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Abstrakt

Roztrousena sklerdza je chronické autoimunitni onemocnéni centrdlni nervové soustavy
s genetickou komponentou, které je ovlivnitelné imunomodulaéni [é¢bou. Pfedpoklada se vliv
genetickych faktor( na prlbéh onemocnéni a Ié¢ebnou odpovéd. Disertacni prace prezentuje
vysledky dvou studii zkoumajicich genetické pozadi roztrousené sklerdzy.

V prvni studii byl u osob sroztrouSenou sklerézou zkouman vliv (GT)n polymorfismu
promotoru genu HMOX1 pro hem-oxygenazu 1 ovliviiujiciho jeji expresi. Nebyl pozorovan vliv
zkoumaného polymorfismu na pribéh onemocnéni. Potvrdili jsme vlivimunomodulacni [é¢by
na oddaleni progrese onemocnéni.

Druhd studie nazvana Genotype/Phenotype Project je multicentrickd mezinarodni
celogenomova asociacni studie, jejimz cilem bylo odhalit bodové polymorfismy asociované s tizi
prabéhu roztrousené sklerdzy. Bylo prokdzéno, ze bézné genetické varianty se stfedni az velkou
velikosti Uc¢inku nepfispivaji k zavaznosti roztrousené sklerdézy. Bylo demonstrovano, Ze strojové
uceni vyuzivajici spolecné klastry bodovych polymorfismi spolu s klinickymi proménnymi, které
jsou snadno dostupné v dobé diagndzy, mlze zlepsit prognostické schopnosti v dobé diagndzy

a po dalsi validaci ma potencial najit vyuZiti v klinické praxi.

Klicova slova: roztrousend skleréza, genetika, hem-oxygenaza 1, celogenomova asociacni

studie, strojové uceni



Abstract

Multiple sclerosis is a chronic autoimmune disease of the central nervous system with a
genetic component, modifiable with immunomodulatory therapy. It is assumed that genetic
factors influence the course of the disease and the therapeutic response. The thesis presents
the results of two studies investigating the genetic background of multiple sclerosis.

In the first study, the influence of the (GT)n polymorphism of the promoter of the HMOX1
gene for heme oxygenase 1 affecting its expression was investigated in people with multiple
sclerosis. No effect of this polymorphism on the course of the disease was observed. We
confirmed the effect of immunomodulatory therapy on delaying disease progression.

The second study, called the Genotype/Phenotype Project, is a multicentre international
genome-wide association study aimed at detecting single nucleotide polymorphisms associated
with severity of multiple sclerosis. It has been shown that common genetic variants with
medium to large effect sizes do not contribute to the severity of multiple sclerosis. It has been
demonstrated that machine learning using common clusters of single nucleotide
polymorphisms together with clinical variables that are readily available at the time of diagnosis
can improve prognostic ability at the time of diagnosis and, with further validation, has the

potential to find use in clinical practice.

Keywords: multiple sclerosis, genetics, heme oxygenase 1, genome-wide association study,

machine learning
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1. Uvod

1.1 Roztrousena skleréza — definice a epidemiologie

Roztrousena sklerdza (RS) je chronické autoimunitni demyeliniza¢ni onemocnéni centraini
nervové soustavy (CNS) (Attfield, K.E. et al., 2022), které celosvétové postihuje priblizné 2,8
milionu lidi. Prevalence RS se pohybuje od 4,79/100 000 v Oceanii po 142,81/100 000 v Evropé
a 350/100 000 v Kanadé a od roku 2013 do roku 2020 se zvysila o0 30%. Dvé tretiny osob s RS
tvofi Zeny a primérny vék stanoveni diagndzy je 32 let (Walton, C. et al., 2020).

Ocekavana doba doziti v dobé diagndzy se pohybuje mezi 30 a 35 lety (Walz, L. et al., 2022)
a RS tedy zkracuje Zivot o 6-14 let (Kingwell, E. et al, 2019). RS vede kvyznamnému
neurologickému postiZzeni: neléceni pacienti jsou po necelych 9 letech vyznamné omezeni
v chlizi a po 18,5 letech vyzaduji pfi chlzi oporu; [écba tyto milniky oddaluje v priméru o 3,51,
resp. 3,09 let (Lublin, F.D. et al., 2022). Kromé postizeni chlize danému nejcastéji spastickou
paraparézou nebo ataxii cerebellarni ¢i sensorickou se RS projevuje zrakovym postizenim
(optickou neuritidou, okohybnymi poruchami, poruchami zorného pole), sensitivnimi priznaky
(paresteziemi, hypesteziemi, dysesteziemi, neuralgiemi), poruchou koordinace pohybl a
rovnovahy, poruchami vyslovnosti a polykani, kognitivni dysfunkci (zpomaleni zpracovani
informaci a verbalni fluence, poruchou koncentrace, exekutivnich funkci, paméti), Unavou,
poruchami spanku, depresi a poruchami sfinkterovych funkci (inkontinence a retence mocova,
zacpa, inkontinence stolice, sexudlni dysfunkce) (McGinley, M.P. et al., 2021, Motyl, J. et al,,
2021). Kromé pfimych zdravotnich dopadd, které vyznamné snizuji kvalitu Zivota pacientl
(Kidd, T. et al., 2017), s sebou onemocnéni RS nese mnoho dopadd socioekonomickych. Mezi
né patfi pfimé zdravotnické naklady, ztrata praceschopnosti a naklady na péci o osoby
s postizenim véetné ztraty vydélku pecujicich osob (Havrdova, E. et al., 2017, Paz-Zulueta, M.
et al., 2020).

Neurologické manifestaci RS pravdépodobné predchdzi 5-10 let dlouhd prodromalni faze,
kdy pacienti zvySené vyhledavaji zdravotni péci pro poruchy nalady, koZni a urologické obtize,
Unavu, a jejich reprodukce je snizena (Amato, M.P. et al., 2022, Wijnands, J.M.A. et al., 2017).
Cast zdravych osob ma pfi vy$etfeni mozku magnetickou rezonanci patré zmény typické pro RS
(Okuda, D.T. et al., 2009). Tento stav oznacujeme pojmem radiologicky izolovany syndrom (RIS).

Osoby s RIS maji 51% riziko rozvoje RS v ndsledujicich 10 letech (Lebrun-Frenay, C. et al., 2020).
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1.2 Rizikové faktory roztrousené sklerézy

Diky epidemiologickym studiim se podafilo identifikovat fadu rizikovych faktort, které
ovliviiuji vznik a pribéh RS. Role genetickych faktorl v rozvoji RS je pojednédna v samostatné
kapitole. Vyznamnou roli hraji i faktory prostfedi. Z hlediska |é¢by a prevence jsou zajimavé
zejména ovlivnitelné faktory. Nejpodrobnéji jsou prozkoumany infekce virem Epstein-Barrové
(EBV), koureni a obezita. NejsilngjsSim z nich se ukazuje byt infekce EBV — RNA virem, ktery
perzistuje v B lymfocytech, zpUsobuje infekéni mononukledzu (IM) a je spojeny s vyskytem
lymfoproliferativnich onemocnéni, napf. s Burkittovym lymfomem. Je zndmo, Ze IM zvysSuje
riziko RS priblizné dvakrat (Nielsen, T.R. et al.,, 2007) a seropozitivita antiEBNA1 3,6krat
(Alfredsson, L. a Olsson, T., 2019). Vyssi riziko RS je spojené s infekci v dospivani a pozdéji,
nikoliv s infekci v détstvi (Ascherio, A. a Munger, K.L., 2015). Longitudinalni studie provedend
na americkych vojacich, kterym jsou pravidelné odebirany a skladovany vzorky séra, prokazala,
Ze po serokonverzi EBV stoupa riziko RS 32krat. U vojakd, ktefi vyvinuli RS, doslo k vzestupu
lehkych fetézcl neurofilament (sNfL; markeru axondlniho poskozeni) v séru az po serokonverzi
(Bjornevik, K. et al., 2022). To svédci pro kauzalni vztah mezi EBV infekci a RS.

Mechanismus, jakym infekce virem EBV vede k rozvoji RS, naznacil dalsi projekt, ktery
demonstroval v séru a mozkomisnim moku pacientl s RS pritomnost protilatek, které zktizené
reaguji proti EBV antigenu EBNA1 i proteinu GlialCAM, adhezivni molekule vyskytujici se na
povrchu gliovych bunék. Molekularni mimikry jsou potencovany posttranslacnimi Upravami
GlialCAM (Lanz, T.V. et al., 2022).

Na zakladé téchto zjisténi je diskutovana moznost prevence RS oc¢kovanim proti EBV. Vakcina
proti EBV prochazi fazi Il klinického hodnoceni s cilem zhodnotit jeji schopnost pfedchazet
infekci EBV a IM a jeji u¢innost v prevenci RS t.€. neni zndma (Maple, P.A. et al., 2022).

Dalsim rizikovym faktorem rozvoje RS je koureni. Aktivni kuraci maji pfiblizné 1,6nasobné
vy$si Sanci RS ve srovnani s nekuraky, pricemz efekt je zavisly na ddvce (Hedstrom, A.K. et al,,
2013). Pasivni koureni je jen o malo méné rizikové (OR 1,3) (Oturai, D.B. et al., 2021). Koureni
v zavislosti na davce také zhorsuje pribéh RS (Manouchehrinia, A. et al., 2013) a zvysSuje riziko
tvorby neutralizacnich protilatek, které brani efektu nékterych Iékd, napr. natalizumabu
(Hedstrom, A.K. et al., 2014a) nebo interferonu beta (Hedstrom, A.K. et al., 2014b). Odhaduje
se, Ze 13% pfipadd RS by bylo mozné pfedejit vyvarovanim se koufeni (Manouchehrinia, A. et

al., 2022).
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Rizikovym faktorem rozvoje RS je i obezita, a to v détském a adolescentnim véku (HR 1,5)
(Chitnis, T. et al., 2016). U pacient( s RS je obezita spojena s tiZi postizeni (Lutfullin, I. et al.,
2022).

Rozvoj autoimunitni reakce zfejmé souvisi i se slozenim mikrobiomu — nejvice poznatk(
mame o mikrobiomu stfevnim. Jeho sloZeni se lii u osob s RS a zdravych kontrol. Pfitomnost
mikrobioty je nutna k rozvinuti experimentalni alergické encefalitidy (EAE, animalniho modelu
RS) (Berer, K. et al., 2011)a jeji prlbéh je zavainéjsi, je-li pokusnym zvifatim transplantovan
mikrobiom od pacienta s RS ve srovnani s jeho zdravym dvojcetem (Berer, K. et al., 2017).
Moznosti ovlivnéni slozeni stfevni mikrobioty a uplatnéni téchto postupl v Iécbé jsou
pfedmétem vyzkumu (Parks, N.E. et al., 2020, Preiningerova, J.L. et al., 2022).

Jiz dlouho je znama zavislost vyskytu RS na zemépisné Sitce, v jaké pacient s RS stravil détstvi
(Simpson, S., Jr. et al., 2011). Usuzuje na souvislost s délkou a intenzitou expozice slunec¢nimu
svitu a s nimi souvisejici koncentraci vitaminu D v séru (Simpson, S., Jr. et al., 2018). Nizké
sérové koncentrace vitaminu D jiZz v détstvi a prenatdlné jsou asociovany s vySsim rizikem
rozvoje RS (Nielsen, N.M. et al., 2017) a s vyssim rizikem relapsu a progrese postizeni (Ascherio,
A.etal.,, 2014, Vandebergh, M. et al., 2022). Role vitaminu D a jeho davkovani v |é¢bé a prevenci
RS je predmétem vyzkumu, ale vzhledem k jeho bezpecnosti je suplementace doporucovana

(Lincoln, M.R. et al., 2021).

1.3 Patofyziologie RS

Pro autoimunitni povahu RS svéddi jak vysledky genetickych studii, které ukazuji napf. na
vyznamnou roli HLA systému (Human Leukocyte Antigens) (viz kapitola Genetika RS), tak
vysledky patologickych a imunologickych studii (viz nize) a v neposledni fadé i efekt
protizanétlivé |écby (viz kapitola Lé¢ba RS, monitorace a progndza |é¢ebné odpovédi).

Neni zcela objasnéno, jakym zplsobech dochazi k prolomeni imunitni tolerance vUci
komponentam myelinu. Svoji roli pravdépodobné hraji nékteré infekce (zejména infekce EBV)
a dalsi faktory prostreni (viz kapitola Rizikové faktory RS), zejména u geneticky
predisponovanych jedincd (Attfield, K.E. et al., 2022). V samotné tvorbé demyelinizacnich lézi
jsou pak zapojeny mnohé populace prirozené i adaptivni imunity.

Jednu z uUstfednich roli vrozvoji RS hraji CD4+ T-lymfocyty, zejména interferon gama
produkujici Thi-lymfocyty a interleukin 17 (IL-17) produkujici Tui7-lymfocyty. Th-lymfocyty jsou
schopny aktivovat mikroglii (CNS rezidentni makrofagy) (Huang, Y. et al., 2018), CNS invadujici
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monocyty a ovliviuji astrocyty. Tuiz-lymfocyty také narusuji integritu hematoencefalické
bariéry (Tahmasebinia, F. a Pourgholaminejad, A., 2017). MnozZstvi Thi7-lymfocytd stoupad
v kontextu snizeného poctu regulacnich Teg-lymfocytl. Jejich fyziologickou funkci je i regulace
autoreaktivnich lymfocytl a urdZeni imunitni tolerance a u RS byva, zejména v ¢asnych fazich,
jejich pocet snizen a funkce zménéna (Verma, N.D. et al., 2021).

Hlavni lymfocytdarni populaci v demyelinizacnich plakdch v CNS jsou CD8+ T-lymfocyty
(Babbe, H. et al., 2000, Tzartos, J.S. et al., 2008). Vykazuji znamky aktivace a tvori prozanétlivé
cytokiny, véetfné IL-17 (Tzartos, J.S. et al., 2008), a jsou schopny pferusit axony (Medana, I. et
al., 2001) . Jsou také schopny cytotoxické aktivity vic¢i CD4+ T-lymfocytdm pomoci perforinu,
coz maji spolecné s NK burikami (Saligrama, N. et al., 2019), oviem jejich fyziologické regulacni
funkce jsou béhem vzplanuti aktivity RS defektni (Baughman, E.J. et al., 2011).

Role B-lymfocytl byla v patogenezi RS dlouho podceriovana, ale efekt |é¢by cilené proti
povrchovému znaku B-lymfocytd CD20 (Florou, D. et al., 2020) ukazuje, Ze hraji podstatnou roli.
Nachdzeji se v mozkovém parenchymu, demyelinizaénich lézich i meningealnich lymfocytarnich
infiltratech. Jsou producenty protildtek proti antigenu viru Epstein-Barrové EBNA1, které
zktizené reaguji s glidlnim adhezivnim proteinem GlialCAM (Lanz, T.V. et al., 2022). Jimi
produkované cytokiny jsou in vitro cytotoxické pro oligodendrocyty a neurony (Lisak, R.P. et al.,
2017).

U pacientld s RS byly nalezeny subpopulace B i T-lymfocytl antigenné specifické pro
komponenty myelinové pochvy, napf. myelinovy bazicky protein MBP, myelinovy
oligodendrocytarni glykoprotein MOG nebo proteolipidovy protein PLP. U rlznych pacientd
byly nalezeny rlzné kombinace antigenné specifickych imunitnich odpovédi a jejich role
v patogenezi neni jasna (Cruciani, C. et al., 2021).

Role bunék pfirozené imunity je prozkoumana méné. Diskutuje se o0 moZzném protektivnim
plsobeni NK bunék, které mohou zplsobovat apoptdzu T-lymfocytl (Gross, C.C. et al., 2016b)
a jejich pocty stoupaji u pacientt Iécenych prinejmensim nékterymi DMDs (Gross, C.C. et al,,
2016a). Monocyty jsou pravdépodobné Ucastny jiz ranych fazi rozvoje RS (Akaishi, T. et al.,,
2018). Po diferenciaci na fagocytujici makrofagy nebo dendritické buriky odvozené z monocytl
mohou prezentovat antigeny T-lymfocytlm a uvolfiovat zanétlivé cytokiny a kyslikové radikaly
(Locatelli, G. et al., 2018). Podili se na rekrutovani NK bunék a CD4+ T-lymfocytl (Giladi, A. et
al., 2020). Autoreaktivni T-lymfocyty obdobné plsobi na monocyty prostfednictvim rlistového

faktoru GM-CSF (granulocytes and monocytes colony stimulating factor) (King, I.L. et al., 2009).
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Mikroglie hraje klicovou ulohu v udrieni tkanové homeostazy a rozvoji zanétu. Je schopna
produkce zanétlivych cytokind, kyslikovych radikald a oxidu nusného, ale i rdstovych faktord
podporujicich remyelinizaci a jeji role se pravdépodobné v ¢ase méni (Prinz, M. et al., 2019).
Predmétem vyzkumu jsou i dalsi populace pfirozené imunity, napf. NKT buriky, y8T buriky a
dalsi. Interakce mezi jednotlivymi slozkami imunitniho systému jsou komplexni, a o to sloZitéjsi,
Zze mnoho funkci je sdileno rdznymi bunéénymi populacemi a v rdznych fazich onemocnéni se
mohou ménit (Attfield, K.E. et al., 2022).

Na rozvoji zanétu se podili i intrakranidlni mizni systém, ktery spojuje CNS s hlubokymi
krénimi uzlinami. Jeho existence byla prokazana u lidi na post-mortem mozkové tkani (Louveau,
A. et al, 2015) a MR (Absinta, M. et al.,, 2017). Tento systém za fyziologickych podminek
transportuje solubilni antigeny CNS, coz umoZiuje navozeni imunitni tolerance (Sage, P.T. et
al., 2018). Béhem zanétu jsou tyto antigeny prenaseny antigen-prezentujicimi burikami, které
ve zvysené mife prostupuji do mozkového parenchymu pres porusenou hematoencefalickou
bariéru. V casné fazi RS dochazi k prezentaci antigend CNS prevazné dendritickymi burikami
(Karni, A. et al., 2006), nasleduje aktivace mikroglie a apoptdza oligodendrocytd (Prineas, J.W.
a Parratt, J.D., 2012). Na odstranéni myelin-produkujicich oligodendrocytd se ucastni
aktivované monocyty, CD4+ T-lymfocyty, CD8+ T-lymfocyty a B-lymfocyty, které do
parenchymu CNS vstupuji pres hematoencefalickou bariéru (Karni, A. et al., 2006). V bilé hmoté
i v kortexu tak vznikaji akutni demyelinizacni léze s typickymi perivaskularnimiinfiltraty viditelné
na vySetfeni magnetickou rezonanci (MR) (Sinnecker, T. et al., 2016). Jiz v této fazi mohou byt
preruseny axony a zanikat neurony (Trapp, B.D. a Stys, P.K., 2009). Po demyelinizaci m{ze dojit
k remyelinizaci nebo se aktivni |éze pfeméni v chronickou demyelinizacni [ézi,
charakterizovanou aktivovanou mikroglii a makrofagy (Kuhlmann, T. et al., 2017). V pozdnim
stadiu nemoci rozvnéz vznikaji meningealni lymfocytarni agregaty sousedici s mozkovou kdrou.
Svym sloZenim pfipominaji germinalni centra lymfatickych uzlin a jejich udrzeni podporuji Thi7-
lymfocyty a T folikularni helper lymfocyty. Meningealni lymfocytarni agregaty poskozuji
kortikalni neurony a podporuji neurodegeneraci (Veroni, C. et al., 2018). Chronicky zanét a
naruseni neuronalnich siti vede k poruse neurondlniho energetického metabolismu (Friese,
M.A. et al., 2014), coZ ma za nasledek zrychlené starnuti mozku postizeného RS (Kaufmann, T.
et al.,, 2019) a postupny, na lécbu rezistentni, narlst postizeni (Ontaneda, D. et al., 2017). Na
rozvoji RS se tedy podili slozky pfirozené i adaptivni imunity a procesy neurodegenerativni jsou

pfitomné od zacatku onemocnéni.
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V procesu neurodegenerace hraje roli i Zelezo, které se za fyziologickych okolnosti v mozku
nachazi zejména v myelinu a oligodendrocytech (Hametner, S. et al., 2018). Pfi jejich poskozeni
je uvolnéno a zvysuje oxidativni stres, zpUsobuje mitochondridlni poskozeni (Mahad, D.H. et al.,
2015) a zvySené se hromadi v mikroglii (Dal-Bianco, A. et al., 2017). V metabolismu hemového
Zeleza se Ucatni hem-oxygenazy, které metabolizuji hem na dvojmocné Zelezo, oxid uhelnaty a
biliverdin. Hem-oxygenaza 1 (HO-1), kddovana genem HMOX1, je exprimovana neurony a glii
v ramci odpoveédi na oxidativni stres (Gozzelino, R. et al., 2010) a byla prokazana jeji pritomnost
v RS demyelinizacnich |ézich (Schipper, H.M. et al., 2009). Exprese HO-1 je ovlivnéna (GT),
polymorfismem v promotorové oblasti HMOX1 . Nejcastéji se vyskytujici pocet GT repetic v
populaci je 23 a 30 (Exner, M. et al., 2004b). Polet GT repetic nizsi nez 25 je spojen s vyssi
expresi HO-1 (Chen, Y.H. et al., 2002). Role HO-1 byla zkoumana u EAE. Liu a spolupracovnici
popsali zmirnéni EAE po aktivaci HO-1 a zhorSeni po inhibici HO-1. (Liu, Y. et al., 2001). Inhibice
HO-1 vedla u agresivnéjSimu pribéhu EAE i u jiného animalniho modelu. Vyssi exprese HO-1
byla spojena s potlacenim tvorby volnych radikdld a zvySenim koncentrace glutathionu
(Chakrabarty, A. et al., 2003). U HO-1 knock-outovanych mysi byl pozorovan agresivnéjsi pribéh
EAE s vys$si mirou demyelinizace, paralyzy a Umrtnosti (Chora, A.A. et al., 2007). Dalsi prace
popsala zmirnéni EAE po aktivaci HO-1 a snizenim poc¢tu Th1l a Th17 bunék v CNS (Chen, S.J. et

al., 2010). Role HO-1 u lidského onemocéni RS v dobé provedeni nasi studie zkoumana nebyla.

1.4 Formy a diagndza RS

RS probiha relaps remitentné (RR RS), kdy jsou relapsy neboli ataky stfidany obdobimi
klinické remise, nebo progresivné. Progresivni pribéh vétsinou nasleduje po relaps remitentni
fazi (mluvime o sekundarné progresivni RS, SP RS). OvSem 15% pacientll ma primarné
progresivni formu RS (PP RS), kdy progrese prevazuje od pocatku. Relaps remitentni i
progresivni formy dale délime na aktivni a bez klinické aktivity (Lublin, F.D. et al.,, 2014).
Neurologické postizeni vznika jak nasledkem relapst (Koch-Henriksen, N. et al., 2021), tak
progrese, kterd je pritomna jiz od zacatku onemocnéni (Kappos, L. et al., 2020).

Pro stanoveni diagndzy RS je vyzadovan prlikaz diseminace onemocnéni v ¢ase a prostoru,
tak jak jej definuji revidovand McDonaldova kritéria diagndzy RS z roku 2017. Je mozné vyuzit
klinickou aktivitu (ataky s objektivnim neurologickym ndlezem, pripadné prikaz léze
neurofyziologickymi metodami), prikaz lézi v mozku a miSe vysSetrenim MR a ndalezem

oligoklonalnich past (OCB) v mozkomisnim moku. V rozumném rozsahu musi byt vylouceny
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alternativni diagndzy (Thompson, A.J. et al., 2018). V pfipadech klinickych projev(, kdy chybi
prikaz distribuce v ¢ase, hovorime o klinicky izolovaném syndromu (CIS, clinically isolated
sydnrome). V pfipadé typického nalezu na MR bez klinickych projevi mluvime o RIS (Lublin, F.D.
et al., 2014).

K hodnoceni neurologického postizeni vzniklého na podkladé RS je nej¢astéji pouzivana skala
Expanded Disability Status Scale (EDSS). Jde o nelinearni $kalu, kterd mUze nabyvat 20 rlznych
hodnot od 0 do 10. Pacient se zcela normalnim neurologickym nalezem je hodnocen stupném
0. Umrti v pfimém disledku RS je hodnoceno stupném 10. DdleZitym milnikem je stuperi EDSS
4, ktery odpovida schopnosti samostatné chlize bez opory a odpocinku na vzadlenost 500 m.
Od tohoto stupné vyse je pacient hodnocen prevazné podle schopnosti chlize a samoobsluhy
(Kurtzke, J.F., 1983).

Hodnoceni EDSS wvyuZivaji dalsi Skaly pouzivané pro vyzkumné ucely k hodnoceni tize
onemocnéni. Nejcastéji vyuzivanou Skdlou je Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS)
(Roxburgh, R.H. et al., 2005), které osoby s RS stratifikuje podle EDSS a délky trvani omocnéni.
Skala Age-Related Multiple Sclerosis Severity Score (ARMSS) zahrnuje EDSS a vék pacienta
(Manouchehrinia, A. et al., 2017). Longitudinalni MSSS (I-MSSS) mUze byt pro individudini

prognostiku vhodnéjsi nez prirfezova hodnoceni (Hughes, S. et al., 2012).

1.5 Lécba roztrousené sklerdzy, monitorace a progndza lééebné odpovédi

V poslednich 30 letech je pozorovano zmirnéni pribéhu nemoci (Obrdzek 1). Za hlavni
pficiny jsou povaZzovany zavedeni imunomodulacéni léCby, tzv. disease-modifying drugs (DMDs,
léky modifikujici prdbéh onemocnéni), a zavedeni léCby jiz ve stadiu CIS (Sorensen, P.S. et al.,
2020).

Do klinické praxe byly v poslednich 30 letech zavedeny DMDs, které prokazatelné oproti
placebu snizuji ro¢ni vyskyt relaps (ARR, annual relapse rate), oddaluji progresi postizeni a
snizuji aktivitu na MR (vyskyt novych, zvétSenych nebo gadoliniem se syticich lézi).

Interferony beta (Calabresi, P.A. et al., 2014a, TIMSS, 1993) a glatiramer acetat (Johnson,
K.P. et al., 1998) moduluji zanétlivou odpovéd a maji dobry bezpecénostni profil. Teriflunomid
zasahuje do syntézy DNA, je spojen s rizikem alopecie, arterialni hypertenze a teratogenicity
(O'Connor, P. etal., 2011). U&innost t&chto |ékd na snizeni ARR proti placebu se pohybuje kolem

33%.
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Obrdzek 1: ,Novy” pribéh onemocnéni roztrousené sklerdzy

V horni &asti je zobrazen prirozeny prubéh relaps remitentni RS v dobé pred zavedenim
imunomodulacni léCby. Predpoklddalo se, Ze béhem relaps remitentni fdze dochadzi ke vzniku
postizeni ndsledkem neupiné uzdravy z relapst, sekunddrné progresivni faze nastala pozdéji.
,Novy” priibéh RS v soucasné dobé imunomodulacni IéCby je zobrazen v doini ¢dsti. S pouZitim
vysoce ucinné terapie jsou relapsy u vétsiny pacientt potlaceny, ale je patrnd progrese nezdvisld
na relapsech (,tichd progrese”).

Pfevzato z Hauser, S.L. a Cree B.A.C.: Treatment of Multiple Sclerosis: A review, Am J Med 2020,
133, 12 (1380-1390) e2 (Hauser, S.L. a Cree, B.A.C., 2020)

Legenda: EDSS, Expanded Disability Status Scale; CIS, klinicky izolovany syndrom, RS,

roztrousena sklerdza.

Stfedné ucinné léky snizuji ARR proti placebu pfiblizné o 50%. Patfi mezi né modulatory
sfingosin-1-fosfatovych receptord fingolimod (Calabresi, P.A. et al., 2014b, Kappos, L. et al,,
2010), ponesimod (Kappos, L. et al., 2021), ozanimod (Cohen, J.A. et al., 2016) a siponimod

(Kappos, L. et al., 2018). Ty mohou ovlivnit ¢innost srdce a maji imunosupresivni efekt s vyssim
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vyskytem zejména herpetickych infekci a tumort klze. Dimetyl fumarat (Fox, R.J. et al., 2012)
a diroximel fumarat (Gold, R. et al.,, 2012) moduluji zanétlivou odpovéd prostirednictvim
nukledrniho faktoru kappa B, maji gastrointestinalni nezadouci Ucinky a zptsobuji lymfopenii.
Kladribin — prekurzor analogu deoxyadenosinu - zpUsobuje lymfopenii a ¢ate¢nou imunitni
rekonstituci, také zvysuje vyskyt infekci (Giovannoni, G. et al., 2010).

Dalsi Iéky jsou jiz vysoce uc¢inné s potencidlem snizeni ARR pres 60 % oproti placebu, resp.
o cca 50% proti aktivnimu komparatoru v pfipadé ocrelizumabu a ofatumumabu. Natalizumab
blokuje adhezi leukocytl a tim brani pfestupu pres hematoencefalickou bariéru (Polman, C.H.
et al., 2006). Vainou komplikaci |écby je potencidlné letdlni neuroinfekce progresivni
multifokaIni leukoencefalopatie (PML) (Mohn, N. et al., 2022). Ocrelizumab (Montalban, X. et
al., 2017) a ofatumumab (Hauser, S.L. et al., 2020) a off-label uZivany rituximab (Svenningsson,
A. et al., 2022) se vazou na B-lymfocytdrni antigen CD20 a zpUsobuji apoptdzu B lymfocytl.
Lécba je provazena zvysenym vyskytem infekci. Alemtuzumab plsobi po vazbé na povrchovy
antigen CD52 apoptdzu nékolika lymfocytarnich populaci s naslednou repopulaci a imunitni
rekonstituci. Lécba je spojena s imunosupresi a rizikem vzniku zdvaznych cévnich komplikaci a
sekundarnich autoimunitnich onemocnéni (Coles, A.J. et al., 2012).

Ocrelizumab je dosud jedinym lékem s prokdzanam efektem na prabéh PP RS (Hauser, S.L.
et al., 2017), siponimod je dosud jedinym lékem schvalenym pro |é¢bu SP RS (Cohen, J.A. et al.,,
2016, Kappos, L. et al., 2018).

Vysoka ucinnost nékterych DMD umoznila nastolit koncept NEDA (no evidence of disease
activity - stabilizace nemoci s potlatenim atak, progrese postizeni a MR aktivity) (Havrdova, E.
et al., 2010) jako cil terapie, kterého je mozné dosahnout dlouhodobé alespon u ¢asti pacientl
—napriklad ve studii AFFIRM 34 % pacient( |é¢enych natalizumabem dosahovalo NEDA po dobu
7 let a ve studii FREEDOMS aZ 70% pacient( [éCennych fingolimodem po dobu 7 let (Giovannoni,
G.etal, 2017).

Vzhledem k rozsitujicimu se spektru |é¢by RS stoupd potreba identifikace faktorl, které
predikuji dlouhodobou progndézu RS a odpovéd na [é¢bu. Diky tomu bude mozné volit terapii
na miru jednotlivym pacientdm na zakladé ddkaz( (Rotstein, D. a Montalban, X., 2019). Na
zakladé demografickych parametr( a aktivity RS v prvnim roce |éCby interferonem beta a
glatiramer acetatem je mozné predikovat dlouhodobou disabilitu s pfesnosti 68 —85 % a odhalit
tak pacienty, ktefi vyzaduji ucinnéjsi terapii (Rio, J. et al., 2022). Je zndmo, Ze ¢asné zahajeni

vysoce ucinné terapie (HET, high efficacy treatment) je asociovano s pomalejSim nardstem
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disability (He, A. et al., 2020, Spelman, T. et al., 2021) a snizenim koncentrace sNfL na Uroven
zdravych kontrol (Benkert, P. et al., 2022). Odpovéd na lécbu jednotlivymi DMDs je ovsem
individualni. Predpoklada se, Ze za tuto variabilitu jsou alespon ¢astecné zodpovédné genetické
faktory. Znalost genetickych marker( lé¢ebné odpovédi by ndm tedy mohla umoznit volbu

|é¢by na miru pro individualniho pacienta (Comabella, M. a Vandenbroeck, K., 2011).

1.6 Genetika roztrousené sklerdzy

Epidemiologickd data naznacuji, Ze RS ma genetickou komponentu. Svédci pro ni rliznd
prevalence RS u etnik Zijici ve stejné zemépisné Sifce (napf. vyssi vyskyt RS v Evropé proti Asii
(Kurtzke, J.F., 2013, Walton, C. et al., 2020), na Sardinii ve srovnani se zbytkem Itdlie nebo nizsi
vyskyt u SamU ve srovnani s ostatnimi obyvateli Skandinavie (Rosati, G., 2001). Vyskyt RS je také
dvakrat Castéjsi u zen nez u muzl. Shoda vyskytu RS u jednovajecnych dvojcat je pres 25 %
oproti 2-3 % u dvouvajecnych dvojcat. Pfibuzni v prvni linii pak maji riziko rozvoje RS pfiblizné
10x vyssi, nez je obecné riziko v populaci (Hansen, T. et al., 2005) a pouze 15 % osob s RS ma
v rodiné dalsiho nemocného. Heritabilita RS, ktera udava, jak velka ¢ast variability vyskytu RS je
H. et al, 2014). Gen zodpovédny za mendelovsky prfenos RS nebyl pomoci rodinnych vazebnych
studii nalezen. Soucasna predstava o vzniku RS pfedpokladd, Ze RS spousti faktory vnéjsiho
prostfedi a stochastické udalosti u geneticky predisponovanych jedincl. Jednd se tedy o
multifaktorialni onemocnéni, které vznika vzajemnymi interakcemi vétsiho mnoZstvi béznych
variant gent malého Ucinku a faktord prostiedi (Sawcer, S. et al., 2014).

Nejsilnéjsim lokusem nachylnosti k RS je region HLA. Jeho asociace s rizikem RS je natolik
silnd, Ze k jejimu objeveni stacila studie s 200 subjekty. Diky tomu byl objeven jako prvni jiz
v roce 1972 (Jersild, C. et al., 1972). HLA region se nachazi v chromozomalni oblasti 6p21 a je
slozen z mnoha genU. Nejsilnéjsi vazbu s rozvojem RS z nich jevi jednoznacné haplotyp HLA
DRB1*15:01. Na kazdou kopii této alely pfipadd OR 3,08 (p <103?9) (Barcellos, L.F. et al., 2006).
Nékteré HLA alely Il. tfidy riziko RS zvysSuji (HLA-DRB1%15:01, HLA-DRB1%13:03, HLA-
DRB1x03:01, HLA-DRB1*08:01 and HLA-DQB1%03:02), nékteré HLA alely I. tfidy jsou protektivni
(HLA-A%02:01, HLA-B%44:02, HLA-B%38:01 and HLA-B*55:01). Je popsan epistaticky efekt mezi
dvéma pary HLA alel II. tfidy: HLA-DQA1%01:01-HLA-DRB1%15:01 a HLA-DQB1%*03:01-HLA-
DQB1+03:02. Naopak epistatickd interakce mezi HLA a non-HLA lokusy nebyla nalezena
(Moutsianas, L. et al., 2015b).
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Mimo HLA lokus se dlouho nedafilo odhalit dalsi rizikové alely kromé izolovanych popis(
tykajicich se napf. varianty receptoru vitaminu D (Ebers, G.C. et al., 1996, Haines, J.L. et al.,
1996, Kuokkanen, S. et al., 1996, Lohmueller, K.E. et al., 2003, Sawcer, S. et al., 2005, Sawcer,
S. etal., 1996, Tajouri, L. et al., 2005).

Rodinnym vazebnym studiim se ovsem nepodarilo vysvétlit heritabilitu RS (Sawcer, S. et al.,,
2005), vzhledem k polygenni povaze rizika RS nizkému poctu rodin s vice nemocnymi ¢leny
nebo obtiznosti ziskani vzorkl od ¢lenl vice generaci u onemocnéni s nastupem v dospélosti
(Sawcer, S. et al., 2014). Pralom prinesly celogenomové asociacni studie (GWAS/genome-wide
association studies), které zahrnuji tisice subjektl a porovnavaji vyskyt bodovych polymorfismd
(SNPs/single nucleotide polymorphisms) s frekvenci mensi alely (MAF)> 5% mezi osobami s RS
a zdravymi kontrolami. Tyto SNPs nebyvaji pfimo kauzalnimi variantami ovlivAiujicimi riziko RS,
spiSe je Ize povaZovat za markery v blizké vzdalenosti od kauzalni varianty v ramci genomu, diky
které se prenaseji z rodice na potomka spolecné s kauzdlni variantou (Goris, A. et al., 2022).

Jejich provedeni bylo technicky a finanéné moziné po dokonceni projektu HapMap Project,
ktery zmapoval vazebnou nerovnovahu (linkage disequilibrium) napti¢ genomem (IHC, 2003), a
také diky rozvoji Cipové technologie umoZziujici zkoumani nékolika set tisic genetickych
bodovych non-synonymnich polymorfismd (SNP) v genomu soucasné. GWAS maji oproti
vazebnym studiim vyssi rozliseni, nizsi citlivost je vyvazena velikosti studijni skupiny. Jsou uréeny
k detekci béZnych variant ve studované populaci (5-10 %) s malym efektem (OR: 1,1 — 1,25).
Kvuli hrozbé falesné pozitivnich vysledkd, kterd je ddna mnohocetnym testovanim, vyzaduji tyto
studie naroc¢né statistické zpracovani. Za signifikantni jsou povazovany hladiny p < 10”7 (Sawcer,
S., 2010).

Prvni GWAS zkoumaijici riziko RS byla publikovana v roce 2007 (IMSGC et al., 2007). Posledni
a dosud nejrozsahlejsi publikovand GWAS zahrnuje 47 351 osob s RS a 68 248 zdravych kontrol
a podafrilo se ji popsat 233 SNPs asociovanych s rizikem rozvoje RS, z nichz 32 se nahazi v MHC
oblasti (IMSGC, 2019). Dosud zndmé bézné SNPs (MAF > 5%), které byly identifikovany GWAS,
v soucasné dobé vysvétluji priblizné 40% rozdilu rizika RS mezi osobami s RS a zdravymi
kontrolami. Vysledky ukazuji na geny zapojené do imunitni odpovédi, funkce T lymfocytd nebo
oligodendroglie.

Znamé vzacné koduijici varianty (MAF <1 %) vysvétluji dalSich priblizné 5 % rozdilu rizika.

(IMSGC, 2018).
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DalSim pristupem je studium variability poctu kopii segmentd DNA (CNV/copy number
variants). Dosud je ovsem k dispozici pouze popis asociace rizika RS a ziskané dele¢ni CNV
v lokusech kédujicich podjednotku T bunécného receptoru (Sato, S. et al., 2015).

Dal$i porozuméni genetickym faktorlm RS se olekdva od GWAS a CNV studii s vy$sim
poctem subjektl a také studia epigenetickych modifikaci a interakci mezi geny a prostredim.

Kromé rizika RS se rGzné vyzkumné skupiny snazily pomoci GWAS vysvétlit i variabilitu RS.
GWAS zkoumajici vék pocatku onemocnéni a Multiple Sclerosis Severity Score nepfinesla
pozitivni vysledky (Giacalone, G. et al., 2015). Ovsem v jinych GWAS byly odhaleny asociace
HLA-DRB1*15:01 s pritomnosti oligoklonalnich pasd v mozkomisnim moku a mezi variantou
v MHC regionu a ICHC genu a IgG indexem (Goris, A. et al., 2015), mezi frekvenci relapst a
variantou genu LRP2 (Zhou, Y. et al., 2017), mezi frekvenci relapst a variantou genu WNT9B
(Vandebergh, M. et al., 2021) nebo zrakovym postizenim (Zhou, Y. et al., 2017). Celkové tedy
zatim tyto studie pracuji pouze se zdkladnimi cross — sectional daty o prabéhu RS, kterd nejsou
dostatecna pro hodnoceni Ié¢ebné odpovédi. Tyto vysledky mohou byt uzite¢né v porozumeéni

patogeneze RS a vyvoji novych léciv, ovsem prozatim nemohou slouZit k individualizaci 1éCby.

1.7 Farmakogenomika roztrousené sklerdzy

Farmakogenetika je obor na pomezi genetiky a farmakologie, ktery se zabyva roli dédi¢nosti
v odpovédi na léCivé prostredky (Carlstrom, K.E. et al., 2019). ProtozZe dlouhodoby efekt Iécby
RS nelze spolehlivé predvidat, dokud nedojde ke zhorSeni stavu pacienta (Kalincik, T. et al,,
2017), ocekava se, ze farmakogeneticky vyzkum pfinese moznosti, jak |é¢ebnou odpovéd
predikovat drive (Zarzuelo-Romero, M.J. et al., 2021). Dosud jediny geneticky marker, ktery je
rutinné vyuzivan v lécbé RS, je stanoveni genotypu cytochromu P450 CYP2C9, ktery kdéduje
enzym zodpovédny za metabolismus siponimodu. Pomali metabolizéfi jsou ohroZeni
nezadoucimi kardiovaskularnimi ucinky a vyZaduji redukci davky siponimodu (Diaz-Villamarin,
X. et al,, 2022). Nejedna se tedy o marker |écebného efektu.

NejCastéji pouzivané pristupy ve farmakogenomice RS jsou studie kandidatnich genl a
vzacnéji GWAS.

Interferon beta

Nejpodrobnéji je probaddna odpovéd na interferon beta, prvni lék ze skupiny DMDs),
zavedeny do praxe roku 1993, u néhoz dochdzi k dobré klinické odpovédi pfiblizné u tretiny

pacientd (TIMSS, 1993). Pfislusné studie kandidatnich gen( vychdzeji z predpoklddaného
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mechanismu ucinku interferonu beta a zaméruji se na geny pro jeho receptor IFNAR1, IFNAR2,
geny pro ISRE (interferon-stimulated response elements), interferon gama IFNG, chemokinovy
receptor CCR5, HLA geny, MXA a dalgi. Casti z publikovanych studii se nepodafilo zjistit asociaci
se studovanym polymorfizmem a lé¢ebnou odpovédi (Hocevar, K. et al., 2019). Naopak asociaci
neékterych genovych variant se podafilo zreplikovat. Nejblize rutinnimu vyuZziti v klinické praxi
se dostalo hodnoceni exprese proteinu MxA kddovaného jednim z genl 1. typu odpovédi na
interferon beta MXA. TFi polymorfizmy v oblasti promotoru jeho genu MXA byly v nezavislych
studiich spojeny s lé¢ebnou odpovédi (Cunningham, S. et al., 2005, Sayad, A. et al., 2017).
Nékolik nezdvislych studi se zaméfilo na gen IFNR1A pro receptor interferonu beta a bylo
zjisténo nékolik rdznych polymorfizm asociovanych s |é¢ebnou odpovédi (Cunningham, S. et
al., 2005, Kulakova, O.G. et al., 2012, Sriram, U. et al., 2003). Opakované byla studovana dele¢ni
mutace genu CCR5 pro C-C chemokinovy receptor typu 5, ktery se vyskytuje na povrchu T-
lymfocytld a makrofagl. Wild-type genotyp je spojen s horsi odpovédi na interferon beta a lepsi
odpovédi na glatiramer acetat proti dele¢ni varianté v ruské a egyptské populaci (Karam, R.A.
et al., 2016, Kulakova, O.G. et al., 2014). Nékteré polymorfizmy genu pro transkripéni faktor
interferonu beta IRF5 (inferferon regulatory factor 5) jsou spojeny s horsi odpovédi na [écbu
dle MR (Vosslamber, S. et al., 2011), jeden z nich —rs2004640 — byl replikovan nezavislou studii
(Vandenbroeck, K. et al.,, 2011). Studie danskych autorl vsak zmifované asociace nezjistila
(Sellebjerg, F. et al., 2014).

Dosud byly publikovany vysledky péti GWAS, které se zaméfily na |é¢ebnou odpovéd na
interferon beta (Byun, E. et al., 2008, Clarelli, F. et al., 2017, Comabella, M. et al., 2009, Esposito,
F. et al.,, 2015, Mahurkar, S. et al., 2017). Kazda z nich identifikovala jiné bodové polymorfizmy
ukazujici na rdzné geny. Chybéjici prekryv mezi studiemi Ize pravdépodobné vysvétlit riznou
definici 1é¢ebné odpovédi, riznosti studovanych populaci, a rdznymi pouzitymi platformami.
Nicméné nezavislou studii kandidatniho genu (Cenit, M.D. et al.,, 2009) se podafilo
reprodukovat lokusy genu GPC5 pro glypican. Tento protein ma adhezivni a koreceptorovou
funkci, hraje roli v neuronalnim vyvoji a rlstu axont (Williamson, D. et al., 2007). Jina studie
ovsem asociaci neprokazala (Sellebjerg, F. et al., 2014).

Studie zamérend na reprodukci signalt ukazujicich na signalni drahu toll-like receptord, geny
indukované interferonem beta a geny pro glutamatové a GABA receptory reprodukovala pouze

dva geny — PELI3 a GABRR3 (Bustamante, M.F. et al., 2015). Reprodukovana byla i asociace

24



odpoveédina interferon beta a gen NINJ2, ktery kdduje adhezivni molekulu Gcastnici se zanétlivé
reakce a aktivace endotelu (Peroni, S. et al., 2020).

Jedné z GWAS se podafilo replikovat vysledek ukazujici na variantu genu SLC9ASY,
pravdépodobné vedouci k poruse recyklace receptoru pro interferon beta (Esposito, F. et al.,
2015).

Glatiramer acetat

Dvé nezdvislé studie prokazaly asociaci varianty HLA-DRB1*15:01 (konkrétné varianty
oznacené bodovym polymorfismem rs3135388 proxy) s pfiznivou lé¢ebnou odpovédi na
glatiramer acetat, ale nikoliv na interferon beta (Fusco, C. et al., 2001, Gross, R. et al., 2011).

Existuje Ffada dalSich studii kandidatnich gend, vesmés na malych poctech pacient(, které
ukazuji slibné vysledky, ale dosud nebyly replikovany (Zarzuelo-Romero, M.J. et al., 2021).

Nejrozsahlejsi farmakogenetickou studii zabyvajici se efektem glatiramer acetatu je
v soucasné dobé studie Rosse et al., kterd zkoumala pacienty, jeZ se zUcastnili klinickych studii
s glatiramer acetdtem. Tato studie pomoci GWAS odhalila a na nezavislé kohorté validovala
kombinaci 4 bodovych polymorfism(, kterd je asociovdna s poklesem vyskytu relapst a
progrese postiZzeni pfi lé¢bé glatiramer acetatem, ale nikoliv interferonem beta (Ross, C.J. et al.,
2017). Jedna se o kombinaci SNP rs80191572 (v genu UVRAG), rs28724893 (v genu HLA-DQB?2),
rs1789084 (v genu MBP), and rs139890339 (v genu ZAK(CDCA?7), kterou ve studii neslo priblizné
10 % subjekt(.

Dimetylfumarat

Podle studie s 39 pacienty s RR RS a 40 zdravymi kontrolami je lé¢ba dimetylfumaratem
spojena se zvysenou expresi genu ZMIZ1 (Zinc Finger MIZ-Type Containing 1), nezavisle na
bodovém polymorfismu rs1782645 (C>T). Efekt IéCby na aktivitu RS nebyl v souvislosti se ZMIZ
1 hodnocen (Fewings, N.L. et al., 2017).

Studie s 564 subjekty s RR RS odhalila asociaci alely G polymorfismu rs6919626 v genu NOX3
nejen se snizenou tvorbou kyslikovych radikdlt, ale také s nizsi lécebnou odpovédi na
dimetylfumarat (OR 1,57, p 0,036). To je pravdépodobné zplsobeno vyssi metylaci CpG
ostrivkl v promotorové oblasti NOX3. Zajimavé je, Ze pacienti s dobrou odpovédi na [éc¢bu méli
3 meésice po zahdjeni lécby signifikantné vyssi pocet monocytl v periferni krvi proti non-

respondérim (Carlstrom, K.E. et al., 2019).
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Teriflunomid

Teriflunomid prechazi pfes bunécné membrany diky ATP-binding cassette transporéru,
kddovanym genem ABCG2. Bodovy polymorfismus rs2231142 genu ABCG2 je spojen s vySsi
koncentraci teriflunomidu (Makarem, Y.S. et al., 2021). Byl zkouman vyznam ABCG2
polymorfismu v animalnim modelu, nicméné neni znamo, zda je u lidi spojen i s lepsi odpovédi
na léCbu (Thiele Nee Schrewe, L. et al., 2020).

Teriflunomid blokuje aktivitu enzymu dihydroorotadt dehydrogendzy (DHODH). Bodovy
polymorfismus DHODH rs3213422 je spojen s klinickou stabilizaci revmatoidni artritidy pfilécbé
leflunomidem (Makarem, Y.S. et al., 2021, Pawlik, A. et al., 2009), jehoz? je teriflunomid aktivnim
metabolitem (Magne, D. et al., 2006).

Nicméné v monitoraci |é¢ebné odpovédi na teriflunomid by mohla hrat roli sérova
koncentrace cytokinu CLCX3, ktera byla po 12 mésicich |é¢by asociovana s dosazenim stavu
NEDA (Fissolo, N. et al., 2023).

Fingolimod

Podobné jako |é¢ba dimetylfumaratem, i lé¢ba fingolimodem vede ke zvysené expresi genu
ZMIZ1. Produkt tohoto genu patfi mezi proteiny inhibujici aktivitu STAT (signal transducers and
activators of transcription) a je koaktivatorem Notch1, ktery hraje roli v remyelinizaci u RS (Hu,
Q.D. et al., 2003). Korelace s efektem |é¢by nebyla studovana.

Kladribin

Ribonukleotid reduktdza (RR) se Ucastni tvorby deoxyribonukleotidd, které kompetuji
s ucinnymi metabolity kladribinu. ZvySena exprese RR by tedy mohla vést k rezistenci na
kladribin, jak bylo popsano u myeloidni leukemie (Lotfi, K. et al., 2003). Vyznam genetickych
variant RR v |é¢bé RS nebyla studovana, ale u pacientd s akutni myeloidni leukemii byla popsana
zvysend exprese podjednotek RR a vyssi riziko relapsu u nositeld bodovych polymorfism(
rs1042919 a rs1561876 (Cao, X. et al., 2013).

Dalsim enzymem, ktery se U¢astni metabolismu kladribinu, je adenosin deaminaza kddovana
genem ADA. U osob svrozenou deficienci ADA a osob |écenych kladribinem dochazi
k akumulaci trifosforylovaného deoxyadenosinu a lymfopenii (Laugel, B. et al., 2011). Studie
s 561 pacienty s RR RS [éc¢enymi kladribinem prokazala vyssi stupen postizeni u osob s bodovym
polymofismem rs244072 (T>C) (Stampanoni Bassi, M. et al., 2020), coz by mohlo vypovidat o

nizsim efektu lécby.
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Natalizumab

Natalizumab, ocrelizumab a alemtuzumab jsou Iéky pouZivané u klinicky agresivnich forem
RS a predikce selhadni |é¢by je zde tedy zvladst dulezita. Je k dispozici nékolik studii, které
zkoumaly vliv genetickych variant na efekt natalizumabu.

Glutation-S-transferaza, kddovana genem GSTP1, enzym s antioxidacni aktivitou, byla
studovdna u 129 osob s RS [é¢enych natalizumabem. U pacientd s polymorfizmem rs1695 (A>G,
lle105Val) méné casto doslo ke zlepsSeni neurologického postiZzeni oproti pacientim s A alelou
(x> =0,031; df = 1; P = 0,861) (Alexoudi, A. et al., 2016). Stejna studie zkoumala i vliv varianty
rs18000566 (C>T, Prol87Ser) genu NQO1, kterd je spojena se snizenou aktivitou dalsiho
enzymu s antioxidac¢ni aktivitou — NAD(P)H chinon oxidoreduktdzy. Autofi u osob s wild-type
variantou NQO1 pozorovali ¢astéjsi zlepseni neurologického nélezu (x> = 3,320; df = 1; P =
0,068).

Gen ITGA4 kéduje podjednotku alfa 4 integrinu, proti které je natalizumab namifen.
V souvislosti s efektem natalizumabu nebyl gen ITGA4 studovan, ovSem prdace slovenskych
autor( ukazala souvislost polymorfizmu rs1143678 a rizika RS (OR 1,73; 95% Cl = 1,07-2,81; P
=0,024) (Durmanova, V. et al.,, 2015).

Polymorfizmus rs2498804 (G>T) genu AKT1, ktery se UcCastni regulace apoptdzy, byl
studovan na 67 pacientech s RR RS lé¢enych natalizumabem. Nositelé T alely méli nizsi pocet
lymfocytd v periferni krvi a zejména vyznamné vyssi riziko relapsu po ukonceni |écby
natalizumabem (OR = 11.79; 95% Cl: 3,72—37,38; P < 0.01) (Rossi, S. et al., 2013).

Gen GP6 koéduje kolagenovy receptor, ktery hraje roli v agregaci trombocyt(l. Pfedpoklada
se jeho podil na neurodegeneraci u RS (Marshall, O. et al., 2014). Studie se 119 pacienty s RS
asijského plvodu zjistila horsi odpovéd na natalizumab u nositeld C alely rs2304166
polymorfizmu (C>G) (OR = 22,18; 95% Cl: 5,76-95,88, P < 0,01) (Al-Mojel, M. et al., 2019).

Ocrelizumab

Vzhledem k vysoké efektivité ocrelizumabu v 1é¢bé RS by bylo Zadouci znat faktory spojené
se zménou jeho efektu. V soucasné dobé nicméné potiebné studie nejsou k dispozici.

Alemtuzumab

Alemtuzumab po vazbé na povrchovy znak B a T lymfocytd navozuje protilatkové
zprostfedkovanou cytotoxicitu (Coles, A.J. et al.,, 2012). Tento proces je zahdjen vazbou
alemtuzumabu na Fc receptor pro 1gG (FcyR). (Hibbs, M.L. et al., 1988). Polymorfismy v genech
FCGR2A a FCGR3A koédujicich FcyR snizuji |écebny efekt u nékterych hematoonkologickych

27



onemocnéni (Cartron, G. et al., 2002). Studie s 85 pacienty s RR RS |é¢enym alemtuzumabem
studovala léc¢ebnou opovéd u nositelll vysoce afinni varianty FCGR3A kodujici valin na
aminokyselinové pozici 158 proti nizce afinni varianté s fenylalaninem. Dale byli porovnani
pacienti s vysoce afinni variantou FCGR2A s histidinem na aminokyselinové pozici 131 proti
pacientlim s nizce afinni variantou s argininem. Béhem dvouletého sledovani nebyl pozorovan
rozdil v |é¢ebné odpovédi (Keller, C.W. et al., 2019).

Obdobna je situace se studiem genu pro CD52. Varianty tohoto genu byly studovany u
pacientll po transplantaci ledvin a byla pozorovdna nizsi ucinnost alemtuzumabu u osob
s polymorfismy rs1071849 (A>G; Asn40Ser) a rs17645 (A>G; lled1Met) (Oko, A. et al., 2009).
Studie u RS chybi.

V oblasti genetickych markert |écebné odpovédi je bohuZzel malo replikovanych dat.
Dostupné studie zahrnuji nizky pocet subjektl a hodnoti jednotlivé geny bez zohlednéni
moznych genovych interakci. Také jsou mezi sebou obtizné porovnatelné z ddvodu rdzného
zpUsobu stanoveni |éCebné odpovédi. U nékterych Iékl data stran pouziti u RS chybi a jsou
k dispozici pouze studie u jinych onemocnéni. U ocrelizumabu, siponimodu a ponesimodu
nejsou dostupné zadné studie. Nékteré genetické znaky by nicméné po validaci na vétsich
skupinach pacientl mohly dojit klinického vyuZiti. Omezené vyuZiti ve studiu écebné odpovédi
prozatim nasly GWAS, coZ plati zejména pro vysoce ucinné léky, které v soucasné dobé
dochdzeji Sirokého uplatnéni. Limitaci téchto studii je ndrocnost ziskani validnich a dostaéné
podrobnych informaci o pribéhu onemocnéni, podle nichz by bylo mozné |é¢ebnou odpovéd

hodnotit.
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2. Cile a hypotézy

Cile prace a hypotézy jsou rozdéleny do dvou oblasti zkoumajicich genetické pozadi pribéhu
roztrousené sklerdzy.

2.1 Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

Cil studie I:

Primarni cil: Urcit vztah poctu (GT) repetic v promotoru genu HMOX1 HO-1 a rychlosti
akumulace neurologického deficitu u pacientd s RS.

Sekundarni cil: Validovat zndmé faktory asociované s rychlejsim narlstem neurologického
deficitu u pacient( s RS.

Hypotézy studie I:

e Pacienti s rozrousenou sklerézou, ktefi maji vice nez 25 (GT)n dikukleotidovych repetic
v promotoru HMOX1, vykazuji rychlejsi progresi neurologického postizeni.

e Pacientis pozdéjsim nastupem RS, muzského pohlavi, s primarné progresivni formou RS
a pacienti nelé¢eni DMDs vykazuji rychlejsi nartst neurologického postizeni nasledkem
RS.

2.2 Studie II: Genotype/Phenotype project

Cil studie Il:

Odhalit jednonukleotidové varianty spojené s tiZi RS pomoci pfesného stanoveni fenotypu
RS. Vytvorit model schopny predikovat priibéh onemocnéni s vyuzitim SNVs jiz v dobé diagndzy
RS.

Sekundarni cile: Sekundarnim cilem studie bylo prozkoumat SNV zjisténé v primarni analyze
a cilené replikovat dosud reportované mozné markery tize RS.

Zjistit, zda geny se znamou asociaci s nachylnosti k RS jsou asociované i se zavaznosti
prabéhu RS.

Hypotézy studie Il:

e Genetické varianty ovliviiuji pribéh a zavaznost RR RS a je mozné je odhalit pomoci
prospektivniho, longitudinalniho sbéru dat.

e Model vytvoreny metodou strojového uceni vyuZivajici jednonukleotidové varianty
(SNVs) ma dostatecnou pozitivni prediktivni hodnotu, aby mohl byt vyuzit ke klinickému
rozhodovani o |écbé v dobé diagndzy RS.

e Geny asociované s rizikem RS ovliviuji zavaznost RS.
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3. Metodika
Vsechny uvedené studie byly schvaleny Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice

v Praze. Od kazdého ucastnika byl ziskan pisemny informovany souhlas.

3.1 Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

3.1.1 Vyzkumny soubor

Studie se zucastnilo 338 pacientl (239 Zen a 99 muzd) s diagndzou roztrousené sklerdzy.
Subjekty byly vybrany nahodné mezi pacienty navstévujici Centrum pro demyelinizaéni
onemocnéni VSeobecné fakultni nemocnice a 1. ékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze mezi
lety 1999 a 2003. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas se studii. Do studie byli
zahrnuti pacienti s délkou klinického sledovani min. 9 let nebo s EDSS vy$§im neZz 4.

Demografické charakteristiky souboru shrnuje Tabulka 1.

Tabulka 1: Demografie studovaného souboru

Progrese postizenit

Celkem Rychla Oddalena
Subjekty, pocet (Zeny:muZzi) 338 253 (184:69) 85 (55:30)
(239:99)
Vék, roky + SD * 44 + 10 43 +11 46 + 10
Vék zac¢atku RS, roky + SD * 28 +9 26+8 32+9
Typ podatku RS, pocet (%) *
Relaps remitentni 324 (96%) 249 (98%) 75 (88%)
Primarné progresivni 14 (4%) 4 (2%) 10 (12%)
Léky modifikujici onemocnéni, pocet (%) * 173 (51%) 142 (56%) 31 (36%)
Cytostatika, pocet (%) * 15 (4%) 8 (3%) 7 (8%)

T podle dosazeni stupné EDSS 4 do 9 let od zacatku onemocnéni
* P <0,05, 2 test, t-test

V prabéhu devitiletého sledovani bylo pred dosazenim EDSS 4 |é¢eno pomoci DMDs 173
pacientll, zatimco 165 pacientd DMDs léceno nebylo. Tabulka 2 ptfedstavuje Udaje o lécbé

DMDs a imunosupresivy.
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Tabulka 2: Prehled Iécby léky modifikujicimi pribéh onemocnéni a lé€by cytostatiky

Lécba pocet lé¢enych primérna doby |é¢by na pacienta,

pacient( roky (rozptyl)

Interferon Bla

Avonex 126 4.1 (1-8)

Rebif 26 2.5(1-5)
Interferon B1b 39 3.7 (1-9)
Glatiramer acetat 6 1.8 (1-5)
i.v. imunoglobuliny 9 2.0 (1-4)
Natalizumab 1 1.0
Cyklofosfamid 11 2.4 (1-6)
Mitoxantron 3 2.3 (1-4)
Firategrast 1 1.0

3.1.2 Design studie

Klinické sledovani subjektd probihalo nejméné jednou za Sest mésicd a zahrnovalo
zhodnoceni neurologického postizeni pomoci EDSS. Pro kazdého pacienta se stupném EDSS 4
a vysSim byla zaznamendana doba trvani onemocnéni do dosazeni EDSS 4. Pacienti byli rozdéleni
na ty s ,rychlou” progresi RS (tj. dosahli stupné EDSS 4 béhem 9 let trvani RS) a
,oddalenou” progresi EDSS (tj. nedosahli EDSS 4 béhem 9 let), pficemz 9 let byl median trvani
RS u pacientl, ktefi dosahli stupné EDSS 4. (GT)n polymorfismus promotoru genu HMOX1 pro
HO-1 byl stanoven u kazdého pacienta. Jeho potencidlni vliv na progresi RS byl vyhodnocen
statistickou analyzou. Pro kompenzaci variability pohlavi, véku poc¢atku RS, klinického pribéhu

RS (RR RS a PP RS) a lécbhy, byly tyto Udaje zahrnuty do statistické analyzy jako proménné.

3.1.3 Geneticka analyza

Genomova DNA byla izolovdna z leukocytl periferni krve standardnimi postupy a geneticka

analyza probéhla podle metodiky dfive popsané Kralem a spolupracovniky (Kral, A. et al., 2011).
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3.1.4 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci program® SPSS 17 (SPSS Inc., Chicago, IL) a
Statistica 9.1 (StatSoft Inc., Tulsa, OK). Za signifikantni byla povazovéna hladina vyznamnosti P
< 0,05. Vzhledem knizkému poctu testovacich procedur nebyla uplatnéna korekce
mnohocetného testovani. Pokud neni uvedeno jinak, vysledky byly vyjadieny jako prdmér +
standardni odchylka. U vSech kvantitativnich proménnych byla testovana normalita rozdéleni.

K testovani efektu polymorfismu HMOX1 s pfihlédnutim krelevantnim proménnym
(pohlavi, vék pocatku RS, klinicky pribéh RS, trvani [écby DMDs a imunosupresivni 1é¢by) jsme
pouzili logistickou regresni analyzu. Cas do dosaZeni stupné EDSS 4 korigovany na vék, klinicky
prabéh RS a lé¢bu DMDs byl porovnan mezi pacienty s odliSnym genotypem HMOX1 pomoci
Coxova modelu proporciondlnich rizik. Porovnani demografickych Gdajii mezi pacienty
s rychlou a oddalenou progresi postizeni, stejné jako post-hoc porovnani proménnych mezi
pacienty s rozdilnym HMOX1 genotypem, bylo provedeno pomoci t-testu pro numerické

proménné a xz testu pro kategorické hodnoty.

3.2 Studie Il: Phenotype/Genotype Project

3.2.1 Vyzkumny soubor

Nabor subjektl probihal v osmi centrech specializovanych na lé¢bu roztrousené sklerézy ve
tfech zemich (v CR se jednalo Centrum pro demyelinizaéni onemocnéni Vieobecné fakultni
nemocnice a 1. IékaFské fakulty v Praze, dale se zG€astnila pracovisté z Australie a Spanélska).
Vsechny subjekty studie byly Ucastniky registru MSBase. MSBase je mezinarodni, prospektivni,
observacni registr pacientl s RS, registrovany v International Clinical Trials Registry Platform
Svétové zdravotnické organizace, ID ACTRN12605000455662 (Butzkueven, H. et al., 2006).
Data jsou zaddvana oSetfujicimi neurology v redlném nebo témér redlném case a zahrnuji
demografické Udaje Ucastnikl, fenotyp onemocnéni, hodnoceni EDSS, informace o relapsech
RS a informace o |é¢bé, zejména o |écbé DMDs. Hodnoceni klinického stavu probiha v praméru

kazdych 6 mésict. Data z MSBase byla ziskana 4. zari 2019.

3.2.2 Kritéria vstupu do studie
Do studie byly zahrnuty osoby s roztrousenou sklerézou evropského plvodu s klinicky
definitivni RS a s relaps remitentnim pocatkem onemocnéni (tj. osoby s relaps remitentni a

sekundarné progresivni RS). Diagndza byla stanovena na zakladé McDonaldovych kritérii

32



(Thompson, A.J. et al., 2018). Dalsi minimalni kritérium predstavovala dostupnost nasledujicich
Udajd: pohlavi, datum narozeni, vék pocatku RS, min. 5 let trvani onemocnéni, min. 5 let
prospektivniho sledovani v MSBase, min. 3 hodnoty EDSS zaznamenané mimo obdobi relapsu
(tzn. hodnoty EDSS zaznamenané v rozmezi 30 dnl od pocatku relapsu nebyly zahrnuty do
analyzy), dostupnost Udajl o lécbé a dostupnost Udajd o relapsech. Viem pacientim, kteri
splnili vstupni kritéria a navstévovali kliniky mezi lednem 2015 a cervencem 2019, byla

nabidnuta ucast ve studii.

3.2.3 Fenotypizace, pfisouzeni tize RS a ndbor

Hodnoceni EDSS bylo pouZito ke stanoveni ARMSS a MSSS. Pro kazdého ucastnika byl
vypocitan median na relapsech nezavislého longitudindlniho ARMSS (I-ARMSS) a median I-MSSS
za pouZiti kazdého jednotlivého dostupného ARMSS nebo MSSS. Mediany I-ARMSS a |-MSSS
byly rozdéleny do kvintil( ke stratifikaci kohorty podle tize RS. Krajni horni a dolni kvintily byly
definovany jako extrémy tize RS, a to na zakladé udaji vSech jedincl, ktefi naplnili vstupni
kritéria studie (n =5851; Obrdzek 2). Nabor Ucastnik( byl obohacen o tyto pacienty. U Gcastnik(
v krajnich decilech rozdéleni podle tize RS byla revidovana spravnost diagndzy RS a v pfipadé
nejisté diagndzy nebo zmény diagndzy byli pfislusni Ucastnici ze studie vylouceni. Vék zacatku
onemocnéni (age at onset, AAO) byl definovan jako vék, ve kterém se objevily prvni pfiznaky
onemocnéni. Trvani priznak( bylo definovano jako pocet let mezi prvnimi pfiznaky a posledni
klinickou navstévou zaznamenanou v MSBase. Pomér ¢asu expozice DMDs byl definovan jako
celkovy Cas expozice jakémukoliv registrovanému DMD v poméru k celkovému trvani pfiznaka,

tak jak bylo zaznamenano v MSBase.
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10 708 pacientd navitévujicich uéastnicka RS centra

119 - diagnodza NMO
641 - diagnoza PP RS
134 - bez zaznamu o typu prabé&hu RS

v

9 814 pacientl pro dalsi screening

3548 - méné ne? 5 let sledovani v MSBase
187 - mené nei 3 navitévy s EDSS zaznamenanym mimo relaps

w

€ 079 pacientu pro dalii screening
228 - diagnoza CIS

5 851 pacientlu zahrnutych do analyzy fenotypu

v

1 984 pacinth rekrutovanych a genotypizovanych

171 - neproslo QC

L

1 813 pacientd analyzovanych

Obradzek 2: Prehled pacientd zarazenych do screeningu a analyzy.
Legenda: RS —roztrou$ena skleréza; NMO - Neuromyelitis optica; PP RS = Primarné progresivni
roztrousena sklerdza; EDSS — Expanded Disability Status Scale; CIS - Klinicky izolovany syndrom;

QC — kontrola kvality.

3.2.4 Statistické analyzy
Zpracovani dat a statistické analyzy byly provedeny v programech Stata v17 (Stata Corp,

College Station, TX) nebo R (http://R-project.org). Pro vypocetné narocné analyzy byla vyuZita

vysoce vykonna vypocetni infrastruktura Monash University MASSIVE (Goscinski, W.J. et al.,
2014). Dle distribuce proménnych byl pro proménné vypocten primér a smérodatna odchylka
(SD) nebo median s mezikvartilovym rozpétim (IQR). Kategorické promeénné byly popsany
pomoci Ccisel a cetnosti. Standardizované rozdily (tj. velikost Ucinku) byly hodnoceny
Cohenovym testem d. Korelace mezi I-ARMSS a AAO a vazenym genetickym skére rizika
(weighted genetic risk score, wGRS) byly zhodnoceny parametrickym Pearsonovym korela¢nim

koeficientem. VSechny analyzy byly oboustranné.
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3.2.5 Genotypizace, imputace a kontrola kvality

Genomova DNA ziskana z periferni pIné krve byla genotypizovana pomoci Cipu lllumina
MegaEx BeadChip (Illumina, CA). Tato array obsahuje pres 2 miliony markerd riznych populaci
(Illumina, 2015). Dale byla dopInéna o dalsich 3,000 SNVs, které byly predmétem zdjmu, véetné
znamych SNVs spojenych s rizikem RS, souborem SNVs identifikujicim klasické HLA alely (tag
SNVs) (Moutsianas, L. et al., 2015a) a dfive publikovanych predpokladanych SNVs souvisejici s
tizi RS (Baranzini, S.E. et al., 2009, Brynedal, B. et al., 2010, Deluca, G.C. et al., 2007, IMSGC,
WTCCC2 et al,, 2011). Vzorky byly genotypizovany ve dvou skupinach na pracovisti John. P.
Hussman Institute for Human Genomics (University of Miami, FL, USA). Kazdd skupina
obsahovala vzorky z Ceské republiky, Australie a Spanélska. Genetickd data byla ndsledné
rozdélena do Sesti souborU. Vzorky prosly kontrolou kvality po jednotlivych souborech (IMSGC,
2019). Jeji vysledky pro ceskou kohortu jsou shrnuty v Tabulce 3 a, 3 b, vysledky pro ostatni
kohorty byly publikovany (Jokubaitis, V.G. et al., 2022).

Analyza hlavnich komponent (principal component, PC) byla provedena v programu
Eigenstrat (v R) a jedinci, ktefi byli ddle nez = 6 standardnich odchylek v kazdé z PC, byli vyfazeni.
PC byly projikovany do dat z HapMaplll projektu k posouzeni vlivu populacni stratifikace —
projekce pro ¢eskou kohortu uvadi Obrdzek 3 a, 3 b. Projekce pro ostatni skupiny Ucastnik( byly
publikovany (Jokubaitis, V.G. et al.,, 2022). Manualné byli vylouceni jedinci mimo cluster
evropského plvodu. Po kontrole kvality byla data doplnéna s vyuZitim Haplotype Reference
Consortium panel (r1.1) (Das, S. et al., 2016) na Michigan imputation serveru. Po kontrole

kvality to vedlo k ziskani 5,985,626 SNV s MAF > 5 %.
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Tabulka 3a: Shrnuti vysledkd kontroly kvality vzorkd a SNP, skupina 1

Genotypizace Skupina 1

Pocet
genotypizovanych

vzorku 1195 Pocet vyfazenych vzorku
AU AU cz cz ES ES
Poradi kroku Krok (popis) jedinci [SNPs  |jedinci |SNPs |jedinci |[SNPs
Kontrola pohlavi (diskrepance pohlavi zaznamenaného
1 v databazi vs genotypizace) 3 3 1
102
2 Chybéni (I - SNP; zvolena 5% hranice, tj. <95 % genotypl) 97 288 844 95 884
3 Chybéni (I — jedinci; zvolena 5% hranice, tj. <95 % genotypu) 0 0 0
4 Rozdilna chybovost (zvolena hranice P <0,01) 320 880 293
5 Poru$eni HWE (zvolena hranice 1e™) 4958 6977 4156
80978
6 Monomorfni SNP 801344 6 754507
7 LD pruning (MAF 0,05; indep-pairwise 100 2 0,1)
8 IBS (chyby genotypizace) 2 0 1
9 Pribuzenstvi 4 6 3
PCA (ndmi identifikovadno a eigenstat odlehlé hodnoty
10 vyfazené eigensoftem) 13 14 10
92048
Celkem vyfrazeno 22| 903910 23 7 15| 854840

Vzorky, které prosly kontrolou kvality: n = 1135

Zkratky: AU — australska kohorta; CZ — Ceska kohorta; ES — Spanélska kohorta; HWE — Hardy — Weinberg(v zakon; IBS — identical by state; LD —

Linkage disequilibrium/vazebna nerovnovaha; SNP — Single Nucleotide Polymorphism/bodovy polymofrismus;
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Tabulka 3b: Shrnuti vysledkl kontroly kvality vzorka a SNP, skupina 2

Genotypizace Skupina 2

Pocet genotypizovanych

vzorku 789 Pocet vyfazenych vzorku
AU AU cz Ccz ES ES
Poradi kroku Krok (popis) jedinci | SNPs jedinci |SNPs jedinci |[SNPs
Kontrola pohlavi (diskrepance pohlavi zaznamenané
1 v databazi vs genotypizace) 0 3 23
2 Chybéni (I = SNP; zvolena 5% hranice, tj. <95 % genotypu) 98 749 115416 97 226
3 Chybéni (I — jedinci; zvolena 5% hranice, tj. <95 % genotypu) 3 0 3
4 Rozdilna chybovost (zvolena hranice P <0,01) 9596 218 1298
5 Poru$eni HWE (zvolena hranice 1e™) 11 250 7 254 8048
745
6 Monomorfni SNP 715 873 815 790170
7 LD pruning (MAF 0.05; indep-pairwise 100 2 0,1)
8 Duplikaty 11 0 0
9 IBS (chyby genotypizace) 0 0 0
10 Pribuzenstvi 9 17 27
PCA (ndmi identifikovano a eigenstat odlehlé hodnoty
11 vyfazené eigensoftem) 8 ) 5
865
Celkem vyfazeno 31 310 22| 996 703 58| 896 742

Vzorky, které prosly kontrolou kvality: n = 678

Zkratky: AU — australska kohorta; CZ — Ceska kohorta; ES — Spanélska kohorta; HWE — Hardy — Weinberg(v zakon; IBS — identical by state; LD —

Linkage disequilibrium/vazebna nerovnovaha; SNP — Single Nucleotide Polymorphism/bodovy polymofrismus;
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ACB (African Caribbean in Barbados)
ASW (African Ancestry in Southwest US)
BEB (Bengali in Bangladesh)
CDX (Chinese Dai in Xishuangbanna, China)
CEU (Utah residents with Northern and Western European ancestry)
CHB (Han Chinese in Bejing, China)
CHS (Southern Han Chinese, China)
CLM (Colombian in Medellin, Colombia)
ESN (Esan in Nigeria)
FIN (Finnish in Finland)
GBR (British in England and Scotland)
GIH (Gujarati Indian in Houston, TX)
GWD (Gambian in Western Division, The Gambia)
IBS (lberian populations in Spain)
ITU (Indian Telugu in the UK)
JPT (Japanese in Tokyo, Japan)
KHV (Kinh in Ho Chi Minh City, Vietnam)
LWK (Luhya in Webuye, Kenya)
MSL (Mende in Sierra Leone)
MXL (Mexican Ancestry in Los Angeles, California)
PEL (Peruvian in Lima, Peru)
PJL (Punjabi in Lahore,Pakistan)
PUR (Puerto Rican in Puerto Rico)
STU (Sri Lankan Tamil in the UK)
TSI (Toscani in Italy)
YRI (Yoruba in Ibadan, Nigeria)
X Czechs with MS (batch 1)

0.03
1

0.02
|

0.01
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Obrdzek 3a: Hlavni komponenty pro ucastniky z Ceské republiky (" skupina 1") promitnuté do

dat HapMaplll ukazuji shlukovadni s evropskymi populacemi.
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ACB (African Caribbean in Barbados)
ASW (African Ancestry in Southwest US)
BEB (Bengali in Bangladesh)
CDX (Chinese Dai in Xishuangbanna, China)
CEU (Utah residents with Northern and Western European ancestry)
CHB (Han Chinese in Bejing, China)
CHS (Southern Han Chinese, China)
CLM (Colombian in Medellin, Colombia)
ESN (Esan in Nigeria)
FIN (Finnish in Finland)
GBR (British in England and Scotland)
GIH (Gujarati Indian in Houston, TX)
GWD (Gambian in Western Division, The Gambia)
IBS (Iberian populations in Spain)
ITU (Indian Telugu in the UK)
JPT (Japanese in Tokyo, Japan)
KHV (Kinh in Ho Chi Minh City, Vietnam)
LWK (Luhya in Webuye, Kenya)
MSL (Mende in Sierra Leone)
MXL (Mexican Ancestry in Los Angeles, California)
PEL (Peruvian in Lima, Peru)
PJL (Punjabi in Lahore,Pakistan)
PUR (Puerto Rican in Puerto Rico)
STU (Sri Lankan Tamil in the UK)
TSI (Toscani in ltaly)
YRI (Yoruba in Ibadan, Nigeria)
X Czechs with MS (batch 2)
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Obrdzek 3b: Hlavni komponenty pro ucastniky z Ceské republiky (" skupina 2") promitnuté do

dat HapMaplll ukazuji shlukovadni s evropskymi populacemi.
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3.2.6 Asociacni testovani

Asociacni testovani a meta-analyzy probéhly v programu PLINK (v 1.9 and v 2.0) (Purcell, S.
et al., 2007). Pro spojité proménné byla pro Sest datovych souborl poufZita linearni regrese
adjustovana na prvnich 5 PC, wGRS (De Jager, P.L. et al., 2009), Iécbu DMDs a na proménné se
standardizovanym rozdilem vyssim nez 15 % (mezi extrémy tize RS). Kombinovand data Sesti
soubord byla analyzovana s pouZitim fixed-effects meta-analyz s cilem identifikovat statisticky
nezavislé SNVs.

Pro bindrni proménné bylo vsech Sest skupin analyzovano spolecné vzhledem k niz§imu
poctu vzorkd. Byla pouzita logistickd regrese adjustovana na ID souboru, prvnich pét PC a na
proménné se standardizovanym rozdilem vys$im nez 15 %.

Hladina vyznamnosti pro de novo GWAS byla stanovena na P < 5x108. P¥i p-hodnotdch mezi
1x108 < P < 5x107 byl dtkaz asociace mezi SNV a studovanym rysem povazovan za minimalni.
Pro replikacni analyzy byla p-hodnota po Bonferroniho korekci nutna k prekroceni replikacniho
prahu stanovena na P < 4.31x10* (0,05/116 replikovanych SNV). Bylo vypoéitdno wGRS na
zakladé pfimo genotypizovanych SNVs popsanych International Multiple Sclerosis Genetics
Consortium (IMSGC, 2019). Bylo odhadnuto, Ze zahrnuti 915 jedinct do kazdého podsouboru
poskytne 80 % silu odhalit SNV s MAF 0,2 a pomérem Sanci 1,3 na podkladé binarnich

parametr( hodnoceni tize RS.

3.2.7 Analyzy pfeziti

Pro kazdého Ucastnika, ktery pfi prvni navstévé zaznamenané v MSBase nedosahoval
ireverzibilniho EDSS 3 nebo 6 (milniky neurologického postizeni), byla uréena doba potfebna k
jejich dosazeni. Tam, kde téchto milnik(l dosazeno nebylo, byla data uzaviena nejpozdéjsi
zaznamenanou ndvstévou. Analyzy preZiti byly zaloZzeny na nosi¢stvi mensi alely pro SNV v 10
nejblizsich genech identifikovanych v nasich I-ARMSS a I-MSSS de novo asociaénich analyzach;
a pro 5 nejblizsich gen( identifikovanych v nasich I-ARMSS a |-MSSS analyzdach stratifikovanych
podle pohlavi. Vicerozmérné modely byly upraveny podle AAO, wGRS nachylnosti k roztrousené
skleréze, doby sledovani na DMD |écbé, a pohlavi. Ke zjisténi poruSeni Coxova predpokladu
proporcionalnich rizik byl pouzit Schoenfeldlv globdlni test rezidui. V pfipadé poruseni
pfedpokladu proporcionality byl pouZit Weibullliv regresni pfistup. Udaje o preZiti byly

vizualizovany pomoci Kaplanovych-Meierovych krivek.
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3.2.8 Analyza dédivosti

Dédivost v izkém smyslu (h?p) byla odhadnuta z individudlnich GWAS dat pomoci pfistupu
zaloZzeného na omezené maximalni vérohodnosti (GREML) realizovaného pomoci softwaru
GCTA (Yang, J. et al,, 2011), BOLT-LMM (Loh, P.R. et al., 2015) a pfistupu souhrnné statistiky
pomoci regrese skore vazebnych nerovnovah (LDSC) provedeného v softwaru LDSC (Bulik-

Sullivan, B.K. et al., 2015).

3.2.9 Analyzy obohaceni genovych sad

K pFifazeni SNV (P < 1x107°) ke gendm, tkanim a funkcim byla pouzita FUMA, integracni
webova platforma vyuZivajici informace z rlznych biologickych zdroji k usnadnéni funkéni
anotace vysledkll GWAS, prioritizaci gen( a interaktivni vizualizaci. (Watanabe, K. et al., 2017)
podle online ndvodu. Databdaze Panther (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships),
volné dostupny, uceleny softwarovy systém k propojovani evoluce proteinovych sekvenci s
evoluci specifickych proteinovych funkci a biologickych roli (Mi, H. a Thomas, P., 2009), byla
pouzita k dalSimu potvrzeni genovych drah/ontologii, které byly nadmérné zastoupeny a

obohaceny o varianty s nejlepsimi asociaénimi hity (P < 1x107).

3.2.10 Strojové uceni

Pro klasifikaci tize onemocnéni byly pouzity nelinearni modely strojového uceni (machine
learning, ML), protoZe ty v kontextu béznych poruch zaloZzenych na variantach prekonavaji
linedrni ML modely (Romagnoni, A. et al.,, 2019). VSechny SNV s P < 0,01 v de novo
metaanalyzach spolu s demografickymi a klinickymi proménnymi byly pouZity k vytvoreni
datovych soubor® kompatibilnich s algoritmy gradient boosting (xgboost), metody strojového
uceni vyuzivajici kombinace slabych prediktord zaloZzené na metodé rozhodovacich stromd
(Chen a Guestrin 2016). Tréninkovy soubor 70 % osob s RS byl vybran ndhodné, coz zajistilo
vyvazené zastoupeni pripadl s tézkym a mirnym pribéhem RS. Po tréninku s internim
bootstrappingem 0,7 pro 10 tisic iteraci byl model testovan na zbyvajicich 30 % kohorty, cozZ je
konzervativni pristup, aby se predeslo preuceni (overfittingu) modelu (Park, J.H. et al., 2019).
Déale byla implementovana pomald mira uceni (eta = 0,01), aby se predeslo overfittingu
(Jerome, F. et al., 2000, JH, F., 2001).

Na zakladé prediktivnich hodnot vygenerovanych na testovaci sadé pro kazdy model a

skutecnych hodnot pfislusnosti kazdého vzorku byla vygenerovana matice zameén spolu se
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statistikami presnosti, senzitivity, specificity a Kappa statistiky, pomoci funkce matice zamén
balicku Caret. Pro vyhodnoceni pfesnosti predikce a vykonnosti modeld byla vynesena

Receiver Operator Characteristics, ROC a pro kazdy model byla vypoctena plocha pod kfivkou

(Area Under Curve, AUC).
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4. Vysledky

4.1 Studie | — Hem-oxygenaza 1

Analyza genotypu HMOX1 ukazala, Ze nejcastéjSimi alelami ve studované populaci jsou alely
s 23 a 30 (GT) repeticemi (Obradzek 4).

85 pacientl (25 %) dosahlo stupné EDSS 4 béhem 9 let od zacastku onemocnéni. Model
logistické regrese (shoda modelu s pozorovanim: P = 0,8, x%s = 4,8, Hosmer-Lemeshow(v test;
prediktivni hodnota: 77 %) neprokdzal statisticky vyznamny efekt HMOX1 polymorfizmu na
rychlost progrese postizeni u RS (P = 0,9, Waldl = 0,01). To bylo potvrzeno analyzou
kumulativniho rizika dosazeni stupné EDSS 4, které se neliSilo u pacientd s rozdilnymi HMOX1

genotypy (Obrdzek 5, P =0,7, Wald = 0,14, Cox model).

300 -
50 -
00 -

50 -

Pocet pacientd

00 -

16 19 22 25 28 31 34 37 40
Pocet GT repetic

Obrdzek 4: Distribuce alel HMOX1
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Kumulativni riziko dosazeni EDSS 4
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Obrdzek ¢. 5: Kumulativni riziko dosaZeni stupné EDSS 4

Legenda: EDSS — Expanded Disability Status Scale

Proménné signifikantné asociované s rychlosti progrese postizeni byly nasledujici: klinicky
pribéh RS (b =1,3; P=0,4; Waldl = 4,1), délka Iécby DMDs (b =-0,2; P <0,001; Wald1 =13,6)
a vék zacatku RS (b = 0,06; P < 0,001; Wald1 = 12,9; logisticka regrese). Z Tabulky 1 je patrné,
Ze mezi pacienty s rychlou progresi postizeni bylo vys$si zastoupeni téch s primarné progresivni
formou RS (P < 0,0001, x%1 = 16,6, X test), nizsi zastoupeni téch, ktefi byli lé¢eni DMDs (P <
0,001, x*1 = 9,8, x* test) a vys$3i zastoupeni pacient( s pozdéj$im nastupem prvnich pfiznakd RS
(P < 0,0001, t336 = 5,2, t-test), to vSe ve srovnani s osobami s oddalenou progresi postizeni.
Oproti tomu vék a trvani [é¢by imunosupresivy némély signifikantni efekt na rychlost rozvoje
postizeni (P > 0,4; Wald1 < 0,6). Tabulka 4 porovnava skupiny pacientl s rliznym HMOX1
genotypem. V souladu s vysledky ostanich analyz nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily
mezi obéma skupinami. Pozorovali jsme trend k vy$si prevalenci primarné progresivni RS u
homozygotl pro kratkou alelu (tj. méné nez 25 GT repetic) ve srovnani s osobami s jinymi

genotypy; statistické vyznamnosti nicméné dosazeno nebylo (P = 0,6, x?= 9,8, x? test).
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Tabulka 4: Porovndni subjektu podle polymorfismu promotoru HMOX1

Alela HMOX1

dlouhd / dlouhd®™  dlouhd / kratka® kratka / kratka®

Subjekty, pocet (Zeny:muZzi) 145 (104:41) 146 (102:44) 47 (33:14)
Vék, roky + SD 45+ 11 43 +9 45+ 12

Typ RS, pocet (%)

relaps remitentni / sekundarné progresivni 138 (95 %) 143 (99 %) 43 (91 %)
primarné progresivni 8 (5 %) 2 (1%) 4 (9 %)
EDSS > 4 béhem 9 let trvani RS, pocet (%) 74 (51 %) 69 (47 %) 27 (57 %)

" alely byly oznacéeny jako dlouhé (=25 GT repetic) a kratké (<25 GT repetic)

Legenda: RS — Roztrousena sklerdza, EDSS — Expanded Disability Status Scale

4.2 Studie 2 — Phenotype/Genotype Project

4.2.1 Vyzkumny soubor

Soubor tvofilo 5851 osob evropského plvodu s roztrousenou sklerézou s relaps remitentnim
pocatkem (Obrdzek 3a, 3b). Osoby, které splnily minimalni kritéria pro zatazeni do studie
(Obrdzek 2), predstavovaly 63 072 paciento-rokd sledovani. Z nich bylo 1 813 (31 %),
predstavujicich 22 884 pacientskych let sledovani, genotypizovano a zahrnuto do naslednych
analyz (Tabulka 3 a, b). Jsou uvedeny klinické a demografické charakteristiky souboru na
zakladé skore |-ARMSS (Tabulka 5) a |-MSSS (Tabulka 6). Charakteristiky kohort podle
jednotlivych zemi jsou uvedeny v Tabulce 7. Korelace mezi skore I-F-ARMSS a I-MSSS byla silna (r
=0,90, P<0,0001). Trajektorie onemocnénijednotlivych pacient( na zakladé pfirazeni I-ARMSS

nebo |-MSSS jsou uvedeny na Obrdzku 6 a, b.
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Tabulka 5: Charakteristika kohorty rozdélené podle longitudindlniho ARMSS skére (I-ARMSS)

Hodnoceno pro vstup do studie

Genotypizovani - Prosli QC

Cohenovo d

Characteristika Celkem Mirna RS Zavazna RS Celkem Mirna RS Zavazna RS Mirna vs
n=585I n=1180 n= 1167 n=1813 n = 447 n = 464 zavazna

Populace Australska 1993 (34,1) 625 (53,0) 375 (32,1) 676 (37,3) 209 (46,8) 161 (34,7)

n(%) Ceska 2664 (45,5) 346 (29,3) 497 (42,6) 716 (39,5) 156 (34,9) 164 (35,3)
Spanélska 1194 (20,4) 209 (17,7) 295 (25,3) 421 (23,2) 82 (18,3) 139 (30,0)

I-ARMSS skére Median (IQR) 4,53 1,49 8,24 4,13 1,49 8,55 10,40

(2,79; 6,55) (0,93; 1,97) (7,63; 891) (2,43;7,21) (0,96; 2,03) (7,92; 9,12)

Rozptyl 0,08 -9,99 0,08 -2,39 7,13-9,99 0,14-9,98 0,14-2,38 7,13-9,98

Typ pribéhu onemocnéni RRMS 5075 (86,7) 1150 (97,5) 743 (63,7) 1471 (81,1) 438 (98,0) 226 (48,7)

n (%) SPMS 776 (13,2) 30 (2,5) 424 (36,3) 342 (18,9) 9 (2,0) 238 (51,3)

Pohlavi n (%) Zeny 4261 (72,8) 889 (75,3) 809 (69,3) 1313 (72,4) 337 (75,4) 316 (68,1)
Muzi 1590 (27,2) 291 (24,7) 358 (30,7) 500 (27,6) 110 (24,6) 148 (31,9)

Datum podatku Median List 2001 Bre 2004 Cvc 1997 Led 2000 Pro 2001 Srp 1995

onemocnéni (mésic, rok) (IQR) Led 1995-Kv& 2007  Cvc 1997-Cvn 2008  Led 1991-Led 2004  Cvc 1993-Led 2005  Rij 1995-Kvé 2006 Cvc 1989-Led 2000

Vék pocatku onemocnéni Median (IQR) 29,2 (23,4; 36,5) 34,3 (27,7; 41,9) 26,0 (20,9; 32,1) 28,3 (22,7, 35,7) 32,3 (26,4; 39,6) 27,2 (22,15 33,1) 0,58

Vék pFi posledni navitévé Median (IQR) 47,2 (39,7; 56,4) 50,5 (42,8; 58,5) 47,4 (40,0; 56,1) 48,1 (40,9; 57,2) 51,2 (43,5; 58,6) 51,1 (43,6; 58,5) 0,003
Rozptyl 17,4 -87,6 20,2 - 87,6 17,4-80,1 17,4 — 84,5 25,2 - 83,1 17,4 80,1

Délka sledovani v MSBase Median (IQR) 10,1 (7,5; 13,3) 9,2 (7,0; 12,1) 10,9 (8,3; 15,0) 11,7 (9,7, 15,2) 11,2 (94; 14,1) 12,5 (10,2; 16,2) 0,32

(roky) Rozptyl 50-548 50-322 50-47,0 51-322 51-322 52-29,1

Pocet hodnoceni EDSS Median (IQR) 18 (I1;31) 13 (9, 20) 18 (I1;31) 21 (14; 34) 17 (12; 26) 19 (12; 30) 0,10
Rozptyl 3-91 3-91 3-85 3-91 3-91 3-85

Délka trvani onemocnéni Median (IQR) 16,0 (10,7; 23,1) 13,8 (9,7; 20,2) 20,6 (14,3; 26,9) 18,1 (13,2; 24,4) 16,2 (11,9; 22,0) 22,2 (17,5; 28,0) 0,61

(roky) Rozptyl 5,1 — 66,6 5,1 — 58,5 53-57,1 5,6 —554 59-554 6,7 - 50,4

% Casu expozice DMDs Median (IQR) 82,9 (36,1; 97,6) 82,04 (14,6; 97,3) 67,4 (18,3;93,3) 79,7 (37,6; 96,6) 79,9 (29,8; 97,8) 60,6 (17,3;91,2) 0,22
Rozptyl 0-100 0-100 0-100 0-100 0-100 0-100

ARR Median (IQR) 0,16 (0; 0,38) 0,10 (0; 0,19) 0,17 (0; 0,44) 0,17 (0,06; 0,36) 0,10 (0; 0,22) 0,17 (0,06; 0,39) 0,43
Rozptyl 0-245 0-1,28 0-245 0-1,62 0-1,0I 0-1,54

wGRS Prdmér (SD) - - - 2,85 (0,79) 2,71 (0,80) 2,90 (0,78) 0,23

Zkratky: ARMSS — Age-Related Multiple Sclerosis Severity Score; EDSS — Expanded Disability Status Scale; ARR — Annualised Relapse Rate; wGRS — weighted Genetic Risk Score; IQR — mezikvartilové rozpéti; SD —

standardni odchylka
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Tabulka 6: Charakteristika kohorty rozdélené podle longitudinalniho MSSS skére (I-MSSS)

Hodnoceno pro vstup do studie Genotypizovani - prosli QC
Charakteristika Celkem Mirna RS Zavaina RS Celkem Mirna RS Zavazna RS Cohenovod
n=5851 n=1232 n=1162 n=1813 n =585 n =466 (genotypizovani, mirna vs zavazna RS)
Populace Australska 1993 (34.1) 574 (46.6) 419 (36.1) 676 (37.3) 218 (37.2) 174 (37.3)
n (%) Ceska 2664 (45.5) 427 (34.7) 442 (38.0) 716 (39.5) 263 (45.0) 166 (35.6)
Spanélska 1194 (20.4) 231 (18.7) 301 (25.9) 421 (23.2) 104 (17.8) 126 (27.1)
, Medién (IQR) 3;17 0;84 7;37 2;44 0;88 7:41 503
MSSS Skoére (1.74; 5.28) (0.53; 1.15) (6.52;831) (1.21;5.99) (0.57; 1.17) (6.61; 8.47)
Rozptyl 0.05-9.95 0.05 - 1.45 2.34-995 0.05-9.95 0.05 - 1.45 2.34-9.95
. RRMS 5075 (86.7) 1218 (98.9) 741 (63.8) 1471 (81.1) 576 (98.5) 227 (48.7)
Typ prubéhu RS
SPMS 776 (13.3) 14 (1.1) 421 (36.2) 342 (18.9) 9 (1.5) 239 (51.3)
Pohlavi n (%) Zeny 4,261 (72.8) 924 (75.0) 811 (69.8) 1;313 (72.4) 440 (75.2) 326 (70.0)
Muzi 1,590 (27.2) 308 (25.0) 351 (30.2) 500 (27.6) 145 (24.8) 140 (30.0)
Vék pocatku onemocnéni . 292 26;6 324 28;3 25:6 30,5
(AAg) Medidn (IQR) (23.4; 36.5) (21.3;32.2) (25.2;41.4) (22.7; 35.7) (21.3;31.3) (24.7; 39.5) 06l
S Medidn (IQR) 472 44,9 52,9 48;1 45;5 53;8 0.72
Vék pri posledni navstévé (39.7; 56.4) (38.2;52.7) (44.2;61.1) (40.9; 57.2) (39.2;53.4) (46.5; 61.8)
Rozptyl 17.4-87.6 17.4-83.1 20.6 —87.6 17.4-84.5 19.5-83.1 263-814
, » Median (IQR) 'O 102 10 17 17 9
Délka sledovani v MSBase (roky) (7.5; 13.3) (7.8; 13.6) (7.2, 13.2) (9.7, 15.2) (9.7, 15.5) (9.7, 15.3) 0,02
Rozptyl 5.0-548 50-322 5.0-47.0 5.1-322 53-322 5.1 -29.1
Poet hodnoceni EDSS Median (IQR) 18 (I1; 31) 15 (9; 25) 16 (10; 25) 21 (14; 34) 19 (13; 36) 18 (12; 28) 027
Rozptyl 3-91 3-91 3-78 3-91 3-91 3-78
B 16 17;1 17:4 18;1 18;7 21
, L, " Median (IQR)
Délka trvani onemocnéni (roky) (10.7; 23.1) (11.7;23.5) (11.1;24.6) (13.2; 24.4) (13.8;24.7) (15.1; 26.8) 0,23
Rozptyl 5.1 — 66.6 5.1 —-56.2 5.1 - 57.1 5.6 - 554 59-554 6.1 —50.4
% Zasu expozice DMD (%) Medidn (IQR) o2 g 63:42 797 8 585 0,36
(36.1;97.6) (22.7; 97.0) (11.5;93.6) (37.6; 96.6) (37.7,97.9) (13.4;91.6)
Rozptyl 0-100 0-100 0-100 0-100 0-100
ARR Median (IQR) 0.16 (0; 0.38) 0.12 (0; 0.25) 0.15 (0; 0.36) 0.17 (0.06; 0.36) 0.13(0;029) 0.14(0;0.33) 0.16
Rozptyl 0-245 0-1.17 0-1.54 0-1.62 0-1.17 0-1.54 ’
wGRS Pramér (SD) - - - 2.85 (0.79) 2.80 (0.80) 2.86 (0.78) 0,08

Legenda: MSSS — Multiple Sclerosis Severity Scale; EDSS — Expanded Disability Status Scale; ARR — Annualised Relapse Rate; wGRS — weighted Genetic Risk Score; IQR — mezikvartilové rozpéti; SD —
standardni odchylka
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Tabulka 7: Charakteristiky kohorty, kterd prosla kontrolou kvality — rozdéleno podle zemé pivodu

Zemé plvodu Celkem Australie (AU) Ceska republika (CZ) | Spanélsko (ES)
Pocet pripadu 1813 676 716 421
Pohlavi Zeny (%) 1313 (72,4) 524 (77,5) 503 (70,3) 286 (67,9)
Zavaznost RS
Longitudindlni ARMSS Median 4,13 4,11 3,75 4,9
Rozptyl 0,14-9,98 0,14-9,94 0,52-9,98 0,19-9,92
Longitudindlni MSSS Median 2,44 2,82 1,98 3,29
Rozptyl 0,05-9,95 0,05-9,78 0,13-9,95 0,05-9,74
Vék pocatku RS Median 28,3 30,2 26,2 28,6
Rozptyl 6,5—-63,6 6,5—-63,6 7,6 -62,7 10,7 - 56,2
Vék pfi posledni navstévé Median 48,1 51,6 45,1 49,8
Rozptyl 17,4-84,5 19,5-84,5 17,4-77,4 24,7 -80,1
Trvani onemocnéni, roky Median 18,1 18,1 17,8 18,9
Rozptyl 5,0-55,4 5,0-55,4 6,1—52,3 5,9—55,4
WGRS Pramér (SD)| 2,85 (0,79) 2,79 (0,81) 2,86 (0,77) 2,90 (0,79)

Legenda: ARMSS — Age-Related Multiple Scelrosis Severity; MSSS — Multiple Sclerosis Severity Scale; wGRS — weighted

Genetic Risk Score
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Obrdzek 6 a) Trajektorie ndrustu EDSS v zavislosti na véku pro ucastniky studie rozdélené na
mirny (hnédd), stredni (zelend) a zdvazZny (fialovd) prubéh RS podle medidnu longitudindlniho
ARMSS skore, b) Trajektorie ndristu EDSS v zavislosti na délce trvani RS pro ucastniky studie
rozdélené na mirny (hnédd), stfedni (zelend) a zdvazZny (fialovd) pribéh RS podle medidnu
longitudindlniho MSSS skore.
Legenda: RS — roztrousena skleréza; EDSS — Expanded Disability Status Scale; ARMSS — Age-

Related Multiple Sclerosis Severity Score; MSSS — Multiple Score Severety Score
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4.2.2 Primarni analyzy

4.2.2.1 Celogenomové vyhledavani asociaci SNVs spojenych s longitudinalnimi mirami tize
RS

Nejprve byla provedena celogenomova asociacni analyza s cilem identifikovat nové varianty
spojené s kontinualnimi fenotypy I-ARMSS. Regresni analyzy fenotypl I-ARMSS byly a priori
adjustovany na prvnich 5 PC, pocet nesenych alel HLA-DRB1*15:01, procento doby vystaveni
DMDs a dale na nevyvazené proménné (Cohenovo d > 0,15, Tabulka 4). Metaanalyza s fixnimi
efekty neidentifikovala Zadné SNV, které by presahly celogenomovou vyznamnost (P < 5x107%,
Tabulka 8, Obrdzek 7 a, b, Tabulka 9; Obrdzek 2). Stejné tak adjustované analyzy |-MSSS
neidentifikovaly Zadné vyznamné asociace tykajici se kontinualnich fenotypl (Tabulka 8;
Tabulka 10, Obrdzek 7). Posouzeni lokalizaci SNV v genomu s P < 1x107 pro fenotyp podle |-
ARMSS ukéazalo, Ze 55,1 % (P = 6,63x1073 pro obohaceni) signdld se nachazelo v mimogenovych
oblastech a 34,7 % bylo v intronickych oblastech . To se Ciselné lisilo od analyzy podle [-MSSS,
kde se 47,9 % SNVs nachazelo v intronickych (P = 5,41x103 pro obohaceni) a 36,8 % v
mezigenovych oblastech (P = 0,0193). Podrobnéjsi Udaje jsou soucasti publikace (Jokubaitis,
V.G. et al,, 2022).

Prehled nejvyznamnéjsich variant spojenych s kontinualnimi analyzami I-ARMSS a |-MSSS je
uveden v Tabulce 8 . Nejsilngjsim signalem v kontinudlni analyze I-ARMSS byla varianta
rs7289446 (f=-0,4882, P = 2,73x107), intronickd k SEZ6L, genu spojenému s hustotou a
arborizaci dendritickych trnd (Nash et al. 2020). Nejsilnéjsim signalem v kontinudlni analyze I-
MSSS byla rovnéZ varianta intronickd k SEZ6L, rs1207401 (3= -0,4841, P = 2,88x107). Tyto dva
SNV spojené se SEZ6L jsou v dokonalé vazebné nerovnovaze (R2 =1, D' = 1; Obrdzek 7,

(Jokubaitis, V.G. et al., 2022)).
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Obrdzek 7: Metaanalyza s fixnimi efekty neidentifikovala Zddné SNV, které by presdhly
celogenomovou vyznamnost a) KontinudIni IF-ARMSS GWAS upravend metaanalyza s fixnimi
efekty: Manhattandv graf, b) oblast genu SEZ6L na chromozomu 22 vykazuje fadu SNV ve vysoké
vyzebné nerovnovdze s vedouci SNV (rs7289466), ackoli jsou pritomny i nezdvislé SNV (Sedd
barva).

Legenda: SNV — jednonukleotidové varianty, I-ARMSS — longitudinal Age-Related Multiple

Sclerosis Severity Score, GWAS — celogenomova asociacni studie
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Tabulka 8: Vysledky metaanalyz s fixnimi efekty: top SNV pro 10 nejbliZsich genu pro fenotypy
definované pomoci I-ARMSS a |-MSSS a top SNV pro 5 nejblizsSich gend v analyzdach
stratifikovanych podle pohlavi.

Poradi v Poradi podle Mensi
rsID Chr zebFicku SNVnejblizSiho genu Nejblizsi gen alela MAF adj p(fe)® B
I-ARMSS?, n= 1813
rs7289446 22 | | SEZ6L G 0,27 2,73E-07 -0,488
rs1207401 22 2 | SEZ6L A 0,27 2,90E-07 -0,490
rs7758683 6 6 2 EPHA7 T 0,23 1,88E-06 -0,477
rs56089601 4 7 3 STK32B C 0,10 2,69E-06 0,655
rs12953974 18 10 4 CTIF A 0,12 3,64E-06 -0,607
rs56194930 9 I 5 ACOI G 0,11 3,69E-06 0,648
rs73091975 7 14 6 CCDCI29 G 0,09 3,84E-06 -0,680
rs2274333 | 16 7 CA6 G 0,29 4,60E-06 -0,429
rs295254 9 20 8 RCLI G 0,38 5,64E-06 0,388
rs1 1057374 12 21 9 DNAHI0 G 0,35 5,79E-06 -0,390
rs1 11399831 13 29 10 SUCLA2 A 0,21 7,34E-06 -0,468
1-MSSS®, n = 1813
rs1207401 22 | | SEZ6L A 0,27 2,88E-07 -0,484
rs7289446 22 4 | SEZ6L G 0,27 3,35E-07 -0,479
rs9643199 8 6 2 MTSSI A 0,26 1,90E-06 0,465
rs2725556 15 22 3 UNCI3C A 0,08 2,39E-06 0,709
rs61578937 8 23 4 NCOA2 G 0,13 2,86E-06 -0,562
rs7758683 6 27 5 EPHA7 T 0,23 3,6E-06 -0,456
rs56089601 4 32 6 STK32B C 0,10 4,65E-06 0,631
rs4495680 | 33 7 RGSI3 G 0,41 5,65E-06 -0,390
rs56363129 10 42 8 SEPHSI G 0,15 6,56E-06 0,516
rs| 11399831 13 47 9 SUCLA2 A 0,15 7,07E-06 -0,534
I-ARMSS Pouze zeny, n = 1313
rs1219732 10 [ | CPXM2 T 0,35 6,48E-08 0,569
rs10967273 9 3 2 LOCI00506422 T 0,13 1,16E-07 0,799
rs4572384 16 15 3 CRISPLD2 A 0,40 2,77E-06 0,487
rs2776741 | 16 4 RCAN3AS A 0,31 2,98E-06 -0,516
rs61873874 10 18 5 MKIl67 A 0,05 3,39E-06 1,007
I-ARMSS Pouze muzi, n =500
rs7315384 12 [ | STAB2 C 0,24 1,29E-07 1,041
rs7070182 10 2 2 TCF7L2 C 0,18 3,65E-07 -1,112
rs| 1845242 14 4 3 LINC00520 G 0,41 5,63E-07 -0,800
rs3885012 12 5 4 PHLDAI G 0,06 1,19E-06 -1,499
rs| 1665069 18 7 5 FHOD3 C 0,41 1,34E-06 0,755
I-MSSS Pouze zeny, n = 1313
rs10967273 9 | | LOCI00506422 T 0,13 3,52E-08 0,830
rs9643199 8 2 2 MTSSI A 0,26 6,54E-08 0,631
rs17169210 5 4 3 SLC25A48 C 0,23 1,25E-07 -0,621
rs1219732 10 7 4 CPXM2 T 0,35 1,70E-07 0,550
rs61873874 10 50 5 MKIl67 A 0,05 1,45E-06 1,051
I-MSSS Pouze muzi, n =500
rs698805 2 | | CAMKMT G 0,07 4,35E-08 -1,540
rs7315384 12 2 2 STAB2 C 0,24 8,00E-08 1,020
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rs3885012 12 14 4% PHLDAI G 0,06 3,69E-07
rs7070182 10 35 5 TCF7L2 C 0,18 3,86E-07
rs28442172 18 51 6 FHOD3 G 0,13 2,13E-06

fe: Fixed-effects meta-analyzy (n=6) adjustované na prvnich 5 hlavnich komponent (PCs)

a: I-ARMSS analyzy adjustované na: % ¢asu na terapii od zacatku onemocnéni, weighted Genetic
Risk Score (WGRS), pocet DRB1*1501 alel, a nevyvazené proménné: délku sledovani v MSBase
(roky), délku trvani onemocnéni (roky), Annualised Relapse Rate (ARR)

b: [-MSSS analyzy adjustované na: % ¢asu na terapii od zacatku onemocnéni, weighted Genetic
Risk Score (WGRS), pocet DRB1*1501 alel, a nevyvazené proménné véetné: véku pfi posledni
navstéve, pocet hodnoceni EDSS, délka trvani onemocnéni (roky)

% treti nejblizsi genovy hit mél >80% heterogenitu

Legenda: rsID — oznaceni jednonukletidového polymorfismu, Chr — chromozom, MAF —
frekvence mensi alely, PCs — hlavni komponenty, I-ARMSS — longitudinal Age-Related Multiple
Sclerosis Severity Score, |-MSSS longitudinal Multiple Sclerosis Severity Score, wGRS — vazené
genetické skére rizika roztrousené sklerézy, ARR — rocni vyskyt relapst, EDSS — Expanded

Disability Status Scale

4.2.2.2 Analyzy dédivosti

K odhadu podilu genetické architektury na variabilité tize RS definované pomoci [-ARMSS
nebo I-MSSS, byly pro nasi kohortu (n = 1 813) vypocteny odhady dédivosti v Uzkém slova
smyslu (h%g). P¥i pouZiti metody GREML od GCTA byl celkovy odhad dédivosti pro fenotyp I-
ARMSS h?g 0,19 (SE 0,15, P =0,02). Podobnych odhadd bylo dosazeno i pfi pouziti alternativnich
nastrojd pro odhad heritability (Jokubaitis, V.G. et al., 2022). Celkovy odhad heritability I-MSSS
h%g byl o néco vyssi nez u I-ARMSS (h?g 0,29; SE 0,14, P = 0,001). Alternativni odhady dédivosti

pro |-MSSS se viak ukazaly jako velmi nekonzistentni (Jokubaitis, V.G. et al., 2022).

4.2.2.3 Strojové uceni

Vzhledem k tomu, Ze nas pfistup GWAS podle ocekavani neidentifikoval Zddné SNVs, které
by prekrocily prahy vyznamnosti, byl implementovan algoritmus ML xgboost (Chen a Guestrin
2016) s cilem zjistit, zda by nelinedrni model ML mohl najit genetické asociace se zdvaznosti,
které by tradi¢ni GWAS nemohl odhalit. Byly zadany vsechny SNV s I-ARMSS GWAS P < 0,01, coz

pfedstavuje 62 351 variant. Zadné varianté véak nebyla pfifazena hladina vyznamnosti vétsi nez
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0,005, coz potvrzuje, Ze zadna geneticka varianta nepfispiva vyznamné k zavaznosti

roztrousené sklerdzy.

4.2.2.4 Predikce klinického pribé&hu pomoci strojového uceni

ProtoZze model ML blize neosvétlil zakladni genetickou architekturu zavaznosti roztrousené
sklerdzy, snazili jsme se zjistit, zda Ize ML pouZit k pfedpovédi zdvaZznosti na zakladé extrémnich
vysledkd I-F-ARMSS (n = 447 mirnd, n = 464 tézka). Algoritmus ML byl vycvicen na 70 % (n = 638
I-ARMSS) souboru a poté testovan na zbyvajicich 30 % (n = 273 I-ARMSS). Zahrnuli jsme SNVs s
I-ARMSS GWAS P < 0,01, jak je uvedeno vyse, spolu s AAO a wGRS. Klasifika¢ni algoritmus mél
vysokou prediktivni pfesnost s AUROC 0,835 (95% CI 0,79 - 0,88). Pfidani pohlavi a lokalizace
prvnich priznakd k vyse uvedenému nemélo podstatny vliv na vysledky ML (AUROC 0,836, 95%
Cl 0,79 - 0,88; Obrdzek 8 a, b), s 89% senzitivitou a 79% specificitou; pozitivni prediktivni
hodnotou (PPV) 80 % a negativni prediktivni hodnotou (NPV) 88 %. Klasifikace zavaznosti I-
ARMSS zaloZzend pouze na klinickych a demografickych proménnych dostupnych na pocatku
sledovani (AAO, pohlavi, typ prvnich priznak() nedosahla lepsich vysledkd nez ndhoda s AUROC
0,54 (95% Cl 0,48-0,60), senzitivitou 50 % a specificitou 58 %; s PPV 53 % a NPV 55 % (Obrdzek
8¢, d). Omezeni algoritmu pouze na SNV s P < 1x10 v I-ARMSS GWAS (n=336) nepatrné snizilo
prediktivni presnost na AUROC=0,82 (95% Cl 0,77 - 0,87), coz potvrdilo polygenni povahu

genetické architektury tiZe RS.
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Obrdzek 8: Klasifikace mirnych a zavaZnych pripadd pomoci algoritmu strojového uceni.

a) I-FARMSS + wGRS + AAO model strojového uceni, AUROC 0,84, b) DileZitost pouZitych rysd pro
I-MSSS + wGRS + AAO model strojového uceni, c) AAO + pohlavi + typ prvnich pfiznaki model
strojového uceni, AUROC 0,54, d) duleZitost pouZitych rysi pro AAO + pohlavi + typ prvnich
pfiznakt - model strojového uceni.

Legenda: IF-ARMSS — longitudinal Age-Related Multiple Sclerosis Severity Score, wGRS — vazené
genetické skore rizika roztrousené sklerdzy, AAO — vék pocatku roztrousené sklerdzy, I-MSSS

longitudinal Multiple Sclerosis Severity Score, AUROC — plocha pod kfivkou operacni

charakteristiky pfijimace

4.2.3 Sekundarni analyzy

4.2.3.1 Celogenomové vyhleddvani asociaci a SNV longitudindlnich mér zavaZnosti
stratifikované podle pohlavi

Vzhledem k tomu, Ze primarni analyzy neidentifikovaly signdly vyznamné na Urovni celého
genomu, byly provedeny analyzy stratifikované podle pohlavi ke zjisténi, zda jsou ucinky
variant vazané na pohlavi. Tabulka 8 shrnuje SNV nejblizsi péti nejvyznamnéjsim genovym

oblastem pro kazdé pohlavi. Bylo zjiSténo, Ze intergenovad varianta rs10967273, je spojena s
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tizi RS definovanou I-MSSS u Zen (fBremaie = 0,8289, P = 3,52x10, (Jokubaitis, V.G. et al.,
2022)). V analyze I-ARMSS tato varianta neprekrocila hranici vyznamnosti (Semate = 0,7994, P =
1,17x1077).

U muzl byla indentifikovana SNV rs698805 intronicky ke CAMKMT (fBmnale =-1,5395, P =
4,35x1078) jako asociovand se zdvaznosti definovanou |-MSSS (Tabulka 8). Tato varianta
neprekrocila prahové hodnoty GWAS v analyze [-ARMSS (fBmae =-1,4199, P=5,64x107).
Varianty identifikované v nasich analyzach stratifikovanych podle pohlavi nebyly spojeny se
zavaznosti u opacného pohlavi (Jokubaitis, V.G. et al., 2022). Nebyly indentifikovany zadné

nové genetické asociace s vékem pfi nastupu onemocnéni (Jokubaitis, V.G. et al., 2022).

4.2.3.2 Analyzy obohaceni genovych sad

Analyza obohaceni genovych sad zamérena na identifikaci gen( rizné exprimovanych v
rdznych tkanich implementovana ve FUMA odhalila nadmérné zastoupeni gent
exprimovanych mozeckovou klrou jak pro I-ARMSS (mozeckova hemisféra P = 0,071;
mozecek P = 0,077;), tak pro I-MSSS (mozeckova hemisféra P = 0,017; mozecek P = 0,023;)
(Jokubaitis, V.G. et al., 2022). Naproti tomu geny spojené s celou krvi nebyly v nasich
analyzach obohaceny ani u vysledkd I-ARMSS (P = 0,75), ani u I-MSSS (P = 0,82). Analyzy
obohaceni genovych sad u fenotypu I-ARMSS zahrnovaly vyvoj endotelidlnich bunék (8= 0,43;
P = 8,25x10°), sestaveni pseudopodia (f=0,84; P = 2,37x10°%), odpovéd na progesteron
(=0,35; P = 2,74x10°%) a aktivitu NMDA receptort (= 1,10; P = 2,79x10%). Fenotyp I-MSSS
byl navic obohacen o signélni dréhy Wnt (8= 0,24; P = 2,02x10"%4) (Jokubaitis, V.G. et al.,
2022) Obohaceni genovych sad bylo zkoumano také pomoci programu Panther. Zde jsme
potvrdili nadmérné zastoupeni heteromernich signalnich drah G-proteind spojenych s
fenotypy I-ARMSS (P = 4,98x10%, FDR = 8,23x-103) a I-MSSS (P = 1,00x10°4, FDR = 1,67x10°
92) Fenotyp AAO byl spojen s endotelinem (P = 2,51x10°* FDR = 4,18x10?) a kadherinovou
signdlni dradhou (P = 2,90x10%, FDR = 2,42x107°?).

4.2.3.3 Analyzy preiziti
Bylo posouzeno, zda 30 z hlavnich signdll (Tabulka 8) muze hrat roli v modulaci tize RS
pomoci alternativni definice tize, pficemz jsme vyuZili nas soubor longitudinalnich dat. V

jednorozmérné i adjustované analyze byla hodnocena doba do dosazeni zavaznych meznik(
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invalidity, kterymi jsou ireverzibilni EDSS 3 (irEDSS3) a ireverzibilni EDSS 6 (irEDSS6). Byly
identifikovany ctyfi SNV asociované s dobou do dosaZeni irEDSS3 a irEDSS6 jak v
jednostrannych, tak v adjustovanych analyzach. Tyto SNVs byly poté zkombinovany v
multivariabilnich analyzach s cilem zjistit, zda mohou nezdvisle pfedpovidat dobu do dosazZeni
téchto milnik( invalidity (Jokubaitis, V.G. et al., 2022). Tri SNVs zUstaly nezavisle prediktivni pro
dobu do irEDSS3 a irEDSS6 (Obrdzek 9), véetné rs7289446 (intronicka ke genu SEZ6L: irEDSS3
adjustované HR (aHR) 0,77, P = 0,008, Obrdzek 9 a; irEDSS6 aHR 0,72, P = 4,85x10™*, Obrdzek 9
b), rs295254 (intronicky k RCL1: irEDSS3 aHR 1,33, P =9,10x10*, Obrdzek 9 c; irEDSS6 aHR 1,32,
P = 7,37x10% Obrdzek 9 d) a rs111399831 (nejblize k SUCLA2; irEDSS3 aHR 0,77, P = 0,036,
Obrdzek 9 e; irEDSS6 aHR 0,62, P = 2,82x10%, Obrdzek 9 f).

PFi analyzach podle pohlavi byly identifikovany dvé SNV, které byly konzistentné spojeny s
dobou do irEDSS3 a irEDSS6 u Zen (Obrdzek 10), ale ne u muzl. Nezavislymi rizikovymi faktory
drivéjsiho dosazeni ireverzibilniho EDSS 3 a 6 byly varinaty rs9643199 (intronickd k MTSS1:
irEDSS3 aHR 1,35, P = 0,006, Obrdzek 10 a ; irEDSS6 aHR 1,46, P = 7,09x10-4, Obrdzek 10 b) a
rs2776741 (nejblize k RCAN3AS ; irEDSS3 aHR 0,77, P = 0,010, Obrdzek 10 c; irEDSS6 aHR 0,74,
P = 0,005, Obrdzek 10 c). SNV rs7070182 intronicka k TCF7L2 (Obrdzek 10 c) byla jedinou
variantou konzistentné spojenou s dobou do irEDSS3 (aHR 0,59, P = 0,013, Obrdzek 10 d) a
irEDSS6 (aHR 0,56, P = 0,005, Obrdzek 10 e) u muzl, bez vlivu u zZen.
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Obrdzek 9: Kaplanovy-Meierovy krivky preZiti zobrazujici dobu do dosaZeni nevratnych milniku

EDSS na zdkladé pfitomnosti (1,2) nebo nepfitomnosti (0) mensi alely v kaZzdém lokusu a)

rs7289446 intronicky k SEZ6L a cas do ireverzibilniho EDSS 3 (aHR 0,77, P = 0,008) b)

rs7289446 intronicky k SEZ6L a Cas do ireverzibilniho EDSS 6 (aHR 0,72, P = 4,85x10%) ¢)

rs295254 intronicky k RCL1 a ¢as do ireverzibilniho EDSS 3 (aHR 1,33, P = 9,10x10%) d)

rs295254 intronicky k RCL1 a ¢as do nezvratného EDSS 6 (aHR 1,32, P = 7,37x10%) e)

rs11399831 nejblize k SUCLA2 a cas do ireverzibilniho EDSS 3 (aHR 0,77, P = 0,036) f)
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rs11399831 nejblize k SUCLAZ2 a ¢as do ireverzibilniho EDSS 6 (aHR 0,74, P = 2,82x104)-
oznaceni obrdzk( posunout na zacdtek rddku (asi staci zmenSsit pismo)

Legenda: EDSS — Expanded Disability Status Scale
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Obrdzek 10: Kaplanovy-Meierovy kfivky preZiti zobrazujici dobu do dosaZeni nevratnych milnikd
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MTSS1 a cas do ireverzibilniho EDSS 6 u Zen c) rs2776741 v blizkosti RCAN3AS a cas do
ireverzibilniho EDSS 3 u Zen d) rs2776741 v blizkosti RCAN3AS a c¢as do ireverzibilniho EDSS 6 u
zen e) rs7070182 intronicky k TCF7L2 a cas k ireverzibilnimu EDSS 3 u muZzi f) rs7070182
intronicky k TCF7L2 a cas k ireverzibilnimu EDSS 6 u muZa.

Legenda: EDSS — Expanded Disability Status Scale
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4.2.3.4 Validace dfive publikovanych predpokladanych SNV zavaznosti RS

Bylo potvrzeno, Ze homozygozita u hlavni evropské SNV oznacujici HLA-DRB1*15:01,
rs3135388, byla spojena s drivéjsim vyskytem AAO (rs3135388, 29,2 roku proti 30,4 roku, P =
0,005). Kromé DRB1*15:01 jsme testovali 116 predpokladanych asociaci SNVs, které nejsou
soucasti HLA, s prarezovymi ukazateli zdvaznosti RS: MSSS, zavaznosti onemocnéni a AAQ.
Podafilo se nam replikovat asociaci mezi rs868824, intronickou ke genu IMMP2L na
chromozomu 7, s AAO (f = -1,0935 roku; P = 4,31x10%), avsak Zadnd jind predpokladand
varianta zavaznosti nesplnila nebo neprekrocila po Bonferroniho korekci replikaéni prah (P =

4,31x10%) (Jokubaitis, V.G. et al., 2022).

4.2.3.5 Asociace alel nachylnosti k RS s fenotypy zavaznosti RS

Alela HLA-DRB1*15:01 nebyla spojena se zavaznosti onemocnéni podle [-F-ARMSS ani I-MSSS,
stejné jako zadna jind SNV-genotypizovana HLA alela (HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*130:01,
HLA-DRB1*08:01, HLA-DQB1*03:02, HLA-A*02:01, HLA-DQA1*01:01, HLA-B*44:02 a HLA-
B*55:01).

Snazili jsme se také zjistit, zda existuje souvislost mezi znamymi variantami nachylnosti k RS
(WGRS) a nami sledovanymi fenotypy zavaznosti RS. Zjistili jsme slabé pozitivni korelace mezi
WGRS nachylnosti k RS a I-ARMSS (r = 0,07, P = 0,003; Obrdzek 11 a); I-MSSS (r = 0,03, P=0,19;
Obrdzek 11 b); a slabou negativni korelaci s AAO (r = -0,08, P = 0,0005; Obrdzek 11 c). Nezjistili
jsme souvislost mezi I-AMRSS nebo [-MSSS a zndmymi non-HLA autozomalnimi rizikovymi
variantami (International Multiple Sclerosis Genetics 2019), které byly pfimo genotypizovany

(198/200), P > 1x10°.
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Obrdzek 11: VdZené genetické skore rizika RS (WGRS) vynesené proti a) I-FAMRSS (r = 0,07; P =
0,003) b) I-MSSS (r = 0,03; P = 0,19) c) Vék pocdatku RS (r = - 0,08; P = 0,0005) vykazuje slabou

korelaci mezi wGRS a fenotypy, které jsou pfedmétem zdjmu.

Related Multiple Sclerosis Severity Score, I-MSSS - longitudinal Multiple Sclerosis Severity Score

wGRS

‘ 'l'.-e;‘“

s e ".-bg F

Legenda: RS — roztrousena sklerdza, wGRS — vazené genetické skore rizika RS, I-ARMSS — Age-
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5. Diskuze

5.1 Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

V této studii jsme nezjistili Zadny vliv polymorfismu HMOX1 (GT)n na rychlost progrese RS.
Progrese byla urychlena pouze dobfe znamymi rizikovymi faktory, jako je pozdni zacatek RS
nebo primarné progresivni prabéh RS. Klinicky vyznamné je, ze |écba DMDs byla spojena s
nizsim vyskytem rychlé progrese postizeni.

Jednd se o prvni studii hodnotici vliv (GT), polymorfismu HMOX1 na rychlost progrese RS.

Distribuce (GT)n polymorfismu promotoru HMOX1 v nasi studii byla podobna jako v jinych
pracich a nejc¢astéji se vyskytovaly alely s 23 a 30 opakovanimi (Baan, C. et al., 2004, Exner, M.
etal,, 2004a, Chen, Y.H. et al.,, 2002, Schillinger, M. et al., 2004, Yamada, N. et al., 2000). Protoze
nase populace nevykazovala zadny jiny prevazujici pocet opakovani, na rozdil od nékterych
jinych studovanych populaci (vykazujicich 14 nebo 37 opakovani) (D'Silva, S. et al., 2011,
Mustafa, S. et al., 2008, Yamada, N. et al., 2000), drzeli jsme se konvencniho dichotomického
designu studie. Podle nasi hypotézy by alely s méné nez 25 (GT)n opakovanimi, a tedy s
pravdépodobné vyssi transkripéni aktivitou vedouci ke zvysené aktivité HO-1, mély souviset se
snizenym rizikem rychlé progrese postizeni u RS. Pokud jde o imunitné zprostfedkované
poruchy, podobné paradigma jiz dfive pouZzili Katana a spolupracovnici (Katana, E. et al., 2010),
ktefi prokazali vyssi zastoupeni darct s kratkymi promotory HMOX1 u u dobre fungujicich
alotransplantatd ledvin.

Nosic¢stvi kratké alely promotoru HMOX1 vedouci k vyssi expresi HO-1 je dale spojeno s
nizsim rizikem revmatoidni artritidy (Rueda, B. et al., 2007) a chronické obstrukéni plicni nemoci
(CHOPN) (Yamada, N. et al., 2000) nebo s delSim prezitim pacientl po transplantaci kostni
drené (v zavislosti na genotypu darce stépu) (Horio, T. et al.,, 2020). Naptiklad u ulcerdzni
kolitidy, Crohnovy choroby a dalSich autoimunitnich poruch gastrointestinalniho systému nebyl
pozorovan zadny vliv polymorfismu promotoru HMOX1 (GT)n na prdbéh a zavaznost
onemocnéni. (Andersen, V. et al., 2010, Hausmann, M. et al., 2008).

Exprese HO-1 byla u modell idiopatickych zanétlivych stfevnich onemocnéni (IBD) spojena
s mirou stfevniho poskozeni, podobna pozorovani byla ucinéna u psoridzy nebo u CHOPN
(Campbell, N.K. et al., 2021), a uvaZzuje se vyuziti induktord HO-1 (napf. kumarinu a jinych
fytosterol() v 1é¢bé téchto onemocnéni (Campbell, N.K. et al., 2018, Funes, S.C. et al., 2020).
Nékterd registrovana léCiva vedou ke zvySeni exprese HO-1, avsak neni jasné, zda je jejich efekt

zprostfedkovan pravé HO-1. Jednd se napf. o dimetyl-fumarat, schvaleny pro Iéc¢bu RS a lupénky
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(Ghoreschi, K. et al., 2011), nebo 5-aminosalicylat pouzivany v lécbé IBD (Campbell, N.K. et al.,
2021, Kang, S. et al., 2017). V roce 2013 byla publikovdna studie Fagoneho a spolupracovnik,
ktefi pozorovali nizsi hladiny HO-1 v mononukledrnich krevnich burikdch u pacientd s RS ve
srovnani s kontrolami (zdravymi a osobami s epilepsii). Dale pozorovali pokles HO-1 béhem
relapsu RS. Podani interferonu beta naproti ocekavani koncentraci HO-1 snizovalo (Fagone, P.
et al., 2013).

Na zakladé nasich vysledk( jsme hypotézu o vlivu polymorfismu promotoru HMOX1 na
prabéh RS zamitli. Nami pozorovany nedostatek vlivu polymorfismu HMOX1 (GT)n na pribéh
RS lIze pficist dualistické Uloze HO-1 a jejich induktord a produktl. Exprese HO-1 je silné
indukovana hemem, ktery ma silné cytotoxické vlastnosti (Kumar, S. a Bandyopadhyay, U.,
2005), a dale radou prooxidacnich a prozanétlivych faktord (Ferrandiz, M.L. a Devesa, |., 2008).
HO-1 a jeji produkty reguluji zanétlivou odpovéd na Urovni makrofagl (Vijayan, V. et al., 2018)
, dendritickych bunék a T-lymfocytd (Campbell, N.K. et al., 2018). Nékteré produkty HO-1
mohou byt neurotoxické, jako bilirubin u kernikteru - potencialné smrtelného onemocnéni
kojenc@ (D'Silva, S. et al., 2011). Zelezo, které je rovné? produkovéno HO-1, katalyzuje tvorbu
volnych radikdlll v oligodendrocytech u EAE a jeho akumulace v mitochondriich vede k
neurodegeneraci (Levine, S.M. a Chakrabarty, A., 2004). U RS volné Zelezo zvysuje oxidativni
stres, zpUsobuje mitochondridlni poskozeni (Mahad, D.H. et al., 2015) a zvySené se hromadi
v mikroglii (Dal-Bianco, A. et al., 2017). Samotna indukce HO-1 v CNS navic mdze byt ovlivnéna
epigenetickymi (Ray, P.D. et al, 2015, Zhang, Z. et al., 2017) nebo posttransla¢nimi
modifikacemi (Cheng, X. et al., 2013, Medina, M.V. et al., 2020), které nejsou dostatecné znamy.
Polymorfismus HMOX1 je tedy pouze jednim z mnoha faktord, které ovliviuji expresi HO-1.
Studie zamérené na pfimé stanoveni aktivity HO-1 timto omezenim netrpi, ovséem mohou
zkoumat pouze jednotlivé, dostupné bunécné populace, v kontextu RS vétSinou z periferni krve.

Jako sekundarni vysledek jsme potvrdili vysledky jinych studii, které ukazaly, Ze DMDs jsou
ucinné pri zpomalovani progrese postizeni u pacientd s roztrousenou sklerézou. (Johnson K.P.,
Brooks B. R. et al., 1998, TIMSS., 1993, Jacobs, L.D. et al., 1996). Pfestoze jsme pirimo
neporovnavali ¢asovy pribéh zmén EDSS u pacientd s DMDs a bez DMDs, pomoci naseho
dichotomického designu jsme zjistili, Ze podil pacientl bez DMDs byl vyznamné vyssi mezi
subjekty s rychlou nez s opozdénou akumulaci postizeni (64 % vs. 44 %), hodnoceno jako EDSS
4 dosazené do 9 let od vzniku RS. | kdyz mechanismy uc¢inku DMDs nejsou zcela objasnény, je

znamo, ze tyto léky potlacuji prozanétlivé cytokiny, jako jsou TNFa, IL-1 a dalsi, z nichz mnohé
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indukuji expresi HO-1 (Brod, S.A. et al., 1996, Chabot, S. et al., 1997, Rep, M.H. et al., 1996).
Hem-oxygenaza 1 je schopna v makrofazich indukovat interferon beta prostfednictvim
interferon regulatory factor 3 (IRF3) (Tzima, S. et al., 2009). Jelikoz vSak rozdilna Uroven exprese
HO-1 urlend polymorfismem (GT)n nevykazuje Zadny meéfitelny dopad na miru progrese
postizeni, je nepravdépodobné, Zze by HO-1 hrdla vyznamnou roli ve zprostifedkovani [é¢ebného
ucinku. Dimetyl-fumarat, ktery indukuje HO-1 prostfednictvim NRF2 (erythroid 2-related
factor) (Ghoreschi, K. et al., 2011), v |é¢bé nasi kohorty nebyl pouzit.

Zavérem lze fici, Ze naSe studie nepodporuje roli promotorového polymorfismu (GT)n
HMOX1 v progndze pacientl s roztrousenou sklerézou. Na gen HMOX1 jsme se zaméfili na
zakladé znalosti o zvySeni exprese HO-1 v reakci na oxidativni stres (Schipper, H.M. et al., 2009),
jeji pfitomnosti v demyeliniza¢nich lézich (Gozzelino, R. et al., 2010) a jejiho protektivniho
ucinku v animalnich modelech EAE (Chakrabarty, A. et al., 2003, Chen, Y.H. et al., 2002, Chora,
A.A. et al.,, 2007, Liu, Y. et al, 2001). Predpokladame, Ze z rozsahlych multicentrickych
celogenomovych asociacnich studii, které zkoumaji pfimo osoby s RS, mohou vyplynout
genetické varianty ukazujici na kandidatni geny ovliviujici rozvoj, pribéh RS a lécebnou
odpovéd. Tento pfistup byl vyuzit napf. Cenitem a spolupracovniky, ktefi replikovali asociaci
varianty genu pro glypican 5 s odpovédi na |é¢bu interferonem beta (Cenit, M.D. et al., 2009),
na niz poukazala GWAS provedena drive (Byun, E. et al., 2008). Jina studie ovSem tuto asociaci
neprokazala (Sellebjerg, F. et al., 2014). Podobné snizené riziko RS u nositeld genotypu C/C genu
TYK2 (SNP rs34536443) pro tyrozin-kindzu 2, vedouci k jeji snizené odpovidavosti na IL-12 a IL-
23, bylo odhaleno GWAS (IMSGC et al., 2013, Krueger, J.G. et al., 2022). Lécebny efekt oralnich
inhibitor( Tyrosin-kindzy 2 je prozatim studovan u jinych autoimunitnich onemocnéni, se

slibnymi vysledky u psoridzy (Krueger, J.G. et al., 2022).

5.2 Studie Il: Phenotype/Genotype Project

Nase GWAS studie vyuZila jedine¢ny, multicentricky, prospektivné sledovany, longitudinalni
a hluboce fenotypizovany soubor klinickych dat (Butzkueven, H. et al., 2006) s cilem osvétlit
genetickou strukturu, ktera je zakladem klinické heterogenity roztrousené sklerdzy. Nase
primarni analyzy neidentifikovaly Zzadné bézné varianty se stfedni az velkou velikosti ucinku,
které by pfispivaly k zdvaZnosti roztroudené sklerézy. Casem a na jesté vétsich kohortach bude
pravdépodobné potvrzeno, Ze zavaznost roztrousené sklerdzy je alespon Casteéné urcovana

polygennimi mechanismy s malou velikosti Gc¢inku.
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Nase vysledky ukdzaly, ze bézné genetické varianty vysvétluji pouze cca 20 % dédicnosti
zdvaznosti, a to s velkym rozpétim odchylky. Pribéh RS tedy neni pod silnou genetickou
kontrolou, coz naznacuje, Ze prabéh RS je do urcité miry modifikovatelny vhodnou a véasnou
intervenci DMDs, coz je v souladu s klinickymi zkuSsenostmi (laffaldano, P. et al., 2021). To je
patrné i v nasi studii, kde byla poloviné pacientl z kohorty se zavainym pribéhem RS
roztrousena sklerdza diagnostikovana v dobé pred zavedenim DMDs ve srovnani se ¢tvrtinou
pacientl z kohorty s mirnym pribéhem. To je v souladu s epidemiologickymi studiemi, které v
porovnani s historickymi kohortami pozoruji méné pripadl tézsiho postizeni (Beiki, O. et al.,
2019, Hua, L.H. et al., 2021, Simonsen, C.S. et al., 2021, Tintore, M. et al., 2021).

Nase studie byla navrZena kidentifikaci genetickych faktor( spojenych s progresi RS
nezavislou na relapsech, coz je recentné prijaty koncept v oblasti RS (Kappos, L. et al., 2020,
University of California, S.F.M.S.E.T. et al., 2019).

Nase GWAS neidentifikovala Zadné SNV, které by prekrocily stanoveny prah vyznamnosti P
< 5x108. Nejvyznamnéjsimi signaly, které vyplynuly z analyz I-ARMSS i I-MSSS, byly varianty
intronické k SEZ6L, genu s funkci v CNS. Integrace tficeti nejvyznamnéjSich SNV
identifikovanych v nasich analyzach GWAS do analyz preziti EDSS milnik( postiZzeni urcila, ze
Sest z téchto variant ma dalsi dikazy o modulaci zavaZznosti, a proto se pravdépodobné jedna o
skutecné asociace. Pét z téchto variant se nachdazelo v intronické ¢asti nebo v blizkosti gend,
které se podileji na funkci CNS. Jednalo se opét o varianty intronické k SEZ6L spolu s: rs295254
intronické k RCL1, rs9643199 intronické k MTSS1, rs2776741 nejblizsi k RCAN3AS a rs7070182
intronické k TCF7L2. Posledni tfi jmenované maji Ucinky specifické pro pohlavi. Identifikovali
jsme také varianty, které se podileji na mitochondridlni funkci: rs9643199 intronickou k MTSS1
(s pleiotropni roli) a navic rs111399831, nejblize k SUCLA2. Poméry rizika spojené s dosazenim
ireverzibilniho EDSS 3 nebo 6, které propUjcuje nosi¢stvi minoritni alely u kazdé SNV, odpovidaly
velikosti Uc¢inku téchto variant v nasich analyzach GWAS: to znamena, Ze velikost ucinku byla
mala, ale vyznamna v analyzach preziti. Varianty, které jsme popsali v nasich analyzach, jsou
intronické nebo v blizkosti genl a jsou pravdépodobné spise znackovaci nez kauzalni. K ovéreni
toho, zda jsou tyto varianty skute¢né asociovany se zavaznosti RS, bude nutné provedeni studie
na vetsi kohorté.

Gen SEZ6L kéduje Seizure-like protein 6. Ten je vyznamny v regulaci hustoty dendritd a
v procesu kognitivniho a motorického uceniiudrzeni motorickych funkciv pribéhu Zivota. Jeho

poruchy vedou k porucham vyvoje nervového systému, psychiatrickym i neurodegenerativnim
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(Nash, A. et al., 2020). Gen MTSS1 hraje roli ve vazbé cytoskeletu k bunécéné membrané
(Suetsugu, S. et al., 2014) a ma vyznam napf. pro bunécnou mobilitu u nadord, pfi vyvoji CNS a
tvorbé dendritickych trn( (Saarikangas, J. et al., 2015). Byla nalezena souvislost s MTSS1 a
hustotou arborizace Purkyfovych bunék a objemem kortexu (Kawabata Galbraith, K. et al.,,
2018, Minkeviciene, R. et al., 2019). Postupnad ztrata synapsi je patrna v akutnich i chronickych
demyelinizacnich lézich (Dutta, R. et al., 2011, Vercellino, M. et al., 2021). Ztrata synapsi je
asociovana s dysfunkci neuronalnich siti (Di Filippo, M. et al., 2018), z ¢ehoz Ize usuzovat na
selhani synaptické plasticity v kompenzaci neurondlniho poskozeni. Je tedy moZné, Ze varianty
nalezené nasi studii jsou podkladem nizsich schopnosti kompenzace nebo horsiho prezivani
neurond u pacientl se zdvazinym pribéhem RS. Tyto signdly nicméné nebyly statisticky
vyznamné a vyZzaduji dalsi validaci.

Identifikovali jsme asociaci varianty intronické k TCF7L2 a zavaznosti RS u muzd. Je mozné,
Ze to odrazi nizkou silu studie vice nez jev specificky pro pohlavi. TCFL7L2 je transkrip¢ni faktor,
ktery je soucasti Wnt signalizaéni drahy (Dias, C. et al.,, 2021) a inhibuje diferenciaci
oligodendroglie (Sock, E. a Wegner, M., 2021). Zajimavé je, Ze analyza obohaceni genovych sad
ukdzala na wvys$si zastoupeni drahy Wnt. Spolu svyssim zastoupenim signdlnich drah
progesteronu, ktery hraje roli v regulaci remyelinizace (Kipp, M. et al., 2012), to podporuje
predstavu, Ze snizend schopnost remyelinizace predisponuje jedince k horsimu pribéhu RS.

Analyzy obohaceni genovych sad ukazuji na vyssi zastoupeni genl vyznamnych pro funkci
mozecku. Mozecek hraje klicovou roli v fizeni pohybu a kognici (Clark, S.V. et al., 2021). Je
znamo, Ze cerebellarni pfiznaky jsou prediktorem horsi progndzy RS (Le, M. et al., 2021).

V rdmci sekunddrnich analyz se podafilo replikovat asociaci mezi nejsilnéjsi alelou zvySujici
riziko RS a zacatkem onemocnéni (Masterman, T. et al., 2000, Van der Walt, A. et al., 2011).
Dale byla nase studie prvni, kterd replikovala asocici varianty rs868824, intronické k IMMP2L, a
zaCatkem RS (Baranzini, S.E. et al., 2009). IMMP2L, protedza lokalizovana na vnitini
mitochondridlni membrané, je spojena s bunécnou senescenci (He, Q. et al., 2020, Yuan, L. et
al.,, 2018). Nejnovgjsi dlkazy ukazuji na zrychlené bunécné a biologické starnuti u lidi s
roztrousenou sklerézou (Buhring, J. et al., 2021, Nicaise, A.M. et al., 2019, Si, Z. et al., 2021).
Validace asociace rs868824 sveékem pocatku onemocnéni by mohla pfispét nasemu
porozumeéni rychlejsSimu bunécnému starnuti u RS.

Nase vysledky ukazuji na mozna relevantni vysvétleni heterogenity RS, kterou pozorujeme

v klinické praxi. Nicméné ndmi pozorovana pouze cca 20% heritabilita svéd¢i pro vyznamnou
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roli dalSich faktorU. Je popsan napt. efekt téhotenstvi (Nguyen, A.L. et al., 2019) nebo zanechani
koufeni (Ramanujam, R. et al., 2015). Pfedpokladdme i interakce mezi environmentalnimi a
genetickymi faktory, které mohou byt v budoucnu osvétleny epigenetickymi studiemi.

Nas model strojového uceni vyuZivajici vSéechny SNV s P < 0,01 neposkytl pfidany vhled do
genetické architektury zavaznosti RS a potvrdil ndzor, Zze mnoho béZnych SNPs pfispiva
k zavaznosti RS velmi malym ucinkem. Nicméné tento model strojového uceni byl schopen
pfisoudit stupen zdvaznosti RS s PPV 80% a NPV 88%. Tim vyrazné prekonal nas model
zahrnujici pouze klinickd a demografickd data dostupna pfi za¢atku onemocnéni, ktery nemél
lepsi nez nahodné vysledky. Pfesnost klasifikace naseho algoritmu strojového uceni nebyla
podstatné ovlivnéna pridanim klinickych proménnych, které byly k dispozici pfi nastupu
onemocnéni, ani pohlavim, coz je v souladu s pfedchozim zjisténim.

Soucasti modelu bylo i wGRS, ale vyznamné k jeho vysledkdim nepfispélo. To potvrzuje nasi
hypotézu o tom, Ze geny spojené s nachylnosti k RS nejsou shodné s geny pfispivajicimi
k zavaZznosti RS, a je to i v souladu s dfivéjsimi zjiSténimi (George, M.F. et al., 2016).

Nami vytvoreny model je prvni model strojového uceni vyuzivajici pouze data dostupna na
pocatku onemocnéni. Dfive publikovany model je srovnatelné Uspésny, ovsem vyuziva i Udaje
dostupné aZz po letech pribéhu RS (Pinto, M.F. et al., 2020). Se zvySovanim dostupnosti
genotypizace a zejména po validaci na nezavislé kohorté by bylo moiné nas model vyuzit
Vv praxi.

Vysledky nasi studie mohly byt zkresleny |éc¢bou, pro coz svédci vyssi podil pacient(
diagnostikovanych prfed nastupem vysoce Ucinné lécby ve skupiné se zavaznym pribéhem RS.
Naopak osoby s mirnym pribéhem RS mohly spiSe dobre reagovat na lé¢bu. Toto omezeni jsme
se snazili korigovat adjustovanim na |é¢bu, coZ bylo umoZznéno pfesnym popisem pribéhu a
|éCby RS v databazi MSBase.

Validaci na nezavislé kohorté jsme neprovedli, protoze jsme neméli pfistup k dalsi podobné
skupiné pacient. Nicméné pokusili jsme se nase vysledky validovat pomoci alternativnich
definic tize RS, tj. pomoci Casu k dosazeni ireverzibilnich milnikd postizeni. To je nicméné
parametr provazany s I-ARMSS a |-MSSS, coz je omezeni, které nelze pfekonat bez nezavislé
kohorty.

Predpokladame, Zze nas model strojového uceni by mohl byt dale vylepsen zahrnutim udajl
z vySetfeni mozku magnetickou rezonanci a Udaji o pritomnosti oligoklondlnich pas(

v mozkomisnim moku, ktery nebyl pro velkou ¢ast pacientl dostupny, protoze v Australii se
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béiné neprovadi. Nicméné mame v umyslu nasi kohortu rozsifit, abychom mohli vysledky
validovat a ziskali dostatecné velkou kohortu, kterd by umoznila studium odpovédi na léc¢bu

rdznymi DMDs.
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6. Zhodnoceni cil( a hypotéz

6.1 Studie I: Polymorfismus hem-oxygenazy 1

V této studii jsme nezjistili Zadny vliv polymorfismu HMOX1 (GT)n na rychlost progrese RS.
Hypotézu, Ze (GT)n polymorfismus promotoru HMOX1, vedouci k nizsi expresi hem-oxygenazy,
je spojen s pomalejsi progresi neurologického postizeni, jsme zamitli.

Jako sekundarni vysledek jsme potvrdili vysledky jinych studii, které odhalily faktory
asociované s rychlejsim narlstem neurologického deficitu u RS. Progrese byla urychlena dobre
znamymi rizikovymi faktory, jako je pozdni zacatek RS nebo primarné progresivni pribéh RS.
Dulezité je, ze |écba DMDs byla spojena s nizsim vyskytem rychlé progrese postizeni, z ¢ehoz
usuzujeme, ze DMDs jsou ucinné pti zpomalovani progrese postizeni u pacient( s roztrousenou
sklerézou.

6.2 Studie Il: Phenotype/Genotype Project

Prokazali jsme, Ze béZné genetické varianty se stfedni az velkou velikosti U¢inku nepfispivaji
k zavaznosti roztrousené sklerozy.

Demonstrujeme, Ze strojové uceni vyuZivajici spolecné klastry SNV spolu s klinickymi
proménnymi, které jsou snadno dostupné v dobé diagndzy, mlze zlepsSit prognostické
schopnosti v dobé diagndzy a po dalsi validaci ma potencial najit vyuZziti v klinické praxi.

V sekundarnich analyzach stratifikovanych podle pohlavi jsme identifikovali dva genetické
lokusy, které prekrocCily prahy vyznamnosti GWAS, co? svédci o pohlavnim dimorfismu v
zavaznosti roztrousené sklerézy. Identifikovali jsme dalSich Sest variant se silnymi dlkazy o
regulaci klinickych vysledkd. Pozorovali jsme nadmérné zastoupeni gen(l exprimovanych v
kompartmentech CNS obecné a konkrétné v mozecku. Ty se tykaly mitochondridlni funkce,
synaptické plasticity, oligodendroglidlni biologie, bunécné senescence, signalnich drah vapniku
a g-proteinovych receptor(i, coz potvrzuje funkéni dichotomii signdlt a drah, které reguluji
zavaznost roztrousené sklerdzy versus riziko, a dale pfispiva k naSemu porozuméni patogenezi

roztrousené sklerdzy.
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7. Souhrn

Roztrousena skleréza mozkomisni (RS) je chronické autoimunitni onemocnéni centrdlni
nervové soustavy. Je znamo, Ze rozvoj RS je ovlivnén genetickou vybavou jedince a bylo
identifikovano pfes 200 bodovych polymorfismd asociovanych srizikem RS, prevainé
ovliviujicich imunitni funkce. Méné je znamo o vlivu genetickych faktord na prabéh jiz vzniklého
onemocnéni a v klinické praxi neni dostupny geneticky marker predikujici Ié¢ebnou odpovéd
na imunomodulacni lé¢bu.

NasSe skupina se nejprve zaméfila na studium kandidatniho genu vybraného na zakladé
znalosti patofyziologie roztrousené sklerézy: HMOX1 pro hem-oxygenazu 1. Zkoumali jsme
vztah (GT)n polymorfismu promotoru HMOX1, ktery ovliviiuje jeji expresi, a pribéhu RS. Nase
studie nezjistila vliv zkoumaného polymorfismu na tizi pribéhu RS. Prokazali jsme vSak oddaleni
vzniku postizeni nasledkem RS u pacientd lé¢enych imunomodulaéni |écbou ve srovnani
s pacienty, ktefi imunomodulaéni [é¢bou léCeni nebyli, coz je klinicky vyznamné zjisténi.

Déle jsme se zUcastnili mezinarodniho projektu nazvaného Genotype/Phenotype Project.
Jedna se o celogenomovou asociacéni studii zkoumajici tizi prdbéhu RS. Tato studie neodhalila
jednonukleotidové varianty asociované s tizi RS. Na zakladé nasich vysledkd Ize fici, Ze béiné
bodové polymorfismy se stfedni a vyssi velikosti Gcinku (OR > 1,2) neovliviuji tiZi RS.

Ziskana data byla ddle analyzovana pomoci metod strojového uceni. Model strojového uceni
vyuzivajici clustery bodovych polymorfism( aejetzsinejblizsi dosazeni statistické vyznamnosti
spolu s klinickymi proménnymi znamymi v dobé diagndzy dokazal predikovat zavaznost dalsiho
pribéhu RS s AUROC 0,84. Tento model by tedy po dalsi validaci mohl byt uzitecny v klinické
praxi pfi volbé strategie |é¢by jednotlivych pacienta.

Zajimavé je, ze vyuziti wGRS (weighted Genetic Risk Score) zahrnujici polymorfismy
asociované s rozvojem RS nezvysilo pfesnost modelu. | dalsi analyzy ukazaly vyssi zastoupeni
gent bez pfimé souvislosti s imunitnim systémem. To pfispiva k naSemu poznani patofyziologie
RS. Nicméné nase studie heritabilitu tize RS odhaduje na 19 %, coz svédci pro vyznamny vliv
faktord prostredi, véetné |éCby. PfestoZe nase studie zahrnovala podrobné Gdaje o [é¢bé, nebyl
nalezen bodovy polymorfismus statisticky vyznamné asociovany s |é¢ebnou odpovédi na
néktery z imunomodulacnich Iékd. Proto nase snahy nyni sméruji k rozsifeni studie a ziskani

genetického markeru |é¢ebné odpovédi.

71



8. Summary

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease of the central nervous system. The
development of MS is known to be influenced by an individual's genetic disposition and over
200 single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with MS risk have been identified,
mostly related to immune function. Less is known about the influence of genetic factors on the
course of disease and no genetic marker predicting therapeutic response to
immunomodulatory therapy is available in clinical practice.

Our group first focused on the study of a candidate gene selected based on knowledge of
the pathophysiology of MS: HMOX1 for heme oxygenase 1. We investigated the relationship
between the (GT), polymorphism of the HMOX1 promoter, which influences its expression, and
the course of MS. Our study did not find an effect of the studied polymorphism on the severity
of MS. However, we demonstrated a delay in the onset of disability in patients treated with
immunomodulatory therapy compared to patients not treated with immunomodulatory
therapy, a clinically relevant finding.

Further, we participated in an international study called the Phenotype/Genotype Project.
This is a genome-wide association study of MS severity. This study did not reveal SNPs
associated with MS severity. Based on our results, common variants with moderate and higher
effect sizes (OR > 1.2) do not affect MS severity.

The obtained data were further analyzed using machine learning methods. A machine
learning model using clusters of SNPs together with clinical variables known at the time of
diagnosis was able to predict the severity of the subsequent course of MS with an AUROC of
0.84. Thus, this model, after further validation, could be useful in clinical practice when
choosing treatment strategies for individual patients.

Interestingly, the use of wWGRS (weighted Genetic Risk Score) including polymorphisms
associated with the MS sussceptibility did not increase the accuracy of the model. Other
analyses also showed overrepresentation of genes with no direct link to the immune system.
This contributes to our understanding of the pathophysiology of MS. Nevertheless, our study
estimated the heritability of MS severity at 19%, suggesting a significant influence of
environmental factors, including treatment. Although our study included in-depth treatment
data, no SNP was found to be statistically significantly associated with treatment response to
any of the immunomodulatory drugs. Therefore, our efforts are now directed towards

expanding the study and obtaining a genetic marker of treatment response.
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