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Abstrakt

Neurofilamenta jsou zadkladni strukturni komponentou cytoskeletu neuronti, kde plni fadu
funkci. Skladaji se ze 3 podjednotek: lehky fetézec (NfL); stfedni fetézec (NfM) a tézky fetézec
(NfH). Tyto podjednotky jsou jest¢ doplnény a-internexinem v centralni nervové soustave
(CNS) nebo peripherinem v periferni NS. Vlivem raznych patofyziologickych procesti dochéazi
ke zvySenému uvoliiovani 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
doplnéné o analyzu protildtek proti jednotlivym podjednotkdm a jejich vytvofenych
imunokomplexti poskytuje §ir§i pohled na tuto problematiku. Optimalizovali jsme metody
ELISA pro stanoveni volnych protilatek proti lehkym a tézkym fetézciim neurofilament spolu
s odpovidajicimi imunokomplexy pro analyzu v séru i mozkomi$nim moku. Zavedeni metodiky
na stanoveni protildtek proti lehkému a téZkému fetézci neurofilament a odpovidajicich
imunokomplexti je pfedpokladem pro analyzu uvedenych parametrti v séru a mozkomisnim
moku u pacientll s neurodegenerativnim onemocnénim. Protilatky proti tézkému fetézci
neurofilament byly studovdny 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 ukézala Uzké vztahy mezi obéma parametry
v mozkomiSnim moku a signifikantni sniZeni hladin obou parametrii u pacientli s mirnou
kognitivni poruchou oproti kontrolni skupin€ kognitivné zdravych star§ich osob, v ptipadé
volnych protilatek pak i1 oproti pacientim s Alzheimerovou chorobou. Stanoveni protilatek
proti neurofilamentim a odpovidajicich imunokomplexti ve vétsich souborech pacientti miize
poskytnout informace, které doplni nase znalosti o uvolfiovani neurofilament i o protilatkové

odpovédi proti nim.

Klic¢ova 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



1. Uvod

Neurofilamenta (Nf) jsou zédkladni komponentou cytoskeletu neuronii. Jsou intenzivné
studovéana u riznych typt neurologickych onemocnéni, zejména neurodegenerativnich, ale i
traumatického poskozeni centrdlniho nervového systému (CNS). Postupné se zacalo i se
studiem protilatek proti neurofilamentim a objasiiovanim jejich vyznamu pro patogenezi i
klinické hodnoceni u vybranych neurologickych onemocnéni. Rozsifeni poznatki také o
analyzu imunokomplext neurofilament a odpovidajicich protilatek je tak vhodnym doplnénim
soucasnych znalosti o charakteru imunitni odpovédi namifené proti této dulezité

neurocytoskeletalni sloZce.

1.1. Neurofilamenta u neurologickych onemocnéni

Neurofilamenta patii mezi IV. typ intermedialnich filament. Tvofi heteropolymery ze 4
podjednotek — NfL (lehky fetézec o Mr 68kDa), NfM (stiedni fetézec o Mr 150-160 kDa), NfH
(tézky tetézec o Mr 200 kDa) a a-internexin (v CNS) / peripherin (Beaulieu, Robertson et al.
1999, Yuan, Rao et al. 2006, Yuan, Sasaki et al. 2012). Podileji se na vnitini organizaci a
kompartmentaci struktury neuronu a svoji sitovou strukturou poskytuji ochranu proti
opakovanému mechanickému pnuti béhem pohybu. Neurofilamenta jsou klicové pro radialni
rast, udrZzovani vnitiniho priméru axonu a myelinizaci (Zhu, Couillard-Despres et al. 1997,
Elder, Friedrich et al. 1998a, Elder, Friedrich et al. 1998b).

Prvni prace popisujici zvySenou hladinu neurofilament v biologickych tekutindch byly
publikovany v 90. letech 20. stoleti (Rosengren, Karlsson et al. 1996). Zpocatku se vyzkum
soustiedil zejména na analyzu mozkomiSniho moku, stanoveni neurofilament v séru nebo
plasmé se vyznamné rozviji zejména v posledni dobé¢, diky rozvoji vysoce citlivych metod
(Kuhle, Barro et al. 2016). Kuvolnéni neurofilament zaxoni dochdzi fyziologicky
v konstantnim mnoZstvi, nicméné v piipadé patologického procesu, pfi némz se naruSuje
struktura neuronii, se hladiny neurocytoskeletalnich proteini zvySuji vyznamné.
Neurofilamenta jsou povaZovana za citlivy marker axonalniho poSkozeni.

Zvysené hladiny NfH byly prokazany u pacientd s roztrousenou sklerozou (RS), kde je 1
dobra korelace s nalezy ze zobrazovacich metod (Teunissen, lacobaeus et al. 2009, Kuhle,
Leppert et al. 2011, Gnanapavan, Grant et al. 2013). Podobn¢ se uplatituje stanoveni NfH i u
demenci, zejména pfti rozliSeni Alzheimerovy choroby (AD) a frontotemporalni demence

(Sjogren, Rosengren et al. 2000, de Jong, Jansen et al. 2007, Pijnenburg, Verwey et al. 2015).



Hladina NfM se vyrazné zvysuje u traumatického poskozeni mozku a cévnich mozkovych
ptithod (Martinez-Morillo, Childs et al. 2015), ale nové byla zvySend hladina prokézéna i u
pacientil s poruchami schizofrenniho spektra (Runge, Balla et al. 2022).

Nejvice studovanou podjednotkou jsou NfL, u kterych je zvySeni hladiny patrné u vétSiny
neurologickych onemocnéni oproti zdravym kontrolam (Bridel, van Wieringen et al. 2019).
Podobné jako NfH se mulze uplatnit pfi rozliSovani jednotlivych typti demenci. V ptipadé
roztrousené sklerdzy je popsana dobréd korelace s ndlezem ze zobrazovacich metod (Uher,
Schaedelin et al. 2020, Srpova, Uher et al. 2021, Uher, Havrdova et al. 2021, Camara-
Lemarroy, Metz et al. 2022).

Stanoveni neurofilament u neurologickych onemocnéni se tak postupné vice rozsituje i do
klinické praxe, naptiklad by mélo byt brzy doplnéno do systému klasifikace Alzheimerovy
choroby, tzv. ATN klasifikace, kde N oznacuje neurodegeneraci/neuronalni poskozeni (Khalil,

Teunissen et al. 2018, Zetterberg and Blennow 2021).

1.2. Protilatky u neurologickych onemocnéni

Protilatky (imunoglobuliny = Ig) jsou schopné vysoce specificky vazat konkrétni
molekuly — antigeny. Tato vazba je charakterizovana afinitou, coz je sila vazby s konkrétnim
epitopem antigenu, a také aviditou, kterd vyjadiuje souhrnnou vazbu mezi protilatkou a
antigenem — tedy 1 jeho rtiznymi epitopy. Avidita jednotlivych protilatek se zvysuje s kazdym
setkdnim s antigenem a jeji stanoveni muZe pomoci s rozliSenim patogenniho potencialu
protilatky (Monsalvo, Batalle et al. 2011) nebo sledovat G¢innost o€kovani (Boxus, Lockman et
al. 2014).

Protilatky proti antigentim vlastniho téla se nazyvaji autoprotilatky a mohou byt produktem
imunopatologickych reakci nebo tzv. pfirozené se vyskytujici protilatky (NAbs — naturally
occuring antibodies), které maji predev§im homeostatickou funkci a podili se naptiklad na
clearance proteinti ze starnoucich nebo poskozenych bunék (Lutz 2007, Lutz, Binder et al. 2009,
Abbas, Lichtman et al. 2015).

U neurologickych onemocnéni patii stanoveni celkovych protilditek mezi zakladni
vySetieni mozkomisniho moku, kdy se prokazuje také intratekdlni syntéza protilatek. Hladiny
protilatek proti neurofilamentiim byly studovany predevSim u amyotrofické lateralni sklerdzy
(ALS) (Fialova, Svarcova et al. 2010, Puentes, Lombardi et al. 2021), Alzheimerovy choroby
(Bartos, Fialova et al. 2012) i roztrousené sklerdzy (Fialova, Bartos et al. 2013, Puentes, van

der Star et al. 2017, Puentes, Benkert et al. 2021).



1.3. Imunokomplexy

Obecné lze tici, ze pokud protilatka navaze antigen, vytvofi se imunokomplex. Stabilita
takového imunokomplexu pak zavisi na konkrétnim paru antigen-protilatka. Fyziologicky
piedstavuje tvorba téchto imunokomplexii predevsim eradikacni funkci napiiklad infekcnich
agens nebo uvolnénych intracelularnich proteini. Muze se jednat ale i o patologicky d¢j —
imunopatologicka reakce 3. typu (4bbas, Lichtman et al. 2015).

V piipadé imunokomplext neurofilament s odpovidajicimi protilatkami existuje studie
sledujici vliv podéani natalizumabu na hladinu protilatek proti NfLL a jejich imunokomplexu
(Puentes, Benkert et al. 2021) a také hladiny té€chto parametri u ALS (Puentes, Lombardi et al.
2021). U pacientd s Alzheimerovou chorobou byly popsany vyrazné zvySené hladiny protilatek
proti B-amyloidu vdzané v imunokomplexech (Maftei, Thurm et al. 2012, Maftei, Thurm et al.
2013).

2. Cile prace a hypotézy

Tato prace se zaméiila predevSsim na studium protilatek proti neurofilamentim a jejich
imunokomplexti s odpovidajicim antigenem u vybranych neurologickych onemocnéni.

Soucasti je 1 stanoveni volnych neurofilament v mozkomisnim moku.

Cile je mozné rozdé€lit do dvou ¢asti — metodické a klinické:
1) Cilem metodické ¢asti prace byla optimalizace ELISA metod:
a. pro stanoveni avidity protilatek proti NfH, kde byla testovana zejména rtizna
chaotropni ¢inidla
b. pro paralelni stanoveni volnych anti-NfH protilatek a jejich imunokomplexti
s NfH v séru a mozkomiSnim moku.
c. pro paralelni stanoveni volnych anti-NfL protilatek a jejich imunokomplexti

s NfL v séru a mozkomi$nim moku

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

imunokomplexy s NfH u pacientll s Alzheimerovou chorobou.



Hypotézy:

e Hladiny volnych anti-NfH protilatek a jejich imunokomplexu koreluji navzdajem v séru
nebo mozkomisnim moku.

e Hiladiny volnych anti-NfH protilatek nebo jejich imunokomplexit v séru koreluji s
volnymi anti-NfH protildatkami nebo jejich imunokomplexy v likvoru.

o Avidita a hladina IgG protilatek proti NfH spolu koreluji.

o Volné anti-NfH protilatky, jejich avidita a jejich imunokomplexy jsou zvysSené u pacientii
s Alzheimerovou chorobou a mirnou kognitivni poruchou v porovnani s kontrolni

skupinou.

3. Material a metody

Hlavni metodou pouzitou v této praci je ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
v riznych modifikacich, kdy jsme vychazeli z dfive publikovanych praci (Silber, Semra et al.
2002, Bartos, Fialova et al. 2007, Bartos, Fialova et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2012, Maftei,

Thurm et al. 2013). Zékladni schéma metod je uvedeno v obrazku 1 a 2.
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Obrazek 1 — schéma metody pro stanoveni avidity anti-NfH IgG protilatek.

V ptipadé stanoveni avidity bylo potieba vybrat vhodné chaotropni ¢inidlo pro rozruseni
vazeb mezi protilatkou a antigenem. Testovana byla 2 ¢inidla v rliznych koncentracich — NaCl

o koncentracich 1 a 3 mol/l a urea o koncentracich 2 a 6 mol/l.
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Obrazek 2 — schéma metody pro stanoveni volnych protilatek proti neurofilamentim (A) a

chromogenni substrat
(tetramethylbenzidin)

detekéni protilatka
(anti-human IgG
konjugovand s HRP)
imunokomplex
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autoprotilatkou proti
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Y 7
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jejich imunokomplext (B).

V ptipad€ metod pro stanoveni volnych protilatek proti Nf a jejich imunokomplexi bylo
nutné¢ vybrat vhodné protilatky pro zachyceni imunokomplexii a unifikovat postup se
stanovenim volnych protilatek spolu s vhodnou kalibraci. Pro stanoveni imunokomplext anti-
NfH IgG protilatek byla pouzita mysi monoklonalni protilatka od firmy Sigma Aldrich — anti-
NEFH. Pro stanoveni imunokomplext anti-NfL IgG protildtek byly testovany dvé
monoklonalni protilatky — analogickd mysi monoklonélni protilatka od firmy Sigma Aldrich
anti-NEFL a mysi monoklonalni protilatka od firmy UmanDiagnostics — UD1. Jako sekundérni
protilatka — konjugat byla pouzita slepi¢i protilaitka proti lidskym IgG konjugovana
s peroxidasou (HRP-IgY, Sigma Aldrich). Jako antigen pro zachyceni autoprotilatek byla
vyuZita hovézi neurofilamenta od firmy Progen.

Pro stanoveni volnych NfH v mozkomiSnim moku byl pouzit kit MBS762268 od firmy
MyBioSource a pro stanoveni volnych NfL kit od firmy UmanDiagnostics.

Vysledky byly méfeny na ELISA readeru Tecan Sunrise s programem Magellan v6, ve
kterém byly také vytvareny kalibra¢ni kiivky jednotlivych stanoveni.

Koncentrace volnych protilatek proti neurofilamentiim a jejich imunokomplext je

vyjadiena v arbitrarnich jednotkach, koncentrace volnych neurofilament v pg/ml.

Vypoctové vztahy
Avidita se obvykle vyjadiuje ve formé aviditniho indexu (AI) uvadéného v procentech
ziskaného podle vztahu:

absorbance (nebo AU) jamky s chaotropnim ¢inidlem

Al =

absorbance (nebo AU) jamky bez chaotropniho ¢inidla



Pfi porovnavani hladin protilatek v likvoru a séru se vyuziva jejich pomér, vyjadieny

jako index Q ziskany podle vztahu:

koncentrace IgG v likvoru

Q=

koncentrace |gG v séru

Statistika

Pouzity byly programy Statistica v12 a GraphPad v9. Normalni rozdé€leni dat bylo ovéreno
pomoci Shapiro-Wilkova testu. Vzhledem k nesplnéni podminky normality byly pouzivany
neparametrické metody — Spearmanntiv korelacni koeficient, Wilcoxontiv parovy test, Mann-

Whitney test a ANOVA (Kruskal-Wallis).

Soubory pacientii

Hlavni ¢ast prace se zaméfila pfedevsim na pacienty s Alzheimerovou chorobou a vhodnou
kontrolni skupinu parovanou podle véku. Charakteristika téchto skupin je uvedena v tabulce 1
a 2. Vzorky do této studie byly ziskdny ve spolupréci s Neurologickou klinikou 3. LF UK a
FNKYV a Narodnim tstavem dusevniho zdravi.

Pro stanoveni volnych NfL s vyhledem stanoveni i protilatek a imunokomplext bylo vyuzito
vzorkl ziskanych ve spolupraci s Neurologickou klinikou 1.LF UK a VFN. VSichni pacienti

podepsali informovany souhlas a studie byly schvaleny pfisluSnou etickou komisi.

Tabulka 1 — charakteristika skupin pro stanoveni avidity anti-NfH IgG protilatek v séru.

kontrolni skupina AD skupina
pocet pacientl 30 30
vék 7215 7418
pohlavi 63% Zeny 77% Zeny
MMSE skoére (0-30b) 29+1 1916

MMSE = Mini-Mental State Examination, zdkladni vySetfeni kognitivnich funkci



Tabulka 2 — charakteristika skupin pro stanoveni volnych anti-NfH IgG protilatek a jejich

imunokomplext v séru a likvoru.

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 (O - 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)
amyloid B42 (pg/ml) 861,6 (+356) 724,5 (+318) 650,8 (+362)

MMSE - z angl. Mini-Mental State Examination, ACE — z angl. Addenbrooke’s Cognitive
examination = neuropsychologické testy pouzivané k vysetieni kognitivnich funkei

p — tau — hyperfosforylovany tau protein; celkovy tau protein a amyloid f42 = zékladni
biochemické parametry vysetiované v likvoru pro diagnostiku Alzheimerovy choroby

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér spolu se smérodatnou odchylkou.

4. Vysledky

4.1. Stanoveni avidity anti-NfH IgG protilatek v séru pacientii s Alzheimerovou
chorobou

Nejlep$im chaotropnim ¢inidlem pro stanoveni avidity anti-NfH IgG protilatek byla urea,
ktera byla v koncentraci 6 mol/l schopna rozrusit dostatecné mnozstvi vazeb mezi antigenem a
protilatkou.

Mezi hladinou protilatek a jejich aviditou byla nalezena negativni korelace, jak shrnuje
obrazek 3. Pfi srovnani veékov€ parované kontrolni skupiny a skupiny pacientl
s Alzheimerovou chorobou nebyl nalezen statisticky signifikantni rozdil mezi hladinou a

aviditou anti-NfH IgG protilatek, jak doklada obrazek 4.
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Obrazek 3 — korelace hladin anti-NfH IgG protilatek v séru a jejich avidity.

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

B) Skupina pacientti s Alzheimerovou chorobou, R = - 0,41 (p *)

Al — aviditni index; AU — arbitrarni jednotky koncentrace; NfH — tézky fetézec neurofilament;

R — Spearmanniiv korela¢ni koeficient; p — hladina vyznamnosti, * p < 0,05 **p <0,01
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Obrazek 4 - 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 vyjadfena 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



4.2. Stanoveni volnych anti-NfH IgG protilatek a jejich imunokomplext u pacienti
s Alzheimerovou chorobou
Soubor pacienti s AD byl doplnén o skupinu pacientii s mirnou kognitivni poruchou (MCI)
a vékove sparovanou kontrolni skupinu (K) jejichz charakteristika je uvedena v kapitole metod.
Korelace hladin volnych protilatek i imunokomplext je velmi dobra pii srovnani séra a
mozkomis$niho moku. Pfi srovnani hladin imunokomplexti s volnymi protilatkami je korelace
vyznamna predevsim v likvoru. Pokud srovname jednotlivé skupiny, pak nejvyssi korelace je
ve skupiné pacientli s Alzheimerovou chorobou. Nizsi mira korelace hladin protilatek a
imunokomplexii v kontrolni skupiné a skupin¢ pacientt s MCI muze byt déna vyssi
heterogenitou souboru. Korelace s volnymi NfH nebyla nalezena ani u jedné skupiny.

Korela¢ni matice pro jednotlivé soubory jsou shrnuty v obrazcich 5, 6 a 7.
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Obrazek S - Korelace jednotlivych parametrti v rdmci kontrolni skupiny.
Vyznamna je korelace volnych protilatek mezi sérem a likvorem, protilatek a imunokomplext

v likvoru a také imunoglobulinovych indexii Q. * p <0,05 ** p<0,01 ***p <0,001
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Obrazek 6 - Korelace jednotlivych parametrt v ramci skupiny pacientl s mirnym kognitivnim

deficitem.

Vyznamna je korelace volnych protilatek i imunokomplexti mezi sérem a likvorem, protilatek

a imunokomplexi v likvoru a také imunoglobulinovych indexi Q. ** p <0,01 *** p <0,001
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Obrazek 7 - Korelace jednotlivych parametrli v rdamci skupiny pacientll s Alzheimerovou
chorobou. Vyznamna je korelace volnych protilatek i imunokomplexii mezi sérem a likvorem,
protilatek a imunokomplext v likvoru i séru a také imunoglobulinovych indexi Q.

*p<0,05 ¥ p<0,01 **p<0,001

V ptipadé¢ skupiny pacienti s AD je mezi volnymi protildtkami a protilatkami vazanych
v imunokomplexech s NfH uzky vztah. V likvoru je vztah volnych protilatek a ptislusnych
imunokomplexli vyznamnéj$i nez v séru.

Pokud srovname experimentalni skupiny mezi sebou, pak je jednozna¢né sniZeni hladiny
volnych anti-NfH IgG protilatek i jejich imunokomplexti s NfH u pacientd s mirnou kognitivni
poruchou zejména oproti kontrolni skupiné. Statisticky signifikantni je tento rozdil zejména u
volnych protilatek v likvoru. Pii srovnani souboru pacienti s MCI a AD je rozdil mensi.

Hladiny jednotlivych parametrt jsou shrnuty v tabulce 3 a obrazku 8.



Tabulka 3 — A) Hladiny volnych anti-NfH IgG protilaitek a protilatek vazanych

v imunokomplexech s NfH v rdmci jednotlivych skupin pacienti. Hodnoty jsou vyjadieny jako

median a interkvartilové rozpéti.

Biologicky
material Kontroly Mcl AD
pocet vzork( 24 27 20
volné anti-NfH 1gG 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 IgG - 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)

B) hladiny volnych NfH v ramci jednotlivych skupin

Kontroly

MCI

AD

pocet vzorku

18

26

18

NfH (pg/ml)

239.9 (172 - 478)

324.3 (262 - 1368)

305.1 (241 - 551)

AU — arbitrarni jednotky koncentrace; NfH — téZky fetézec neurofilament; MCI — pacienti s

mirnou kognitivni poruchou; AD — pacienti s Alzheimerovou chorobou
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Obrazek 8 — Srovnani hladin volnych protilatek a imunokomplexti mezi skupinami v likvoru.

A) Hladiny volnych protilatek. B) Hladiny imunokomplexd.
Kruskal-Wallis ANOVA; * p < 0,05 **p<0,01 ***p<0,001

Horizontélni linie oznacuje median a krabice pak interkvartilové rozpéti.




Pokud pouzijeme srovnani hladin volnych protilatek a jejich imunokomplexti v séru a
likovoru a vyjadiime jejich vztah ve formé indexu Q, pak opét vidime signifikantni snizeni u
skupiny s MCI, pfi detailnim pohledu vSak vidime vyraznéjsi vzestup indexu u pacienti s AD
a to pro volné anti-NfH IgG protlatky 1 jejich imunokomplexy — obrazek 9.
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Obrazek 9 - Srovnani IgG indexti Q mezi skupinami.

(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$nim moku / hladina v séru. Horizontalni linie oznacuje median a
krabice pak interkvartilové rozpéti.

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

Ziskané vysledky naznacuji, Ze autoprotilatky proti NfH v pfipadé Alzheimerovy choroby
mohou patfit jak mezi NAbs, tak patologické protilatky v zavislosti na pribéhu onemocnéni.
V kontrolni skupiné budou ziejmé& prevladajicim typem protilatek NAbs podilejici se na
clearance konstantn€ uvoliiovanych proteinti a tato schopnost bude zifejmé potencivana v prvni
fazi onemocnéni —u pacienti s MCI. V pozdéjsi fazi onemocnéni —u pacientll s Alzheimerovou
chorobou se pak za¢nou uplatiovat patologické autoprotilatky, jak l1ze pozorovat ze zvySeni

jejich hladin.



4.3. Stanoveni NfL, protilatek proti nim a jejich imunokomplext

Stanoveni volnych lehkych fetézct neurofilament (NfL) je v souc¢asné dob¢ jiz velmi
roz§ifenym vySetfenim a piipravuje se zavedeni do klinické praxe. V mozkomiSnim moku se
hladiny NfL stanovuji pomoci soupravy firmy UmanDiagnostics, ktera ma CE-IVD certifikaci.
V této praci byly hladiny NfL stanoveny u 2 soubori pacienti s CIS, RS a tato data jsou
podkladem dalsich studii, kdy ¢ast byla jiz publikovéana (Friedova, Motyl et al. 2020, McComb,
Krikheli et al. 2020). Data jsou shrnuta v obrazku 10. Optimalizace metody pro stanoveni
volnych anti-NfL protilatek a jejich imunokomplext se tak zaméfila na vyuziti protilatky od
firmy UmanDiagnostics, ktera je pravé i v uvedené soupravé pro stanoveni volnych NfL.
Vysledky z pilotniho testovaciho souboru pacientd s riznymi diagnosami ukazuji, Ze jsou
protilatky i imunokomplexy dobfe detekovatelné v séru i mozkomiSnim moku a mohou tak
doplnit stanoveni volnych NfLL — obradzek 11. Analyza uvedenych parametri v klinickych

souborech je pak predmétem dalsi prace.
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Obrazek 10 - Hladina volnych lehkych fetézcli neurofilament v mozkomisnim moku u
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Obrazek 11 - Hladiny protilatek proti NfL a jejich imunokomplexi v séru a likvoru.



5. Diskuse

Zjistili jsme, ze avidita anti-NfH IgG protilatek se signifikantné nelisi mezi
veékove parovanou kontrolni skupinou a pacienty s Alzheimerovou chorobou a protilatky nelze
podle této analyzy zatadit jednozna¢né mezi nizko- nebo vysokoaviditni protilatky.

Pti studiu hladin volnych anti-NfH IgG protilatek a jejich imunokomplexti s NfH jsme
prokdzali vyznamné snizeni obou sledovanych parametri u skupiny pacienti s mirnou
kognitivni poruchou, a to jak v séru, tak v mozkomisnim moku oproti kontrolni skupiné a
v ptipadé¢ mozkomiSniho moku pak i oproti pacientim s AD. V mozkomi$nim moku jsme
prokézali vyznamnou korelaci hladin volnych protilatek s imunokomplexy, existuje mezi nimi
tedy uzky vztah. Jsou-li hladiny volnych anti-NfH IgG protilatek vyjadieny ve formé indexu
Q, ktery odrazi vztah mezi sérem a likvorem, pak je vyznamny rozdil pozorovan mezi kontrolni
skupinou i obéma skupinami pacientli. Pokud se na tento index podivame u protilatek vazanych
v imunokomplexech, pak je vyznamny rozdil mezi pacienty s MCI a AD, kdy u pacienti s AD
je tento index nejvyssi.

Stanoveni volnych NfL v mozkomi$nim moku se postupné prosazuje do klinické praxe u
vybranych neurologickych onemocnéni, kdy hladina NfL odrazi axonalni poSkozeni. Nami
ziskané vysledky u pacientd s RS/CIS tvoii podklad pro dalsi analyzy relevantni u téchto
onemocnéni a jejich korelaci. Diky optimalizaci je metoda pro stanoveni volnych anti-NfL
protilatek a jejich imunokomplexii pfipravena a stanoveni protilatkovych parametrii je tak
vhodnym doplnénim analyzy volnych NfL.

Vazba mezi protilatkou a pfisluSnym antigenem je nekovalentni a interakce v takto
vytvofeném imunokomplexu jsou pro n¢j charakteristicke a je tak nutné je tak nutné upravit
podminky pro stanoveni avidity pro konkrétni protilatky. Pro efektivni hodnoceni avidity je
podminkou, aby chaotropni ¢inidlo rozrusilo ptiblizn€ 50 % vazeb protilatky a antigenu (Pullen,
Fitzgerald et al. 1986) a toto pro anti-NfH IgG protilatky splnila urea o koncentraci 6 mol/I.
Z hlediska hodnoceni avidity se jako patogenni autoprotilatky oznacuji ty s vyssi aviditou viici
autoantigenim (Woznicova 2004, Bozic, Cucnik et al. 2005, Schlosser, Koczwara et al. 2005),
kdy jednoznaéné vysokoaviditni protilatky maji aviditni index vyssi nez 60%. U pacienti s AD
byly popsany protilatky proti B-amyloidu s nizsi aviditou (Jianping, Zhibing et al. 2006, Cao,
Lv et al. 2010) a vzhledem k priikazu téchto protilatek 1 v ptipravcich IVIG, ptredpoklada se, ze
se jedna spiSe o NAbs, které se podileji na clearance B-amyloidu (Dodel, Du et al. 2004, Kile,
Au et al. 2017). Vyssi hladiny protilatek proti B-amyloidu vdzanych v imunokomplexech
popsali Maftei a kol. (Maftei, Thurm et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2013).



Autoprotilatky 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 existuje fada studii, které popsaly pozitivni
efekt podavani ptipravki IVIG, obsahujici zejména NAbs, které se podileji na eradikaci
uvolnénych intracelularnich proteinti a proteinovych agregath (Neff, Wei et al. 2008,
Hromadkova, Kolarova et al. 2015, Kile, Au et al. 2017, van Ameijde, Crespo et al. 2018) ana
druhé strané€ pak i v fad¢ studii popsali zvySenou hladinu protilatek ve vztahu k onemocnéni a
progresi AD (Bartos, Fialova et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2012, Maftei, Thurm et al. 2013).
Nase studie, kterd prokazala snizeni anti-NfH IgG protilatek i imunokomplexti u pacienta
s MCI naznacuje, ze protilatky v kontrolni skupiné¢ budou patfit spiSe do skupiny NAbs a
pozdgji s progresi onemocnéni do AD se muize objevit tvorba patologickych autoprotilatek a
hladiny se za¢nou zvySovat, coz je v souladu naptiklad se studii (Kile, Au et al. 2017), kde byl
pozitivni vliv podavani IVIG pozorovan v prvnim roce, ale v pozd¢&jsi fazi uz tento pozitivni
efekt nebyl. ZvySeni hladiny protilatek i imunokomplexti v mozkomisnim moku u pacientt
s AD oproti pacientim s MCI je i v souladu s diive prokdzanou zvySenou intratekalni syntézou
protilatek proti NfH (Bartos, Fialova et al. 2012).

Pokud se zaméfime na hladiny protilatek cisté proti neurofilamentim, pak byla popséna
zvySend hladina a intratekdlni syntéza protilatek u pacientd, kteii konvertovali z CIS do RS
(Fialova, Bartos et al. 2013). ZvySena mnoZstvi protilatek byla nalezena i v MS 1ézich (Sadaba,
Tzartos et al. 2012).

Ukazuje se tedy, ze pro pochopeni funkce autoprotilatek proti neurofilamentiim je zapotiebi
zejmeéna studii s longitudinalnim sledovanim hladin protilatek/imunokomplext a Ze sledovani

protilatkové odpoveédi by se mohlo uplatnit pii sledovani progrese onemocnéni.



6. Zavér

Prvnim cilem této prace byla optimalizace ELISA metod pro stanoveni volnych protilatek proti
lehkému a tézkému fetézci neurofilament a jejich imunokomplexti s odpovidajicim antigenem.
Zavedeni metodiky na stanoveni protilatek proti lehkému a tézkému fetézci neurofilament a
odpovidajicich imunokomplexti je pfedpokladem pro analyzu uvedenych parametri 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 fetézci neurofilament, jejich
imunokomplexii a avidity zejména u pacientl s Alzheimerovou chorobou a zjistit jejich
vzajemny vztah. U pacientd s Alzheimerovou chorobou nebyl nalezen signifikantni rozdil v
avidité oproti vékoveé parované kontrolni skuping. Pti analyze volnych protilatek anti-NfH IgG
a jejich imunokomplext nebyl zjistén signifikantni rozdil v hladindch mezi vékové parovanou
kontrolni skupinou a pacienty s Alzheimerovou chorobou, coz je v souladu s vysledky ze
stanoveni avidity. Signifikantni rozdil v hladin€ volnych protilatek i imunokomplexi byl vSak
nalezen pfi srovnani pacientli s mirnou kognitivni poruchou a to zejména oproti kontrolni
skuping, ale i oproti pacientim s AD. Zjistili jsme také, Ze vétSina zmén v hladinach protilatek

a imunokomplext je 1épe pozorovatelnd v mozkomisnim moku oproti séru.

Diky zavedenym metoddm mohou vysledky ziskané u vétSich souborti pacientli s
neurodegenerativnimi onemocnénimi poskytnout informace, které doplni nase znalosti o
uvoliiovani neurofilament 1 o protilatkové odpovédi proti nim. Tyto poznatky mohou byt

vyuzitelné jak z klinického, tak analytického hlediska.
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