitovou strukturou poskytuji ochranu proti
opakovanému mechanickému pnuti bEéhem pohybu, na které se podileji NfM a NfH
C-koncové domény. Tyto domény mohou diky fosforylaci nést rizny naboj (Brown,
Troncoso et al. 1998, Deek, Chung et al. 2016). Neurofilamenta jsou kliCova pro
radialni rast, udrzovani vnitiniho priméru axonu a myelinizaci (Zhu, Couillard-Despres
et al. 1997, Elder, Friedrich et al. 1998, Elder, Friedrich et al. 1998).

Byla popsana i fada mutaci v jednotlivych fetézcich neurofilament u nékterych
onemocnéni jako je napfiklad Charcot-Marie-Toothova choroba, ktera se projevuje
slabosti distalnich svalu. V tomto pfipadé jsou mutace lokalizovany na NfL, zejména
na N-terminalni a centralni doménu. Mutace na NfM a NfH byly nalezeny i u
amyotrofické lateralni sklerézy (ALS) (Perrot and Eyer 2009, Gentil, Tibshirani et al.
2015). Tyto mutace vedou zejména k nestabilité neurofilamentarni struktury, ke

zménam ve skladani podjednotek a jejich akumulaci.

1.1.2. Vyznam stanoveni neurofilament u neurologickych onemocnéni

Prvni informace o zvySené hladiné neurofilament v biologickych tekutinach byly
publikovany v 90. letech 20. stoleti (Rosengren, Karlsson et al. 1996). Nejvice se
stanovuji NfL a NfH pfedevSim v likvoru a postupné s rozvojem citlivéjSich detek&nich
metod (Kuhle, Barro et al. 2016) se prosazuje i stanoveni v séru nebo plasmé.
K uvolnéni neurofilament dochazi i béhem fyziologickych procest v konstantnim
mnozstvi. V pfipadé patologického procesu dochazi k naruseni struktury neuron
a uvolnéni neurocytoskeletalnich komponent, hladiny neurofilament se tak zacinaji
zvySovat vyraznegji.

ZvySené hladiny NfH byly prokazany u roztrousené sklerézy (RS), kde bylo
mozné pozorovat i korelaci s nalezy ze zobrazovacich metod (Lycke, Karlsson et al.
1998, Teunissen, lacobaeus et al. 2009, Kuhle, Leppert et al. 2011, Gnanapavan,
Grant et al. 2013). Pfinosem se zda byt také stanoveni NfH u Alzheimerovy choroby
(AD) a frontotemporalni demence (FTD), kde by se toto stanoveni mohlo uplatnit pfi
odliSeni téchto dvou onemocnéni (Sjogren, Rosengren et al. 2000, de Jong, Jansen et
al. 2007, Pijnenburg, Verwey et al. 2015). V pfipadé NfM byla publikovana studie
ohledné cévnich mozkovych pfihod, kdy hladina NfM v likvoru byla vyrazné vyssi
u hemoragické cévni mozkové pfihody oproti ischemické i kontrolni skupiné a v séru
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pak bylo prokazano zvyseni hladiny NfM u traumatickych poskozeni mozku (Martinez-
Moirillo, Childs et al. 2015). Nové byly nalezeny zvySené hladiny NfM u pacientl
s poruchami schizofrenniho spektra (Runge, Balla et al. 2022).

Nejvice studovanou podjednotkou u neurologickych onemocnéni jsou NfL.
V likvoru bylo patrné zvySeni u vétSiny neurologickych onemocnéni oproti zdravym
kontrolam (Bridel, van Wieringen et al. 2019), kde nejvétsi zvySeni bylo zaznamenano
u ALS a Huntigtonovy choroby. Podobné jako NfH se i NfL muUze uplatnit pfi rozliSovani
jednotlivych typu demenci, zejména FTD a AD a je patrna i korelace s kognitivnimi
funkcemi pfi srovnani pacientll s mirnou kognitivni poruchou (MCIl) a AD (Olsson,
Portelius et al. 2019). Vzhledem k certifikaci a validaci metod je toto stanoveni

kandidatem pro zavedeni do klinické praxe.

1.1.2.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba patfi mezi neurodegenerativni onemocnéni. Je
charakteristicka progresivnim pribéhem a postihuje zejména kognitivni funkce.
Popsana byla A. Alzheimerem jiz v roce 1907. Kromé sporadické formy se muze
objevit i familiarni forma, ktera je vazana na mutace v genu pro amyloidovy
prekursorovy protein (APP), presenilin 1 nebo presenilin 2 (Bateman, Aisen et al.
2011). Za jakysi pfedstuperi AD Ize povazovat mirnou kognitivni poruchu (MCI z angl.
mild cognitive impairment), kdy jsou jiz méfitelné poruchy kognitivnich funkci, ale
nejsou splnéna diagnosticka kritéria pro demenci. Klicové jsou pro patofyziologii AD 2
proteiny — amyloid-B, ktery tvofi neuritické plaky, a tau protein (a jeho fosforylovana
forma), tvofici neurofibrilarni uzly (Lane, Hardy et al. 2018). Pro diagnostiku
Alzheimerovy choroby se vyuzivaji neuropsychologické testy, zobrazovaci metody
(MRI — magnetic resonance imaging; PET — positron emission tomography)

a biochemické markery predevSim z mozkomisniho moku (amyloid ; celkovy tau
protein a fosforylovany tau protein p181-tau) (Lane, Hardy et al. 2018). Na zobrazovaci
metody a biochemické markery se zamérfuje nejnovéjsi systém klasifikace tzv. A/T/N
klasifikace (A — hodnoty biomarkeru typického pro amyloid-; T — hodnoty biomarkeru
typického pro tau protein; N — neurodegenerace/neuronalni poskozeni, hodnota
odpovidajiciho biomarkeru) fadici 7 hlavnich biomarkerd AD do zminénych 3 kategorii,
kdy hodnoceni je pouze pozitivni (+) nebo negativni (-) (Jack, Bennett et al. 2016).
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Pravé do kategorie N (neurodegenerace/neuronalni poskozeni) by mohlo byt pfidano
i stanoveni neurofilament v nejblizSi dobé, jak naznacuji nékteré studie (Khalil,
Teunissen et al. 2018, Zetterberg and Blennow 2021).

Lehké fetézce neurofilament jsou v souvislosti sAD analyzovany
v mozkomisnim moku, séru a velmi Casto také v plasmé. Dostupné vysledky ukazuiji,
Zze nejlépe funguje rozliSovaci schopnost stanoveni hladiny NfL mezi kontrolnimi
skupinami a pacienty s degenerativni demenci (Baiardi, Quadalti et al. 2022). Tento
fenomén se ukazuje i pfi analyze symptomatickych pacientd bez strukturalniho
poSkozeni CNS (Gaiottino, Norgren et al. 2013). Naopak pfi srovnani Casné faze
onemocnéni (MCI) a potvrzené AD je rozliSovaci schopnost neurofilament spiSe mala
(Zhou, Zhang et al. 2017, Bridel, van Wieringen et al. 2019).

Tézké fetézce neurofilament maji velmi podobné charakteristiky
u neurologickych onemocnéni jako NfL. Velmi dobfe rozliSuji pacienty s nékterym
z typl demenci od kontrolnich skupin a fosforylovana forma je zvySena u pacientl
s frontotemporalni demenci (de Jong, Jansen et al. 2007, Pijnenburg, Janssen et al.
2007, Hoglund, Bogstedt et al. 2012).

1.1.2.2. Roztrousena skleréza

RoztrouSena sklerdza je chronické onemocnéni CNS s vyraznou autoimunitni
odpovédi, kdy dochazi k demyelinizaci neuronl. Jsou klasifikovany 4 fenotypy
onemocnéni: klinicky izolovany syndrom (CIS) — prvni projev pfiznakld RS trvajici déle
nez 24 hodin, ale pacient nespliuje diagnosticka kritéria pro RS; relaps-remitentni
forma (RRMS) — akutni zhorSeni stavu (relaps) je nasledovano delSim obdobim
¢astecného Ci uplného zlepseni a pacient je klinicky stabilni (zhruba 80 % pacientu);
sekundarné progresivni forma (SPMS) — progresivni zhorSeni neurologickych
symptomu, vyvine se u zhruba 50 % pacientd s RRMS; primarné progresivni forma
(PPMS) - progresivni zhorSovani neurologickych funkci od za¢atku onemocnéni bez
vyznamnych zlepSeni stavu, asi 15 % pfipadl (Lublin, Reingold et al. 2014).
Diagnostika je zalozena prfedevsim na MRI sledovani a vySetfeni mozkomisniho
moku, kde se stanovuiji tzv. oligoklonalni pasy (porovnani protilatkového repertoaru
mezi sérem a likvorem) a prokazuje se intratekalni syntéza protilatek (Dobson and
Giovannoni 2019).
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V pfipadé roztrousené sklerdzy jsou hladiny neurofilament velmi intenzivné
studovany. Pfinos stanoveni pro diagnostiku a monitoring onemocnéni je prokazany
fadou studii (Hakansson, Tisell et al. 2017, Bhan, Jacobsen et al. 2018, Srpova, Uher
et al. 2021, Uher, Havrdova et al. 2021). Korelace mezi hladinou neurofilament
a zménami na MRI vySetfeni byla prokazana jak pro NfH (Gnanapavan, Grant et al.
2013, Verberk, Koel-Simmelink et al. 2021), tak i pro NfL (Uher, Schaedelin et al. 2020,
Srpova, Uher et al. 2021, Uher, Havrdova et al. 2021, Camara-Lemarroy, Metz et al.
2022). Tyto a dalSi studie také ukazuiji, ze I1ze pomoci sledovani hladiny neurofilament
rozliSit jednotlivé formy RS, nejvice se rozdily projevuji mezi CIS a RRMS
(Ljubisavljevic, Stojanovic et al. 2016, Hakansson, Tisell et al. 2017) a pfi prechodu
z RRMS do SPMS (Bhan, Jacobsen et al. 2018).
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1.2. Protilatky

Protilatky (imunoglobuliny) jsou proteiny schopné specificky vazat konkrétni
molekuly — antigeny, resp. jejich konkrétni determinantni skupiny — epitopy. Lidské
protilatky jsou rozdéleny podle stavby konstantni Casti tézkého fetézce celkem do
5 tfid: IgG, IgM, IgA, IgD a IgE. Tato prace se zaméfuje na stanoveni protilatek tridy
IgG. Tyto protilatky jsou nejvice zastoupenou skupinou, koncentrace v séru je okolo
10 g/l (Abbas, Lichtman et al. 2015). Struktura protilatky tfidy IgG je na obrazku 1-3.

Fc fragment Fab fragment

lehky fetézec

tézky retézec

pantova oblast

=}
5
konstantni ¢ast R{ SR

variabilni  v&zne misto
gast pro anitgen

Obrazek 1-3: Struktura IgG. Pfevzato z hitps://www.wikiskripta.eu

Mezi zakladni funkce tfidy protilatek 1gG patfi: opsonizace, aktivace
komplementu, sekundarni imunitni reakce po setkani s antigenem a neutralizace
toxinG. Protilatka je charakterizovana svoji afinitou, coz je sila vazby protilatky
s epitopem, tedy mira interakce a kvantitativné je vyjadfena disociaCni konstantou Kaq.
Disociaéni konstanta se pohybuje v fadech 107 — 10" mol/l (Abbas, Lichtman et al.
2015). Dale rozliSujeme aviditu protilatky, ktera vyjadfuje souhrnnou vazbu protilatky a
antigenu — tedy vSech epitopl daného antigenu, obrazek 1-4. Pro protilatky je kliCova
jejich specifita, ktera je charakterizovana minimalni interferenci s jinymi latkami —
vyjadfuje se jako procento zkfizené reakce s latkou, pro jejiz stanoveni neni urCena.

Protilatky proti antigendm vlastniho téla jsou nazyvany autoprotilatky.
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Obrazek 1-4: Charakteristika vazeb a avidity protilatek. Pfevzato z (Abbas, Lichtman et al. 2015)

Avidita protilatek se zvySuje s kazdym setkanim s antigenem, odrazi tak proces
afinitni maturace B lymfocyt(. Tato skute¢nost umoznuje pomoci avidity protilatek
sledovat odpovéd na infekéni agens a rozlisit jednotlivé faze onemocnéni zejména
u virovych infekci s moznou reaktivaci viru a pfetrvavajici hladiné protilatek
(Gassmann and Bauer 1997), typickym pfedstavitelem je napfiklad cytomegalovirus
nebo Epstein-Barr virus. Nékteré studie také uvadéji moznost rozliSit podle avidity
patogenni potencial protilatky v pfipadé nemoci zprostfedkovanych imunokomplexy
(Monsalvo, Batalle et al. 2011). Z praktického hlediska Ize vyuzit aviditu pro méfeni
ucinnosti o¢kovani, kdy vysSi avidita reflektuje proces maturace B lymfocytu (Boxus,
Lockman et al. 2014).
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1.2.1. Autoprotilatky

Tvorba protilatek je souCasti lidské humoralni imunity jako jedna z moznosti
imunitni odpovédi na konkrétni antigen. Obecné muze mit imunitni odpovéd funkci
ochrannou — v pfipadé infekCnich onemocnéni, nebo destruktivni — v pfipadé
autoimunitnich onemocnéni, pfipadné kombinace obou pfipadl. Role autoprotilatek
u riznych onemocnéni je rlizna.

Konkrétnim pfikladem tvorby protilatek patologického charakteru jsou
imunopatologické reakce, nékdy oznaCované jako hypersensitivni.

U imunopatologickeé reakce 2. a 3. typu se uplatfiuji i autoprotilatky.

Imunopatologické reakce 2. typu (cytotoxicky typ) se vyznacuji pfitomnosti
protilatek tfidy IgM a IgG. Protilatky se vazou vétSinou na antigeny lokalizované na
membrané bunék, ale neni to pravidlem. Po vazbé protilatek dochazi k aktivaci
cytotoxickych lymfocytl a zni€eni burky, v nékterych pfipadech dojde pouze
k zablokovani cilové struktury bez cytotoxického efektu. Obé tfidy protilatek — IgM
i 1I9G, maji schopnost aktivovat komplement. Mohou tak ucinit pfimo, kdy se aktivuje
komplement a dojde k tvorbé membranolytického komplexu nebo nepfimo, pfes Fc
receptory fagocytll a NK bunék. V obou pfipadech je cilova burika zni€ena. Vazba
protilatky na autoantigen vSak nemusi mit cytotoxicky efekt, ale mize pouze znemoznit
spravnou funkci bunky — napfiklad zablokovanim urcitého receptoru. Jako pfiklad Ize
uvést onemocnéni myasthenia gravis, které postihuje kosterni svalstvo a na
patogenezi se podili protilatky proti acetylcholinergnim receptorim. Ty zablokuji
receptor a ten je nasledné znicen cestou aktivace komplementu (Gilhus, Skeie et al.

2016). Schéma imunopatologické reakce 2. typu je znazornéno na obrazku 1-5.
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Obrazek 1-5: Schéma imunopatologické reakce 2. typu. Pfevzato z (Abbas, Lichtman et al. 2015)

Autoprotilatky mohou slouzit jako marker onemocnéni a jeho zavaznosti.

V pfipadé autoimunitnich onemocnéni je tvorba autoprotilatek pfimo soucasti

onemocnéni (pfikladem je systémovy lupus erythematodes) a stanovenim hladiny

téchto protilatek Ize sledovat aktivitu onemocnéni (Leslie, Atkinson et al. 1999) a také

odhalit onemocnéni pfed projevenim klinickych pfiznakd, coz muze byt kliCové
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v nasazeni Casné terapie nebo adekvatnich opatfeni (Bingley, Bonifacio et al. 1997).
Stanoveni specifickych autoprotilatek |ze také vyuzit pro uréeni podstaty onemocnéni
prikazem imunitni odpovédi (Reindl, Di Pauli et al. 2013, Levy, Wildemann et al. 2014).
Typicky byvaji patologické protilatky namifeny proti extracelularnim epitopim bunék,
kde je moznost vyvolat funkéni efekt snaze nez v pfipadé intracelularnich antigent
(Beasley and Greer 2015). Cilem téchto protilatek tak mohou byt napfiklad NMDAR
(N-methyl-D-aspartat receptor) receptory (Tsutsui, Kanbayashi et al. 2012), iontové
kanaly (Levy, Wildemann et al. 2014) nebo gangliosidy event. dalSi glykolipidy (Leger,
Guimaraes-Costa et al. 2015). DalSi podskupinou jsou pak protilatky produkované jako
T-lymfocyty zprostfedkovana odpovéd na antigen, pfikladem mohou byt anti-Hu a anti-

Yo protilatky (Lancaster and Dalmau 2012).

1.2.2. Pfirozené se vyskytujici protilatky (NAbs)

Prirozené se vyskytujici protilatky — NAbs, z angl. naturally occuring
auto-antibodies, jsou tvofeny novorozenci bez vnéjSiho podnétu, ale za pfitomnosti
pfisluSného autoantigenu (Hayakawa, Asano et al. 1999, Merbl, Zucker-Toledano et
al. 2007). Tyto protilatky tfidy IgM a IgG jsou Casto namifeny proti intracelularnim
antigendm a maji homeostatickou funkci — typickym pfikladem je zprostfedkovani
clearance proteinl uvolnénych z nekrotickych &i jinak poSkozenych bunék (Lutz 2007).
NAbs byly prokazany v pfipravcich IVIG — z ang. intravenous immunoglobulins, které
poskytuji zasadni benefit pfi 1é€bé nékterych autoimunitnich nebo zanétlivych
onemocnéni. V pfipravcich IVIG byly prokazany také protilatky proti B-amyloidu
(Dodel, Du et al. 2004) a tau proteinu (Hromadkova, Kolarova et al. 2015). NAbs
mohou vyrazné efektivnéji vazat proteiny ve formé agregat nebo fibrilarnich struktur
spiSe nez monomerni formy proteina (O'Nuallain, Hrncic et al. 2006, Neff, Wei et al.
2008), coz se mUze uplatnit pravé i u proteina typu neurofilament.

Pfehled charakteristickych a navrhovanych funkci NAbs je shrnut v tabulce 1-1.
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Tabulka 1-1: Charakteristika a pfehled moznych funkci NAb dle (Lutz, Binder et al. 2009)

Jsou kédovany zarodecnymi V geny.

U vysSich obratlovcl mohou byt tfidy IgA, IgM a IgG.

Rozpoznavaji evolu¢né konzervované molekuly.

Afinita v(&i autoantigendm je 107 - 10 M.

Rada z nich je polyreaktivni.

Jsou vzajemné propojené a v komplexu s anti-idiotypickymi
IgM a IgG Nabs
Participuji na mechanismech clearance proteinl ze

starnoucich bunék.

Opsonizuji pozménéné struktury.

Aktivuji komplement.

Pravdépodobné maiji i proteolytickou funkci.

Za fyziologickych podminek se uplatiuji v protizanétlivé
odpovédi vazbou oxidacné poskozenych struktur nebo
neutralizaci prozdnétlivych cytokin(.

Pfedpoklada se, ze napomahaji funkci antigen-prezentujicich
bunék.

1.2.3. Protilatky u neurologickych onemocnéni

U neurologickych onemocnéni se studium protilatek uplatriuje v Sirokém méfitku.
V rutinni klinické praxi se stanovuji celkové protilatky v likvoru a prokazuje se
intratekalni syntéza tfid IgA, IgM a 1gG. Zakladni metodou je stanoveni albuminu
a prislusného imunoglobulinu v séru a mozkomisnim moku a vyneseni ziskanych
hodnot do grafu — Reiberiv diagram (obrazek 1-6). Pfipadné Ize pouzit pouze

vypoctovy vztah, tzv. IgG index podle vztahu:

IgGesr/IgG,,

SET UL

Albcsp/Alb,,

SCTUM
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Obrazek 1-6: Reibertuv diagram pro hodnoceni intratekalni syntézy imunoglobulind.

Pfevzato z (Zima 2013)
1 — oblast normalnich hodnot; 2 — porucha hematolikvorové bariéry bez lokalni syntézy IgG;

3 — porucha hematolikvorové bariéry spojena s intratekalni syntézou IgG;
4 — intratekalni syntéza IgG pfi normalni funkci hematolikvorové bariéry; 5 — oblast analytické nebo

pre-analytické chyby

Dalsi moznosti hodnoceni intratekalni syntézy IgG je provedeni izoelektrické
fokusace likvoru a odpovidajiciho vzorku séra s naslednou imunochemickou detekci
oligoklonalnich pasl, tato metoda se pouziva pro diagnostiku roztrouSené sklerozy.

U této metody se porovnava ,,obraz®, zda jsou pfitomné stejné pasy v séru a v likvoru.
Pro RS je typicky nalez pasu v likvoru, které se v séru nevyskytuji. Lze také stanovovat
protilatky specifické pro konkrétni diagnosy, napfiklad antiglykolipidové protilatky

u vybranych typu neuropatii (Zima 2013).
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V pripadé protilatek specifickych pro néktera neurodegenerativni onemocnéni je
zafazeni mezi autoprotilatky nebo NAbs nejednoznacné, zavéry studii jsou rlizné.

Pro diagnostiku neuromyelitis optica se vyuziva stanoveni protilatek proti
aquaporinu 4 a myelin-oligodendrocytalnimu glykoproteinu (Lennon, Kryzer et al.
2005, Waters, McKeon et al. 2012, Reindl, Di Pauli et al. 2013). Pfi diagnostice
myasthenia gravis se uplatiuje stanoveni protilatek proti acetylcholinovym receptorim
(Leite, Jacob et al. 2008, Koneczny, Cossins et al. 2013).

U pacienttd s Parkinsonovou chorobou (PD) jsou studovany protilatky proti
a-synucleinu, kdy byla prokazana specificka vazba mezi NAbs a a-synucleinem
(Albus, Gold et al. 2018) a mozna inhibice intracelularnich synucleinovych agregatt
(Li, Koudstaal et al. 2019). Naproti tomu Akhtar a kol. popsali zvySené hladiny protilatek
proti a-synucleinu v likvoru pacientd s PD oproti zdravym kontrolam a korelaci se
snizenim kognitivnich funkci (Akhtar, Licata et al. 2018).

Protilatky proti tau proteinu byly prokazany v pfipravcich IVIG (Hromadkova,
Kolarova et al. 2015). U pacientl s Alzheimerovou chorobou byla popsana zvysSena
intratekalni syntéza anti-tau protilatek (Bartos, Fialova et al. 2012) a zvySeni se
projevuje i u pacientll s mirnou kognitivni poruchou zejména pro fosforylovanou formu
(Klaver, Coffey et al. 2017, Krestova, Ricny et al. 2018).

V pfipadé protilatek proti neurofilamentim byla prokazana zvySena intratekalni
syntéza anti-NfH protilatek u pacientl s Alzheimerovou chorobou (Bartos, Fialova et
al. 2012), zvySeni anti-NfH protilatek u amyotrofické roztrousené sklerézy (Puentes,
Lombardi et al. 2021), ale jinak o anti-NfH protilatkach neni mnoho informaci.
U anti-NfL protilatek studie popisuji zvySené hladiny u pacientt s progresi z klinicky
izolovaného syndromu (CIS) do RS a pacientl s progresivni formou RS (Fialova,
Bartos et al. 2013, Puentes, van der Star et al. 2017, Puentes, Benkert et al. 2021).

1.3. Imunokomplexy

Obecné Ize fici, Ze pokud protilatka navaze antigen, vytvofi spolu imunokomplex.
Stabilita a sila takového imunokomplexu pak zavisi na konkrétnim paru
antigen-protilatka. | vtomto pfipadé se mize jednat o dé& s patofyziologickymi
disledky pro lidsky organismus — imunopatologicka reakce 3. typu, ktera je
charakteristicka pravé tvorbou imunokomplext. Podili se na ni pfedevSim protilatky
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tfidy 1gG. Vzniklé imunokomplexy mohou byt fagocytovany nebo ukladany do tkani
(typicky ledviny). Na patologickém prubéhu se podili vazba imunokomplexu na Fc
receptory a aktivace komplementu, dochazi k zanétlivé odpovédi. Imunopatologicka
reakce 3. typu je charakterizovana delSi reakéni dobou a nadmérnym mnoZzZstvim
antigenu. Chronické poskozeni je popisovano v pfipadé, Ze se jedna o protilatky proti
autoantigenim — pfikladem je systémovy lupus erythematodes. Zjednodus$ené

schéma imunopatologické reakce 3. typu je na obrazku 1-7.

\{ \ \\ produkce protilatek
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‘ I formace
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Obrazek 1-7: ZjednoduSené schéma imunopatologické reakce 3. typu. Upraveno podle (Abbas,
Lichtman et al. 2015)
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Fyziologicky vS8ak tvorba imunokomplexi pfedstavuje zejména eradikacni
funkci, at uz infek&niho agens nebo napfiklad uvolnénych intracelularnich protein(
(Abbas, Lichtman et al. 2015).

Stanoveni imunokomplext se v klinické praxi pouziva u revmatoidni artritidy
nebo systémového lupusu, coz jsou produkty imunopatologické reakce 3. typu.
V pfipadé téchto onemocnéni se objevuji i dalSi studie, zaméfené zejména na
imunokomplexy protilatek proti p2-glykoproteinu u antifosfolipidového syndromu.
Uplatriuji se protilatky tfidy IgA, IgM i IgG. Pfitomnost téchto cirkulujicich
imunokomplextt byva davana do souvislosti s trombotickymi stavy u pacientd
s antifosfolipidovym syndromem (Banzato, Frasson et al. 2012, Martinez-Flores,
Serrano et al. 2015, Perez, Stojanovich et al. 2018). V klinické praxi se stanovuje
hladina cirkulujicich imunokomplext precipitaci s polyethylenglykolem. Toto stanoveni
je pomérné nespecifické, determinuje pouze celkovou hladinou imunokomplexu.
Zvysené hladiny tak nachazime kromé pacientl s revmatoidnim onemocnénim i u
glomerulonefritid, trombocytopenické purpury nebo nékterych neoplazii (Golda, Wolski
et al. 2004, Perez, Stojanovich et al. 2018).

Mimo tato stanoveni je informaci o imunokomplexech v biologickém materialu
minimum, nicméné se objevuji studie pravé se strukturnimi intracelularnimi proteiny.
Popsany byly imunokomplexy tvofené tubulinem a anti-tubulinovymi protilatkami
v séru, kde mirné prevazovaly volné protilatky oproti imunokomplexim (Bernier-
Valentin, Rabilloud et al. 1988). Studie zaméfena na anti-NfL protilatky
a imunokomplexy sledovala mimo jiné vliv terapie na jejich hladinu, kde byly nalezeny
zvySené hladiny imunokomplextl po podani natalizumabu (Puentes, Benkert et al.
2021). Hladiny imunokomplext s NfL se jevi jako pomocné stanoveni i u pacientu
s ALS, u nichz dobfe rozliSovalo mezi kontrolni skupinou a pacienty (Puentes,
Lombardi et al. 2021). Popsany byly i vyrazné zvy3ené hladiny protilatek proti
B-amyloidu vazané v imunokomplexech u pacientd s AD (Maftei, Thurm et al. 2012,
Maftei, Thurm et al. 2013).

Studium hladin protilatek proti neurocytoskeletalnim proteinim a pfislusnych

imunokomplexu je zadouci dale rozSifovat pro ziskani pfesnéjSich informaci o chovani

prislusnych protilatek.
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2. Cil prace

Tato prace se zaméfila pfedevsim na stanoveni protilatek proti neurofilamentim a
jejich imunokomplexd s odpovidajicim antigenem u vybranych neurologickych

onemocnéni. Soucasti je i stanoveni volnych neurofilament v mozkomisnim moku.

Cile je mozné rozdélit do dvou Casti — metodické a klinické:
1) Cilem metodické Casti prace byla optimalizace ELISA metod:

a. pro stanoveni avidity protilatek proti NfH, kde byla testovana zejména
rizna chaotropni Cinidla
b. pro paralelni stanoveni volnych anti-NfH protilatek a jejich

imunokomplext s NfH v séru a mozkomisSnim moku.

c. pro paralelni stanoveni volnych anti-NfL protilatek a jejich

imunokomplext s NfL v séru a mozkomiSnim moku

2) Cilem klinické Casti prace bylo stanovit protilatky proti NfH, jejich aviditu a

jejich imunokomplexy s NfH u pacientt s Alzheimerovou chorobou.

Hypotézy:
e Hladiny volnych anti-NfH protilatek a jejich imunokomplext koreluji navzajem v

séru nebo mozkomisnim moku

e Hladiny volnych anti-NfH protilatek nebo jejich imunokomplext v séru koreluji s

volnymi anti-NfH protilatkami nebo jejich imunokomplexy v likvoru.
e Avidita a hladina IgG protilatek proti NfH spolu koreluji.

e VolIné anti-NfH protilatky, jejich avidita a jejich imunokomplexy jsou zvy$ené u
pacientt s Alzheimerovou chorobou a mirnou kognitivni poruchou v porovnani

s kontrolni skupinou.
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3. Material a metody

3.1. Pouzity material a pristrojové vybaveni

3.1.1. Pristrojové vybaveni

Analytické vahy S1-234

Centrifuga CD 1008

ELISA reader Tecan Sunrise

s programem Magellan v.6

Odsavacka / aspirator FTA-1

Orbitalni temperovana tfepacka PST-60HL
Orbitalni temperovana tfrepacka MB-102
pH metr

Predvazky

Vortex V1 plus

Vortex Genie 2

3.1.2. Pouzity material

15 a 50 ml plastové zkumavky

Azid sodny

BSA fraction V

BSA fraction V IgG free

Calibrator 1 for Imnmunochemistry systems
ELISA stripy Nunc MaxiSorp

HCI

H2SO4

Kiovig

NaOH

NaH2PO4, Na2HPO4
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Denver Instruments, USA
Phoenix Instrument, Némecko

Tecan, Svycarsko

Biosan, Litva

Biosan, Litva

Bioer, Cina

Denver Instruments, USA
Kern, Némecko

Biosan, Litva

Scientific Industries, USA

Corning, USA

Neptune Scientific, USA

Fluka, Némecko

Sigma-Aldrich (Merck), Némecko
Rockland, USA

Beckman Coulter, CR

Thermo Fisher Scientific, Dansko
VWR International, USA

Penta, CR

Baxter (Takeda Pharmaceuticals), CR

Penta, CR
Penta, CR



NaHCO3 Penta, CR

NaCl, KCI Penta, CR
Nitrilové rukavice jednorazove VWR International, USA
Latexové rukavice jednorazove VWR International, USA
Pipety Eppendorf Research Plus Eppendorf, Némecko
s volitelnym rozsahem
Spicky k automatickym pipetam Vertex SSlbio, USA
Eppendorf, Némecko
Jednorazové plastové mikrozkumavky SSlbio, USA
Sklenéné vialky s mikro-insertem Verkon, CR
VWR International, USA
Ethanol denaturovany Penta, CR
ELISA kit NfL, CE-IVD UmanDiagnostics, Svédsko
ELISA kit NfH (MBS762268) MyBioSource, USA
Desam OX Schulke, Némecko
Kohrsolin Hartmann Rico, CR
Tween 20 Carl Roth, Némecko
Skim milk powder Sigma-Aldrich (Merck), Némecko
Bovine NfL from spinal cord Progen, Némecko
Bovine NfH from spinal cord Progen, Némecko
Protilatka proti NfL (anti-NEFL) Sigma-Aldrich (Merck), Némecko
Protilatka proti NfL UD1 UmanDiagnostics, Svédsko
Protilatka proti NfH (anti-NEFH) Sigma-Aldrich (Merck), Némecko

Sekundarni protilatka proti lidskému Fc IgG ~ Southern Biotech, USA
konjugovana s peroxidasou (goat)

Sekundarni protilatka IgY proti lidskému IgG  Sigma-Aldrich (Merck), Némecko
konjugovana s peroxidasou

TruBlock 3 Meridian LifeScience, USA

TMB Complete Solution TestLine, CR
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3.2, Stanoveni avidity protilatek proti tézkym retézcum

neurofilament (NfH)

Zakladni metodou této prace je ELISA zanglického ,Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay“ vraznych modifikacich dle typu stanoveni. Tato
imunochemicka metoda je zaloZzena na interakci antigenu a pfislusnych protilatek, kdy

k detekci je pouzita enzymem katalyzovana pfeména chromogenniho substratu.
Pouzité roztoky:
PBS pufr (,Phosphate Buffered Saline®): pH 7,4
NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM), KH2PO4 (2 mM), Na2HPQO4.12H20 (10 mM)

Vazebny uhli¢itanovy pufr: pH 9,6

NaHCO3 (10 mmol/l), NaN3 (0,15 mmol)

Blokovaci / fedici roztok:

1 % (w/V) BSA fraction V v PBS

Promyvaci roztok:

NaCl (0,1 mol/l), Tween 20 (0,25 % w/V)

Schéma metody ELISA pro stanoveni avidity protilatek tfidy IgG proti tézkym

fetézcdm neurofilament NfH (anti-NfH 1gG) je uvedeno na obrazku 3-1.
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chromogenni substrat (TMB)

sekundarni protilatka

konjugovand s HRP
(goat anti-human 1gG Fc)
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Obrazek 3-1: Schéma metody ELISA pro stanoveni avidity anti-NfH IgG protilatek

Nami pouzivana metoda vychazi z dfive publikovanych praci (Silber, Semra et al.
2002, Bartos, Fialova et al. 2007, Fialova, Svarcova et al. 2012) Pro stanoveni
protilatek je prvnim krokem navazani antigenu — zde NfH, na povrch jamek desticky.

Byly pouzivany destiCky (stripy) Nunc s povrchem MaxiSorp.

Jako antigen byla pouzita neurofilamenta izolovana z bovinni michy (Cistota
udavana vyrobcem > 98 %) nafedéna na koncentraci 2,5 pg/ml ve vazebném
uhli¢itanovém pufru. Nanaseno bylo 100 pl/jamka a deska byla nasledné zakryta
adhezivni folii a vickem a inkubovana prfes noc pfi teploté 4 °C, Cast jamek byla
ponechana bez antigenu, nanesen byl pouze vazebny pufr. Po navazani antigenu byly
vSechny jamky promyty — 3x 200 pl promyvaciho roztoku. Nasledné byla zablokovana
neobsazena vazebna mista desky pomoci blokovaciho roztoku — 150 pl/jamka,
inkubace 1h za laboratorni teploty (RT z angl. ,room temperature®). Nasledné byly
naneseny vzorky séra a kalibraCnich roztokd (vzdy v doubletu) — 100 pl/jamka
a inkubovany 2h pfi RT. V prubéhu optimalizace metody bylo testovano fedéni séra
vrozmezi 1:50 — 1:400, vzorky byly fedény pomoci fediciho roztoku (1 % BSA fr.
V v PBS). Po skonéeni inkubace byly jamky promyty 5x promyvacim roztokem viz vyse
a nasledoval krok s pfidavkem chaotropniho €inidla. Chaotropni €inidla o testovanych
koncentracich, pfipadné pouze PBS, byla nanesena na pfislusné jamky v mnozstvi

100 ul a doba pusobeni byla 10 min pfi RT. Nasledoval promyvaci krok — 4x 200 ul.
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Naslednym krokem bylo naneseni sekundarni protilatky (konjugatu) proti Fc
regionu lidskych IgG konjugované s peroxidasou fedéné 5000x fedicim roztokem
v mnozstvi 100 pl/jamka, inkubace 1h, RT. Po promyti (4x) bylo naneseno 100
pl/jamka substratu pro peroxidasu — 3,3°,5,5 -tetramethylbenzidin (TMB) s H202 (TMB
complete solution, TestLine). Enzymova reakce peroxidasy se substratem byla
zastavena po 15-25 minutach inkubace vtemnu pfidavkem 2 mol/l H2S04,100
pl/jamka. Nasledné byla zméfena absorbance (A) jednotlivych jamek pfi 450 nm
oproti referencni vinové délce 620 nm na ELISA readeru Tecan Sunrise s programem

Magellan v6.

Absorbance slepého vzorku (sérum bylo nahrazeno fedicim roztokem) byla
odectena ode vSech hodnot. Méfeni bylo dale doplnéno na kazdé desce stejnym
vzorkem interni kontroly (,pooled serum sample®). Intra- a inter-assay parametry

ELISA metody neprekrocily 10 %.

e Chaotropni ¢inidla

Chaotropni €inidla slouzi k poruseni slabych vazebnych interakci mezi protilatkou
a antigenem a umoznuiji tak rozlisit protilatky s vysokou / nizkou aviditou. V navaznosti
na dfive publikované prace (Cucnik, Bozic et al. 2005, Fialova, Svarcova et al. 2012)
byly z moznych chaotropnich Cinidel testovany dvé — urea v koncentracich 2, 4,6 a 8

mol/l a NaCl v koncentracich 0,25 mol/l; 0,5; 1; 2 a 3 mol/l.
e Vyjadreni koncentrace anti-NfH IgG protilatek

Pro stanoveni anti-NfH 1gG protilatek neni dostupny zadny komeréni nebo jinak
definovany standard, proto byl jako kalibra¢ni standard pouzit vzorek smésného séra
pfipraveny ze sér se stanovenou vyS$si hladinou anti-NfH 1gG protilatek. Z tohoto
kalibraCniho standardu byla geometrickym fedénim v rozsahu 1:50 - 1:400 sestavena
kalibracni kfivka pro kazdou desku a byly tak odvozeny arbitrarni jednotky koncentrace

(AU) anti-NfH 1gG protilatek. Kalibracni kfivky byly vytvofeny v programu Magellan.

Jako slepy vzorek byla méfena jamka potazena NfH, kde vzorek séra nebo
likvoru byl nahrazen pouze fedicim roztokem. Hodnota absorbance slepého vzorku

byla odectena ode vSech ostatnich hodnot.
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e Vyjadreni avidity anti-NfH IgG protilatek

Avidita protilatek se obvykle vyjadfuje jako aviditni index (Al), ktery je definovan

jako pomér absorbance nebo koncentrace (v AU) vztahem:

absorbance (nebo AU) jamky s chaotropnim ¢inidlem

Al =

absorbance (nebo AU) jamky bez chaotropniho &inidla

Aviditni index se obvykle vyjadfuje v procentech. Jako vysoko aviditni protilatky
jsou klasifikovany ty s hodnotou Al > 60 % a jako nizko aviditni s hodnotou
Al <40 %. Rozmezi Al 40 — 60 % je oznaCovano jako Seda zona, kde neni mozné

o avidité protilatek jednoznaéné rozhodnout (Almanzar, Ottensmeier et al. 2013).

3.3. Stanoveni imunokomplexti NfH a anti-NfH protilatek a

volnych anti-NfH protilatek

Modifikace ELISA metod pro stanoveni imunokomplext NfH a anti-NfH 1gG
protilatek vychazeji kromé vySe popsanych praci také z praci publikovanych Maftei
et. al. (Maftei, Thurm et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2013). Pro paralelni stanoveni
volnych protilatek a protilatek vazanych v imunokomplexech byly oba postupy co

nejvice unifikovany.

Pouzité roztoky:

PBS pufr (,Phosphate Buffered Saline®): pH 7,4

NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM), KH2PO4 (2 mM), Na2HPQ4.12H20 (10 mM)

Vazebny uhliditanovy pufr. pH 9,6

NaHCO3 (10 mmol/l), NaNs (0,15 mmol)

Blokovaci / fedici roztok:

1 % (w/V) roztok suseného mléka (Skim milk powder, Sigma Aldrich) v PBS

Promyvaci roztok:

0,05 % (V/V) Tween 20 v PBS pH 7,4
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Zakladni schéma obou metod je shrnuto na obrazku 3-2.
A) volné protilatky

chromogenni substrat
(tetramethylbenzidin)

| = detekeni protilatka
{anti-human IgG
konjugovana s HRP)
/\ /\ A autoprotilatky proti
NfH ze séra/MMM

. antigen (NfH)

/\

@>—>—=F
@>—>—=
\
/

@

B)autoprotilatky vazané v imunokomplexech

.

chromogenni substrat
(tetramethylbenzidin)

detekéni protilatka
{anti-human lgG

konjugovand s HRP)

1T 1=
Y YT

NfH a NfH ze séra/MMM
monoklondlni protilatka
proti lidskému NfH
(mouse, Sigma Aldrich)

»

Obrazek 3-2: Schéma metody ELISA pro stanoveni volnych anti-NfH IgG protilatek (A) a
imunokomplex(t NfH a anti-NfH IgG protilatek (B)

Pouzity byly desticky Nunc s povrchem Maxisorp. Jako antigen pro stanoveni
volnych protilatek byla opét pouzita neurofilamenta izolovana z bovinni michy
nafedéna na koncentraci 2,5 pg/ml ve vazebném uhli¢itanovém pufru. Jamky
desti¢ky pro stanoveni imunokomplexu NfH a anti-NfH 1gG protilatek byly potazeny
monoklonalni protilatkou proti téZkym Fetézcum neurofilament (anti-NEFH,
produced in mouse, klon 2E8, Sigma Aldrich) nafedénou na koncentraci 1 pg/ml
v PBS pufru. Nanaseno bylo 100 ul/jamka a deska byla nasledné zakryta adhezivni

folii a vickem a inkubovana pfes noc pfi teploté 4 °C, ¢ast jamek byla ponechana
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bez specifického potahu (antigen/protilatka), nanesen byl pouze pufr. Po navazani
jednotlivych komponent byly desky inkubovany 30 minut za laboratorni teploty

a nasledné promyty 4x 200 ul/jamka promyvacim roztokem. V dalSim kroku byly
jamky zablokovany blokovacim roztokem — 150 ul/ jamka, 1h, RT a po skonceni
blokovani jednou promyty — 200 pl/jamka promyvacim roztokem. Nasledné byly
naneseny jednotlivé vzorky a kalibracni roztoky 100 pl/jamka — sérum bylo fedéno
100x fedicim roztokem a mozkomisni mok byl ponechan nefedény. Vzorky séra
byly analyzovany v tripletu, likvor pouze v doubletu kvili dostupnosti materialu.
Inkubace probihala 2h za laboratorni teploty. Nasledovalo promyti 5x 200 pl/jamka
a naneseni sekundarni protilatky — konjugatu. Pouzita byla slepiCi protilatka proti
lidskym IgG konjugovana s peroxidasou — IgY-HRP (anti-human IgG H+L
Peroxidase antibody produced in chicken, Sigma Aldrich) fedéna 10 000x fedicim
roztokem, 100 pl/jamka, inkubace 1h za laboratorni teploty. Po promyti 4x 200
pl/jamka byl nanesen substrat TMB v mnozstvi 100 ul/jamka. Po 15minutové
inkubaci v temnu byla peroxidasova reakce zastavena pfidanim roztoku 2 mol/l
H2SO4 v mnozstvi 100 pl/jamka. Nasledné byla zméfena absorbance (A)
jednotlivych jamek pfi 450 nm oproti referenéni vinové délce 620 nm na ELISA

readeru Tecan Sunrise s programem Magellan v6.

¢ Vyjadreni koncentrace anti-NfH IgG protilatek / imunokomplext

Podobné jako pro vyjadfeni koncentrace volnych protilatek, tak i pro vyjadfeni
koncentrace pfislusnych imunokomplext neni dostupny jednotny standard. Oproti
predchozi metodé byl vyuZit komercni kalibracni roztok — Immunochemistry systems
Calibrator 1 od formy Beckman Coulter, ktery je vyuzivan napfiklad s automatickymi
analyzatory Immage pro stanoveni celkovych IgG v séru a likvoru. Tento kalibracni
roztok byl fedén 10 — 1250x a ze ziskanych hodnot byla sestavena kalibracni kfivka
pro kazdou desku a koncentrace volnych anti-NfH IgG protilatek a odpovidajicich
imunokomplexu je tak vyjadfena v arbitrarnich jednotkach koncentrace AU. Kalibracni
kfivky byly vytvofeny v programu Magellan v6, pouZito bylo nelinearni prolozZeni,
spolehlivost > 95%. Tento kalibra¢ni roztok fedény 100x byl vyuzZit také jako vnitini

kontrola pro kazdé stanoveni.
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Jako slepy vzorek byla méfena jamka potazena NfH / anti-NEFH protilatkou, kde
vzorek séra nebo likvoru byl nahrazen pouze fedicim roztokem. Hodnota absorbance
slepého vzorku byla odectena ode vSech ostatnich hodnot.

V klinické praxi se pouziva i tzv. imunoglobulinovy index Q, ktery vyjadfuje vztah

mezi hladinou protilatek v séru a mozkomisSnim moku a pocita se dle nasledujiciho

vztahu:
Q _ koncentrace |gG v likvoru
koncentrace IgG v séru
3.4. Stanoveni tézkych retézcu neurofilament (NfH)

Pro stanoveni téZkych fetézcl neurofilament jsou dostupné komeréni ELISA Kkity.
Pro tuto praci byly primarné vybirany soupravy pro stanoveni celkovych NfH, nikoli
pouze fosforylovanych NfH, pro které je ¢asto vyuzivana souprava firmy BioVendor.
V praci byl pouzit kit dodavany spole¢nosti MyBio Source — kat.¢. MBS762268
a postupovano bylo pfesné podle navodu vyrobce, slozeni jednotlivych roztoku v kitu
neni uvadéno. Vzorky likvoru byly fedény 1:2 (ev. 1:4 v pfipadé vysSi koncentrace

NfH). Postup je zjednoduSené uveden v obrazku 3-3.

promyti jamek 2x 350 pl

}

naneseni 100 yl standardd, vzork( a slepého vzorku
inkubace 90 min, 37°C

promyti 2x 350 pl
naneseni 100 pl protilatky znaéené biotinem
inkubace 60 minut, 37°C

promyti 3x 350 pl
naneseni 100 pl proilatky konjugované se streptavidinem a peroxidasou
inkubace 30 minut, 37°C

v

promyti 5x 350 pl
naneseni 90 pl substratu TMB
inkubace 15-30 min, 37°C

zastaveni reakce 50 pl zastavovaciho roztoku
vyhodnoceni absorbance - 450 nm,
referenéni vinova délka 620 nm

Obrazek 3-3: Zkracené schéma metody pro stanoveni NfH
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3.5. Stanoveni lehkych fetézcl neurofilament (NfL)

Pro stanoveni lehkych fetézcu neurofilament NfL je dostupny ELISA kit od firmy
Uman Diagnostics, ktery byl vyuzivan i v této praci. Tento kit ma CE-IVD certifikaci a
je vyuzivan pro stanoveni koncentrace NfL v likvoru. Stanoveni bylo provedeno podle
aktualné platného navodu, ktery je soucasti kitu. | toto stanoveni vyuziva bovinni NfL
(zde jako standard). K vytvoreni kalibra¢ni kfivky se pouziva 4-parametrové prolozeni
a koncentrace NfL je uvadéna v pg/ ml. Postup metody je shrnut v obrazku 3-4.

Stanoveni koncentrace NfL v séru vyZaduje citlivéjSi metody vzhledem k nizsi
koncentraci NfL v séru. Moznosti stanoveni v séru a dalSi analytické aspekty jsou
shrnuty v publikaci (Fialova, Noskova et al. 2022).

Orientacni referen¢ni rozmezi udavané vyrobcem je shrnuto v tabulce 3-1.

Tabulka 3-1: Referenéni rozmezi pro koncentraci NfL v likvoru.

vék referencni rozmezi

< 30 let < 290 pg/mL (n=17)
30— 39 let < 380 pg/mL (n=15)
40 - <60 let < 830 pg/mL (n=18)
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promyti jamek 3x 300 pl
naneseni vzorki likvoru (fedénych 1:1) a standardt
inkubace 1h, RT, 800 RPM

promyti 3x 300 pl
naneseni protilatky s navazanym biotinem
inkubace 45 minut, RT, 800 RPM

v

promyti 3x 300 pl
naneseni protilatky konjugované se streptavidinem a peroxidasou
inkubace 30 minut, RT, 800 RPM

promyti 3x 300 i
naneseni substratu pro peroxidasu TMB
inkubace 15 minut, RT, 800 RPM

zastaveni peroxidasové reakce,
zméreni absorbance pii 450 nm
vyhodnoceni koncentrace NfL

Obrazek 3-4: Zkraceny postup pro stanoveni NfL v likvoru

3.6. Stanoveni imunokomplext lehkych retézct neurofilament

a anti-NfL protilatek

Metody pro stanoveni anti-NfL IgG protilatek a imunokomplexd NfL-antiNfL 1gG
jsou analogické metodam pro stanoveni NfH imunokomplexu a protilatek popsanych
v kapitole 3.3.

Pouzité roztoky:
PBS pufr (,Phosphate Buffered Saline“): pH 7,4

NaCl (137 mM), KCI (2,7 mM), KH2PO4 (2 mM), NazHPO4.12H20 (10 mM)
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Blokovaci roztok:

1 % (w/V) roztok suSeného mléka (Skim milk powder, Sigma Aldrich) v PBS

Redici roztok:

1 % (w/V) roztok suseného mléka (Skim milk powder, Sigma Aldrich) v PBS
10 pg/ml TruBlock

Promyvaci roztok:

0,05 % (VIV) Tween 20 v PBS pH 7,4

Pilotni experimenty byly provedeny s protilatkou anti-NEFL (Sigma Aldrich), ale
protoze zavedeny CE-IVD ELISA kit pro stanoveni NfL vyuziva jiny typ protilatky, byla
metoda dale optimalizovana jiz s pouzitim protilatky proti NfL od UmanDiagnostics
znacena vyrobcem jako UD1 (anti-NfL mAb 47:3). Tato protilatka je pouzivana jak
v ELISA kitu stejného vyrobce, tak i v metodé pro stanoveni NfL v séru pomoci SIMOA

(z angl. Single-Molecule Array).

K potlaceni nespecifické vazby interferujicich heterofilnich latek, které mohou byt
obsazeny i v lidském séru, byl do fediciho roztoku pro vzorky a sekundarni protilatku
(konjugat) pridan TruBlock™ 3, coz je specificky blokator nespecifickych interferenci

v imunochemickych metodach.

Jamky byly potazeny NfL o koncentraci 5 ug/ml nebo protilatkou UD1 o koncentraci
1,5 pg/ml v PBS pufru vzdy v mnoZstvi 100 ul/jamka. Nasledovala inkubace pfes noc
jak je popsano v kap. 3.3 stejné jako dalSi nasledujici kroky. Vzorky séra byly fedény
50x v fedicim roztoku s pfidavkem TruBlock a likvor byl nanasen opét nefedény.
Veskeré promyvaci kroky a inkubacni ¢asy byly stejné jako v kap. 3.3. Sekundarni
protilatka (konjugat) proti lidskym IgG konjugovana s peroxidasou — IgY-HRP byla
fedéna 5 000x.

e Vyjadreni koncentrace anti-NfL IgG protilatek / imunokomplex

Oproti metodé popsané v kap. 3.3 byla jako kalibraéni roztok pro vyjadieni hladin
imunokomplext a protilatek pouzita smés Calibratoru 1 od firmy Beckman Coulter
a intravenosniho imunoglobulinového roztoku KIOVIG v poméru 1:1. Takto pfipraveny

smésny ,kalibrator” byl dale fedén 10-1250x pro vytvofeni pfislusné kalibraéni kfivky
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a naslednému vyjadfeni koncentrace anti-NfL IgG protilatek a imunokomplex
v arbitrarnich jednotkach. Jako slepy vzorek byla opét méfena jamka potazena NfL /
UD1 protilatkou, kde vzorek séra nebo likvoru byl nahrazen pouze fedicim roztokem.

Hodnota absorbance slepého vzorku byla odec¢tena ode vSech ostatnich hodnot.

3.7. Soubory pacienti

Vzorky pro stanoveni jednotlivych parametrua byly ziskany od pacientl s raznymi
neurologickymi onemocnénimi ve spolupraci s Neurologickou klinikou 3. LF a FNKV
a Narodnim ustavem dusevniho zdravi (NUDZ). Pacienti podepsali informovany
souhlas a studie byly schvaleny Etickou komisi 3. Iékafské fakulty Univerzity Karlovy.

Soubory pacientt s CIS a RS z Neurologické kliniky 1.LF UK, jsou planovany
pro stanoveni anti-NfL protilatek a imunokomplexd. Pacienti podepsali informovany
souhlas a studie byly schvaleny Etickou komisi 1. LF UK a VFN. U téchto vzorka byly
stanoveny koncentrace NfL v likvoru. Pro biochemickou analyzu byla klinicka data
oddélena. Cast vysledkii ze stanoveni NfL v likvoru v souboru SET byla publikovana
a charakteristika souboru tak je uvedena v prislusnych publikacich (Friedova, Motyl et
al. 2020, McComb, Krikheli et al. 2020).

3.7.1. Studie avidity anti-NfH IgG protilatek u pacienti s Alzheimerovou
chorobou
Pro tuto studii byly sestaveny 2 experimentalni skupiny starSich osob — kontrolni
skupina a AD skupina. Diagnéza AD byla stanovena pfed odbérem biologického
materialu podle platnych kritérii (Dubois, Feldman et al. 2007), (McKhann, Knopman
et al. 2011) a (Bartos and Raisova 2016). Obé skupiny byly parované dle véku,
v kontrolni skupiné tak byly starsi osoby bez kognitivniho deficitu s normalnim MMSE
skore (z ang. Mini Mental State Examination). Zakladni charakteristiky souboru jsou

uvedeny v tabulce 3-2.
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Tabulka 3-2: Zakladni sociodemograficka data souboru.

kontrolni skupina AD skupina
poéet pacientu 30 30
vék 7215 7418
pohlavi 63% Zeny 77% Zeny
MMSE skére (0-30b) 29+1 19+6

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér a smérodatna odchylka.

3.7.2. Studie anti-NfH IgG protilatek a imunokomplexa s tézkymi retézci

Tuto studii Ize dale rozdélit na 2 — pilotni stanoveni zamérené na analytické aspekty

a vlastni stanoveni u pacientd s Alzheimerovou chorobou a mirnym kognitivnim

deficite

Pilotni stanoveni bylo provedeno celkem u 53 vzorku, do kontrolni skupiny
(oznaCované jako symptomatické kontroly — SC dle (Teunissen, Menge et al. 2013))

bylo zafazeno 34 osob a do skupiny pacientd s RS 19 osob. Z&kladni charakteristika

neurofilament

m.

je shrnuta v tabulce 3-3.

Tabulka 3-3: Zakladni data pilotniho souboru

Kontrolni skupina — SC (n = 34)

Skupina RS (n =19)

Vék

36,6 (£ 9,9)

36,9 (+ 8,6)

Poh

lavi

55,9% (Z), 44,1% (M)

73,7% (2), 26,3% (M)

Hodnoty jsou uvedeny jako primér a smérodatna odchylka.
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KliCové pro tuto praci bylo stanoveni anti-NfH IgG protilatek a imunokomplexu

u pacientl s Alzheimerovou chorobou (AD) a mirnou kognitivni poruchou (MCI).

Zakladni charakteristiky tohoto souboru jsou shrnuty v tabulce 3-4.

Tabulka 3-4: Zakladni charakteristika souboru pro stanoveni anti-NfH 1gG protilatek.

Kontroly MCI AD
pocet vzork( 24 27 20
Vék v dobé odbéru 69,2 (6,6) 68,2 (+8,9) 74,2 (+7,2)
Pohlavi 41,7 % Zeny 48,1 % zeny 50% zeny
MMSE skére (0-30) 29 (1,4) 26,9 (+2,3) 20,5 (£3,6)
ACE skére (0 - 100) 93,4 (6,2) 84,1 (+6,7) 60,4 (+12,9)

celkovy tau protein (pg/ml)

253,9 (+139)

536,5 (+411)

644,3 (+561)

p-tau protein (pg/ml)

34,1 (+18,9)

55,4 (+35,1)

56,3 (+33,8)

861,6 (+356)

724,5 (£318)

650,8 (+362)

amyloid B42 (pg/ml)

MMSE - z angl. Mini-Mental State Examination; ACE — z angl. Addenbrooke's Cognitive examination =
neuropsychologické testy pouzivané k vySetfeni kognitivnich funkci

p — tau — hyperfosforylovany tau protein; celkovy tau protein a amyloid 42 = zakladni biochemické
parametry vySetfované v likvoru pro diagnostiku Alzheimerovy choroby

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér spolu se smérodatnou odchylkou.

3.8. Statistika

Statistické analyzy byly provedeny v programu Statistica v12 (Statsoft, Dell, CR)
a GraphPad Prism v9 (GraphPad, USA). Pro ovéfeni normality byl pouzit Shapiro-
Wilkav test. Pro korela€ni analyzy by vyuzivan Spearman(yv korelacni koeficient. Pro
analyzu parovych méreni byl pouzivan Wilcoxonlv parovy test. Pro srovnani mezi
skupinami pacientd byl pouzivan Mann-Whitneylv test a ANOVA. Hiadina

vyznamnosti byla nastavena na p < 0,05.
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni avidity protilatek proti tézkym retézcum

neurofilament

Metoda pro stanoveni avidity anti-NfH IgG protilatek byla nejprve optimalizovana
s nékolika zakladnimi kroky — volba vhodného fedéni séra, chaotropniho €inidla a jeho
koncentrace. Tato optimalizace probéhla pouze na 20 vzorcich séra. Po optimalizaci
metody nasledovala studie u pacientl s Alzheimerovou chorobou na souboru

uvedeném v kapitole 3.7.1.

4.1.1. Optimalizace stanoveni avidity anti-NfH IgG protilatek

Koncentrace anti-NfH IgG protilatek byla vyjadfena v arbitrarnich jednotkach
koncentrace — AU. Arbitrarni jednotky byly odecCteny z kalibraCni kfivky vytvorené
v programu Magellan v6, pouzito bylo nelinearni prolozZeni, spolehlivost byla > 95 %.
Korelace hladin vyjadfenych v AU s vyjadfenim pouze hodnoty absorbance byla
vysoka — Spearmanuv korelac¢ni koeficient p < 0,0001. Stejné tak koreloval aviditni
index pocCitany z AU a z absorbance p < 0,0001. Hladiny protilatek je tak mozné

vyjadfovat v AU. Typicka kalibracni kfivka je uvedena na obrazku 4-1.

Absorbance 450 nm

7 25 50 ™ 100

koncentrace anti-NfH 1gG  (AU)

Obrazek 4-1: Typicka kalibra¢ni kfivka s vyjadfenim koncentrace anti-NfH IgG protilatek v arbitrarnich

jednotkach
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Optimalni fedéni séra pro toto stanoveni bylo 1:200, kdy hodnoty pro vSechna
stanoveni spadaly do linearni cCastikalibraCcni kfivky. Pouze v pfipadé vyrazné
zvySenych hladin protilatek bylo mozné pouzit fedéni 1:400.

Pro stanoveni avidity a zejména efektivniho rozliSeni vysoko- a nizkoaviditnich
protilatek byly porovnany 2 typy chaotropnich c&inidel o rdznych koncentracich.
V pfipadé NaCl se nizké koncentrace 0,25 a 0,5 mol/l ukazaly jako neucinné
v rozruSeni vazby antigen-protilatka. Byly proto pro srovnani chaotropnich Cinidel
vyuzity pouze vysSi koncentrace 1 mol/l a 3 mol/l. V pfipadé urey byl efekt 2 mol/l
roztoku a 4 mol/l podobny a stejné tak 6 mol/l a 8 mol/l. Vzhledem ke zvySenému riziku
denaturace v pfipadé pouziti nejvyssi koncentrace urey byly pro nasledujici stanoveni
zvoleny koncentrace 2 mol/l a 6 mol/l.

Pfi srovnani obou chaotropnich cinidel bylo prokazano, Ze aviditni index
prislusnych protilatek je podobny pfi pouziti 1 mol/l NaCl a 2 mol/l urey, nicméné pfi
pouziti vy§Sich koncentraci — 3 mol/l NaCl a 6 mol/l urey jiz byl pozorovan signifikantni
rozdil v aviditnim indexu (Wilcoxonuv parovy test, p=0,00016). Spolehlivé stanoveni
avidity protilatek vyzaduje alespori 50 % snizeni ve vazbé protilatek po pUsobeni
chaotropniho €inidla (Pullen, Fitzgerald et al. 1986) a tuto podminku nejlépe splfiuje

urea o koncentraci 6 mol/l. Data jsou shrnuta v obrazku 4-2.
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Obrazek 4-2: Srovnani chaotropnich Cinidel.

A) Hladiny sérovych anti-NfH IgG protilatek pro rizna chaotropni ¢inidla a jejich koncentrace. Pro

srovnani je uvedena i hladina bez plisobeni chaotropniho ¢inidla (pouze PBS pufr). Signifikantni rozdil byl nalezen mezi 1 mol/l a 3 mol/l NaCl (Wilcoxon. test,
p=0,00014) a 2 mol/l a 6 mol/l ureou (p<0,0001). Signifikantni rozdil je i mezi 3 mol/l NaCl a 6 mol/l ureou (p=0,000892).

B) Srovnani aviditnich indexud anti-NfH IgG protilatek pro jednotliva chaotropni €inidla. Signifikantni rozdil byl nalezen jak pfi srovnani riznych koncentraci €inidel
mezi sebou, tak i pro 3 mol/l NaCl a 6 mol/l ureu (p=0,0002)

AU — arbitrarni jednotky koncentrace; Al — aviditni index v %; NfH — téZky fetezec neurofilament; M — mol/l

* p<0,05 *p<0,01 ***p<0,001

Krabicovy graf zahrnuje median (horizontalni linie) a 25. — 75. percentil hodnot
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4.1.2. Hladiny a avidita anti-NfH IgG protilatek v séru u pacientt

s Alzheimerovou chorobou

Po optimalizaCnich krocich byla avidita anti-NfH 1gG protilatek studovana u
pacientl s Alzheimerovou chorobou ve srovnani s vékové parovanym kontrolnim
souborem. Nebyl nalezen signifikantni rozdil v avidité anti-NfH 1gG protilatek mezi
kontrolni skupinou a pacienty s AD, stejné tak nebyla nalezena signifikantni korelace
mezi hladinou protilatek a jejich aviditou s vékem. Hladiny protilatek vykazaly inverzni
korelaci s aviditou. Korelace mezi aviditou a hladinami protilatek byla signifikantni
v kontrolni skupiné u 2 mol/l urey (p = 0,038) i 6 mol/l urey (p = 0,00147), naproti tomu
v AD skupiné byl vztah signifikantni pouze u 6 mol/l urey (p = 0,025). Srovnani mezi
skupinami je shrnuto v obrazku 4-3, vztah mezi hladinou protilatek a jejich aviditou pak

v obrazku 4-4.
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Obrazek 4-3: Srovnani hladin a avidity anti-NfH IgG protilatek v séru mezi kontrolni (n=30) a AD skupinou (n=30). A) Hladiny protilatek vyjadfené v arbitrarnich
jednotkach, mezi skupinami nebyl nalezen signifikantni rozdil. B) Avidita protilatek vyjadiena jako aviditni index v procentech. Signifikantni rozdil mezi kontrolni
skupinou a pacienty s Alzheimerovou chorobou nebyl nalezen.

AU — arbitrarni jednotky koncentrace; Al — aviditni index v %; NfH — téZky fetezec neurofilament; M — mol/l

Krabicovy graf obsahuje median (horizontalni linie), 25. — 75. percentil hodnot
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avidita anti-NfH IgG protilatek (Al)
IJ.
avidita anti-NfH IgG protilatek (Al)
(u}

koncentrace anti-NfH IgG protilatek (AU) koncentrace anti-NfH IgG protilatek (AU)

Obrazek 4-4: Vztah mezi hladinou a aviditou anti-NfH IgG protilatek. Avidita byla stanovena za pouziti
urey o koncentraci 6 mol/l jako chaotropniho Cinidla.

A) Kontrolni skupina. (R = - 0,55; **)

B) Skupina pacientt s Alzheimerovou chorobou. (R = - 0,41; *)

Al — aviditni index v %; AU — arbitrarni jednotky koncentrace; NfH — téZky fetézec neurofilament; R — Spearmanniiv
korelaéni koeficient

* p<0,05 *p<0,01 **p<0,001
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4.2. Stanoveni volnych protilatek proti tézkym retézcim

neurofilament a odpovidajicich imunokomplexti s NfH

Stanoveni volnych autoprotilatek proti tézkym Fetézcim neurofilament probéhlo
ve 2 fazich — nejprve na testovacim souboru (viz. kap. 3.7.2), kde nas zajimaly
predevSim korelace protilatek v séru a likvoru, pfipadné celkovymi IgG. Ve druhé fazi
byl potom sestaven soubor kontrolni skupiny, pacienttl s mirnym kognitivnim deficitem

a Alzheimerovou chorobou.

4.2.1. Optimalizace metody stanoveni volnych protilatek proti tézkym

fetézciim neurofilament a odpovidajicich imunokomplext

Stanoveni bylo co nejvice unifikovano, aby bylo mozné mezi sebou hladiny co
nejlépe porovnavat. Probéhlo vzdy paralelni stanoveni volnych protilatek
i imunokomplext v séru a likvoru. Kalibracni systém byl pro stanoveni volnych
protilatek i imunokomplexd totozny. Hladiny v séru byly nasobeny pfislusnym fedénim
vzorku, likvor byl nanasen nefedény.

Pro hodnoceni byly pouzity neparametrické statistické testy, protoze soubor
neodpovidal klasickému Gaussovu rozlozeni (ovéfeno Shapiro-Wilkovym testem).
Korelace mezi jednotlivymi stanovenymi parametry jsou shrnuty v obrazcich 4-5 a
4-6.
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Obrazek 4-5: Korelace anti-NfH IgG protilatek a odpovidajicich imunokomplext s NfH. Koncentrace je
vyjadiena v arbitrarnich jednotkach AU.

(A) Korelace volnych anti-NfH IgG protilatek v séru a v likvoru. (R = 0,595 ***)

(B) Korelace anti-NfH I1gG protilatek vazanych v imunokomplexech s NfH v séru a likvoru.(R = 0,631 ***)

NfH - téZky fetézec neurofilament; R — Spearmanntv korelaéni koeficient; *** p < 0,001

(A) (B)
500- 1.5+
E = )
= i ]
5 400 ® &
7} = °
1.0
> 300 o ® 3 .
= 2} “
g 200 * g * ¢
1 %e = ®
§ o ‘. ™ S 0.5 & Y™ N e
= 1004 - 'Y = b e
g °® Ld ® § . L4 ®
S o o
0 | T T 1 0.0
0 200 400 600 800 0.0 0.2 0.4 0.6
volné IgG sérum volné IgG likvor

Obrazek 4-6: Korelace anti-NfH 1gG protilatek a odpovidajicich imunokomplext s NfH v séru a likvoru.
Koncentrace je vyjadiena v arbitrarnich jednotkach AU.
(A) Korelace volnych protilatek a odpovidajicich imunokomplexd v séru. (R = 0,589 ***)

(B) Korelace volnych protilatek a odpovidajich imunokomplext v likvoru. (R= 0,628 ***)

NfH - téZky Fetézec neurofilament; R — Spearmanntv korelaéni koeficient; *** p < 0,001

Korelace volnych protilatek mezi sérem a likvorem je vysoka, stejné tak korelace
protilatek vazanych vimunokomplexech. Vysokou miru korelace vykazuji oba
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parametry i pfi srovnani stanoveni dle biologického materialu. V pfipadé rozdéleni

souboru podle diagnozy jsou korelace stale vyznamné, jak shrnuje tabulka 4-1.

Tabulka 4-1: Shrnuti korelaci volnych a vazanych protilatek po rozdéleni na skupiny podle diagnozy.

*p<0,05 * p<0,01 **p<0,001

. ) Spearman
Kontrolni skupina (SC} R Pacienti s RS (RS} Speanman R
volné protilitky sérum x mok 0,514™ volné protikitiy sérum x mok 0,630 **
imunokomplexy sérum x mok 0,528** imunokomplexy sérum x mok l‘.',!iliE"""P
voiné protilitky x imunokomplexy sérum volné protilitky x imunokomplexy sérum 0,539 *
voiné protilitky x imunokomplexy mok volné protilitky x imunokomplexy mok 0,619 **

Po provedeni parového porovnani (Wilcoxonuv parovy test) obou parametrt v séru a

likvoru jsme zjistili

signifikantné

odlisné hladiny protilatek

vazanych

v imunokomplexech v likvoru (p ***) pro cely soubor i pokud bylo rozdéleni na kontrolni

skupinu (SC) a skupinu pacientd s RS. Vysledky jsou shrnuty v obrazku 4-7.
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Obrazek 4-7: Parové porovnani volnych protilatek a protilatek vazanych v imunokomplexech s NfH
v séru a likvoru u kontrolni skupiny a pacientt s RS.

(A) Hiadiny protilatek a imunokomplext v séru se nelisi.

(B) Hladiny protilatek a imunokomplext s likvoru. Signifikatné vy$si cast protilatek je vazana
v imunokomplexech. (Wilcoxonnuv parovy test)

AU — arbitrarni jednotky koncentrace; SC — kontrolni skupina; RS — skupina pacientu s roztrou$enou
skler6zou

Krabicovy graf obsahuje median (horizontalni linie), 25. — 75. percentil hodnot * p < 0,05 ** p < 0,01
***p < 0,001
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Pfi porovnani skupin vtomto experimentu nebyl nalezen signifikantni rozdil
v hladinach volnych protilatek a protilatek vazanych v imunokomplexech s NfH mezi

kontrolni skupinou a skupinou pacientli s RS.

4.2.2. Stanoveni volnych anti-NfH IgG protilatek a imunokomplexi u

pacientd s Alzheimerovou chorobou

Po stanoveni protilatek a pfisludnych imunokomplext v pilotnim souboru byly
tyto parametry stanoveny ve vékové parovaném souboru kontrolnich vzorkd
(kognitivné zdravi pacienti), pacientu s mirnou kognitivni poruchou (MCI) a pacientu
s Alzheimerovou chorobou— zakladni charakteristiky souboru jsou shrnuty v kapitole
3.7.2.

Korelace hladin volnych protilatek i imunokomplext je velmi dobra pfi srovnani
séra a mozkomiSniho moku. P¥i srovnani hladin imunokomplexu s volnymi protilatkami
je korelace vyznamna pfedevsim v likvoru. PFi srovnani jednotlivych skupin pacient
jsou nejvétsi korelace ve skupiné pacientt s Alzheimerovou chorobou. Nizsi korelace
hladin protilatek a imunokomplext v kontrolni skupiné a skupiné MCI mlze byt dana
vySSi heterogenitou souboru. Korelacni matice pro jednotlivé soubory jsou shrnuty
v obrazcich 4-8,9,10.
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Obrazek 4-8: Korelace jednotlivych parametrd v ramci kontrolni skupiny. Vyznamna je korelace volnych

protilatek mezi sérem a likvorem, protilatek a imunokomplex( v likvoru a také imunoglobulinovych

indexd Q. *p <0,05 **p<0,01 **p< 0,001
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Obrazek 4-9: Korelace jednotlivych parametr(i v ramci skupiny pacient s mirnym kognitivnim deficitem.
Vyznamna je korelace volnych protilatek i imunokomplexd mezi sérem a likvorem, protilatek a

imunokomplext v likvoru a také imunoglobulinovych indexi Q. *p < 0,05 **p <0,01 *** p < 0,001
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Obrazek 4-10: Korelace jednotlivych parametr(i v ramci skupiny pacienti s Alzheimerovou chorobou.
Vyznamna je korelace volnych protilatek i imunokomplexti mezi sérem a likvorem, protilatek a
imunokomplex v likvoru i séru a také imunoglobulinovych indexd Q.

*p<0,05 *p<0,01 * p<0,001

V pfipadé skupiny pacientll s Alzheimerovou chorobou je mezi volnymi
protilatkami a protilatkami vazanych v imunokomplexech s NfH uzky vztah. V ramci
srovnani vSech skupin je vidét, ze vlikvoru je vztah volnych protilatek
a imunokomplext vyznamnéjsi oproti séru.

V pfipadé srovnani hladin jednotlivych parametrl mezi skupinami, je viditelné
snizeni jak volnych protilatek, tak imunokomplextl u skupiny pacientl s mirnou
kognitivni poruchou (MCI) zejména oproti kontrolni skupiné. Signifikantné se tento
rozdil projevuje zejména u volnych anti-NfH IgG protilatek a pFfedevSim

v mozkomiSnim moku. PFfi srovnani pacientd s mirnou kognitivni poruchou
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a Alzheimerovou chorobou je rozdil menSi. Hladiny jednotlivych parametri jsou
uvedeny v tabulce 4-2. Ziskané vysledky shrnuté v obrazku 4-11 a 4-12 naznacuiji, ze
anti-NfH 1gG protilatky mohou patfit do obou moznych kategorii. Protilatky detekované
u kontrolni skupiny budou spiSe tzv. pfirozené se vyskytujici protilatky (NAbs),
podilejici se na eradikaci hromadicich se nebo potencialné patologickych proteina,
spiSe nez mezi protilatky s patofyziologickym kontextem, které jsou produkovany jako
imunitni odpovéd. Snizeni jasné patrné u pacientd s MCI, tedy pocate¢ni fazi
onemocnéni, oproti kontrolni skupiné muze znacit aktivaci eradikacni funkce NAbs.
V pfipadé pokrocilé faze onemocnéni Alzheimerovou chorobou pak uz
pravdépodobné tyto mechanismy selhavaji, dochazi ke zvySeni koncentrace antigenu

muze dojit k tvorbé i druhého typu autoprotilatek — patologickych.
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Tabulka 4-2: Hladiny volnych anti-NfH IgG protilatek a protilatek vazanych v imunokomplexech s NfH v rdmci jednotlivych skupin pacientu.

Biologicky
material

Kontroly

MCI

AD

pocet vzork(

24

27

20

volné anti-NfH IgG

sérum (AU)

10.47 (5.97 -24.78)

8.78 (5.45 - 14.66)

15.3 (4.2 - 26.82)

protilatky likvor (AU) 0.0567 (0.0363 - 0.0866) 0.0217 (0.00757 - 0.0469) 0.0466 (0.0273 - 0.108)
anti-NfH I1gG - NfH sérum (AU) 14.21 (10.4 - 25.04) 10.22 (4.12 - 17.46) 10.88 (5.29 - 26.32)
imunokomplexy likvor (AU) 0.145 (0.0703 - 0.182) 0.0575 (0.0226 - 0.107) 0.101 (0.0516 - 0.237)

AU — arbitrarni jednotky koncentrace; NfH — téZky Fetézec neurofilament; MCI — pacienti s mirnou kognitivni poruchou; AD — pacienti s Alzheimerovou chorobou

Hodnoty jsou uvedeny jako median a interkvartilové rozpéti.
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Obrazek 4-11: Hladiny volnych protilatek u jednotlivych skupin pacientd.

K MCI

(A) Hladiny protilatek v séru, bez statisticky signifikantniho rozdilu.

(B) Hladiny protilatek v mozkomisnim moku, hladiny se vyznamné li5i mezi skupinami.
Horizontalni linie oznacuje median, krabice pak interkvartilové rozpéti.

Kruskal-Wallis ANOVA; *p <0,06 ** p <0,01 ***p <0,001
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Obrazek 4-12: Hladiny protilatek vazanych v imunokomplexech u jednotlivych skupin pacientd.

(A) Hladiny imunokomplext v séru, bez statisticky signifikantniho rozdilu.

(B) Hladiny imunokomplex( v mozkomiSnim moku, hladiny se vyznamné li§i mezi pacienty s mirnou
kognitivni poruchou a kontrolni skupinou.

Horizontalni linie ozna€uje median, krabice pak interkvartilové rozpéti.

Kruskal-Wallis ANOVA; * p < 0,05 **p <0,01 ***p <0,001

Pfi vyjadreni protilatek a imunokomplext jako index Q, vidime signifikantni
rozdily mezi skupinami v pfipadé volnych protilatek. Pokud porovnavame index Q u
protilatek vazanych v imunokomplexech, je vyznamny rozdil pouze mezi pacienty
s MCI a AD. Hodnoty indexu Q jsou u pacientd s Alzheimerovou chorobou nejvyssi.

Data jsou shrnuta v tabulce 4-3 a obrazku 4-13 na nasledujici strané.
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Tabulka 4-3: Srovnani hodnot indexd Q mezi jednotlivymi skupinami.

Kontroly

MCI

AD

pocet vzorkd

24

27

20

IgG index Q
volné protilatky

0.00436 (0,00295 - 0,00728)

0,00291 (0,000782 - 0,00386)

0,00648 (0,00253 - 0,00926)

IgG index Q
imunokomplexy

0.00871 (0.00626 - 0.0121)

0.00633 (0.00399 - 0.00993)

0.0111 (0.00625 - 0.0157)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median a interkvartilové rozpéti.

(A)
0.05-
$ 0.043
S 0.033
% 0.023
5
 0.013
0.00-

K MCI

]

0.08-

0.06

0.04

0.02

IgG index Q pro imunokomplexy

0.00 I
K

Obrazek 4-13: Srovnani IgG indext Q mezi skupinami.

MCI

(A) Hodnoty Q pro volné protilatky. Signifikantni rozdily jsou v MCI skupiné oproti obéma zbyvajicim.

(B) Hodnoty Q pro imunokomplexy. Signifikantni rozdil je mezi pacienty s mirnou kognitivni poruchou a

Alzheimerovou chorobou.

Q = hladina v mozkomi$Snim moku / hladina v séru

Horizontalni linie oznaduje median, krabice pak interkvartilové rozpéti.
Kruskal-Wallis ANOVA; * p <0,05 *p<0,01 **p<0,001
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4.3. Stanoveni volnych tézkych retézcl neurofilament

Stanoveni volnych téZkych fetézcl neurofilament v séru a mozkomisnim moku bylo
provedeno komeréné dostupnym ELISA kitem. Vyrobce neuvadi blizSi specifikace
pouzitych protilatek, nelze tedy zjistit, do kterého regionu proteinové molekuly NfH se
vaze. Pfi pouZiti uvedené soupravy bylo mozné hodnotit pouze vysledky analyzované
v likvoru. V pfipadé analyzy v séru byla naprosta vétSina hodnot na spodni hranici
detekcniho limitu a nelze je tak brat za relevantni. Stanoveni v séru by tak vyzadovalo
citlivéjSi metodu napfiklad s vyuzitim technologie Luminex nebo SIMOA.

Volné NfH v mozkomisnim moku byly analyzovany v souboru pacienti s mirnou
kognitivni poruchou, Alzheimerovou chorobou a kontrolni skupiny, u kterych bylo
provedeno vySetfeni volnych anti-NfH IgG protilatek a imunokomplext, vzhledem
k nedostatku mozkomisniho moku ne u vSech vzorkd. Vysledky ziskané
z mozkomisniho moku jsou uvedeny v tabulce 4-4 a obrazku 4-14. Mezi skupinami
neni zasadni rozdil v hladiné volnych NfH, i kdyz v pfipadé skupiny pacientli s mirnou
kognitivni poruchou je hladina mirné vyssi oproti kontrolni skupiné. Nebyla nalezena
ani vyznamna korelace s imunokomplexy nebo volnymi protilatkami viz. obrazek

4-8,9,10 v kapitole 4.2.2, hodnoty jsou soucasti korelacnich matic.

Tabulka 4-4: Hladiny volnych NfH u jednotlivych skupin.

Kontroly MCI AD
pocet vzorka 18 26 18
NfH (pg/ml) 239.9 (172 -4738) 324.3 (262 -1368) 305.1 (241 -551)
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1000

koncentrace NfH v likvoru (pg/ml)

0 | | |
Obrazek 4-14: Hladiny tézkych fetezcu neurofilament v mozkomisnim moku, bez signifikantniho rozdilu

mezi skupinami. Horizontalni linie zna¢i median.

4.4. Optimalizace metody pro stanoveni imunokomplexu pro

lehké retézce neurofilament

V pribéhu optimalizace metody pro stanoveni imunokomplext anti-NfL 1gG
protilatek byly testovany 2 rizné protilatky — anti-NEFL od Sigma Aldrich a UD 1 od
Uman Diagnostics. Obé protilatky rozpoznavaji sekvenci v centralni (Rod) doméné
proteinu s minimalnim rozdilem v useku aminokyselin. V ramci srovnani nebyly mezi
protilatkami velké rozdily. Ale vzhledem k faktu, ze UD 1 je vyuZivana i v ELISA kitu
pro stanoveni NfL, optimalizace se zaméfila na tuto protilatku. Srovnani obou protilatek

je na obrazku 4-15.
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o U1
= U2
—4— Sigma

absorbance 450 nm

0-0 1 1 | 1 1
0 50 100 150 200 250

koncentrace AU

Obrazek 4-15: Srovnani protilatek UD 1 a Sigma pro stanoveni NfL.
AU — arbitrarni jednotky koncentrace; U1 — protilatka UD 1 o koncentraci 1 ug/ml; U2 — protilatka UD 1
o koncentraci 2 ug/ml; Sigma — anti-NEFL protilatka o koncentraci 2 ug/ml; 4-parametrové prolozeni

krivek

Jako optimalni protilatka pro stanoveni imunokomplexi NfL se ukazala
protilatka UD1 od Uman Diagnostics nanasena v koncentraci 1,5 ug/ml. Vzhledem
k vy$Simu pozadi (absorbance slepého vzorku) bylo tfeba dale upravit slozeni fediciho
roztoku pro vzorky a sekundarni protilatku-konjugat. Do fediciho roztoku tak byl oproti
stanoveni NfH pfidan jesté TruBlock 3™ v koncentraci 10 pg/ml, coz je specificky
blokator heterofilnich interferenci v imunoanalytickych metodach a byl pouZit i béhem
prvnich optimalizaci metody SIMOA (Kuhle, Barro et al. 2016).

Zakladni stanoveni bylo provedeno na testovacim souboru pacientl s riznou
diagnézou (RS, CIS, AD, FTD, ...) celkem na 20 likvorech a 30 sérech, z toho 20 sér
bylo parovych s pfislusnym likvorem. Ze ziskanych dat z testovaciho souboru jsme
zjistili, ze hladiny volnych protilatek i imunokomplexu jsou dobfe méfitelné s vyjimkou
nékterych likvort a hodnoty spadaji do linearni ¢asti kalibracni kfivky, kde je vysoka
presnost odectu. Vyznamné korelace byly nalezeny v hladinach imunokomplext mezi
sérem a likvorem (Spearmanuv koeficient R = 0,839; p < 0,0001) a také v séru koreluji
hladiny volnych protilatek a imunokomplext (R = 0,464; p = 0,0112). Vysledky jsou
shrnuty v obrazku 4-16.
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Obrazek 4-16: Hladiny protilatek proti lehkému Fetézci neurofilament v séru a likvoru.

Vzhledem k tomu, Ze metoda je optimalizovana ke stanoveni spolu s volnymi
NfL diky pouziti stejné protilatky pro zachyceni neurofilament, stanoveni anti-NfL IgG
protilatek a imunokomplext rozSifi informace u pacientd s RS / CIS, ktefi jiz maiji

stanoveny volné NfL v likvoru pomoci CE-IVD ELISA metody UmanDiagnostics.

4.5. Stanoveni volnych lehkych fetézci neurofilament
v mozkomisnim moku

Volné lehké fetézce neurofilament byly stanoveny soupravou firmy
UmanDiagnostics, ktera je uréena pro stanoveni NfL v mozkomiSnim moku. Toto
stanoveni bylo zaméfeno na pacienty s roztrouSenou skler6zou a zejména
s klinicky izolovanym syndromem ve 2 riznych souborech oznadenych jako SET
a CIS. Celkem byla v ramci souboru SET provedena analyza 148 likvord a v ramci

souboru CIS 155 likvori. Hladiny NfL v likvoru pro oba soubory jsou uvedeny
v obrazku 4-17.
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Obrazek 4-17: Hladina volnych lehkych fetézcd neurofilament v mozkomiSnim moku a pacientd

s klinicky izolovanym syndromem. Horizontalni linie oznacuje median.

Z obrazku 4-17 je jasné patrné, Zze se mezi soubory hladiny liSi. SET je
zaméfena na pacienty s RRMS, zatimco CIS na pacienty s klinicky izolovanym
syndromem. Oba soubory jsou vSak zalozeny na longitudinalni analyze souboru a
korelaci s dal$imi moznymi diagnostickymi kriterii. Cast vysledk( ze souboru SET byla
jiz publikovana (Friedova, Motyl et al. 2020, McComb, Krikheli et al. 2020). Data ze
souboru CIS jsou podkladem pro dalSi prace ve spolupraci s Neurologickou klinikou
1.LF UK a VFN.
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5. Diskuse

Tato prace je zaméfena pfedevsim na stanoveni protilatek proti neurofilamentim
a prislusnych imunokomplexu. Nejvétsi ¢ast tvofi studium anti-NfH 1gG protilatek
u pacientd s Alzheimerovou chorobou.

Optimalizace metod pro stanoveni volnych protilatek proti neurofilamentim a jejich
imunokomplext s odpovidajicim antigenem umoznila diky maximalni unifikaci postupu
a shodnému kalibraénimu systému hladiny jednotlivych parametrt srovnavat a hladiny
byly méfitelné v séru i mozkomisnim moku.

Prvnim krokem bylo stanoveni avidity protilatek tfidy 1gG proti NfH, které jsou
soucasti cytoskeletu neuronu. Nejprve byla provedena optimalizace metody ELISA
a vybér vhodného chaotropniho cCinidla. Poté byla analyzovana avidita protilatek
u pacientld s Alzheimerovou chorobou.

Avidita je jednou ze zakladnich charakteristik protilatek, ktera ovliviuje tvorbu
imunokomplext a efektivitu protilatek. Zavisi na afinité mezi vazebnym mistem pro
antigen na protilatce a epitopy na antigenu a také na jejich valenci (Gharavi 1996).
Vazba mezi protilatkou a pfisluSnym antigenem je nekovalentni a interakce v takto
vytvofeném imunokomplexu jsou pro né&j charakteristické a je tak nutné upravit
podminky ELISA metody pro konkrétni protilatky a zvolit vhodné chaotropni Cinidlo.
Mezi vyuzZivana chaotropni Cinidla patfi urea, thiokyanat amonny, guanidin
hydrochlorid, diethyl amin nebo chlorid sodny (Cucnik, Kveder et al. 2004, Woznicova
2004, Cucnik, Kveder et al. 2011, Dimitrov, Lacroix-Desmazes et al. 2011, Cucnik,
Kveder et al. 2012, Dauner, Pan et al. 2012). V této praci byla testovana 2 chaotropni
¢inidla odliSna svym chemickym charakterem — NaCl jako silny elektrolyt s iontovym
charakterem a urea, naopak bez iontového charakteru, funguje jako mirné denaturaéni
¢inidlo. Pozadavek pro efektivni hodnoceni avidity je, aby chaotropni €inidlo rozruSilo
pfiblizné 50 % vazeb protilatky a antigenu a toto kritérium splnila urea o koncentraci
6 mol/l, kdy disociovalo zhruba 45 % imunokomplexu.

Z hlediska hodnoceni avidity se jako patogenni autoprotilatky oznacuji ty s vySsi
aviditou vic&i autoantigenim (Woznicova 2004, Bozic, Cucnik et al. 2005, Schlosser,
Koczwara et al. 2005). Jianping a Cao popsali aviditu protilatek proti B-amyloidu
u pacientu s AD, hladina protilatek i avidita byla niz§i pravé u pacientl s AD oproti
vékoveé parované kontrolni skupiné (Jianping, Zhibing et al. 2006, Cao, Lv et al. 2010).

Predpokladali, Ze vliv maturace a tolerance B lymfocytu a s tim souvisejici produkce
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protilatek s riznou afinitou a aviditou bude mit vliv na clearance p-amyloidu. Vzhledem
k tomu, Ze dalSi studie prokazaly hladiny protilatek proti f-amyloidu v IVIG pfipravcich
(Dodel, Du et al. 2004, Kile, Au et al. 2017), nemusi imunitni systém tyto hladiny
ovliviiovat, ale na procesu se budou podilet pravé NAbs. V naSem pfipadé byla
nalezena opacna korelace mezi hladinou a aviditou anti-NfH IgG protilatek a avidita
spadala prevazné do ,Sedé zony*“, kdy o protilatkach nelze jednozna&né mluvit jako o
vysoko — nebo nizkoaviditnich. Vysvétlenim mize byt, Ze vysokoaviditni protilatky jsou
vazany ve stabilnich imunokomplexech, které se nepovedlo rozruSit chaotropnim
Cinidlem. VysSi hladiny protilatek proti amyloidu vazanych v imunokomplexech popsali
Maftei a kol (Maftei, Thurm et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2013). Naproti tomu
nizkoaviditni protilatky tvofi méné stabilni imunokomplexy a vy$Si hladiny |ze oCekavat
ve formé volnych anti-NfH 1gG protilatek.

Protilatky jsou obecné u Alzheimerovy choroby pomérné hodné studované
(Colasanti, Barbati et al. 2010, Bartos, Fialova et al. 2012, Beasley and Greer 2015),
nicméné zavéry ze studii nejsou zcela jednoznacné. Na jedné strané je fada studii,
kde je popsan pozitivni efekt podavani IVIG, obsahujici zejména NAbs, které maji
predevSim fyziologické funkce — vtomto pfipadé hlavné eradikaci uvolnénych
intracelularnich proteint a proteinovych agregata (Neff, Wei et al. 2008, Hromadkova,
Kolarova et al. 2015, Kile, Au et al. 2017, van Ameijde, Crespo et al. 2018). Na druhé
strané vSak existuje i dostatek studii prokazujici zvySené hladiny protilatek u pacientt
s AD (Bartos, Fialova et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2013).

Nase studie anti-NfH IgG protilatek a imunokomplext ukazala snizené hladiny jak
protilatek, tak imunokomplext u pacientll s mirnou kognitivni poruchou, zejména oproti
kontrolni skupiné. V pfipadé kontrolni skupiny jsou také protilatky ve vétsi mife vazané
v imunokomplexech. To by mohlo naznaCovat, Zze se jedna o NAbs, které se staraji
o eradikaci uvolnénych NfH i vzhledem k vy$§i mife uvolfovani s vékem. V pfipadé
zaCatku onemocnéni se tato funkce projevi naplno a celé imunokomplexy jsou tak
vylu¢ovany zobéhu. Pozdéji s progresi onemocnéni muize dochazet k tvorbé
patologickych autoprotilatek jako odpovéd na néktery podnét a hladiny jako takové se
opét zvySi. U pacientd s AD jsme zjistili vys$Si hladiny volnych protilatek oproti
imunokomplexdm. To by bylo napfiklad v souladu se zjisténim (Kile, Au et al. 2017),
ze podavani IVIGu pacientiim s MCI vedlo k vétsi stabilité kognitivnich funkci pacient
béhem prvniho roku podavani, zatimco po 2 letech uz nebyl prokazan signifikantni

efekt. ZvySeni hladiny protilatek i imunokomplext v mozkomiSnim moku u pacient
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s AD oproti pacientim s MCI je i v souladu s dfive prokazanou zvySenou intratekalni
syntézou protilatek proti NfH (Bartos, Fialova et al. 2012).

Pokud se zaméfime na hladiny protilatek proti neurofilamentim obecné, pak
napfiklad pro anti-NfL protilatky byla prokazana vyssi intratekalni syntéza a hladiny
protilatek u pacientu, ktefi konvertovali z klinicky izolovaného syndromu (CIS) do
roztrousené sklerézy (Fialova, Bartos et al. 2013). Tedy nejvétsi zména byla
zaznamenana pfi progresi onemocnéni, kdy se mohou uplatnit dalsi podnéty,
napfiklad v pfipadé ataky RS muaze dojit k uvolnéni vétSiho mnozstvi neurofilament
Z neuronu a to muze byt podnétem pro imunitni systém, kdy byla nalezena zvySena
mnozstvi protilatek v MS lézich (Sadaba, Tzartos et al. 2012).

Pokud tedy shrneme poznatky o autoprotilatkach s patofyziologickym podtextem
a protektivnich NAbs, je jisté, Ze pro detailni pochopeni funkce protilatek proti
neurofilamentim je potfeba dalSich, zejména longitudinalnich studii se sledovanim
postupné progrese onemocnéni a hladin protilatek a imunokomplext pro rozSifeni

a upfesnéni poznatkl o autoprotilatkach u neurodegenerativnich onemocnéni.
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6. Shrnuti

Prvnim cilem této prace byla optimalizace ELISA metod pro stanoveni volnych
protilatek proti lehkému a téZkému fetézci neurofilament a jejich imunokomplexu
s odpovidajicim antigenem. Zavedeni metodiky na stanoveni protilatek proti lehkému
a tézkému fetézci neurofilament a odpovidajicich imunokomplexu je pfedpokladem pro
analyzu uvedenych parametrl v séru a mozkomisnim moku. Tento cil byl splnén, oba
parametry jsme schopni detekovat v séru i mozkomiSnim moku a hodnoty pro

konkrétni fetézec neurofilament mezi sebou porovnavat.

Druhy cil této prace byl stanovit hladiny protilatek proti tézkému fretézci
neurofilament, jejich imunokomplext a avidity zejména u pacientu s Alzheimerovou
chorobou a zjistit jejich vzajemny vztah. U pacienttu s Alzheimerovou chorobou nebyl
nalezen signifikantni rozdil v avidité oproti vékové parované kontrolni skupiné. P¥i
analyze volnych protilatek anti-NfH 1gG a jejich imunokomplext nebyl zjistén
signifikantni rozdil v hladinach mezi vékové parovanou kontrolni skupinou a pacienty
s Alzheimerovou chorobou, coz je v souladu s vysledky ze stanoveni avidity.
Signifikantni rozdil v hladiné volnych protilatek i imunokomplext byl vSak nalezen pfi
srovnani pacientl s mirnou kognitivni poruchou a to zejména oproti kontrolni skuping,
ale i oproti pacientum s AD. Zjistili jsme také, ze vétSina zmén v hladinach protilatek

a imunokomplexu je lépe pozorovatelna v mozkomiSnim moku oproti séru.

Diky zavedenym metodam mohou vysledky ziskané u vétSich souborl pacientu s
neurodegenerativnimi onemocnénimi poskytnout informace, které doplni nase znalosti
o uvolhovani neurofilament i o protilatkové odpovédi proti nim. Tyto poznatky mohou

byt vyuzitelné jak z klinického, tak analytického hlediska.
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