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Vyznam antineuralnich protilatek u pacienti s farmakorezistentni epilepsii

Abstrakt

Jednou z moznych etiologii epilepsie je etiologie autoimunitni, kterd byla zafazena do
klasifikace epilepsii v jeji posledni revizi publikované v roce 2017 Mezinarodni ligou proti
epilepsii. Cilem prace bylo zhodnotit vyskyt neurdlnich autoprotilatek u pacientt s epilepsii a
roz§ifit diagnostické moznosti, které dosud byly v Ceské republice omezené. Spolu s
nizozemskymi autory jsme popsali vyskyt neuralnich autoprotilatek u nizozemskych a ceskych
pacientl s fokalni epilepsii nezndmé etiologie a navrhli jsme skérovaci systém k identifikaci
pacientll ur¢enych prioritné k vySetfeni téchto protilatek. V Ceské kohorté pacientl jsme pak
hodnotili vyskyt protilatek v séru i likvoru pacientii s farmakorezistentni epilepsii, ktery byl
dosud systematicky vySetfovan jen v ojedinélych kohortdch. Vysledky obou téchto praci
prokézaly niz8i vyskyt neurdlnich autoprotilatek, nez byl dosud u pacientti s epilepsii popisovan,
a to diky pfisnéjs$i metodice s oveéfenim pozitivnich vysledkid druhou metodou. Vzhledem k
tomu, ze neurdlni autoprotilatky jsou primarné sdruZzovany s autoimunitnimi encefalitidami,
zkoumali jsme i tuto skupinu v€etné hodnoceni pfitomnosti epileptickych zachvatt v klinickém
profilu. Spolu se svédskymi autory jsme se zabyvali proteomikou v likvorovém kompartmentu
u pacientll s protildtkami proti NMDAR a LGII, kde jsme popsali asociaci sirtuinu 2 s
paraneoplastickou etiologii encefalitidy s protilatkami proti NMDAR. V ramci svého studia
jsem zavedla novou metodiku vySetfovani neuralnich protilatek na tkanovych fezech potkanich
mozkli pomoci nepfimé imunohistochemie a popsala kohortu pacientl s klinickym obrazem

autoimunitni encefalitidy pfi negativnim priikazu neurdlnich autoprotilatek.

Kli¢ova slova: autoimunitni encefalitida, farmakorezistentni epilepsie, GAD65, LGI1, neuralni

autoprotilatky, NMDAR



Significance of neural antibodies in patients with drug refractory epilepsy

Abstract

One possible etiology of epilepsy is autoimmune, which was included in the classification of
epilepsies in its latest revision published in 2017 by the International League Against Epilepsy.
The aim of this study was to evaluate the prevalence of neural autoantibodies in patients with
epilepsy and to expand the diagnostic possibilities in the Czech Republic. Together with the
Dutch authors, we described the prevalence of neural autoantibodies in Dutch and Czech
patients with focal epilepsy of unknown etiology and proposed a scoring system to identify
patients prioritized for testing for these antibodies. In a Czech cohort of patients, we assessed
the presence of antibodies in serum and CSF of patients with drug refractory epilepsy. The
results of both these studies showed a lower prevalence of neural autoantibodies than previously
described in patients with epilepsy, due to a more rigorous methodology with verification of
positive results by a second method. Since neural autoantibodies are primarily associated with
autoimmune encephalitis, we also investigated this group, including an assessment of the
presence of epileptic seizures in the clinical profile. Together with the Swedish authors, we
investigated the proteomics in the CSF compartment of patients with antibodies against
NMDAR and LGI1 and described the association of sirtuin 2 with the paraneoplastic etiology
of NMDAR encephalitis. The methodology of neural autoantibodies assessment on tissue
sections of rat brains using indirect immunohistochemistry was newly implemented in the Czech
Republic. We have described a cohort of patients with a clinical picture of autoimmune

encephalitis when neural autoantibodies were negative.

Keywords: autoimmune encephalitis, drug resistant epilepsy, GAD65, LGI1, neural
autoantibodies, NMDAR



Seznam pouzitych zkratek

ACES — Skore ptiznaky a symptomy fokalni epilepsie s protilatkami (z anglického Antibodies
Contributing to Focal Epilepsy Signs and Symptoms Score)

AIE — Autoimunitni encefalitida

AMPAR — a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazol propionat receptor
ANOVA — Analyza rozptylu

ASM — Protizachvatové 1éky (z anglického anti-seizure medication)
CASE — Clinical assessment scale in autoimmune encephalitis
CASPR2 — Contactin associated protein 2

CBA — Cell-based assay

CCLS8 — Chemokinovy ligand 8 s motivem C-C

CD6 — Molekula CD6

CI — Konfiden¢ni interval (z anglického confidence interval)
CASP8 — Kaspaza 8

CCL22 — Chemokinovy ligand s motivem CC 22

CDS5 — Molekula CD5

CRMP5/CV2 — Collapsin response mediator protein 5
CXCL10 — Chemokinovy ligand 10 s motivem C-X-C 10
CXCL11 — Chemokinovy ligand s motivem C-X-C 11
CXCLI13 — Chemokinovy ligand s motivem C-X-C 13
DPPX/DPP6 — Dipeptidylpetidase-like protein 6

EDB — Extreme delta brush vzorec v EEG

ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay

FAS — Fokalni zachvaty bez poruchy védomi

FIAS — Fokalni zachvaty s poruchou védomi



FBDS — Faciobrachidlni dystonické zachvaty

FBTCS — Fokalni zachvaty pfechazeji do bilateralniho tonicko-klonického zachvatu
FCD — Fokalni kortikalni dysplazie

FLAIR — Fluid attenuation inversion recovery

FRE — Farmakorezistentni epilepsie

FS — Febrilni zachvaty

GABA — y-aminomaselna kyselina

GABAB-R — y-aminomaselny receptor B

GABAA-R — y-aminomadselny receptor A

GADG65 — Dekarboxylaza kyseliny y-aminomaselné

GFAP — Gliélni fibrilarni acidicky protein

GluR3B — Podjednotka 3 glutamatového AMPA receptoru
GlyR — Glycinovy receptor

HEB — Hematoencefalicka bariéra

HMGBI1 — High-mobility group box 1 protein

HS — Hipokampalni skler6za

IgG — Imunoglobuliny G

IgM — Imunoglobuliny M

IFNy — Interferon gama

ILAE — Mezinarodni liga proti epilepsii (International league against epilepsy)
IL1B — Interleukin-1 beta

IL7 — Interleukin 7

IL10 — Interleukin 10

IL12B — Interleukin 12B

IL17A— Interleukin 17A



IPI — Inicialni inzult (z anglického initial precipitating injury)
IT — Imunoterapie

IQR — Mezikvartilové rozpéti (z anglického interquartile range)
KS — Kortikosteroidy

Kv1.1 — Clen 1 podrodiny A napétové fizenych draslikovych kanalt
LE — Limbicka encefalitida

LGI1 — Leucine-rich Glioma Inactivated protein 1

MCP2 — Matrixova metalopeptidaza 1

miRNA — Mikro ribonukleova kyselina

miR-134 — Mikro RNA 134

miR146a — Mikro RNA 146a

mRS — Modifikovana Rankinova $kala

MOG — Myelin oligodendrocytarni protein

MOGHE — Malformace korového vyvoje s oligodendroglialni hyperplazii

NAbs - Neuralni autoprotilatky

NMDAR — N-methyl-D-aspartatovy receptor
NCSE — Non-konvulzivni status epilepticus
OCB — Oligoklonalni pasy

OR — Pomér Sanci (z anglického odds ratio)

PET — Pozitronova emisni tomografie

PCR — Polymerazova fetézova reakce (z anglického polymerase chain reaction)

PNS — Paraneoplastické neurologické syndromy

Qalb — Albuminovy index



RAPID skore — akronym z péti hodnocenych proménnych (Refrakterni status epilepticus,
Age (vek) pocatku onemocnéni > 60 let, Autoprotilatkové negativni pravdépodobna AIE,

Infratentorialni 1éze na MRI, Delay (opoZdéni) imunoterapie > 1 mésic)

RE — Rasmussenova encefalitida

RIA — Radioimmunoassay

RNA — Ribonukleova kyselina

RUO — Pro vyzkumné ucely (z anglického research use only)
SD — Smérodatna odchylka

SE — Status epilepticus

SIRT?2 — Sirtuin 2

SOX-1 — Sex determining region Y-box 1
TCS — Tonicko-klonické zachvaty

TLE — Epilepsie temporalniho laloku

TNF-o — Tumor necrosis factor alfa

TNFp — Lymfotoxin o

TNFRSF9 — Clen superrodiny receptortt TNF9
TNFSF14 — Clen superrodiny TNF14

TPO — Tyroidalni peroxidaza

TWEAK — Clen superrodiny TNF12
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1. Uvod

Epilepsie je onemocnéni charakterizované dispozici k opakovanym neprovokovanym
epileptickym zachvatiim, které postihuje miliony lidi na celém svété (Fisher et al. 2014). Zanét
je povazovan za jeden z faktort ovliviiujici vznik a rozvoj epilepsie, 1 kdyz jeho pfesna role je
dosud nejasna a zalezi na konkrétnim typu tohoto heterogenniho onemocnéni (Vezzani et al.
2011a). V roce 2017 byla Mezinarodni ligou proti epilepsii do klasifikace epilepsii zafazena 1
etiologie imunitni, s podskupinou asociovanou s neurdlnimi autoprotilatkami (NAbs) (Scheffer
et al. 2017). Neuralni autoprotilatky byly prvné popsany u autoimunitnich encefalitid, ale v
pribéhu let bylo vypozorovano, Ze se nachazeji i u “oligosymptomatickych” forem, kdy
dominuje jeden ptiznak a ostatni nemusi byt viibec klinicky vyjadfeny, napft. epilepsie sdruzené
s autoimunitou, autoimunitni demence ¢i autoimunitni psychoéza. Zejména u téchto skupin je
dilezitd precizni diagnostika vyskytu NAbs, aby se zabranilo chybnému uréeni autoimunitni
etiologie daného onemocnéni na podkladé falesné pozitivity testdl. Disertacni prace se zabyva
jak diagnostikou neuralnich autoprotilatek, kterd je nedilnou soucésti stanoveni diagndzy
epilepsie sdruzené s autoimunitou, tak jejich asociaci s autoimunitnimi encefalitidami, tedy s

onemocnénim projevujicim se fakultativné epileptickymi zachvaty.
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1.1 Epilepsie a zanét

Role zanétu u epilepsie je extenzivné zkoumana jiz dlouhodobé, ale dosud stale panuji nejasnosti
ohledné jeho role v iktogenezi a epileptogenezi. Vyzkumy ukazuji, ze u riiznych typi epilepsie
je v rizné mife angaZovana jak vrozend, tak adaptivni imunita. Na druhou stranu, zachvaty
samotné mohou také zptsobit zanétlivou reakci a ta pak mize ovlivnit jejich dalsi vyskyt nebo

tizi (Vezzani et al. 2011b).

1.1.1. Vrozena imunita a adaptivni imunita

Chronicky zanét mizZe byt soucasti nékterych typt epilepsii bez ohledu na pocatecni inzult nebo
etiologii, a nikoli pouze disledkem specifické zanétlivé nebo autoimunitni etiologie (Vezzani et
al. 2011b). Jak vrozena imunita (tedy cytokiny, granulocyty, makrofagy, mikroglie a dalsi), tak
adaptivni imunita (tedy protilatky, T a B lymfocyty) hraji u epilepsie roli.

Mnoh¢ studie ukazuji, Ze u strukturdlni epilepsie riizné etiologie jsou ve srovnani s kontrolni
skupinou alterovany hladiny cytokind a dalSich molekul. Nejrobustnéjsi literarni tidaje popisuji
elevaci prozanétlivych cytokinii interleukinu 6 (IL 6), interleukinu 1 beta (IL1PB) a tumor
necrosis factor alfa (TNF-a) a proteinu High-mobility group box 1 (HMGBI1), jak laboratornich
zvitat, tak u histopatologickych vzorkt tkéné lidskych mozkl =ziskanych v ramci
epileptochirurgického vykonu. Podobné je popisovéana alterace bunééné slozky (aktivované
mikroglie, pfitomnost lymfocytll) v oblasti 1éze (Vliet et al. 2018, Choi et al. 2009, Maroso et
al. 2010, Ravizza et al. 2006, Iyer et al. 2010, Iori et al. 2016, Black et al. 2009, Kumar et al.
2019, Vezzani et Granata 2005). Dale jsou v téchto 1ézich pfitomny reaktivni astrocyty, které
také produkuji cytokiny a neptfimo tak alteruji funkci imunitniho systému (Choi et al. 2009,

Vezzani et al. 2022).

Vyse uvedené IL1B a HMGBI aktivuji intracelularni signaliza¢ni kaskadu, ktera konverguje na
nukledrnim transkripnim faktoru NFkB (Gilmore 2006, Vezzani et al. 2011b). Ten dale
reguluje syntézu cytokinli, enzyml a receptori a moduluje expresi genll zapojenych v
neurogenezi, bunécné smrti, synaptické reorganizaci a plasticité (O’Neill et Kaltschmidt 1997).
Existuji 1 dalsi signaliza¢ni kaskady ovlivitujici neuronalni excitabilitu a epileptogenezi, jejichz

popis vSak presahuje rozsah této prace.

12


https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=8102587016698117&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:ec3dcee8-2a22-4761-85ab-fe5dd5a5ab17
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=9503021427548847&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:ec3dcee8-2a22-4761-85ab-fe5dd5a5ab17
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=9503021427548847&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:ec3dcee8-2a22-4761-85ab-fe5dd5a5ab17
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=9641798509978928&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:0c2c12dd-fd3a-45de-ac6e-3df9f4a64546
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=09656104833918899&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:fb135c0f-f2be-4bb6-85ad-a32610968ac9
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=4976409307582307&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:645d3d3b-b4ea-4fec-90dd-e4c7a4681a2f
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=4976409307582307&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:645d3d3b-b4ea-4fec-90dd-e4c7a4681a2f
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=8844623029466389&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:686657ad-de3a-4c38-aeac-5f90668fbca0
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=01821693519741241&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:a783bf0b-c6c5-4709-9b66-df610beb6c0c
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=5929690458816044&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:85aeb7b5-393f-4c32-ac6a-af42457b06c2
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=011668852402860086&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:2239c025-5168-4ee9-92fc-95be8066b039
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=4510393559578073&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:423836ab-3027-4ecd-bfe4-6c1d6223c86b
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=4510393559578073&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:423836ab-3027-4ecd-bfe4-6c1d6223c86b
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=9945989475875485&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:c4ebc569-dcca-4a82-b444-912ce05758a4
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=21979241475739475&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:fb135c0f-f2be-4bb6-85ad-a32610968ac9
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=3526168683099894&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:e1410f34-0ec0-4719-a6ab-fb0cdc0237c1
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=3526168683099894&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:e1410f34-0ec0-4719-a6ab-fb0cdc0237c1
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=254943192060761&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:e3378f03-cc48-492e-8153-fa0b158876c8
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=437472818577314&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:ec3dcee8-2a22-4761-85ab-fe5dd5a5ab17
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=8098758287269088&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:73c1341f-d554-47ef-a3de-c8f852bdf56f

Zejména pro HMGBI1 existuje mnozstvi studii podporujicich jeho roli u pacientd s epilepsii.
HMGBI je zvyseno v neuronech, gliich a buitkach endotelu HEB v 1ézich u pacientii s FRE i v
odpovidajicich zvifecich modelech. Hladiny HMGB1 v krvi koreluji s patologickymi zménami
v mozku u zvitecich modelt ziskané epilepsie (Maroso et al. 2010, Ravizza et al. 2018, Maroso
et al. 2010). V recentni studii bylo HMGB1 zvySeno u pacientii s farmakorezistentni epilepsii
ve srovnani s pacienty kompenzovanymi na 1é¢bé a zdravymi kontrolami a HMGBI1 bylo

navrzeno jako potencidlni biomarker farmakorezistence (Walker et al. 2022).

Plisobenim cytokind na astrocyty ¢i receptory zpétného vychytavani glutamatu dochazi ke
zvySeni dostupnosti glutamatu na synapsi a tim ke zvySeni excitability (Hu et al. 2000, Bezzi et
al. 2001).

Na druhou stranu probihajici epileptické zachvaty mohou narusit integritu hematoencefalické
bariéry (HEB), ¢imz je umoznéna propustnost pro periferni buiikky imunitniho systému a dalsi

prozanétlivé molekuly, pro kter¢ je standardné HEB nepropustna (Oby et Janigro 2006).

Protilatkdm jako soucasti adaptivni imunity je veénovana rozsahld Cast textu v dalSich
podkapitolach. Bun&tnd adaptivni imunita, tedy T a B lymfocyty jsou nejlépe popsané u
specifického typu epileptického syndromu — Rasmussenovy encefalitidy (RE). V
histopatologickych studiich se v rizné mife v zavislosti na stadiu onemocnéni nalézaji
lymfocytarni infiltraty sloZzeny z CD4+ i1 CD8+ lymfocytii (Pardo et al. 2004). Infiltrace fokéalni
kortikélni dysplazie typu IIb lymfocyty byla popséana také (Iyer et al. 2010).

Dosud v literatuie probihd diskuze, nakolik je imunitni reakce u jednotlivych typl epilepsii

primarni ¢i sekundarni a jaky ma vliv na iktogenezi ¢i epileptogenezi (Vliet et al. 2018).

w1

terapii na sniZeni frekvence epileptickych zachvati ¢i zpomaleni epileptogeneze (Noe et al.

2013, Vliet et al. 2018).

Podrobny popis role jednotlivych vyse uvedenych slozek imunity presahuje rozsah disertacni

prace, a v nasledujicim textu se budeme déle jiz zabyvat jen roli NAbs u epilepsie.

1.1.2. Neuralni autoprotilatky

Neurdlni autoprotilatky (také v literatufe oznacovany jako antineurdlni protilatky,

antineuronalni protilatky) jsou biomarkerem autoimunitni encefalitidy (AIE) (Leypoldt et al.
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2015a) a nekterych typl epilepsii sdruzenych s autoimunitou. Protilatky proti neurdlnim
intracelularnim ciliim, napf. Hu, amphiphysin byly identifikovany jiz v druhé poloviné
dvacatého stoleti (Bien et al. 2007, CORSELLIS et al. 1968, Irani et al. 2011). Vétsina z téchto
protilatek je asociovana s malignitou, u které se predpoklada, Ze iniciuje imunitni odpovéd’ proti
nadorovym buikam a sekundarné zktizené proti nervovym strukturdm. Této skupiné
onemocnéni asociovanych s protilatkami proti intracelularnim cilim se proto fika
paraneoplastické neurologické syndromy (PNS) (Darnell et Posner 2003). Protilatky z této
skupiny se nepovazuji za pfimo patogenni ani se nepfedpoklada jejich pfima role v rozvoji
zachvata (iktogenezi), naopak se predpokladd dominantni role T-bunécné imunity (Graus et

Dalmau 2019).

Pocatkem 21. stoleti doslo k vyraznému posunu na poli autoimunitnich onemocnéni CNS. V
asociaci s AIE byly popsany protilatky proti membranovym a synaptickym proteintim neuronii
a glii, naptiklad N-metyl-D-aspartat receptor (NMDAR), Contactin Associated Protein 2
(CASPR2), Leucine Rich Glioma Inactivated 1 (LGI1) (Dalmau et Graus 2018). Az v 80 %
ptipadt (v 33 — 100 % dle typu protilatky), jsou epileptické zachvaty soucasti klinického obrazu
AIE (Bien et Holtkamp 2017a, Pillai et al. 2016; Geis et al. 2019). Patofyziologie AIE
asociovanych s protilditkami proti povrchovym antigenim byla zkoumana v in vitro i in vivo
studiich, a n€kolik z nich prokazalo ptimy efekt protilatky na funkci a lokalizaci receptorti a
neuronalni excitabilitu implikujici iktogenezi u AIE (Lalic et al. 2011, Bien et Holtkamp 2017b).
Recentné byl vytvofen zvifeci model iktogeneze a epileptogeneze u NMDAR encefalitidy
(Wright et al. 2021). Existuji také nepiimé modely, naptiklad potkani model iktogeneze u
protilatek proti LGI1 zprostiedkované blokadou c¢lena 1 subrodiny A napétové fizenych

draslikovych kanali (Kv1.1) dendrotoxinem-K (Baudin et al. 2022).

1.1.3. Protizachvatové 1éky a zanét

Protizachvatové 1éky (ASM, z anglického anti-seizure medication) maji mimo dobie zndmé
ucinky na rizné iontové kandly i1 efekt na zanétlivou slozku. Fenytoin (Gomez et al. 2014),
karbamazepin (Granata et al. 2011,nDambach et al. 2014, Stienen et al. 2010) a levetiracetam

(Kim et al. 2010, Beghi et Shorvon 2011) jsou asociovany s niz§imi hladinami prozanétlivych

rrrrr

zvitecich a bunécnych modelech (Wilmshurst et al. 2015).
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1.1.4. Imunoterapie a epilepsie

Imunomodulacni terapie je u nékterych typt epilepsii pouzivédna jiz dlouho (Vliet et al. 2018).
Naptiklad u ¢asti pacientli byl prokazén efekt adrenokortikotropniho hormonu, kortikosteroidi
(Wilmshurst et al. 2015), intravendznich imunoglobulinti (Vezzani et Granata 2005, Billiau et
al. 2007), a dalsich latek (Lagarde et al. 2016). Pivodné byla imunoterapie pouzivana hlavné u
nékterych détskych epileptickych syndromt, kde ale mechanismus jejiho Gc¢inku neni Uplné
jasny. V posledni dekad¢ je tato terapie vice uzivana u epilepsie sdruzené s autoimunitou bez
ohledu na vék. U autoimunitnich encefalitid se imunoterapie zdd vyrazné G€¢innéjsi na redukci
zachvatli nez podadvani ASM (Feyissa et al. 2017). Po mésici je asi polovina pacientli bez
zachvati, po pul roce vice nez 70 %. Rituximab se ukazuje byt efektivni na redukci zachvati u
pacientl s pretrvavajicimi zachvaty po imunoterapii prvni linie (intravendzni kortikosteroidy,
intravendzni imunoglobuliny, plazmaferéza) (Byun et al. 2016). Recentné probéhla studie faze
2 zkoumajici natalizumab u pacientll s farmakorezistentni epilepsii, pfiznivy efekt vSak nebyl

statisticky signifikantni (French et al. 2021).
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1.2. Epilepsie sdruZena s autoimunitou

1.2.1 Definice
1.2.1.1 Definice Mezinarodni ligy proti epilepsii (ILAE)

Vzhledem ke skuteCnosti, ze tfetina pacientii s epilepsii je rezistentni vi¢i dvéma dobie
zvolenym a dostatecné davkovanym ASM (Picot et al. 2008), se hledani autoimunitni etiologie
po recentnich objevech NAbs stalo velmi atraktivnim. V roce 2017 byla Mezinarodni ligou proti
epilepsii (ILAE) revidovana klasifikace epilepsii, kterd nové zahrnuje i jiz zminovanou epilepsii

imunitni etiologie (Scheffer et al. 2017). Tato definice je vSak z vicero hledisek problematicka.

Imunitni epilepsie je v ILAE klasifikaci definovana jako takova, kterd je piimym disledkem
poruchy imunity, u niz jsou zachvaty hlavnim pfiznakem této poruchy a kde existuje dukaz
autoimunitné zprostfedkovaného zanétu centralniho nervového systému. Jako piiklady imunitni
epilepsie jsou v tomto ¢lanku zminovany NMDAR a LGI1 encefalitida. U obou téchto jednotek,
pokud epileptické zachvaty vymizi po uspéSném zaléCeni, jde ale podle soucasného pohledu
pouze o akutni symptomatické zachvaty pri encefalitide, nikoli o epilepsii, jak bude vysvétleno
dale (Steriade et al. 2020a). Imunitni etiologie epilepsie také v piivodni definici zahrnuje
napfiklad i steroid-responzivni encefalitidu asociovanou s anti-thyroidalnimi protilatkami (Li et
Li 2019), u které ale dosud nebyla kauzalni role téchto protilatek prokézana — role autoimunity
neni tedy vyjasnéna a onemocnéni je navic Casto diagnostikované chybné (Valencia-Sanchez et

al. 2021, Graus et al. 2016).

Dalsi z onemocnéni zahrnutych do imunitni etiologie je Rasmussenova encefalitida,
onemocnéni, které je povazovano za zprostfedkované T bunénou imunitou, dosud bez znamych
asociovanych (a ve vicero studiich replikovanych) protilatek (Rasmussen et al. 1958, Schwab et

al. 2009).

1.2.1.2. Adaptace definice ILAE

V roce 2020 byla kategorie imunitni etiologie ILAE revidovana a byly vy¢lenény dvé jednotky
— epilepsie sdruzena s autoimunitou (autoimmune-associated epilepsy) a akutni symptomaticke
zachvaty v ramci autoimunitni encefalitidy (acute symptomatic seizures secondary to

autoimmune encephalitis) (Steriade et al. 2020a), kdy se zachvaty vyskytuji v akutni / aktivni

16


https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=8923090595636581&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:b22c74df-9944-4c8e-bc71-fac2e649392e
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=6503455551038482&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:1c4e0f3d-9514-400d-9c6d-8930184aaf0d
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=06075828040891784&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:6dac0568-4ae3-434d-a5a3-0e7763c85381
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=23067732778749206&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:c63901dc-3eea-41a6-9f68-316870e2a867
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=23067732778749206&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:c63901dc-3eea-41a6-9f68-316870e2a867
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=049639545956989606&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:212fcaef-2919-4665-b992-61fe6a9c157f
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=049639545956989606&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:212fcaef-2919-4665-b992-61fe6a9c157f
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=6843998591856152&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:566ceb64-4bb9-45eb-89d5-598177b9040b
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=2610753204080122&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:f104d9b2-cafa-42f1-8673-1985e6418642
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=641309534722082&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:0d39a47f-29c7-498e-bd94-89bbd3916454
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=641309534722082&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:0d39a47f-29c7-498e-bd94-89bbd3916454
https://app.readcube.com/library/0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e/all?uuid=08153434190615505&item_ids=0b2d7609-6537-4775-b53c-497f6519ff7e:6dac0568-4ae3-434d-a5a3-0e7763c85381

fazi encefalitidy. Pokud po zaléCeni zanétu zachvaty vymizi, nedochazi k rozvoji epilepsie. Na
druhé strané muaze v prab¢hu akutni faze encefalitidy dojit k neuronalnimu poskozeni a je
iniciovana epileptogeneze, kterd vyusti v rozvoj epilepsie jako nédsledku AIE — tedy se pak jedna
skute¢né o epilepsii sdruzenou s autoimunitou (Tan et al. 2021). Tteti moZnosti je pfitomnost
NAbs u pacientt s epilepsii bez anamnézy AIE ¢i encefalopatie (Borusiak et al. 2016, Bruijn et

al. 2021).

I kdyz neexistuje arbitrarni hranice mezi aktivnim vzplanutim AIE a jejimi nasledky, je
doporuceno pacienty sledovat minimaln¢ jeden rok ke stanoveni epilepsie sdruzené s
autoimunitou jako nasledku AIE, a to u pacienti s pokracujicimi zachvaty ¢i nutnosti

pokracujiciho uzivani ASM (Gesis et al. 2019).

1.2.2. Prevalence epilepsie sdruZené s autoimunitou

Velké mnozstvi studii zkoumalo prevalenci neurdlnich autoprotilatek u riiznych skupin pacientt
s epilepsii. V zavislosti na typu kohorty a pouzité definici epilepsie sdruzené s autoimunitou
byla prevalence protilatek ve velmi Sirokém rozmezi 3,4 az 36 % (Geis et al. 2019, Bien et
Holtkamp 2017a, Brenner et al. 2013a, Iorio et al. 2015, Elisak et al. 2018a, Dubey et al. 2017,
Bakpa et al. 2016, Bruijn et al. 2021). Kohorty s vyssi prevalenci byly ve svétle novéjsich dat
zfejmé nadhodnoceny. Napiiklad, studie z roku 2013 u pacientl s epilepsii nezndmé etiologie
odhadovala prevalenci NAbs v séru na 11 % (Brenner et al. 2013a). Pti blizSim pohledu na data
a vylou€eni vSech pacientli s dvojité-negativnimi protilatkami proti napétové fizenému
draslikovému kanalu (VGKC) by byla vyslednd prevalence 6,4 %. Dvojité-negativni protilatky
proti VGKC, u kterych neni zaroven detekovéana reaktivita proti LGI1 ¢i CASPR2 (molekul
asociovanych s VGKC), jsou povazovany za nespecifické a jejich testovani se jiz nedoporucuje
(Michael et al. 2020). Dalsi studie z roku 2017 popsala NAbs v séru az u 20 % pacienti s
epilepsii neznamé etiologie (Dubey et al. 2017). Obdobn¢ jako vySe, po vylouceni pacientl s
protilaitkami proti VGKC (LGI1 negativni, CASPR2 nebylo testovdno) by bylo procento
pacientl s pozitivitou NAbs 15 %. Na druhé strané u skupiny pacientl s temporalni epilepsii
byla nalezena vyznamné niz$i prevalence 5 % (Elisak et al. 2018b). Vysoka prevalence u diive
uvedenych studii miize byt také vysvétlena tim, Ze tyto studie zahrnovaly 1 akutni symptomatické
zachvaty v ramci autoimunitni encefalitidy. Na zéklad€¢ analyzy studii do roku 2019 je
autoimunitni etiologie epilepsie u dospélé populace odhadovéana na 7 % (Husari et Dubey 2019,
Cabezudo-Garcia et al. 2021b).
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Nejcastéji popisované cilové antigeny u epilepsie sdruzené s autoimunitou jsou dekarboxyldza
kyseliny glutamové 65 (GADG65) a dale glycinovy receptor (GlyR), NMDAR, LGI1, CASPR2,
glialni fibrilarni acidicky protein (GFAP), Ma2 a Hu (Cabezudo-Garcia et al. 2021b, Lilleker et
al. 2014, Irani et al. 2011, Geis et al. 2019, Carreno et al. 2017a, Li et al. 2021, Iorio et al. 2018,
Brenner et al. 2013b, Ekizoglu et al. 2019, Borusiak et al. 2016). Byt maji pacienti s AIE Casto
akutni symptomatické zachvaty jako souc¢ast onemocnéni, je celkova pravdépodobnost rozvoje
epilepsie po 1é€bé AIE nizkd, zejména u protilatek proti povrchovym antigenim (Geis et al.
2019, Ilyas-Feldmann et al. 2021, Bruijn et al. 2019). U vétSiny z nich je riziko <5 %, jen mirné
vyssi je u LGI1 encefalitidy a GABAA-R encefalitidy (Pillai et al. 2016, Geis et al. 2019). Navic
je pravdépodobné, ze jsou piitomny etnické rozdily — ve studii asijskych pacientl rozvinulo az
23 % pacientl s protilatkami proti NMDAR, LGI1 a GABAB-R epilepsii jako disledek AIE
(Shen et al. 2020).

U pacientt s AIE s protilatkami proti intracelularnim antigenim je riziko rozvoje epilepsie vyssi
(Geis et al. 2019, Ilyas-Feldmann et al. 2021). Mezi intracelularni antigeny fadime i GAD65.
Onemocnéni asociovana s GADG65 jsou od vétSiny AIE odlisné — Casto probihaji plizivé, bez
akutni encefalitické faze (Malter et al. 2010). Na rozdil od klinického pribéhu je z
histopatologickych studii zfejmé, ze pacienti s GAD65 asociovanou epilepsii prochazeji casnym
aktivnim zanétlivym stadiem s ptitomnosti cytotoxickych T lymfocytt a plasmatickych bunék
a s moznosti terapeutického zasahu. Nasledné¢ dochazi k imunologicky malo aktivnimu ¢i
neaktivnimu stadiu kdy jiz imunoterapie vétSinou byva neefektivni (Troscher et al. 2022).

Tieti skupinou epilepsii sdruzenych s autoimunitou jsou epilepsie autoimunitni etiologie s
negativitou protilatek (typickym piikladem je Rasmussenova encefalitida), kdy je
pfedpokladana dominantni role jiné sloZky imunity, nebo jsou nedostatecné detekéni metody na

pritomné protilatky (Bien et Holtkamp 2017a, Feyissa et al. 2017).

1.2.3. Skérovaci systémy
Vzhledem k nizké prevalenci protilatek v populaci pacientd s epilepsii byly vytvoteny rizné
skorovaci systémy, které maji napomoci ve vyberu pacientti, u kterych je vhodné protilatky

testovat. Vybrané skorovaci systémy jsou popsany nize.
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1.2.3.1 Antibody prevalence in epilepsy and encephalopathy score (APE2)

APE2 je star$i skorovaci systém, ktery byl sice navrzen pro selekci pacientl s epilepsii k
testovani protilatek, ale nezda se byt vhodny pro pacienty bez akutni encefalitické faze (Dubey
et al. 2018). Jednotlivé polozky v ramci skore se vétSinou tykaji spiSe akutni encefalitidy nez
chronickych symptomu (napf. subakutni alterace védomi, nové vzniklé epileptické zachvaty,
neuropsychiatrické zmény, dysautonomie, virové prodromy, faciobrachidlni dystonické
zachvaty ¢i facialni dyskineze, zanétlivy ndlez v likvoru, MR mozku se zndmkami encefalitidy,
Tab. 1). Toto skore mé naptiklad nizkou senzitivitu u pacientl s epilepsii s GAD6S5 protilatkami,

kde Casto akutni faze chybi (Bruijn et al. 2021).

Tab. 1: APE2 skére, volné dle Dubey et al (Dubey et al. 2018)

Polozka Hodnota

Novée vznikla, v prubéhu 1 — 6 tydnid progredujici kvalitativni | 1

porucha védomi, nebo nove vzniklé epileptické zachvaty

Neuropsychiatrické zmény; agitovanost, agresivita, emocni | 1

labilita

Autonomni dysfunkce 1

Virovy prodrom (ryma, bolest v krku, subfebrilie) 2, hodnoceno v piipadé absence malignity do
5 let od vzniku neurologickych ptiznakt

Faciobrachialni dystonické zachvaty (FBDS) 3

Facialni dyskineze 2, hodnoceno v piipad¢ nepiitomnosti FBDS

Zachvaty refrakterni na dva ASM 2

Nalez v likvoru konzistentni se zanétem (zvySena bilkovina | 2

>500mg/L a/nebo lymfocytarni pleocytdza >5 bunék/mm?)

MRI mozku konzistentni s encefalitidou (T2/FLAIR |2
hyperintenzita omezena na jednu nebo ob&é medidlni temporalni
oblasti nebo multifokalné v Sedé a/nebo bilé hmoté

kompatibilni s demyelinizaci nebo zdnétem)
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Malignita diagnostikovana do 5 let od vzniku neurologickych | 2
ptiznakt (s vyjimkou karcinomu ktze, bazaliomu, mozkového

nadoru, malignity s mozkovou metastazou)

1.2.3.2 Antibody prevalence in epilepsy before surgery (APES)

APES skore bylo specificky vypracovano pro pacienty s farmakorezistentni epilepsii (FRE), u
kterych je zvazovéan resekéni vykon (Li et al. 2021). Toto skére ma lehce vyssi specificitu i
senzitivitu nez APE2, ale bohuzel vétSina polozek také popisuje symptomy typické pro AIE.
Maximalni skére je 16 bodli a je tvofeno ndsledujicimi polozkami: nové vznikly status
epilepticus nebo kumulace zachvati nebo subakutné progredujici alterace védomi,
farmakorezistence, tridda explozivniho pocatku symptomi a atypickych neuropsychiatrickych
zmén a zmén na MRI nebo pozitronové emisni tomografii (PET), PET lobarni
hypo/hypermetabolismus, dysautonomie ¢i autonomni zdachvaty, unilaterdlni/bilateralni
hipokampalni skler6za nebo zanétlivé zmény na MRI, virové prodromy, anamnéza
meningitidy/encefalitidy nejasné etiologie, malignita, FBDS nebo facialni dyskineze, osobni
nebo rodinnd anamnéza autoimunitniho onemocnéni, nové fokélni priznaky CNS dysfunkce a

systémové priznaky (napf. ztrata t€lesné hmotnosti, hyponatrémie) (Li et al. 2021).

1.2.4. Riziko rozvoje epilepsie po AIE

Vzhledem ke sméSovani epilepsie sdruzené s autoimunitou a vyskytu epileptickych zachvatl v
ramci AIE je obtizné odlisit v literatufe rizikové faktory pro rozvoj epilepsie po AIE. Z
dostupnych literarnich zdrojii jsou pro ob¢ entity rizikové: subakutni zac¢atek, neobvykle vysoka
frekvence zachvatil, intraindividudlni variabilita semiologie zéachvatli nebo multifokalita,
anamnéza neoplazie, osobni nebo rodinna anamnéza autoimunitniho onemocnéni, abnormalni
nalez v mozkomi$nim moku, opozdéné zahdjeni imunoterapie (IT), status epilepticus (SE) v
anamnéze (Toledano et al. 2014, Shen et al. 2020). V préaci, kterd odliSovala epilepsii od
zachvati v ramci AIE, byly za rizikové faktory povazovany zachvaty od pocatku rezistentni na
terapii ASM, vysoky pocet uzivanych ASM, perzistujici interiktalni epileptiformni vyboje
béhem dalsiho sledovani a nedostate¢na odpoveéd’ na imunoterapii v akutni fazi (Matricardi et

al. 2022).
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1.2.5. Terapie epilepsie sdruZené s autoimunitou

1.2.5.1. Imunoterapie

Imunoterapie se dle literatury ukazuje byt efektivni u pacientt s epilepsii asociovanou s NAbs,
1 kdyZ je tuto informaci nutno brat s jistou obezietnosti vzhledem k tomu, Ze Cast praci
zahrnovala pacienty s epileptickymi zachvaty v ramci AIE. U 62 az 75 % pacientti doSlo k
redukci poctu zachvatlh o >50 % (Toledano et al. 2014, Torio et al. 2015, Feyissa et al. 2018,
Iorio et al. 2015, Elisak et al. 2018b). Efekt imunoterapie zavisi u pacientii s farmakorezistentni
epilepsii na typu protilatky. Typickym piikladem skupiny s nizkou odpovédi na imunoterapii
jsou GADG65 asociovana onemocnéni (Toledano et al. 2014). Predpoklada se, Ze tito pacienti
prochazi nejprve ¢asnou aktivni encefalitickou fazi (z histopatologického hlediska), kterd mize
trvat nckolik let. Po této fdzi vznikd v duasledku poSkozeni cytotoxickymi T-lymfocyty
epileptogenni 1éze v podobé hipokampdlni sklerézy. Piedpokladd se, Ze diivodem malého
ucinku IT je jeji zahajeni az v pozdnim stadiu, nebo cileni na odstranéni protilatek, které
pravdépodobné nejsou patogenni. Ukazuje se, ze terapie muze byt ucinnd pokud dojde k
zahdjeni do 1 az 2 let od pocatku ptiznakii — nez dojde k ireverzibilni destrukci mnoha neuront

(Troscher et al. 2022).

1.2.5.2. Protizachvatové 1éky

Modulace protilatkové a bunécné imunity protizachvatovymi léky byla v literatufe popsana s
protichlidnymi zavéry (Feyissa et al. 2017). Ukazuje se, ze imunoterapie je superiorni vi¢ci ASM
u pacientl s epilepsii sdruzenou s autoimunitou (Beghi et Shorvon 2011, Bruijn et al. 2019). U
malé Casti pacientll s epilepsii sdruZzenou s autoimunitou a s AIE byl popsan efekt ASM
samotnych, bez pouziti konkomitantni imunoterapie. Efekt u pacientl s AIE se zd4 zfetelnéjsi u
ASM, jejichz mechanismem ucinku je blokada sodikovych kanall (Feyissa et al. 2018). Opét je
ale nutnost opatrné interpretace técho dat vzhledem k tomu, ze ¢ast pacientli méla protilatky se
spornou relevanci (dvojité-negativni VGKC), nebo byla protilatkové negativni (Feyissa et al.

2017).
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1.3. Epileptochirurgie a epilepsie sdruZena s autoimunitou

1.3.1. Histopatologie

Nejcastéjsi strukturdlni 1ézi u pacientl s farmakorezistentni epilepsii podstupujicich operaci byla
diive hipokampalni skler6za (HS) (Walker 2015), ale v poslednich letech se s mirnou pfevahou
stala nejcastéj$i fokalni kortikalni dysplazie (FCD) (Baud et al. 2018). Ackoli je FCD
povaZovana za vrozenou strukturalni abnormalitu, histopatologické analyza vzorkl prokazala
urcitou ucast vrozené bunécné imunity a interleukinového systému v oblasti této 1éze (Ravizza
et al. 2006, Choi et al. 2009). Ugast imunitniho systému byla obdobné prokazana i u HS (Leal
et al. 2017). Navic bylo u HS zjisténo, ze i bez prikazu aktivniho zanétlivého procesu miize u
Casti pacientll jit o nasledek diive prodélané limbické encefalitidy (LE). V jedné studii by takto
24 % pacientl zpétn¢ spliovalo diagnosticka kritéria definitivni LE a 29 % kritéria mozné LE
(Bien et al. 2007). V této studii témét 50 % pacient s HS mélo pozitivitu NAbs. Kromé toho se
HS vyskytovala u 41 — 64 % pacientl s protilatkami proti LGI1 (Rada et al. 2020),(Sonderen et
al. 2016c, Finke et al. 2017), hipokampalni 1éze, sklerdza nebo atrofie byly pfitomny u 20 — 24
% pacienti s CASPR2 (Joubert et al. 2016, Rada et al. 2020, Sonderen et al. 2016a), au 31 — 62
% pacientll s GAD65 (Rada et al. 2020, Falip et al. 2019, Mékeli et al. 2018). Piesny podil
imunitnich dé&jii na vzniku a udrzovani zachvati a na rozvoji HS je stale nedofesenou otazkou a

miZze zde pusobit souhra mnoha faktort.

1.3.2. Vysledky epileptochirurgie u pacienti s epilepsii sdruZenou s autoimunitou

V podskuping pacientti s epilepsii temporalniho laloku, ktefi podstoupili chirurgickou resekei,
byl u pacientii s NAbs vyznamné hor$i outcome operace ve srovnani s pacienty bez protilatek.
Vymizeni zachvati bylo napiiklad dosazeno pouze u 16 % téch, kteti méli unilateralni
hipokampalni skler6zu, na rozdil od obvykle udavanych 70 % v kohortach s negativnimi
protilatkami (Carrefio et al. 2017b). Pfedpoklada se, ze pokracujici zachvaty mohou byt
zpusobeny bilateralnimi funkénimi nebo strukturalnimi lézemi (na zdkladé MRI, EEG a
klinickych udaju), které jsou u piipadd s pozitivnimi protilatkami casté (Kerling et al. 2008,
Carrefio et al. 2017¢). Jina studie srovnavajici pacienty po encefalitidé s kontrolni skupinou
prinesla podobné vysledky — méné Casté vymizeni zachvatli po operaci a zachvaty s tézSim

prabéhem (Steriade et al. 2020b). Vyvstava pak otdzka moznosti pfidatné imunomodulacni
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1é¢by po epileptochirurgickém vykonu v ptipadech, kdy nedojde k vymizeni zachvati — dosud

vSak pro tuto 1écbu neexistuji dostate¢na data.
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1.4. Diagnostika neuralnich autoprotilatek

Neuralni autoprotilatky lze délit dle lokalizace cilového antigenu na protilatky proti
intracelularnim a povrchovym antigeniim. U vétSiny intracelularnich antigenti se predpoklada
dominujici patogenni role cytotoxickych T buné¢k a protilatky se povazuji jen za epifenomén.
Na druhé strané stoji protilatky proti povrchovym, tedy synaptickym a membranovym
antigenim, kde je prokazana jejich pfima patogenni role (Dalmau et Graus, 2022). Protilatky
1ze dale délit dle klinického syndromu — jiné protilatky jsou asociovany se syndromem limbické
encefalitidy nez s rychle progredujicim mozeckovym syndromem (Abboud et al. 2021).
Klinicky obdobny syndrom muZe byt asociovan s vice protilatkami, a naopak jednotliva
protilatka mlize zptisobovat fenotypove odlisné syndromy. Vzhledem k tomu neni u suspekce
na AIE doporuceno testovat jednotlivé protilatky, ale naopak testovat panely protilatek a to jak
proti intraceluldrnim, tak proti membranovym a synaptickym antigenim a pouzivat rizné
metody detekce ke zvyseni senzitivity i specificity (Storstein et al. 2011, Déchelotte et al. 2020).
Metody detekce se lisi dle typu protilatky.

Prvni skupinou jsou protilatky proti intracelularnim antigenlim — ty lze detekovat i metodami, u
kterych antigen neni v jeho nativni konformaci — vazou se 1 na linearni epitopy (Ricken et al.
2018). Pro tento ucel se pouzivaji imunobloty (Western blot anebo line blot), pro detekci
protilatek proti GAD65 také enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), radioimmunoassay
(RIA) ¢i cell-based assay (CBA) (Mufioz-Lopetegi et al. 2020). Druhou skupinou jsou protilatky

vvvvvv

v jejich nativni konformaci, a metodika se tedy oproti detekci intracelularnich antigenti lisi.

1.4.1. Line blot

Pti této technice se pouzivaji kity ve formé diagnostickych prouzkl obsahujici purifikované
proteiny, které jsou inkubovany se vzorkem séra nebo likvoru (Déchelotte et al. 2020). Slouzi k
detekci protilatek proti konkrétnim antigentim, tedy v pfipad€é pfitomnosti protilatky vici
danému antigenu je zbarven piislusny prouzek (Ricken et al. 2018). Pomérné Casta je faleSna

pozitivita, zejména u protilatek proti Yo, CV2 a Ma2 (Déchelotte et al. 2020).
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1.4.2. Tkanové rezy k detekci intracelularnich protiliatek

Dalsi metodou pro detekci protilatek proti intraceluldrnim antigeniim jsou paraformaldehydem
fixované tkanové fezy (Ances et al. 2005). Jednad se o velmi tenké fezy tkani (hipokamptl,
mozeckti ale 1 extraneuralni tkan¢) laboratornich zvifat, napf. potkana, které jsou
permeabilizovany, aby byl umoznén prinik protilatek dovnitf bun€k (Ricken et al. 2018).
Vzorek pacienta je inkubovan s tkéni a v pfipadé ptitomnosti NAbs se tyto navdzou v
prislusnych oblastech. Poté se vzorek promyje, aplikuje se protilatka proti lidskému
imunoglobulinu G a dale se aplikuji latky, které barevné vizualizuji tyto protilatky. U pacienta
s pritomnosti NAbs tedy dochazi ke ,,specifickému‘ barveni tkanového fezu, u negativity
dochazi k nevyraznému nespecifickému barveni pozadi. Timto vySetfenim neni mozné urcit
konkrétni antigen, vii¢i kterému se dana protiladtka navazala, k tomu slouzi vyse uvedeny line
blot. Vysettfeni na tkanovych fezech vSak vyrazné zvysuje senzitivitu, protoze zachyti i vzacnéjsi

protilatky, a slouzi také k verifikaci vysledku na line blotu.

1.4.3. Cell based assay

Jedna se o laboratorné kultivované buiiky, do kterych je vloZzena DNA kddujici protein proti
kterému detekujeme protilatky, napt. NMDAR. Ten pak tyto builkky vystavuji na svém
bunééném povrchu, a to v zachovalé 3D konformaci. Vazba protilatky je detekovéana
imunofluorescencné (znacenou sekundarni protilatkou). Obdobné jako line blot detekuje

protilatky proti konkrétnim antigentim.

1.4.4. Tkanové rezy pro detekci protilatek proti povrchovym antigeniim

Tyto tkanové tezy, na rozdil od ptedchozich, vyuzivaji nefixovanou tkan, tzn. princip je
obdobny, ale povrch bun¢k neni narusen, a tak jsou tyto fezy optimalizovany k detekci protilatek
proti povrchovym antigeniim (Ances et al. 2005). Nejsou komeréné dostupné, vyuzivaji se jen

ve vyzkumnych laboratotich jako ,,research use only* (RUO) metoda.

1.4.5. Dalsi metody

Metodika detekce NAbs je SirSi a zahrnuje dal$i specializované metody detekce, zejména

neurdlni bunééné kultury, imunoprecipitaci a hmotnostni spektrometrii (Ances et al. 2005;
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Ricken et al. 2018). Ty vSak jsou dostupné jen v zahrani¢nich laboratofich a jejich popis

presahuje rozsah této prace.

Zaveérem této Casti lze shrnout, ze detekce protilatek je metodologicky komplikovana a je
doporuceno testovat kazdy typ protilatky (proti intracelularnim 1 proti povrchovym antigeniim)
dvéma metodami. V praxi se jednd o line blot v kombinaci s komer¢né dostupnymi tkanovymi
fezy proti intracelularnim antigenlim, a CBA v kombinaci s RUO tkanovymi fezy detekujicimi

povrchové antigeny.
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1.5. Biomarkery farmakorezistentni epilepsie a epilepsie sdruzené s

autoimunitou a autoimunitnich encefalitid

Dosud neexistuje laboratorni biomarker, ktery by byl vyuzivan v Siroké rutinni klinické praxi u
téchto onemocnéni. AvSak u vSech tii jsou extenzivné zkoumany a v poslednich letech bylo

popséno vice slibnych biomarkert.

1.5.1. Farmakorezistentni epilepsie

HMGBI je konstitutivni nehistonovy protein vazany na chromatin, ktery fyziologicky ptisobi
jako DNA chaperon podilejici se na transkripci gend, replikaci a opravé DNA (Ravizza et al.
2018). Pacienti s FRE vykazuji vyznamné vyS$s$i hladiny HMGB1 v krvi neZ pacienti s
kompenzovani a zdravé kontroly. HMGBI1 rozliSuje s vysokou specificitou a selektivitou
pacienty s FRE od pacientli kompenzovanych (Walker et al. 2022). Protilatky proti podjednotce
3 glutamatového AMPA receptoru (GluR3B) byly v minulosti popsdny u Rasmussenovy
encefalitidy (Rogers et al. 1994). Pozdé&ji se ukazalo, Ze nejsou pro toto onemocnéni specifické
ale vyskytuji se u €asti pacienti s epilepsii (Wiendl et al. 2001). Pravé protilatky proti GluR3B
byly dale zkoumany u epilepsie a ukazuji se jako dalsi mozny biomarker farmakorezistence. V
séru 1 likvoru pacienti s FRE byly signifikantné vyssi protilatky proti GluR3B v porovnani s
pacienty kompenzovanymi (Lai et al. 2022). Mikro ribonukleova kyselina (miRNA) je malé
nekddujici jednotetézcova molekula ribonukleové kyseliny (RNA), kterd posttranskripéné
reguluje genovou expresi prostfednictvim vlivu na messengerovou RNA. Cirkulujici hladiny
miRNA miR-134 a miR146a jsou signifikantné vyssi u pacientd s FRE s fokalnimi zachvaty
poruchou védomi ve srovnani s pacienty s ptiznivou odpovédi na ASM. Zvysené hladiny miR-
134/146a v cirkulaci jsou spojeny s vys$im rizikem FRE a mohly by ptedstavovat nové
neinvazivni molekularni markery pro zlepSeni casné prognézy u pacienti s epilepsii (Leontariti

et al. 2020).

1.5.2. Epilepsie sdruZena s autoimunitou

Dosud jedinym dostupnym biomarkerem epilepsie sdruzené s autoimunitou jsou praveé neuralni
autoprotilatky. U Rasmussenovy encefalitidy byly popsany protilatky proti GluR3B jak uvedeno
drive, u kterych bylo pozd¢ji prokazano, ze nejsou pro RE specifické. U dalSich typt epilepsie
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sdruzené s autoimunitou dosud nejsou jednozna¢na data ohledné biomarkeri rozliSujicich od

epilepsie jiné etiologie (Langenbruch et al. 2021, Nass et al. 2021).

1.5.3. Autoimunitni encefalitida

Standardnim biomarkerem autoimunitnich encefalitid jsou neurdlni autoprotilatky. U ¢asti vSak
pfitomny nejsou — tuto skupinu nazyvame autoimunitni encefalitidy s negativitou neurdlnich
autoprotilatek. Existuji vSak jiné biomarkery popisujici pribéh, prognoézu AIE a dalsi
asociované faktory (Ciano-Petersen et al. 2022). VétSina z nich byla popsadna u nejcastéjsi
NMDAR encefalitidy. Hladiny chemokinového ligandu s motivem C-X-C 13 (CXCLI13)
korelovaly s pritomnosti relapsii a nedostate¢nou odpovédi na imunoterapii, tizi onemocnéni a
outcome (Leypoldt et al. 2015b, Liba et al. 2016, Kothur et al. 2016). Hladiny chemokinového
ligandu s motivem C-X-C 10 (CXCL10) u NMDAR encefalitidy jsou asociovany s pleocytézou
v mozkomi$nim moku, klinickou zdvaznosti onemocnéni a pritomnosti relapsti (Liba et al. 2016,
Kothur et al. 2016, Liu et al. 2020). Hladiny chemokinového ligandu s motivem CC 22 (CCL22)
korelovaly s tizi onemocnéni (Liu et al. 2020). Hladina interleukinu IL17A (IL17A) korelovala
s tizi onemocnéni a s jeho outcome (Zeng et al. 2018). Hladina interleukinu IL10 byla zvysSena

jen u paraneoplastickych ptipada a korelovala s tizi onemocnéni (Liu et al. 2020).

U ostatnich typt AIE byly biomarkery zkoumany méné. U LGI1 encefalitidy byly popsany
zvySené hladiny IL17A, které byly asociovany s tizi onemocnéni (Levraut et al. 2021). U
ostatnich encefalitid nelze vzhledem k heterogenit¢ a malému poctu pacienti vyvodit

jednoznacéné zavery ohledné zkoumanych biomarkert (Ciano-Petersen et al. 2022).
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2. Cile prace a hypotézy

Cil ¢&. 1: Stanovit klinické parametry, které by umoznily urcit pacienty indikované k vySeteni

neuralnich autoprotilatek.

Hypotéza &. 1: Cast pacientii s fokélni epilepsii neznamé etiologie ma ve skute¢nosti epilepsii
sdruzenou s autoimunitou. Na zaklad¢ klinickych charakteristik 1ze identifikovat pacienty s

fokalni epilepsii neznamé etiologie, u kterych je testovani neuralnich autoprotilatek indikované.

Cil a hypotézu ¢. 1 zkouma studie €. 1.

Cil €. 2: Urcit vyskyt neurdlnich autoprotilatek v séru a likvoru u pacientii s farmakorezistentni
epilepsii podstupujicich epileptochirurgicky zakrok. DalSim cilem je u pacienti s
farmakorezistentni epilepsii s pozitivitou neurdlnich autoprotilatek definovat jejich klinické

charakteristiky, které by v budoucnosti mohli pomoci v ¢asné identifikaci této skupiny.

Hypotéza ¢. 2: Neuralni autoprotildtky budou pozitivni u vice nez 5 % pacientli a u Casti
pacientli budou pozitivni pouze v likvoru. Nejcastéjsi budou protilatky proti GAD65. U ¢asti
pacient bude na tkanovych fezech detekovana ptitomnost protilatek proti dosud
neidentifikovanym antigentim. Protilatky se budou castéji vyskytovat u pacientl s epilepsii
zatim neurcené etiologie, u pacientll s hipokampalni sklerézou, a u pacientl bez ¢asnych nebo
pozdnich rizik pro rozvoj epilepsie.

Cil a hypotézu ¢. 2 zkouma studie €. 2.

Cil ¢. 3: Urcit pocet pacientd s autoimunitni encefalitidou jako moznou pfic¢inou epilepsie

sdruzené s autoimunitou, ktefi nemaji pozitivni neuralni autoprotilatky.

Hypotéza & 3: Cast pacientll s autoimunitni encefalitidou nema detekovatelné neuralni
autoprotilatky. U ¢asti pacientl protilatky nejsou detekovany, protoze nevyuzivame vSechny

dostupné metody a/nebo nespravné interpretujeme vysledky jako falesSné negativni.

Cil a hypotézu ¢. 3 zkouma studie €. 3.
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Cil ¢. 4: Urcit biomarkery probihajiciho zdnétu u autoimunitnich encefalitid, které by umoznily
odlisit akutni symptomatické epileptické zachvaty jako projev autoimunitni encefalitidy od

epilepsie, ktera je jejim nasledkem.

Hypotéza ¢. 4: U casti pacientli lze detekovat biomarkery predikujici rozvoj ¢i pribéh

onemocnéni.

Cil a hypotézu ¢. 4 zkouma studie €. 4.

30



3. Metodika

Ve spolupraci s nizozemskymi kolegy jsme validovali skore, dle kterého lze na zékladé
klinickych parametr indikovat vySetieni NAbs. Vzhledem k mozné izolované pozitivité v
mozkomisnim moku pfi negativité¢ v séru jsme analyzovali mozkomi$ni mok na pfitomnost
NAbs u pacientll s farmakorezistentni epilepsii. Dale jsme analyzovali vyskyt epileptickych
zéchvatl u pacientll s autoimunitni encefalitidou a jejich asociaci s biomarkery zanétu. Pro
urceni potencidlniho vyznamu NAbs jako biomarkeru epilepsie sdruzené s autoimunitou jsme

urcovali vyskyt encefalitid, které nejsou sdruzené s neurdlnimi autoprotilatkami.

Pouzitd metodika je popsana v odpovidajicich sekcich u jednotlivych studii a ptilozenych

publikacnich vystupech.
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4. Vysledky

Vysledky jsou uvedeny v odpovidajicich sekcich jednotlivych studii a piiloZzenych publika¢nich
vystupech.
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5. Souhrn jednotlivych studii

5.1. Studie ¢. 1: Skore priznaky a symptomy fokalni epilepsie s protilatkami
(z anglického Antibodies Contributing to Focal Epilepsy Signs and Symptoms

Score)

5.1.1. Metodika
5.1.1.1. Pacienti

V této prospektivni, multicentrické, observacni kohortové studii byli v obdobi od prosince 2014
do prosince 2017 zatazeni dospé€li pacienti s fokalni epilepsii nezndmé etiologie. Pacienti
zatazeni do této studie byli odeslani do (tercidrnich) center pro 1é€bu epilepsie a jejich oSettujici
neurologové neméli podezieni na AIE. Pacienti byli zafazeni z nizozemskych center pro
epilepsii, fakultnich nemocnic a jedné okresni nemocnice. Zatazeni byly pacienti s epilepsii s
dal§imi ptiznaky nebo bez nich, ale bez podezieni na encefalitidu. Vylu€ovaci kritérium bylo
podezieni na AIE. Pacienti s epilepsii se zndmou infekéni, genetickou nebo metabolickou
etiologii byli vylouc€eni. Pacienti se strukturdlnimi 1ézemi na MRI pfi zatazeni byli vylouceni,
zatimco pacienti s obrazem hipokampalni skler6zy nebo s nalezem hyperintenzity v T2
vazenych obrazech (resp. na fluid-attenuated inversion recovery, FLAIR) unilaterdlné¢ ci
bilateralné vylouceni nebyli, protoZe tyto nalezy mohou byt asociovany s AIE (Sonderen et al.

2016d).

Pacienti byli rozdéleni do 4 skupin: (1) definitivni epilepsie sdruZzena s autoimunitou, pokud
byla v séru a/nebo likvoru detekovdna znamé neurdlni autoprotilatka konfirmovéna dvéma
metodama detekce; (2) epilepsii pravdépodobné sdruzenou s autoimunitou, pokud byla v séru
a/nebo likvoru detekovana zndma neurdlni autoprotilatka, ale pokud nebyl vysledek
konfirmovéan druhou metodou detekce, nebo pokud byla splnéna diagnostickd kritéria pro
pravdépodobnou AIE s negativitou protilatek (Graus et al. 2016), (3) epilepsii s moznou asociaci
s autoimunitou, pokud sérum nebo mozkomi$ni mok vykazovaly podobné vzorce barveni pii
vySetieni na tkdnovych fezech, ale nebyla detekovana zadnd znama protilatka; a (4) epilepsii

bez asociace s autoimunitou.
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5.1.1.2. Sbér dat

Analyzovand data pacientl obsahovala nasledujici informace: charakteristiku pacienta,
epilepsie, ptitomnosti klinickych ptiznakii nebo symptomil spojenych s autoimunitni etiologii
(poruchy paméti, spanku, chovéni, feci, hybnosti nebo autonomniho systému), pfedchozi a
soucasnou medikaci (véetné¢ ASM), soucasnou miru sobéstacnosti (dle modifikované Rankinovy
Skaly [mRS] (Swieten et al. 2018)) a vysledcich pfedchozich pomocnych vySetfeni, véetné MRI,
EEG a analyzy mozkomiSniho moku, pokud byly k dispozici. Byla odebrana krev, u c¢asti
pacientl byl proveden 1 odbér likvoru. Pacienti byli prospektivné sledovani po dobu 1 roku. Po
1, 4, 8 a 12 mésicich od zatazeni do studie shromazd’oval oSettujici Iékai nebo koordinujici
zkousejici udaje o typu zachvatii, mésicni frekvenci zachvati, typech pouzivanych ASM a mRS.

Konecna diagnoza byla stanovena pii posledni kontrole.

5.1.1.3. Laboratorni diagnostika

Vsechny vzorky byly screeningové vySetfeny na tkanovych tfezech pro detekci povrchovych
protilatek, jak bylo popsano diive (Ances et al. 2005). Nasledn¢ byly vSechny vzorky s
pozitivnim nebo spornym vysledkem podrobeny rozsahlejSimu testovani. V zavislosti na vzoru
barveni a klinickém fenotypu byla pouZita kombinace laboratornich technik. 1) CBA
(Euroimmun, Liibeck, Némecko) byly pouzity k detekci protilatek proti NMDAR, receptoru
aamino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionové  kyseliny (AMPAR), receptoru y-
aminomaselné kyseliny B (GABAB-R), LGI1, CASPR2 a GADG65. Protilatky proti GAD6S5 byly
dale testovany pomoci ELISA (Medizym anti-GAD 95, Medipan, Berlin, Némecko), aby bylo
mozné kvantifikovat koncentraci protilatek. K detekci protilatek proti GABAA-R (receptor
kyseliny y-aminomaselného A), GABAB-R, AMPAR a dipeptidyl-peptidase-like proteinu 6
(DPPX) byla pouzita CBA s zivymi buiikami jako RUO metoda. Radioimunoassay (RIA;
VGKC Antibody Assay RIA, DLD Diagnostika, Hamburg, Némecko) byla pouzita k detekci
protilatek proti VGKC a line blot byl pouZit k detekci protilatek proti intracelularnim antigentim
(Hu/Y o/Ri/Tr/amfyfyzin/CV2/Mal/Ma2; Euroimmun). Hladiny protilatek proti GAD65 v séru
byly povazovény za relevantni, pokud byla koncentrace ELISA > 10 000 IU/ml. Za pozitivni
byly povazovany pouze vzorky testované pozitivn¢ jak metodou ELISA, tak s kompatibilnim
pozitivhim barvenim na tkanovych fezech (Mufioz-Lopetegi et al. 2020). Kromé toho byly

vSechny vzorky séra vySetfeny na piitomnost protilatek proti GlyR pomoci CBA s zivymi
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buitkami (RUO), protoze tyto protilatky nelze vizualizovat na tkanovych fezech (Carvajal-
Gonzélez et al. 2014, McKeon et al. 2013). VSechny pozitivni vysledky byly konfirmovany
opakovanym vySetfenim daného vzorku. Vzorky, které byly na tkanovych fezech vyhodnoceny
jako sporné nebo pozitivni, ale bez znamé protilatky, byly podrobeny rozsdhlejSimu testovani

pomoci imunocytochemie s zivymi hipokampalnimi bunéénymi kulturami (Ances et al. 2005).

Podskupina pacientli zvazovanych k epileptochirurgickému feseni byla testovana pomoci CBA,
ELISA a RIA na pfitomnost protiladtek v ramci standardizovaného protokolu i v piipadé
nepfitomnosti barveni na tkaiiovych fezech. Krom¢ toho byli pacienti se skore Antibodies
Contributing to Focal Epilepsy Signs and Symptoms Score (ACES) 2 a vice testovani
komer¢nimi CBA a ELISA post hoc.

5.1.1.4. Statisticka analyza

Pacienti byli rozdéleni do 3 skupin na zdkladé vysledkd analyzy ptitomnosti protilatek na
pacienti s: (1) protilatkami zaméfenymi proti extracelularnim neurondlnim antigentim, (2) s
protilatkami proti GAD65 ve vysoké koncentraci a (3) pacienty bez pfitomnosti protilatek.
Srovnani mezi témito 3 skupinami bylo provedeno pomoci Fisherova-Freemanova-Haltonova
testu, Pearsonova chi-kvadrat testu, pfipadné Kruskalova-Wallisova testu. Pro korekci
vicenasobného testovani Bonferroniho metodou byly za relevantni povazovany pouze hodnoty
p <0,002. K vizualizaci skupinovych rozdili byla pouzita explorativni post hoc analyza pomoci
Fisherova exaktniho testu a Mannova-Whitneyho U testu. Pacienti s epilepsii s pravdépodobnou
nebo moznou asociaci s autoimunitou nebyli do analyzy zahrnuti a byli popsani pouze
explorativné. Analyza byla opakovana i s pfifazenim téchto pacientii do skupiny bez protilatek.
K identifikaci nezavislych rizikovych faktori poukazujicich na asociaci s autoimunitou byl
pouzit vicerozmérny logisticky regresni model. Jako zavisld proménna byla pouzita pfitomnost
protilatek. Vyloucili jsme faktor "rodinnd anamnéza autoimunitnich onemocnéni", protoze jsme
identifikovali informacni (tzv. recall) bias (nedostatek spolehlivych informaci u mnoha pacienti

bez protilatek).

Na zéklad¢ imputovanych dat byly sestaveny jednorozmérné a vicerozmérné regresni modely.
Proménné s hodnotou p < 0,007 v jednorozmérné analyze (korigované na vicenasobné
testovani) byly zahrnuty do vicerozmérného logistického regresniho modelu. Kazdému

rizikovému faktoru byl pfifazen 1 bod pro vytvofeni skore ACES (rozsah = 0 — 6 bodu).
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Senzitivita, specificita, pozitivni prediktivni hodnota a negativni prediktivni hodnota byly
vypocteny s pouzitim neimputovaného souboru dat. Procenta byla zobrazena s 95%
konfiden¢nim intervalem (CI) za ptedpokladu Poissonova rozdéleni. Skore Antibody Prevalence
in Epilepsy and Encephalopathy (APE), APE2 a ACES byly porovnany pomoci McNemarova
parového testu. K odhadu miry optimismu skore ACES byla pouzita interni validace s

bootstrappingem. Déle byla pouzita Firthova logisticka regrese.

Externi validace byla provedena na Ceském souboru 128 pacientll s epilepsii temporalniho
laloku.(Ances et al. 2005; Elisak et al. 2018b) V této validacni kohorté¢ byly vzorky testovany
komer¢nimi CBA (NMDAR, AMPAR, GABAB-R, CASPR2, LGI1 (Euroimmun) a line blotem
(PNS 11 Line Assay, Ravo Diagnostika, Freiburg, Némecko), RIA pro protilatky proti GAD65
(CentAK anti-GAD65 M, Medipan GMBH, Berlin, Némecko). VSechny pozitivni a vzorky s
nejasnym nalezem byly testovany na tkanovych fezech (Kiel, Némecko) a metodami CBA,
ELISA na tkanovych fezech v Rotterdamu. Vsech 6 rizikovych faktorii pouzitych ve skore

ACES bylo v ¢eské kohort¢ ziskano z pacientskych zaznamti.

5.1.2. Vysledky

Do studie bylo zafazeno 582 pacientli s medidnem trvani epilepsie osm let (mezikvartilové
rozpéti [IQR] 2 — 18), 48% bylo muzského pohlavi, median véku pii zatazeni byl 44 let (IQR=
29 — 58). Dvacet pacientt (3,4 %) mélo protilatky, z nichz 13 mélo protilatky proti GADG65, tii
proti LGI1, tfi proti CASPR2, jeden proti NMDAR. Tii pacienti byli klasifikovani do skupiny
pravdépodobné epilepsie sdruzené s autoimunitou. Jeden pacient, u kterého byl na tkanovych
fezech zjistén specificky vzor barveni a pacient spliioval kritéria pravdépodobné AIE s
negativitou NAbs (Graus et al. 2016), zatimco v séru dalSich dvou pacienti byly pomoci CBA
zjistény protilatky proti GlyR. Devét pacientli mélo pozitivni tkanové fezy, ale nebyla zjisténa
z4dna znama protilatka (v€etné negativni imunocytochemie); tito pacienti byli zafazeni do
skupiny pacientii s epilepsii s moZnou asociaci s autoimunitou. Cast vzorki byla testovana z
diavodu vysokého skore ACES (ACES > 2, n = 82; post hoc testovani). U téchto vzorkti nebyly

nalezeny zadné protilatky.

Pti velmi peclivé analyze klinickych dat byly u 19 z 20 pacientd s epilepsii sdruzenou s
autoimunitou pfi zatfazeni do studie pfitomny dal$i nendpadné ptiznaky nebo symptomy

encefalitidy/encefalopatie.
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Srovnani pacientl s protilatkami proti extraceluldrnim antigenim (LGI1, CASPR2, NMDAR;
n = 7), pacientll proti GAD65 (n = 13) a pacientd bez protilatek (n = 550; Tab. 1) ukazalo, ze
pacienti s protilitkami (proti extracelularnim antigenim 1 GAD65) méli Castéji
farmakorezistentni epilepsii (p = 0,002) a uni- nebo bilaterdlni T2/FLAIR hyperintenzity v
mezalnimm temporalnim laloku (p < 0,0001), vy$§i mRS pfi zatazeni (p < 0,0001) a Castéji
kognitivni dysfunkci (p < 0,0001) a poruchu chovani (p <0,0001; Obr. 1). Post hoc analyza
ukazala, ze pacienti s protilatkami proti extracelularnim antigeniim byli pfi nastupu onemocnéni
star§i, spiSe muzi, méli kratsi dobu trvani epilepsie a Castéji méli autonomni piiznaky nez
pacienti s protilatkami proti GAD65 nebo pacienti bez asociace s autoimunitou. Pacienti s
vysokou koncentraci protilatek proti GAD65 byly jen zeny, Cast€ji méli dal$i autoimunitni
onemocnéni, poruchy feci a svalovou ztuhlost nez pacienti s protilatkami proti extracelularnim

antigeniim nebo bez asociace s autoimunitou.

Osm proménnych vykédzalo v jednorozmérné analyze statisticky vyznamnou souvislost s
nalezem protilatek: farmakorezistentni epilepsie, autoimunitni onemocnéni v anamnéze,
porucha chovani, kognitivni dysfunkce, svalova ztuhlost, porucha feci, autonomni symptomy a
hyperintenzita v oblasti mezialniho temporalniho laloku na MRI (viz Tab. 2). Mnohorozmérny
model zahrnoval nasledujici faktory: autoimunitni onemocnéni v anamnézy, poruchu chovani,
kognitivni dysfunkci, poruchy feci, autonomni ptiznaky a hyperintenzity v oblasti medialni ¢asti

temporalniho laloku na MRI (viz Tab. 2).

37



A Gender and age at onset (years) MRI hyperintensities temporal
oot (gemier)
Bt : — . -
e r v . r T T
100 5m ST 100%- i ',
80 4 . 80%
04— 34 E — 0%
LR L 4
40 = 2 ses sesmsmss @ ———— 40%-
- I! o «
20+ e 1- - EEEw —_— 20%
4 - c. ] 2550
e Extraceliular  GADGS Extracellular GADSS Non-AE 0% Extraccilular GADGS Non=AE
100% — 100% = 100% D
B0% B0 B0%
609 605 60
40% 4056+ 40%-
20% 20% 20%
s Extracellular GADGS Non-AE 0% Estracellular GADSS Non-AE 0% Extracellular GADSS Nom-AE
B Epilepsy duration Autonomic disorders Movement disorders
= AR 1005 s
80%- 80%~
B 0% 0%
g2 L 405 40%~
= YR
! 1 H
g T . 20561 20%-
= — s
% :T e's : 05 0% L7 13 '_M_‘
Extracellular GAD6S Non-AE Extraceliular GAD6S Non-AE Extracellular GADGS Noo-AE
C Autoimmune diseases Speech disorders Muscle stiffness
100% — 100%+ e 10051 :
80%1 B0%- B0
60%~ 6505 0%
40% 0% 405
20% 20% 20
0%- 0% o EE N e
Extmocliular  GADES NomAE Extraccllular  GADSS  Mon-AE B celal GADES AR
[ Extracellular antigens (LGII, CASPR2, NMDAR) — Male
we  Female

B GaADss
[ No evidence for autoimmunity

Obr. 1: Prehled charakteristik, které se ¢ast

wee

€ji vyskytovaly u pacientii s neuralnimi autoprotilatkami.
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*» mezi 0,05 a 0,005, **p mezi 0,005 a 0,0001, ***p <0,0001. Horni hodnoty p odpovidaji porovnani mezi

skupinami s protilatkami a bez asociace s autoimunitou. Dolni hodnoty p (pferusovana ¢ara) vizualizuji post hoc
analyzu. (A) Faktory, které se vyznamné liSily mezi pacienty s epilepsii sdruzenou s autoimunitou a bez. (B)
Faktory, které se liSily mezi skupinou s protilatkami proti extracelularnim antigentim a skupinou bez. (C) Faktory,
které se liSily mezi skupinou s protilatkami proti GAD65 a skupinou bez. V pofadi podle vyskytu jsou na ose y

uvedeny: (1) roky (v€k zacatku onemocnéni), (2) kumulativni procenta (vSechny sloupcové grafy), (3) mésice a

roky (0 — 12, resp. 1 — 80; délka trvani epilepsie).

V externi (Ceské) validacni kohorté¢ (128 pacientll) s epilepsii temporalniho laloku mélo 7
pacientii NAbs (5,5 %, ve srovnani s 3,4 % v nizozemské kohorté, p = 0,30). Statistika C
(konkordance) pro externi validacni kohortu byla 0,92, coz ukazuje, ze (celkovd) diskriminacni
vykonnost je ve valida¢ni kohorté¢ podobna.

Rizikovymi faktory pro imunitni etiologii byly hyperintenzity temporalné¢ na MRI (pomér Sanci
[odds ratio, OR] = 255,3, 95% CI = 19,6 — 3332,2, p < 0,0001), autoimunitni onemocnéni (OR
=13,31,95% CI = 3,1 — 56,6, p = 0,0005), zmény chovani (OR 12. 3,95% CI1=3,2-49,9,p =
0,0003), autonomni ptiznaky (OR = 13,3, 95% CI = 3,1 — 56,6, p = 0,0005), kognitivni
dysfunkce (OR = 30,6, 95% CI = 2,4 — 382,7, p = 0,009) a porucha fe¢i (OR = 9,6, 95% CI =
2,0 — 46,7, p = 0,005). Kazdy z faktori mél hodnotu 1 bodu a ACES skoére > 2 melo 100 %

senzitivitu a 84,9 % specificitu pro detekci epilepsie sdruzené s autoimunitou.

Tab. 2 Vysledky jednorozmérné a mnohorozmérné analyzy

V tabulce jsou uvedeny pouze idaje pacientl s autoimunitni etiologii zachvati (n = 20) a bez prikazu autoimunity
(n = 550). e@Uvedena ¢isla pochazeji z kohortnich dat po imputaci.

Jednorozmérna analyza Mnohorozmérna analyza

OR (95% CI)? p? Korigovany OR (95% CI)? p?
Farmakorezistentni epilepsie 7,1 (2,1 — 24,5) 0,002 - -
IAutoimunitni onemocnéni 3,2 (3,2—20,7) 0,0001 13,3 (3,1 —56,6) 0,0005
IPorucha chovani 11,0 (4,1 —29,3) 0,0001 12,6 (3,2 — 49,9) 0,0003
Kognitivni dysfunkce 31,8 (4,4—229,9) 0,001 30,6 (2,4 —382,7) 0,009
Ztuhlost svalt 7,3 (1,9 —28,7) 0,004 - -
Porucha feci 12,8 (4,1 — 40,0) 0,0001 9,6 (2,0 — 46,7) 0,005
IAutonomni ptiznaky 22,1 (6,4—175,5) 0,0001  p33 (3,8 — 143,3) 0,001
Temporalni hyperintenzity MRI 16,9 (4,6 — 62,1) 0,0001  ps553 (19,6 — 3332,2) 0,0001
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Srovnani skore ACES (obou kohort) s dfive publikovanym skére APE/APE2 ukézalo, ze skore
APE/APE2 odhalilo 8 z 10 pacientil s autoprotilatkami proti extracelularnim proteinim a 7 ze
17 pacientt s protilatkami proti GAD65. VSechna skére vykazovala dobré vysledky u pacient
s kratkou anamnézou epilepsie, ale skore ACES mélo lepsi vysledky u pacientd s chronickou

epilepsii (p = 0,0015, Obr. 2).
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Obr. 2: Pacienti s epilepsii sdruZzenou s autoimunitou rozdéleni podle skore ACES. Pocty pacienti podle skore
ACES (A) jsou uvedeny jak pro nizozemskou kohortu (B), tak pro ceskou valida¢ni kohortu (C). Jsou uvedeny
pouze udaje pacientd s protilaitkami zaméfenymi proti extracelularnim antigentim, proti GAD65 a bez prikazu
autoimunity. Cisla ve sloupcovych diagramech odpovidaji poétu pacientd kazdé specifické skupiny. Vsichni
pacienti s ACES skore > 2 bez asociace s autoimunitou byli testovani komerénimi CBA a post hoc ELISA a vSichni
byli negativni.
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5.1.3. Diskuze

V této prospektivni multicentrické kohortové studii jsme prokazali, Ze mala, ale vyznamna Cast
pacientl s fokalni epilepsii nezndmé etiologie ma neurdlni autoprotilatky. Témét vSichni tito
pacienti méli nerozpoznané piiznaky encefalitidy. Identifikace téchto pacientli je zasadni,
protoze zachvaty lépe reaguji na imunoterapii nez na ASM — u vSech pacientl s protilatkami
proti extracelularnim proteiniim doslo po imunoterapii k vymizeni zachvatii. Pro rozpoznani
pacientll s epilepsii sdruZzenou s autoimunitou jsme zavedli a na valida¢ni kohort¢ validovali
jednoduché klinické skore, které 1ékaiim pomahd pii vybéru pacientd, u nichz by mél byt
proveden screening na piitomnost NAbs.

V této studii byly neuralni autoprotilatky nalezeny u 3,4 % pacientll, zatimco jiné studie popisuji
vysvétlujicim tento rozpor je rozdil ve vybéru pacientl. Pacienti zahrnuti do nasi studie byli
odeslani do center pro epilepsii neurology, ktefi neméli podezieni na AIE u téchto pacientti. Pti
zpétném pohledu meéla vétSina pacientii nendpadné piiznaky nebo symptomy AIE, ale tyto
ptiznaky nebyly rozpoznany jako souvisejici s AIE. Naptiklad nespavost, svalova ztuhlost nebo
mirné kognitivni problémy byly ¢asto povazovany za vedlejsi u¢inky ASM. Kromé toho byli
pacienti zafazeni do skupiny epilepsie sdruzené¢ s autoimunitou pouze tehdy, pokud byly
protilatky prokadzany dvéma metodami. V mensi prospektivni kohorté pacienti s epilepsii
temporalniho laloku byly zjistény stejné protilatky jako v této studii (Elisak et al. 2018b),
zatimco jini detekovali vétsi variabilitu protilatek (Brenner et al. 2013b, Dubey et al. 2017). V
nekterych studiich chybéla konfirmace nalezu pozitivity protilatek druhou metodou, ackoli pii
screeningu velkych kohort je konfirmace nezbytnou nutnosti, aby se predeslo faleSn¢ pozitivnim
vysledkiim. Pfedchozi studie popisuji také protilatky s diskutabilni roli, vcetné¢ nizké
koncentrace protilatek proti GAD65 a dvojité negativni protilatky proti VGKC, které jsou dnes

vét§inou povazovany za klinicky irelevantni (Sonderen et al. 2016b, Lang et al. 2017).

U nasich pacientl byly pfitomny protilatky proti LGI1, CASPR2 a GADG65. Klinicky prabéh v
téchto pfipadech miiZze byt delsi a méné progresivni a diagnoza je pravdépodobnéji opozdéna
nebo prehlédnuta nez u pacientt s jasnou encefalitidou (Irani et al. 2010, Sonderen et al. 2016d,
Sonderen et al. 2016a). Prestoze klinické fenotypy spojené s témito protildtkami mohou byt
mén¢ zavazné, imunoterapie je lepsi nez ASM (Bruijn et al. 2019, Mufioz-Lopetegi et al. 2020),

coz ¢ini stanoveni spravné diagnozy v ¢asné fazi dalezitym. Na rozdil od pacientt s protilatkami
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proti LGI1 nebo CASPR2 nebyl Zadny z pacientl s protilatkami proti GAD65 po imunoterapii
bez zachvatii. Nicméné u poloviny léCenych pacienti bylo pozorovano dlouhodobé snizeni

frekvence zachvatl az o0 95 %, doprovazeno sniZzenim titru protilatek v séru.

Pii pouziti cut-off hodnoty 2 pro skoére ACES byli identifikovani vSichni pacienti s pozitivnimi
protilatkami, ale u 14 % pacientl bylo vySetieni protilatek neprikazné. Skore by se proto nemélo
pouzivat k diagnostice epilepsie sdruzené s autoimunitou, ale jako voditko pro vybér pacientti

pro screening protilatek.

Faktory zahrnuté do skore ACES se ¢astecné piekryvaji s faktory pouzitymi ve skore APE/APE2
(Dubey et al. 2017, Dubey et al. 2019). Nicméné témét 70 % pacientl s epilepsii s absenci
jasného akutniho encefalitického stadia by nebylo pomoci APE/APE2 identifikovano. Pravé
ACES skore je schopno identifikovat i tuto skupinu.

Limitace této studie je maly pocet pacientli s pozitivnimi protilatkami. Proto byla provedena
externi validace v druh¢, nezévislé, zahranicni kohorté, ktera ukdzala obdobny vykon ACES
skore. Dal§im omezenim bylo pouziti pouze séra u vétSiny pacientii. Ackoli je sérum vysoce
citlivé pro testovani protilatek proti LGI1 (Sonderen et al. 2016d), CASPR2 (Sonderen et al.
2016a), GAD65 (Coevorden-Hameete et al. 2019) a GABAB-R (Coevorden-Hameete et al.
2019), je méné citlivé pro screening protilatek proti NMDAR (Gresa-Arribas et al. 2014) nebo
AMPAR (McCracken et al. 2017).
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5.2. Studie ¢. 2: Nizka prevalence neuralnich autoprotilatek v perioperacnich
vzorcich mozkomiSniho moku epileptochirurgickych pacienti -

multicentricka prospektivni studie

5.2.1. Metodika

5.2.1.1. Pacienti

Do studie byli zahrnuti vSichni pacienti podstupujici resekéni operaci epilepsie, kteti souhlasili
s Ulasti a jejichz epilepsie nebyla zpisobena mozkovym nadorem. Zadny z pacientti nemél
anamnézu limbické encefalitidy. Do studie jsme zafadili dospélé pacienty ze tii
epileptochirurgickych center v Ceské republice — z Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brng, z
Nemocnice Na Homolce v Praze a z Fakultni nemocnice Motol v Praze. Analyzovali jsme
anamnézu, EEG, video-EEG, neuropsychologické vysetieni, MR mozku a predem definovany
soubor polozek: v€k na pocatku onemocnéni, vék v dobé operace, rodinnd anamnéza epilepsie,
rizik pro rozvoj epilepsie v anamnéze (perinatalni hypoxie, febrilni zachvaty, anamnéza tirazu
hlavy nebo infekce CNS), typ(y) a frekvence vSech zachvatli, anamnéza tonicko-klonickych
zachvati (TCS) a status epilepticus (SE), vyskyt a typ aury, vyskyt multimodalni aury, tj.
alespon dvou typt aury (v ramci jednoho zachvatu nebo jako rizné typy zachvatl) (Steriade et
al. 2018), podavana lécba (ASM, imunoterapie). Resekovana tkan byla zpracovana a posouzena
zkusenym patologem podle souc¢asnych doporuceni pro komplexni neuropatologické vysetieni
(Bliimcke et al. 2016). Pacienti, u nichz byl v histopatologické vysetieni resekované tkané

detekovan nador, byli z finalni kohorty vylouceni.

Outcome byl hodnocen po dvou letech od operace dle ILAE klasifikace. U pacientl s kratsi
dobou sledovani byly udaje o outcome zaznamenany také. Outcome dle ILAE 1 a 2 byly

hodnoceny jako pfiznivy, 3 a vice jako nepiiznivy (Wieser et al. 2001).

5.2.1.2. Analyza protilatek

Béhem operace byl odebran likvor a sérum. Vzorky likvoru byly odebrany pied vlastni resekci
mozkové tkané ze subduralniho prostoru. Odbér nemél Zadny vliv na samotny zakrok. U

pacientii byla provedena cytologicka analyza (pocet leukocytl a erytrocytll) a/nebo biochemické
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vySetieni (albumin, imunoglobuliny, IgG index, oligoklonalni pasy). VSechny vzorky byly poté

uchovavany v alikvotech zmrazenych pii -80 °C az do dal$i analyzy.

Protilatky byly testovany ¢tyfmi metodami dle doporuceni (Bien et Holtkamp 2017a, Graus et
al. 2016): 1) Line blot (PNS 11 Line assay, ravo diagnostika, Freiburg, Némecko), ktery detekuje
protilatky proti Hu, Yo, Ri, CV2/CRMPS5, amphiphysin, Mal, Ma2, SOX1, GAD65, Tr a Zic4.
2) CBA (Autoimmune Encephalitis Mosaic 1, EUROIMMUN, Liibeck, Némecko), ktery
detekuje protilatky proti NMDAR, CASPR2, AMPAR1/2, LGI1, GABAB-R. 3) tkanové tfezy
pro detekci NAbs proti intracelularnim antigenim (Neurology Mosaic 8 IIFT, EUROIMMUN,
Liibeck, Némecko) — vzorky s pozitivnimi nebo hrani¢nimi vysledky byly zaslany do referen¢ni
laboratote (Labor Stocker, Liibeck, Némecko) ke konfirmaci. 4) V zahrani¢ni laboratoti (Institut
klinické chemie, Kiel, Universititsklinikum Schleswig-Holstein, Némecko) bylo provedeno
vySetieni na tkadnovych fezech mozku potkanti pomoci nepiimé tkanové imunohistochemie na
fezech vhodnych pro detekci protilatek proti povrchovym protilatkam (Lancaster et al. 2010).
Vsechny vzorky, které byly pozitivni na tomto vySetieni byly déle testovany pomoci 1) CBA z
bun¢k bunécné linie HEK293T transfekovanych plazmidem kodujicim GABAA-R, GlyR,
dopaminovy receptor 2 (DR2), metabotropni glutamatovy receptor 5 (mGluR5), neurexin3a a
IgLONS5 na fixovanych CBA, a AMPAR na zivych CBA k vyhledani téchto charakterizovanych
autoprotilatetk a 2) nepiimych imunofluorescenCnich testi s pouzitim zivych,
nepermeabilizovanych neurdlnich kultur hipokampu potkana jak bylo popsano diive, k
identifikaci pfedpoklddaného barveni povrchu neuronalnich bun€k (Ances et al. 2005,
Coevorden-Hameete et al. 2016). U vzorkt pozitivnich na protilatky proti GAD65 metodou line
blot ¢i na tkanovych fezech byly navic stanoveny titry pomoci ELISA (Medizym antiGAD M,
Medipan GmbH, Dahlewitz, Némecko).

Ptipady s (1) nalezy na CBA vzorkt séra bez potvrzeni pozitivity v likvoru a/nebo na tkanovych
fezech, (2) nalez na tkadnovych fezech v likvoru bez potvrzeni na CBA nebo v testu neptimé
imunofluorescence na zivych hipokampélnich neuronech nebo (3) s hrani¢ni nebo nizkou
pozitivitou v line blotu v séru bez potvrzeni na tkdfiovych fezech a povazované za nesouvisejici
s klinickym obrazem (napi. hrani¢ni pozitivita protilatek proti Yo pouze na line blotu) byly

oznaceny jako negativni (Déchelotte et al. 2020).
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5.2.1.3. Statisticka analyza

Deskriptivni statistickd analyza byla provedena pomoci softwaru Minitab (verze 21.2, 2022).
Data byly pro spojité proménné vyjadieny jako pramér (smérodatna odchylka) pokud se jednalo
o normalni rozdéleni, nebo jako median (mezikvartilové rozpéti) pokud rozdéleni nebylo
normalni, nebo jako procenta ¢i rozpéti pro kategorialni proménné. Porovnani dvou skupin
pacientii s epilepsii bylo provedeno pomoci Fisherova exaktniho testu pro kategoridlni
proménné a Mannova-Whitneyho testu pro spojité neparametrické promeénné. Hladina

vyznamnosti byla stanovena na p = 0,05 s Bonferroniho korekci pro vicenasobné testovani.
5.2.2. Vysledky

5.2.2.1. Demografie a klinické charakteristiky

Do studie jsme zaradili 86 pacientll. Deset pacientl bylo vyrazeno na zékladé 1) nedostatku
vzorklt mozkomiSniho moku (n=2) nebo 2) histopatologické diagnézy nadoru (n=8). Do
kone¢ného souboru tak bylo zarazeno celkem 76 pacientli. VEk pacientl pii vzniku zachvat
byl 14£11 let a primérna doba od stanoveni diagnozy do epileptochirurgického vykonu byla
21+£13 let. 69 % pacientli mélo epilepsii temporalniho laloku, 61 % mélo v anamnéze TCS a 11
% mélo v pribéhu onemocnéni SE. Témét polovina pacienti méla pied vlastni operaci
provedeny ptedchozi intrakranidlni zdkroky (intrakranidlni EEG explorace, termokoagulace,

piedchozi resekéni operace).

Demografické udaje, charakteristiky epilepsie a nalezy v mozkomiS$nim moku jsou uvedeny v
Tabulkach 3 — 5. Sedmdesat Ctyii procent pacientti mélo lezionalni MR. Zanétlivé zmény v
likvoru (napf. pleocytdza) bylo obtizné hodnotit kvili kontaminaci krvi, ale pfitomnost

oligoklonalnich pasti izolované v likvoru byla zjisténa u 6,6 % pacientt.

P11 histologickém vySetteni byla jednoznacna strukturélni etiologie zjisténa v 90,8 % piipadech.
Z nich 53 % mélo fokalni kortikalni dysplazii, 36 % hipokampalni skler6zu. Glidza byla zjisténa
u 10 % pacienti. Zadny z pacientii nemé&l vyrazné leukocytarni infiltraty v mozkovém
parenchymu, perivaskularni kumulaci lymfocytii nebo granulomat6zni ¢i infiltrujici destrukei
cév. U 8 % pacientd se vyskytovalo komorbidni autoimunitni onemocnéni a jeden pacient mél

nador mimo CNS.
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Celkove byl outcome klasifikovany podle ILAE po dvou letech od operace ptiznivy u 24/35 (69

%) pacientl u kterych byl dostupny.

Tab. 3: Klinické charakteristiky, MRI, EEG, histopatologie

tjedna pacientka podstoupila zménu pohlavi z muZského na Zenské. 1 pacient mél HS a fokalni gliozu

temporalniho polu, 1 pacient mél HS a malformaci korového vyvoje s oligodendroglialni hyperplazii (MOGHE).

*V temporalnim laloku nebyla piitomnost hipokampalni sklerdézy a piidruzené FCD I povaZzovana za dudlni

patologii a byla hodnocena jako FCD Illa (Bliimcke et al. 2011). Zkratky: M - muzi, Z - Zeny, CI - interval

spolehlivosti
Proménna Pocet pacienti (%)
Pohlavi (M:Z) 34 : 421 (45 % zen)
Vek pti stanoveni diagnozy (pramér, 95 % CI) 14+2
Vek pfi operaci (prumeér, 95 % CI) 35+2
MRI
Nelezionalni (%) 19/74 (26 %)
Lezionalni (%) 55/74 (74 %)
Histopatologie
Malformace korového vyvoje (n, (%)) 34 (45 %)

FCD 31/34 (91 %)
Typ 1 13/31 (42 %)
Typ II 13/31 (42 %)
Typ 11T 5/31 (16 %)

Skler6za hipokampu (%)

25 (33 %)
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Typ (Bliimcke et al. 2013)

Dualni patologie (%)** 2(3 %)
Gliova jizva (%) 7 (9 %)
Negativni histologie (%) 7 (9 %)
Cévni malformace (%) 1(1 %)
Soucasné autoimunitni onemocnéni (%) 6 (8 %)

Imunoterapie (%)

2/75 (3 %)

Nador mimo CNS (%, typ)

teci; kognitivni deficit) (n, typ (%))

Jiné piiznaky (zména chovani; dysautonomie; porucha

Tab. 4: Charakteristika epilepsie

fIPI z anglického initial precipitating injury (febrilni zachvaty, perinatilni poranéni, meningitida/encefalitida,

traumatické poranéni mozku). "Pfedchozi invazivni zékrok: intrakranidlni EEG explorace, termokoagulace,

ptredchozi resekéni operace.

Proménna

Pocet pacientii (%)

Epilepsie spankového laloku (%)

53/75 (67%)

Epilepsie frontalniho laloku (%)

15/75 (20%)

Epilepsie zadni kiiry (%)

8/75 (11%)

Predchozi intrakranialni zakrok* (%)

36 (47%)

ASM v dob¢ operace (medidn; rozmezi; IQR)
ASM celkem (medidn; rozmezi; IQR)

2 (1 —5; 1) (hodnoceno u 75)
5 (1 —14; 5) (hodnoceno u 69)

Tonicko-klonické zachvaty v anamnéze (%)

46/75 (61%)

Status epilepticus v anamnéze (%)

8 (11%)
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1/74 (1 %, karcinoid apendixu)

36 (47 %); 1/75 (1 %); 7/75 (9 %): 11/75 (15 %)
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Zachvatové dny za mésic (medidn; rozmezi; IQR) 6 (1 — 30, 22) (hodnoceno u 74)

IPT* nebo pozitivni rodinna anamnéza (%) 38/75 (51%)

Tab. 5: Vysledky analyzy CSF

Vzor II: dva nebo vice oligoklonalnich past v likvoru, které nejsou pfitomny v séru. Vzor IV: dva nebo vice
identickych oligoklonalnich pasti v likvoru a séru. *Vysledky cytologie a biochemie CSF byly ¢asto kontaminovany

krvi (odbér béhem operace) a znemoznovaly nam analyzovat piitomnost pleocytézy nebo zvysené bilkoviny.

Proménna* Hodnota (pocet vzorki s analyzou)
Pocet leukocytd [na 3 mm?] (medidn (rozmezi; IQR)) 14 (0 — 960; 52) (35)

Pocet erytrocyt [na 3 mm?]) (median (rozmezi; IQR)) 8960 (2 — 124000; 19 840) (29)
Albumin [mg/1] (medidn (rozmezi; IQR)) 587 (83 — 4240; 682) (71)
Oligoklonalni pasy (vzor II) 5/71 (7%)

Oligoklonalni pasy (vzor IV) 3/71 (4%)

5.2.2.2. Skupina pacienti s protilitkami a oligoklonalni pasy izolované v likvoru

Analyzovali jsme podskupinu pacientii, u nichz byly detekovatelné NAbs nebo byl zjiStén
zanétlivy nalez v mozkomisnim moku. Za ukazatel zanétu jsme povazovali pouze pfitomnost
oligoklonélnich past izolovan¢ v likvoru, nikoli pleocytozu, protoze ve vétSin€ vzorkl byl v
dasledku kontaminace krvi pozorovan perioperacné zvySeny pocet leukocytt. Vysledky
testovani autoprotildtek jsme povazovali za specifické pouze tehdy, pokud byly potvrzeny
konfirmacnim testovanim (tkanove fezy pii pozitivit¢ CBA a naopak), napt. nalez CASPR2 na
CBA by byl povazovany za specificky pouze tehdy, pokud by byl potvrzen na tkanovych fezech.
Ze vsech vySetfovanych pacientd mél jeden (1,3 %) protilatky proti GAD65 v mozkomiSnim
moku a séru zjisténé jak line blotem, tak na tkanovych fezech; titr byl stanoven metodou ELISA
— 7166 1U/ml v likvoru a 439 140 1U/ml v séru. Tyto dva vzorky byly z technickych divoda

odebrany s odstupem né€kolika mésict, takze protilatkovy index (Al) nebylo moZné spocitat (viz
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Tab. 6). Tomuto pacientovi bylo v dobé vzniku zachvati 26 let a mél 13 letou anamnézu
onemocnéni. Na MR byl nélez popséan jako neleziondlni, ale pfi histopatologickém vysetfeni
byla zjisténa FCD Illa (FCD I s hipokampdélni skler6zou). Outcome byl u tohoto pacienta
ptiznivy (vysledné skore na stupnici ILAE 1).

Za zminku stoji, Ze osm pacienti mélo pozitivni CBA nebo vysetfeni na tkanovych fezech
nepotvrzené jinou technikou (3 CASPR2, 1 NMDAR, 4 nezndmy vzor barveni bez pozitivity
primarnich neuralnich kultur). Jak jiz bylo zminéno, tito byli hodnoceni jako bez asociace s
autoimunitou, kromé jednoho, ktery byl také soucasti skupiny s pozitivitou OCB izolované v

likvoru.

U péti pacientil byly v testovanych vzorcich ptitomny OCB izolované v likvoru. Pacienti byli v
dobé diagndzy ve véku 2, 12, 15, 15 a 25 let a mezi diagndzou a epileptochirurgickym vykonem
byl interval 27, 7, 19, 19 a 9 let. Tii z nich m¢li v histopatologickém vysetieni ndlez FCD a
vSichni méli neptiznivy pooperacni outcome. Jeden pacient mél hipokampélni sklerézu a jeden

pacient m¢l negativni histopatologicky nalez, u obou byl outcome piiznivy.
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5.2.3. Diskuze

Mezi nase hlavni zjiSténi patii, Ze (1) u pacientli s farmakorezistentni fokalni epilepsii byly u
90,8 % z nich histopatologicky zjistény strukturalni zmény. Vice nez 50 % z nich mélo fokalni
kortikéalni dysplazii a kolem ' hipokampalni sklerézu. U zadného z téchto pacientli nebyli
histopatologicky nalezeny zanétlivé zmény svédcici o aktivnim zénétu. (2) Celkovy vyskyt
neuralnich autoprotilatek sv&d¢icich pro epilepsii sdruzenou s autoimunitou byl nizky (jeden
pacient, 1,3 %). Tento pacient mél v likvoru a séru protilatky proti GADG6S s titry specifickymi
pro GADG65 sdruzena onemocnéni, pfi¢emz epilepsie temporalniho laloku spojena s GAD65 je
dobfe literarn€ definovana (Mufioz-Lopetegi et al. 2020). Nemutzeme vSak vyloucit kontaminaci
likvoru protilatkami ze séra v disledku kontaminace likvoru krvi, protoze Al index nebyl k
dispozici (sérum a likvor byly kviili technickym problémim odebrany s odstupem nékolika
mésicil). Zajimavé je, ze tento pacient mél v histopatologickém vySetieni fokalni kortikalni
dysplazii a hipokampalni sklerézu (tedy se jednalo FCD Illa), kterd nebyla identifikovdna na
MRI. Jeho outcome byl ptiznivy, coz by spiSe odpovidalo tomu, ze FCD je "pravou" etiologii
epilepsie a GADG65 protilatky jsou pouhym "epifenoménem". (3) DalSich pét pacientt (6,6 %)
meélo oligoklondlni pasy izolované v likvoru, coz je nélez, ktery by mohl ukazovat na pfitomnost
chronického zanétu v likvoru. Za zminku stoji, ze tfi z nich méli FCD a vSichni méli neptiznivy
outcome operace. Jedna z moznych interpretaci je, Ze pietrvavajici chronicky zanét v likvoru by
mohl byt negativnim prediktorem vysledku po operaci epilepsie, nicméné k potvrzeni tohoto
pozorovani je zapotiebi dal§iho vyzkumu na vétSim souboru pacientt. (4) U osmi pacientt (10,5
%) jsme zjistili pozitivni ndlezy v nckterych testech na protilatky, které se ale nepodafilo
jednoznacné reprodukovat v konfirmacnich testech. I kdyz je mozné, Ze naSe pfisna kritéria
vedla k nespravnému zafazeni nékterych nalezii mezi faleSn€ negativni, rozhodli jsme se
chybovat na stran¢ senzitivity, abychom ziskali konzervativni odhad prevalence. Bez
konfirmacniho testovani protilatek a histologie by nas odhad ¢inil u 17,1 % epilepsii sdruzenou
s autoimunitou, coz je udaj pfipominajici pfedchozi pozorovani v jinych kohortach pacientl s

epilepsii pouzivajicich mén¢ ptisna kritéria.

Obecné lze fici, Ze roli zanétu u epilepsie a konkrétné u FRE mohou vysvétlit dvé alternativni
(nikoli v§ak vzdjemné se vylucujici) hypotézy. Za prvé, AIE mohla vést k sekundarnim zménam

v riiznych mozkovych strukturach, které jsou zdkladem zvysSené excitability a epileptogeneze.
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Zadruhé, opakovand zachvatova aktivita by mohla sama o sobé vyvolat — primarné vrozeny a
pfipadné¢ sekundarné adaptivni — zanét/imunitni reakci v CNS, coz mohlo nésledné urychlit
mechanismy epileptogeneze. NaSe pozorovani pacienta s protilatkami proti GAD6S5 v likvoru a
séru a FCD Illa na histopatologii by podporovalo spiSe druhou hypotézu. Mohli bychom
spekulovat, ze vrozena kortikdlni malformace byla pfi¢inou dlouhotrvajici FRE a spustila
sekundarni rozvoj autoimunity zamétené proti GAD65 coz by mohlo opét ovlivnit pribéh

onemocnéni u tohoto pacienta.

Nase studie mé nékolik limitaci. Jednou z nich je velikost naseho souboru. Pfi interpretaci
vysledki je také tieba vzit v ivahu zplisob odbéru vzorkit mozkomisniho moku a séra.
Domnivame se vSak, Ze metoda pouzitd pro odbér vzorkl likvoru neovlivnila testovani
protilatek, stejné jako ptfitomnost OCB izolované v likvoru. Specidlni histopatologické metody
(specifické imunobarveni) mimo standardni protokol nebyly pouzity. Pfi koncipovani studie
jsme viak na zakladé dostupnych udajt o epileptochirurgii v Ceské republice piedpokladali, Ze
nas soubor bude prili§ heterogenni, a tedy ptilis maly na to, abychom se mohli zabyvat rozdily
ve slozkach vrozené nebo adaptivni imunity u rznych typt 1ézi.

Souhrnné lze fici, Ze v této prospektivni kohorté chirurgicky 1é€enych pacientii s FRE nebyla
pozorovana zadna relevantni pozitivita protilatek, kromé jednoho pacienta s pozitivitou
protilatek proti GAD65 v séru 1 mozkomiSnim moku s pfitomnosti FCD v histopatologii. U
tohoto pacienta povazujeme tento nalez za ndlez s nejasnym vztahem k FRE. Na rozdil od
mnoha jinych studii jsme nezatadili nespecifické protilatky, jako jsou protilatky proti TPO, ani
ty, které nebyly potvrzeny dvéma metodami. Nizké prevalence pozitivity protilatek v této
vysoce selektované skupiné chirurgickych pacienti s fokalni epilepsii by vSak neméla byt

interpretovana jako ditkaz proti provadéni testovani NAbs u pacientli s FRE obecné.
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5.3. Studie ¢. 3: Autoimunitni encefalitida s negativitou neuralnich

autoprotilatek — retrospektivni monocentricka analyza

5.3.1. Metodika
5.3.1.1. Selekce pacientii

Do studie byli zahrnuti vSichni pacienti, jejichz vzorky séra a/nebo mozkomisniho moku byly
na nasem pracovisti testovani na ptitomnost neuralnich autoprotilatek v obdobi od fijna 2011
do prosince 2020 (N = 2612). Po vylouceni pacientli z externich pracovist a détskych
(mladsich 18 let) pacientti (Cellucci et al. 2020) byla k dispozici dokumentace 2250 pacienti.
Data pacientil byly podrobeny analyze s aplikaci diive publikovanych diagnostickych kritérii
(Graus et al. 2016). Pacienti splilujici kritéria mozné AIE s negativitou NAbs byli

analyzovani dale.

Kritéria pro moznou AIE s negativitou neuralnich autoprotilatek zahrnovala (1) subakutni vznik
poruchy pracovni paméti, poruchy védomi nebo psychiatrickych pfiznaki a (2) alespoii jeden z:
novy fokalni deficit, zaichvaty nevysvétlitelné diive znamou epilepsii, pleocytozu v likvoru nebo
znamky na MRI sv&dcici pro encefalitidu. Kritéria pro pravdépodobnou AIE s negativitou NAbs
zahrnovala (1) subakutni vznik poruchy pracovni paméti, poruchy védomi nebo psychiatrickych
pfiznaki a (2) alespoit dv€ z: a) MRI abnormality podporujici diagnézu autoimunitni
encefalitidy, b) pleocytoza v likvoru, OCB izolovan¢ v likvoru nebo zvyseny IgG index nebo c)
mozkova biopsie se zdnétlivymi zménami. Kritéria pro definitivni ADEM zahrnovala (1) prvni
multifokélni klinickou ptihodu z CNS s ptedpokladanou zanétlivou demyelinizaéni pti¢inou s
encefalopatii, kterou nelze vysvétlit horeCkou; (2) difuzni, Spatné€ ohranic¢ené, velké (>1 — 2 cm)
1éze ptevazné v bilé hmot¢ na MRI; a (3) zadné nové klinické nebo MRI nélezy po 3 mésicich
od zacatku ptiznakl. Diagnosticka kritéria pro definitivni autoimunitni limbickou encefalitidu
(LE) (s negativnimi NAbs) zahrnovala: (1) subakutni vznik poruchy pracovni paméti,
epileptickych zachvatii nebo psychiatrickych ptiznaki; (2) bilaterdlni abnormality na MRI
mozku (zvySeni intenzity signalu v T2 vaZenych sekvencich) v oblasti medialnich temporalnich
lalokt; a (3) alesponi jedno z: pleocytdza v likvoru nebo EEG s abnormalni aktivitou zahrnujici

temporalni lalok(y).
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5.3.1.2. Sbér dat

Pteddefinovany soubor sbiranych dat zahrnoval demografické udaje (vék, pohlavi), ptiznaky
poruchy pracovni paméti, poruchy védomi, psychiatrické ptiznaky, epileptické zachvaty,
kognitivni deficit (v jinych oblastech nez pracovni pamét) a fokdlni zanikové CNS ptiznaky
(napft. extrapyramidové, cerebelarni, paréza koncetin) (Balu et al. 2019). Modified Rankin
Scale a Clinical Assessment Scale in Autoimmune Encephalitis (CASE) skore (Lim et al.
2019) v riznych casovych bodech byly retrospektivné hodnoceny z dostupné zdravotni
dokumentace (béhem hospitalizace, pfi propusténi, v prvnich 9 mésicich po vzniku ptiznak,
pii posledni kontrole Iékafem nebo telefonicky pro mRS, na kontrole 1¢katem pro CASE).
Zlepseni nebo zhorSeni skore mRS a CASE bylo definovano zménou o 1 nebo vice bodu jak
pfi propusténi (pocCatecni zlepSeni/zhorSeni), tak pii posledni kontrole (trvalé
zlepsSeni/zhorSeni), stabilizace pokud nedoslo ke zméné skore. ZlepSeni nezavislé na
imunoterapii, bylo definovano jako minus 1 nebo vice bodii v mRS a CASE u pacienta, ktery
nedostaval imunomodulacni 1écbu. Skére RAPID (akronym z péti skorovanych proménnych)
bylo rovnéz retrospektivné zaznamenano u kazdého pacienta s dostupnymi tdaji, pficemz

hodnoty 0 — 1 byly uvedeny jako prediktivni pro dobry outcome (mRS 0 — 2) a2 — 5 jako

prediktivni pro Spatny outcome (mRS 3 — 6) (Lee et al. 2022). U vSech pacientli byly
zaznamenany piipadné autoimunitni komorbidni onemocnéni.

U vSech pacientii byla provedena MRI mozku, EEG a vySetfeni mozkomi$niho moku.
Elektroencefalografické nalezy byly klasifikovany podle pfitomnosti fokalniho (uni- nebo
bilateralniho) nebo difuzniho zpomaleni, epileptiformni aktivity a elektrografickych
zachvatli véetné nekonvulzivniho status epilepticus (NCSE). Hodnotilo se prvni EEG
zaznamenané na naSem pracovisti a predchozi EEG na externim pracovisti, pokud bylo k
dispozici. Nalezy na MRI byly rozdéleny na LE (T2/FLAIR zvySeni intenzity signalu
omezeno na jeden nebo oba medialni temporalni laloky) nebo multifokalni (mnohocetné 1éze
v bilé a/nebo Sedé hmoté kompatibilni s demyelinizaci nebo zanétem). Analyza
mozkomi$niho moku zahrnovala vSechna standardni likvorologicka vysetfeni. Nalez v
likvoru byl klasifikovan jako abnormalni v ptitomnosti nékterého z nasledujicich znak:
pleocytoza (>4 bunky/ul), zvysend bilkovina (rozmezi podle véku), albumin (rozmezi podle
veku), imunoglobuliny G (IgG) (> 40 mg/l), imunoglobuliny M (IgM) (> 1,3 mg/l), zvySeny
albuminovy index (QAlb > 9,9), intratekalni syntéza IgG na zaklad¢ IgG indexu a/nebo
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ptitomnost oligoklonalnich pasi pfi izoelektrické fokusaci izolované v likvoru. Pokud bylo
provedeno vice lumbalnich punkci, byly pocet leukocyti v mozkomiSnim moku a
oligoklonalni pasy vybrany ze vzorku s jejich nejvyssim poctem.

AIE byla povazovana za paraneoplastickou, pokud byl £5 let od stanoveni diagnézy AIE
diagnostikovan maligni nddor (Graus et al. 2004), nebo doslo k neddvné progresi diive dobte
kontrolované malignity. Hranice pro ¢asné a pozdni podani IT byla stanovena na 28 dni od

zacCatku priznaki (Titulaer et al. 2013, Ances et al. 2005).

5.3.1.3. Strategie testovani protilatek

Vzorky pacientli (sérum a mozkomiSni mok) byly rutinné testovdny pomoci komeréné
dostupnych testovych souprav: CBA (Autoimmune Neurology Mosaic 1, EUROIMMUN,
Lubeck, Némecko, testujici NMDAR, AMPARI1 a 2, CASPR2, LGIl, GABAB-R) a line
blotem (PNS11 Line assay, ravo Diagnostika, Freiburg, Némecko, protilatky proti Hu, Yo, Ri,
CV2/CRMPS, amphiphysin, Mal a 2, SOX1, GAD65, Tr/DNER a Zic4 nebo EUROLINE
PNS 12 Ag, EUROIMMUN, Lubeck, Némecko, uvedené antigeny a navic recoverin, PKCy a
titin).

Ptipady s hrani¢nim nebo nizkym stupném pozitivity na line blotu ve vzorku séra povazované
za nesouvisejici s klinickym obrazem (napf. protilatky proti Yo u muze s LE) byly povazovany
za protilaitkové negativni.(Déchelotte et al. 2020) VSechny vzorky byly uchovavany v
alikvotech v -80 °C az do dalsi analyzy. Pacienti, kteii nemé¢li k dispozici vzorky séra a/nebo
likvoru (ziskané béhem aktivni fdze onemocnéni) pro dalsi testovani, byli ze studie vylouceni.
Vzorky od vsech pacientt, ktefi splnili kritéria alespont mozné AIE s negativitou NAbs, byly
béhem studie déle testovany pomoci (1) CBA na nepermeabilizovanych Zivych bunkach
HEK293T transfekovanych myelin oligodendrocytarnim proteinem (MOG) (Alexa 564
konjugovany anti-human IgG H + L) pro detekci protilatek proti MOG v séru (Hoftberger et
al. 2014) a (2) tkanovych ezt metodou neptimé tkdnové imunohistochemie na fezech mozku
potkanti jako screeningové testy na vzacné autoprotilatky, jak bylo popsano diive (Lancaster
etal. 2010). Tyto testy (a testy uvedené nize) byly provedeny v Neuroimunologické laboratofi
Institutu klinické chemie v Kielu, Universititsklinikum Schleswig-Holstein, Némecko.
Vsechny vzorky s pozitivnim vysledkem na tkanovych fezech byly déle testovany pomoci
(1) CBA na bunkach HEK293T transfekovanych plazmidem kédujicim GABAAR, GIyR,
DR2, mGluRS, neurexin3a a [gLONS na fixovanych bunikach, a AMPAR na zivych bunkach
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k detekci charakterizovanych vzacnych autoprotilatek a (2) ptimych imunofluorescencnich
testll s pouzitim zivych nepermeabilizovanych neuralnich kultur hipokampu potkana (jak
bylo popsano diive) k identifikaci ptfedpokladaného barveni povrchu neuralnich bunék

(Ances et al. 2005, Coevorden-Hameete et al. 2016).

Pro tuto studii jsme vzorky klasifikovali jako pozitivni na neznamou neuralni autoprotilatku
pouze tehdy, pokud bylo pfitomno (1) barveni hippocampu na tkanovych fezech (v séru
a/nebo likvoru) a zaroven (2) pozitivita vzorku pii vySetfeni na zivych embryonélnich

neuralnich kulturach.

5.3.1.4. Statisticka analyza

Deskriptivni statisticka analyza byla provedena pomoci softwaru Minitab (verze 21.2, 2022).
Spojité proménné byly vyjadieny jako primér (smérodatnd odchylka, SD) v ptipade
normalniho rozdé€leni nebo jako medidn (rozmezi) pokud se testovanim normality prokazalo,
ze rozdéleni neni normalni, a kategorické proménné jako procenta nebo rozmezi. Porovnani
dvou skupin bylo provedeno pomoci Fisherova exaktniho testu pro kategoridlni proménné.

Hladina vyznamnosti byla stanovena na p = 0,05.

5.3.2. Vysledky

5.3.2.1. Selekce pacientii

Z 2 250 pacientt bylo 62 (2,8 %) klasifikovano jako AIE s pozitivitou protilatek. U 57 z nich
(92 %) byly protilatky detekovany pomoci komeréné dostupnych testit (NMDAR encefalitida n
=19, LGI1 encefalitida n = 18, CASPR2 encefalitida n = 5, GADG65 encefalitida n = 3, Ma2
encefalitida n = 3, Hu encefalitida n = 2, AMPAR encefalitida n = 1, GABAB-R encefalitida n
= 1 a encefalitida s vice autoprotilatkami n = 5). Dvacet pét z nich (40 %) mélo fenotyp LE s
podporujicim nalezem na MRI mozku. Zbyvajicich 5 pacientl s pozitivitou protilatek (8 %)
mélo NAbs detekovany v likvoru a/nebo séru pouze pii komplexnim testovani b&hem této
studie, coz vedlo k pieklasifikovani na AIE s pozitivitou protilatek. Dva z téchto péti vstoupili
do diagnostického algoritmu jen jako mozna AIE s negativitou NAbs bez dalsi subkategorizace
pomoci diagnostického algoritmu. Z téchto 5 pacientli m¢l jeden protilatky proti GlyR v séru a
4 méli necharakterizované neuralni protilatky proti povrchovym antigentim na tkdnovych fezech
konfirmované na nepermeabilizovanych, Zivych priméarnich embryonéalnich neuralnich

kulturach (n =1 likvor, n = 1 likvor a sérum, n = 2 pouze v séru). U dalSich dvou pacientii byly
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hrani¢ni pozitivni nalezy pii vySetieni protilatek proti MOG pomoci CBA (titr 1:40 a 1:80,
mezni hodnota 1:160) povazovany za nespecifické. Zadny pacient nemél v séru protilatky MOG
ve vysokém titru.(Reindl et al. 2020) Dalsi 2 (0,1 %) pacienti byli klasifikovani jako
Hashimotova encefalopatie a jeden pacient byl vylouc¢en z diivodu nedostupnosti vzorka k dalsi

analyze.

5.3.2.2. AIE s negativitou neuralnich autoprotilatek

Pokud se zamétime na AIE s negativitou NAbs, 25 (1,1 %) pacienti splnilo kritéria mozné AIE
(35 % ze 72 pacienti v kombinované kohorté pacientd s pozitivnimi a negativnimi
protilatkami). Z nich 10 (0,4 % z hodnocenych pacientii) bylo dale klasifikovano jako
pravdépodobna AIE s negativitou NAbs (n = 5, 50 %), definitivni akutni diseminovana
encefalomyelitida (ADEM) (n =1, 10 %) nebo definitivni autoimunitni LE (n =4, 40 %) (Graus
et al. 2016).

5.3.2.1.1. Pravdépodobna AIE a definitivni ADEM s negativitou neuralnich autoprotilatek
P&t pacienttl (tfi zeny) s medianem veku 67 let (42 — 67) spliovalo kritéria pravdépodobné AIE
a jeden pacient byl klasifikovan jako definitivni ADEM. VSichni pacienti m¢li
polysymptomaticky prubéh. Porucha védomi byla pfitomna u 6, psychiatrické ptfiznaky u 4,
ztrata paméti u 4 a epileptické zachvaty u 3 pacientd. Jeden pacient m¢l anamnézu status
epilepticus. Kognitivni deficit (jiné domény nez postizeni paméti) byl u 5 pacientli a 4 méli jiné
piiznaky. Casovy interval mezi prvnim projevem a stanovenim diagnozy byl v medianu 14 dni

(rozmezi 2 — 100).

Vsichni pacienti méli abnormalni MRI mozku. Ctyfi pacienti méli multifokalni asymetrické
subkortikalni demyelinizac¢ni 1éze, jeden z nich (pacient €. 5) mél kortikalni syceni
gadoliniem. Protilatky proti MOG nebyly detekovany v zddném z jejich sér. Pouze jeden z
téchto pacienti mél pii kontrole stabilni klinicky a MRI nélez, spliujici kritéria pro
definitivni ADEM. VSichni Ctyfi pacienti m¢li pozdni vék nastupu onemocnéni (> 60 let),
ktery je povazovan za atypicky pro ADEM.

Likvor byl ve vSech pfipadech abnormalni. VSichni pacienti méli zvysSeny pocet leukocyti v
mozkomi$nim moku, medidn 29 bunék na mm?® (rozmezi 7 — 1280). Pozitivni IgG index byl v

likvoru byl u 4/6 a dva nebo vice oligoklonalnich pasti izolované v likvoru u 5/6 pacientt. U

péti pacientl byl proveden onkoscreening; u vSech byl negativni.
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VSichni pacienti byli lé¢eni imunoterapii. Dva z nich dostali IT do 4 tydniti od vzniku
ptiznakid. VSichni byli 1é€eni intravendznimi kortikosteroidy a ctyti (67 %) z nich dostali

dalsi lécbu (n = 1 plazmaferéza, n = 1 rituximab, n = 3 cyklofosfamid a n = 1 azathioprin).

Pii posledni kontrole se stav tii pacientl zlepsil a tii pacienti (3/5 s pravdépodobnou AIE)
zemfeli. Pfi posuzovani zavaznosti AIE dle skore CASE se u vSech tii pacientt, u kterych doslo
ke zlepSeni podle mRS, zlepsil i CASE. Pouze jeden pacient byl sledovan po dobu nejméné 2
let; jeho skore RAPID bylo diskordantni s mRS (nizké skore RAPID odpovidalo nizkému skore
mRS (Lee et al. 2022) a naopak).

5.3.2.1.2. Definitivni autoimunitni limbicka encefalitida s negativitou neuralnich

autoprotilatek

Ctyfi pacienti (dvé Zeny) s medianem véku 45,5 roku (rozmezi 27 — 60) splnili kritéria pro
definitivni autoimunitni LE. VSichni pacienti méli polysymptomaticky pribéh. Psychiatrické
priznaky se vyskytly u Ctyt pacientl, porucha paméti u téi pacientil, zachvaty u tii pacientd a
porucha védomi u jednoho pacienta. Zadny z pacientli nemél v anamnéze status epilepticus.
Kognitivni deficit (jiné domény nez postizeni paméti) byl zjistén u jednoho pacienta a dva
pacienti mé&li jiné ptiznaky. Casovy interval mezi prvnim projevem a stanovenim diagnézy

dosahl medianu 59 dni (rozmezi 20 — 254).

MRI byla u vSech Ctyt pacientli dle definice abnormalni (s bilateralnimi 1ézemi omezenymi na

medialni temporalni laloky).

Likvor byl ve vSech piipadech abnormalni. VSichni pacienti méli zvySeny pocet leukocytt v
mozkomi$nim moku; v jednom piipadé vSak nebyl presny pocet bunck k dispozici. Zbyvajici
tfi pacienti méli 23, 40 a 80 bunék na mm?. Index IgG byl ve viech piipadech negativni a v

jednom ptipad¢ byly pfitomny dva nebo vice oligoklondlnich pést izolované v likvoru.

Jedna pacientka méla jiz zndmy nador (karcinom prsu bez generalizace), dal§i dva pacienti

m¢éli negativni onkoscreening a u jednoho nebyl screening proveden.

Dva pacienti dostdvali IT — oba jak intravendzni kortikosteroidy tak dalsi lécbu (n = 1
intravendzni imunoglobuliny, n = 1 azathioprin). Dva pacienti IT nedostali; oba se zlepsili, 1

kdyz dostatecnd doba sledovani (68 mésict) byla jen u jednoho z nich.
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Median doby sledovani u péti pacientt (ktefi byli dimitovani z nemocnice) byl 15 mésict
(rozmezi 5 — 70). Median mRS pacientl byl 4,5 pfi dimisi (rozmezi 2 — 5), 3,5 pii propusténi
(rozmezi 1 — 6), 3,5 po 9 mésicich (rozmezi 0 — 6) a 4,5 pti poslednim kontrole (rozmezi 0 —
6). Median doby sledovani téchto pacientt byl 39,5 mésice (rozmezi 0 — 68). Medidan mRS
pacientl byl pii piijeti 3 (rozmezi 2 — 4), pii propusténi 2 (rozmezi 1 — 4), po 9 mésicich 1,5
(n =2, rozmezi 1 — 2) a pfi posledni kontrole 2 (n = 3, rozmezi 1 — 4). Pfi posledni kontrole
(n = 3) doslo v porovnani s piijetim ke zlepSeni u jednoho pacienta, u jednoho zustal nalez
stabilni a u jednoho doSlo ke zhorSeni. Pii posuzovani zdvaznosti AIE podle snizeni skore
CASE doslo u vsech ¢tyt pacientti ke zlepseni (viz Obr. 3). Tti pacienti byli sledovani po
dobu nejméneé 2 let; skore RAPID bylo ve dvou ptipadech konkordantni s mRS a v jednom
piipadé diskordantni.

A.mRS in probable antibody-negative AE B. CASE score evolution in probable antibody-negative AE
and definite ADEM and definite ADEM
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Obr. 3: mRS a CASE skére u pravdépodobné AIE nebo ADEM s negativnimi protilatkami (A-B) a

definitivni autoimunitni LE (C-D)

5.3.2.1.3. Mozna AIE s negativitou neuralnich autoprotilatek bez dalsi kategorizace

Analyzovali jsme také pacienty, kteti méli moznou AIE, ale nespliiovali zadné z dalSich

diagnostickych kritérii. Jednalo se o 17 pacientil, ale u dvou z nich byla po komplexnim

59



vysetienim zjiSténa pozitivita protilatek. Tuto skupinu tedy tvofilo 15 pacientii, median véku
byl 62 let (24 — 82) a 53 % tvotily Zeny. MRI mozku byla abnormalni u sedmi (47 %) pacientd.
IgG index a oligoklonalni pasy byly méfeny u 14 pacient — IgG index byl pozitivni u jednoho
a oligoklonalni pasy izolované v likvoru u dvou pacientl. U Zadného z pacientli nebyla
provedena biopsie mozku. U sedmi ze 13 pacientl s provedenym onkoscreeningem byla zjisténa
malignita. Devét (60 %) pacientl bylo 1é¢eno IT — vSichni intravendznimi kortikosteroidy. U 3
(33 %) pacienti byla pouzita dal$i imunoterapie (intravenozni imunoglobuliny n=I,
cyklofosfamid n = 1 a azathioprin n = 1). U sedmi z léCenych pacientd (78 %) doSlo k
pocateCnimu zlepSeni a u tii ze 6 pacientii s dalSim sledovanim k trvalému zlepSeni. Deset

pacientt (67 %) zemfelo.

5.3.2.1.4. Pri¢ina umrti a souvislost imunoterapie s vysledkem u AIE s negativnimi

protilatkami

Déale jsme analyzovali kombinovanou kohortu pravdépodobné AIE, definitivni ADEM a
definitivni autoimunitni LE s negativitou NAbs z hlediska pravdépodobnosti zlepSeni u
podskupiny pacientl 1é€enych dal$i nesteroidni IT (tedy terapie, kdy byli kromé steroidl pouzity
1 dalsi Iéky), celkové imrtnosti, pfi¢iny imrti a jejiho vztahu k nddoru, encefalitidé nebo infekci.
Nepozorovali jsme rozdily v pravdépodobnosti zlepSeni u pacientt s nesteroidni IT nebo bez ni

(s 2/6,bez 1/2, p = 1,0, Fisheriiv exaktni test).

Pouze u jedné pacientky s definitivni autoimunitni LE byla zjisténa potencidlni paraneoplasticka
etiologie (karcinom prsu diagnostikovany 4 mésice pied rozvojem AIE). Tato pacientka ptezila

s mRS 4 pii posledni kontrole.

Celkem 3/10 pacientli zemielo (30 %). Umrtnost byla vyssi u pacientil s pravdépodobnou AIE
(60 %, 3/5, zadny z nich nem¢l diagnostikovan nador) ve srovnani s zadnym pacientem s
definitivni autoimunitni LE (0/4, p = 0,4, Fisherlv exaktni test). VSechna tfi amrti byla

povazovana za souvisejici s encefalitidou.
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5.3.3. Diskuze

V nasem clanku popisujeme klinicky obraz, terapii, outcome, mortalitu a pfiinu umrti u
retrospektivni monocentrické kohorty 10 pacientii s AIE s negativitou neuralnich autoprotilatek.
Nase hlavni zjiSténi jsou nasledujici (1) 14 % pacienti klasifikovanych jako autoimunitni
encefalitida byly skute¢né negativni na protilatky, a to i po komplexnim testovani. P&t pacientii
(2 z nich pouze jako mozna AIE) piivodné povazovanych za protilatkoveé negativnich bylo po
pouziti komplexni protilatkové diagnostiky piekvalifikovano na protildtkoveé pozitivni, coz
podtrhuje vyznam komplexnich testovacich strategii. (2) VétSina pacientt s AIE s negativitou
protilatek byla star$i (medidn veku 60 let pro cely soubor), bez jasné ptevahy pohlavi. (3)
Soubézné malignity nebyly Casté (12,5 % vySetienych pacientl). (4) VétSina pacientl (80 %)
byla lé¢ena intraven6znimi kortikosteroidy a 60 % téchto pacienti dostalo navic dalsi IT. U 50
% pacientl 1écenych IT doslo pii posledni kontrole ke zlepSeni. Nepozorovali jsme vSak rozdily
v odpovédi na 1écbu mezi pacienty s nesteroidni IT (poddvanou jako ptidatna 1écba k steroidni
terapii) nebo bez ni. (5) Outcome byl lepsi u pacientii klasifikovanych jako definitivni
autoimunitni LE s negativnimi NAbs nez u pacientil s pravdépodobnou AIE s negativnimi
protilatkami. To bylo zpisobeno predevSim vyssi celkovou mortalitou u pacientd s
pravdépodobnou AIE (60 % vs 0 %). Pti¢inou imrti byla u vSech pacienti morbidita spojena s

encefalitidou.

Za zminku stoji, ze 4/10 pacientl mélo na MRI multifokalni demyelinizaci v bilé hmoté (v
jednom piipad¢ také kortikalni) spolu s fokalnimi neurologickymi ptiznaky a encefalopatii. V
dobé stanoveni diagnézy byl ndlez na MRI u vSech ¢tyf pacienti kompatibilni s ADEM,
nicméné u tii pacientli doslo ke zhorSeni stavu, takze nespliiovali soucasna kritéria ADEM
vyzadujici absenci nového klinického nebo MRI zhorSeni po 3 mésicich. Krom¢é toho 2/4
pacientli béhem nékolika mésict zemfeli, coz je pro ADEM rovnéz netypické. Zda se u nich
jednalo primarné o onemocnéni s protildtkami proti gliim (ADEM), nebo o urcity piekryv

neurondlni a glidlni autoimunity, ziistdva nejasné (Titulaer et al. 2014).

Do diagnostického algoritmu bylo zafazeno 17 pacientt, ktefi byli kategorizovani jako mozna
AIE s negativitou protilatek, ale u kterych nebyla provedena dalsi subkategorizace. Pfestoze je
potifeba byt pii analyze této heterogenni skupiny opatrny, rozhodli jsme se vySetfit 1 tyto

pacienty. Jak jiz bylo zminéno, dva z nich méli pfi komplexnim testovani pozitivni protilatky, a
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proto byli pfehodnoceni jako protilatkove pozitivni. Za zminku stoji, Ze pouzivany diagnosticky
algoritmus od Grause a kolegt (Graus et al. 2016) nedoporucuje vzorky této skupiny pacient
testovat ve vyzkumné laboratofi. Tito pacienti by tedy byli pfi striktnim dodrzovani algoritmu
ptehlédnuti. Zbyvajicich 15 pacientii mélo Casto nadory (54 % vySetfenych pacientll) a mnoho

z nich profitovalo z IT (78 % alespon pfechodng).

Nezjistili jsme vyznamné rozdily ve vysledcich pacientt 1é¢enych nesteroidni imunosupresi ve
srovnani s pacienty, ktefi byli 1é¢eni pouze kortikosteroidy. Toto pozorovani by nemélo byt
povazovano za dliikaz nedostatecnych imunomodulacnich u¢inkii nesteroidni 1€cby u pacientii s
AIE s negativitou protilatek. SpiSe by mélo varovat pfed 1écbou pacientil "univerzalnim
zpusobem," protoze ne vSichni pacienti mohou potiebovat intenzivni imunosupresi a dokonce u
casti dochazi ke spontannimu zlepSeni bez terapie (Najjar et al. 2011, Sanchez et al. 2021) (jak
bylo také pozorovano u dvou pacientii z naSeho souboru). Proto je potfeba u téchto, casto
starSich pacientii individualizovat terapii na zakladé¢ dan¢ho syndromu, klinického néalezu a
pfidruzenych komorbidit, zejména ptidruZzenych nadorti. Pfestoze mensi procento naSich
pacientii mélo nadory (10 %), je tieba peclivé zvazit paraneoplastickou etiologii, zejména u
definitivni autoimunitni LE (25 % mélo pfidruzené nddory). Pacienti zemfeli na progresivni
encefalitidu a naslednou morbiditu a imobilitu vedouci k infekénim komplikacim, coz je dobie
znamo u protiladtkove pozitivnich paraneoplastickych syndromti, napt. syndromu s protilatkami
proti Hu (Dalmau et al. 1992). Imunoterapie mohla hrat roli i v infekénich komplikacich. U
imunoterapie je tfeba vénovat maximalni pozornost vybéru a délce 1é¢by, zejména u starSich
pacientil a paraneoplastické etiologie, u nichz je nebezpeci na obou strandch: nebezpecnd mize

byt jak nadmérnd imunosupresivni 1écba, tak nedostatecna 1écba.

Hlavni ptednosti nasi piipadové série je komplexni strategie testovani véetné screeningu pomoci
tkaiiové imunohistochemie, ktera vedla k odhaleni 5 pacientil jako protilatkové pozitivnich (tfi
pravdépodobné, dva pouze mozné AIE dle kritérii), ktefi by jinak byli povazovani za
protilatkové negativni a znacné zkreslili naSe data. Zavérem lze fici, Ze nase studie nastiiiuje
klinicky obraz AIE s negativitou NAbs, upozoriiuje na zna¢nou mortalitu a zdliraznuje vyznam
komplexniho vySetieni protilatek v pfipadech s podezienim na AIE, a to i u pacientl, kteti
nesplnuji kritéria pravdépodobné AIE s negativitou NAbs, ale maji splnéno 1 ze 2 kritérii zanétu
(zanétlivy nélez v likvoru nebo na MRI). Zejména u pacienti bez jasné odpovédi na

imunoterapii prvni linie mohou vysledky testli na protilatky siln€ ovlivnit dalsi rozhodovani o
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pfipadné agresivnéjsi 1écbé (Maniscalco et al. 2021). Kromé toho by testovani protilatek ve
vyzkumnych laboratotich mohlo vést k odhaleni novych protilatek. Pro budouci studie AIE s
negativitou protilatek navrhujeme, aby bylo do testovani neurdlnich autoprotilatek zahrnuto i

testovani na tkanovych fezech.
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5.4. Studie ¢. 4: Paraneoplastickd autoimunitni encefalitida? Sirtuin 2 u

encefalitidy s protilatkami proti NMDAR

5.4.1. Metodika

5.4.1.1 Selekce pacientu
Do studie bylo zatazeno 28 pacientd s AIE (14 s NMDAR, 14 s LGI1 encefalitidou) a 30

kontrol. VSichni pacienti byli vySetfeni a 1é€eni v letech 2013 — 2022 na Neurologické klinice
2. LF UK a FN Motol, Praha, Ceska republika. Zatazeni pacienti méli typické klinické piiznaky
pro NMDAR nebo LGI1 encefalitidu s pozitivnim testem na piitomnost protilatek proti
NMDAR (v likvoru, ¢ast také zaroven v séru) nebo LGI1 (v séru) pomoci komeréné dostupnych
CBA. Vzorky pacientii byli testovany i na dalsi protilatky pomoci line blotu a v nékterych
piipadech i vySetienim na tkanovych fezech. Pacienti spliiovali diagnosticka kritéria bud’ pro
definitivni NMDAR encefalitidu, nebo pro definitivni autoimunitni LE s protilatkami proti
LGII.

V ramci standardnich postupll byly vzorky mozkomisniho moku studovanych pacienti
zamrazeny na -80 °C a uloZeny v biobance Ustavu imunologie 2. LF UK a FN Motol. Bylo
analyzovano 35 vzorkd mozkomisniho moku pacienti s NMDAR encefalitidou a 23 vzorki
mozkomis$niho moku pacient s LGI1 encefalitidou. U kazdého pacienta byl k dispozici jeden
nebo vice vzorkli odebranych v r1Gzné dob& v pribéhu onemocnéni. Vzhledem k
retrospektivnimu designu této studie nebyly vzorky odebirany u kazdého pacienta ve stejnou
dobu. Prvni analyzovany vzorek byl vSak vzdy odebran na po¢atku onemocnéni, obvykle pii
1é¢itelné NMDAR encefalitidy bylo obvykle k dispozici vice vzork odebranych v pribéhu
onemocnéni. Ve skupiné pacientii s LGI1 byl prvni a posledni vzorek odebran pii diagnoze,
resp. pii remisi.

Osoby v kontrolni skupiné¢ odpovidaly vékem a pohlavim pacientim s AIE (vék pii odbéru
vzorku + 2 roky) a byly vybrany bud’ z biobanky Ustavu imunologie 2. 1ékaiské fakulty
Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol, nebo z biobanky Neurologické kliniky
Sahlgrenska University Hospital, Goteborg, Svédsko. Viechny subjekty v kontrolni skuping
byly vysetfeny neurologem se specializaci a v§echny mély normalni nalez v mozkomiS$nim

moku (v€etné vSech standardnich vySetieni, jako je pocet bun€k, celkova bilkovina, albumin,
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IgG, IgM, IgA, albuminovy index, IgG index, IgM index a izoelektricka fokusace). Kontrolni
subjekty byly pacienti z nasledujicich skupin: ortopedi¢ti pacienti v prubéhu elektivniho
ortopedického vykonu, pacienti s idiopatickou obrnou licniho nervu a pacienti s lumbosakralni
radikulopatii.

Po vybéru byly vSechny vzorky mozkomisniho moku od pacienti a kontrol pfevezeny
certifikovanou pfepravni spolecnosti na suchém ledu pii teplot¢ -80 °C do Sahlgrenské
univerzitni nemocnice v Goteborgu, kde byly skladovany za stejnych podminek (-80 °C) az do

doby proteomické analyzy.

5.4.1.2. Proteomicka analyza

Vsechny vzorky likvoru byly analyzovany pomoci panelu Olink Target 96 Inflammation, ktery
vyuziva technologii proximity extension assay (Assarsson et al. 2014). Panel analyzuje 92
proteinl soucasn¢ v kazdém vzorku. Analyzované proteiny v tomto panelu jsou spojeny se
zanétlivymi onemocnénimi a/nebo biologickymi procesy zéanétu. Pfedev§im se jedna o
chemokiny a cytokiny. Pouzity test je tzv. dual recognition immunoassay se dvéma shodnymi
protilatkovymi sondami pfipojenymi ke specifickym oligonukleotidim DNA. Protilatkové
sondy se vazou na specificky cilovy protein v roztoku svymi pfislusnymi vazebnymi misty pro
antigen soucasné. To zpiisobi hybridizaci obou oligonukleotidi DNA na kazdé ze sond
protilatek v disledku blizkosti po navazani, ¢imZ se mezi sondami vytvoii antigenné specificky
dvouretézcovy "¢arovy kod" DNA. Tento "Carovy kéd" DNA lze poté amplifikovat pomoci
polymerazové tfetézove reakce (PCR), jejiz vysledky lze poté ptfevést na Ciselnou hodnotu miry

exprese cilového proteinu v analyzovaném vzorku.

5.4.1.3. Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci programu DATAtab a Pandas. Pro porovnani
parametrickych udaji mezi skupinami (napt. NMDAR vs. LGII vs. kontroly) byla pouzita
analyza rozptylu (ANOVA) a Welchova ANOVA s pocatecnim Leveneho testem shody
rozptyll a post-hoc testy zahrnujicimi Bonferroniho post-hoc testy, Scheffého metoda a vypocet
Fisherova nejmensiho vyznamného rozdilu. Pro srovnani dvou skupin byl pouzit dvouvybérovy
t-test s Leveneho testem rovnosti rozptyll a vypoctem 95% CI. Pro vypocet korelace mezi

proménnymi byla pouzita Pearsonova korela¢ni analyza.
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5.4.2. Vysledky

5.4.2.1. Proteomické markery u riznych skupin pacientii

Piehled 92 biomarkerti zkoumanych u pacientti s NMDAR encefalitidou a LGI1 encefalitidou a
jejich interindividualni korelace viz Obr. 4. Pfi porovnani pacientl s kontrolami odpovidajicimi
veéku a pohlavi se statisticky vyznamné liSily nasledujici biomarkery: ¢len superrodiny TNF 14
(TNFSF14), lymfotoxin o (TNFp), tumor necrosis factor (TNF; znamy také jako TNFa), sirtuin
2 (SIRT2), interleukin 12B (IL12B), interleukin 10 (IL10), interleukin 7, interferon gama
(IFNy), chemokinovy ligand 10 s motivem C-X-C (CXCL10), molekula CD5 (CDS5), kaspaza 8
(CASPS), clen superrodiny TNF 12 (TWEAK), ¢len superrodiny receptort TNF 9 (TNFRSF9),
matrixova metalopeptidaza 1, chemokinovy ligand 8 s motivem C-C (CCLS8; zndmy také jako
MCP2), podjednotka alfa receptoru pro interleukin 20, chemokinovy ligand s motivem C-X-C
11 (CXCL11) a molekula CD6 (CD6). Tyto biomarkery byly dale hodnoceny z hlediska

asociace s klinickymi proménnymi.
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Teplotni mapa (heatmap) ukazuje negativni korelaci pomoci teplych barev (tj. Cervenymi odstiny) a pozitivni

korelaci pomoci studenych barev (tj. modrymi odstiny). (a) Korelaéni matice mezi zkoumanymi zanétlivymi

biomarkery u pacientli s NMDAR encefalitidou. (b) Korelacni matice mezi zkoumanymi zanétlivymi biomarkery u

pacientil s LGI1 encefalitidou. (c) Korela¢ni matice mezi standardni analyzou likvoru a zanétlivymi biomarkery

ukazujici vyznamné rozdily mezi pacienty s NMDAR encefalitidou a kontrolami — znazornéna negativni korelace

mezi SIRT2 a sérovym albuminem. d) Korelacni matice mezi standardni analyzou likvoru a zanétlivymi

biomarkery u pacienttl s LGI1 encefalitidou, kterd ukazuje vyznamné rozdily mezi pacienty a kontrolami.

Vyznamné korelace s vékem pii nastupu a vékem pii odbéru vzorkl byly pozorovany u SIRT2

(pacienti s NMDAR encefalitidou: » = 0,39, p [oboustranny (z anglického two-tailed) t-test] =
0,018), CASP8 (pacienti s LGI1 encefalitidou: » = 0,44, p [oboustranny] = 0,042) a CD6

(pacienti s NMDAR encefalitidou: » = 0,33, p [oboustranny] = 0,049). Ve skupiné pacientd s

encefalitidou LGI1 byl zjistén vyznamny rozdil v hladinach IL 10 u muzi oproti Zenam
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(dvouvybérovy t-test [pfedpokladané stejné rozptyly]: ¢ = -2,12, df = 20, p [oboustranny] =
0,047).

5.4.2.2. Pritomnost tumoru

Ve skupiné s LGI1 encefalitidou byly vSechny pfipady neparaneoplastické. U tii pacientl s
NMDAR encefalitidou byly zjiStény ovaridlni teratomy. Tii biomarkery vykazovaly
vyznamnou korelaci s pfitomnosti teratomu: TNFf, SIRT2 a CDS5. V ptipadé¢ SIRT2 (nikoliv
CD5 a TNFp) byl rozdil mezi pacienty s teratomem a bez néj statisticky vyznamny, 1 kdyz se
bral v ttvahu pouze prvni vzorek likvoru kazdého pacienta (SIRT2 bez nadoru: pramér = 2.2,
SD = 0,29 vs. s naddorem: primér = 2,88, SD = 0,48; dvouvybérovy t-test [predpokladané stejné
rozptyly]: f[12]1=-3,23, p =0,007, 95% CI=-1,15 az -0,22). Byla zji§téna statisticky vyznamna
pozitivni korelace mezi pfitomnosti teratomu a hladinou SIRT?2 (r statistika v bodové biserialni
korelaci (rpb) = 0,66, n = 14, p = 0,011). Mezi hladinami SIRT2 v po sob¢ jdoucich vzorcich
u jednotlivych pacientli nebyly signifikantni rozdily. Byla vSak zjiSténa pozitivni korelace mezi
SIRT2 a vékem pti zacatku onemocnéni (rpb = 0,66, n = 36, p = 0,011) a vékem pfi odbéru
vzorku (rpb = 0,39, n =36, p = 0,018).
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Obr. 5: Biomarkery s vyznamnou asociaci s teratomem u pacientii s NMDAR encefalitidou
(a) TNFB, SIRT2 a CD5 vykazuji vyznamné vyssi hladiny u paraneoplastické NMDAR encefalitidy (spojené s
teratomem ovarii). (b) Hladina SIRT2 ve vzorku likvoru z prvniho odbéru u pacienti s NMDAR encefalitidou

(bez nadoru a s nadorem).

5.4.2.3. Klinické priznaky

Asociace mezi klinickymi pfiznaky a hladinami biomarkeri byly komplexni. Ve skuping s

NMDAR encefalitidou byly nasledujici markery spojeny s absenci klinickych epileptickych
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zachvata (tj. jejich hladiny byly vyznamné vysSi u pacientl bez zachvatil): TNFSF14, TNF,
IL12B, IFNy, CXCL10. Ve stejné skupiné byly hladiny TNFSF14 a TWEAK signifikantné niz§i
u pacient s epileptickym statem v dob& odbéru.

Naésledujici markery byly spojeny s poruchou kognice (tj. jejich hladiny byly vyznamné vyssi u
pacientl s poruchou kognitivnich funkci): TNFp, IL10, CXCL10, MCP2, CXCL11.

5.4.2.4. Paraklinicka vySetieni

Mezi jednotlivymi biomarkery a standardni analyzou likvoru (leukocyty, erytrocyty, celkova
bilkovina, albumin, IgG, IgM) existovaly vyznamné korelace, zejména ve skupin¢ s NMDAR
encefalitidou. Hladiny SIRT2 vSak nevykazovaly statisticky signifikantni korelaci s ostatnimi
nalezy v likvoru. Ve skupiné s NMDAR encefalitidou existovala mirna negativni korelace mezi
sérovym albuminem a hladinami SIRT?2 v likvoru (r[34] =-0,49, p = 0,002).

Mezi abnormalitami na MRI a zddnym ze studovanych biomarkerd nebyla zjisténa vyznamna
korelace. Ve skupiné s NMDAR encefalitidou vyssi hodnota SIRT2 v prvnim zkoumaném
vzorku korelovala s pritomnosti generalizované delta aktivity (bodové biserialni korelace: rpb
= 0,56, n = 14, p = 0,036) a vzorce extreme delta brush (EDB)(Schmitt et al. 2012) (bodové
biseridlni korelace: rpb = 0,78, n = 14, p = 0,001) na kterémkoli EEG provedeném v prubéhu
onemocnéni. Kromé toho vyskyt extreme delta brush (ale ne generalizované delta aktivity)
koreloval s hladinami CASP8 a CD6 v prvnim zkoumaném vzorku (bodové biserialni korelace
CASP8: rpb = 0,55, n = 14, p = 0,039; bodov¢ biserialni korelace CD6: rpb = 0,6, n = 14, p =
0,022). V podskupiné s encefalitidou LGI1 byl vyskyt elektrografickych zachvati na kterémkoli
EEG negativné korelovan s hladinami TNFSF14 (bodové biseridlni korelace: rpb = -0,57, n =
13, p=10,044) i CASPS8 (bodové¢ biseridlni korelace: rpb =-0,72, n =13, p = 0,0006).

5.4.2.5. Prubéh a outcome onemocnéni

U pacienti s NMDAR encefalitidou byla zjist€éna vysokd pozitivni korelace mezi délkou
hospitalizace a hladinami SIRT2 (#[34] = 0,55, p <0,001). Korelace s délkou hospitalizace byla
pozorovana také u TNFSF14, TNFB a IL10. Podobné korelace nebyly ve skupiné s LGI1
encefalitidou pozorovany. VétSina pacientll v obou skupinach méla pti posledni kontrole dobry
outcome (MRS = 0 u deseti pacienti s NMDAR encefalitidou a deviti pacientii s LGI1
encefalitidou). Ve skupiné pacientii s NMDAR encefalitidou nedo$lo k zadnému amrti; tfi
pacienti méli pti posledni kontrole mRS =1 a jeden pacient mRS = 2. Ve skupiné s encefalitidou

LGI1 doslo k jednomu tmrti, tfi pacienti méli mRS =2 a jeden pacient m¢l pti posledni kontrole
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mRS =3. Malé pocty pacientd v kazdé podskupiné¢ znemoznili analyzu vyznamu hladin

biomarkert pro vysledny outcome.

5.4.3. Diskuze

Spolehlivé biomarkery diagnozy, aktivity onemocnéni, etiologie a outcome AIE by umoznily
ptizptisobit imunomodula¢ni 1écbu individudlnim potfebdm pacienta a také zlepsit detekci
pfidruzenych malignit. V této studii jsme zvolili proteomicky piistup k identifikaci potencialné
klinicky relevantnich biomarkert u pacienti s NMDAR a LGI1 encefalitidou. Od roku 2014 se
test Olink proximity extension assay pouziva jako vyzkumny nastroj v onkologii, imunologii a
neurologii. Autoimunitni onemocnéni nervového systému a neurodegenerativni onemocnéni
patii mezi nejcastéji studované oblasti vyuzivajici proteomiku (Mariotto et al. 2019, Nissen et
al. 2021, Constantinescu et al. 2017).

Nevyhodou multiplexniho testu je, ze pro nékteré proteiny mize byt nutné zahrnout velké
skupiny subjekti, aby se predeslo falesné pozitivnim vysledkim (Carlyle et al. 2022). Proto je
nase vysledky nutno interpretovat opatrné a konfirmovat je na vétSich souborech.

Pomoci této proteomické metody jsme identifikovali n€kolik zajimavych biomarker zdnétu u
AIE a vyhodnotili jejich vztah ke klinickym proménnym. Z identifikovanych biomarkert je
nejzajimavejsi SIRT2, protoze jsme objevili pozitivni korelaci mezi jeho hladinami v likvoru a
ptitomnosti ovarialniho teratomu u NMDAR encefalitidy. Tato korelace je pfitomna i v ptipadé,
ze se vezme v tvahu pouze prvni dostupny vzorek likvoru u kazdého pacienta.

SIRT2 je ¢lenem rodiny sedmi sirtuintl, vysoce konzervovanych intracelularnich regula¢nich
molekul, které se podileji na mnoha bunécnych procesech, véetné starnuti, metabolické
regulace, genomické stability, nadorového ristu, zanétu a neurodegenerativnich onemocnéni
(Haigis et Sinclair 2010, Wang et al. 2019). Nachazi se v mnoha organech, v¢etné mozku
(Gomes et al. 2015), kde je hojn& exprimovéana neurony i oligodendrocyty (Harting et Knoll
2010). SIRT2 je povazovan za protizanétlivou molekulu (Pais et al. 2013) a bylo prokazéano, ze
jeho inhibice zvySuje protinadorovou T-bunéénou imunitu (Hamaidi et al. 2020). Kromé toho
muze SIRT2 u nékterych typi nddort pasobit jako nadorovy supresor (Kim et al. 2011), zatimco
jiné studie popisuji proonkogenni vlastnosti SIRT?2.

Uloha SIRT2 u teratomid (bez asociace s AIE) a teratomd spojenych s paraneoplastickou
NMDAR encefalitidou neni znama. Neni jasné, zda je zvySeni SIRT2 v likvoru pozorované u

paraneoplastické NMDAR encefalitidy zplGsobeno mechanismy uvnitf nebo vné CNS.
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Hypotézu o piivodu SIRT2 z CNS spiSe nez o jeho transportu pfes HEB muze podpofit absence
korelace mezi hladinami SIRT2 a znamkami dysfunkce HEB. Na druhou stranu byla zjisténa
vyznamna negativni korelace mezi hladinami SIRT2 v likvoru a sérovym albuminem. Zajimavé
je, ze pacienti s vy$S§imi hladinami SIRT2 byli spiSe star$i, méli delsi dobu hospitalizace (r =
0,55, p =<0,001) a méli prognosticky neptiznivé EEG nélezy (napf. EDB). Nizsi hladiny
onemocnéni. Hladiny SIRT2 v likvoru se v nésledujicich vzorcich u jednotlivého pacienta
vyznamné neliSily, coZ podporuje jeho roli jako potencidlniho biomarkeru spojeného s okultni
neoplazii.

U NMDAR encefalitidy bylo zjisténo vice korelaci mezi klinickymi proménnymi a hladinami
biomarkeri v likvoru nez u LGII encefalitidy. Zajimavé je, Zze piitomnost epileptickych
zachvatl, vetné status epilepticus, byla spojena spiSe s niz§imi hladinami zanétlivych
biomarkert. V ptipad¢ status epilepticus pii odbéru vzorkl byly hladiny TNFSF14 a TWEAK
vyznamné niz$i u pacienti s NMDAR encefalitidou a TNFf byl vyznamné nizsi u pacienta s
LGI1 encefalitidou ve srovnani s kontrolami. Zda je relativni sniZeni téchto markert pii¢inou
¢i dusledkem status epilepticus, nebo ndhodnym néalezem, je tfeba jeste objasnit.

Nase studie ma nékolik dulezitych limitaci. Pocet pacientli v obou skupinach byl maly, coz mélo
za nasledek velmi malé podskupiny pii analyze mnoha korelaci. Design studie byl
retrospektivni, takZe nebylo mozné kontrolovat nacasovani odbéru vzorkli u jednotlivych
pacientli. V dob¢ prvniho odbéru likvoru jiz vétSina pacientll dostavala n¢jakou formu 1é€by,
nejcastéji intravenozni kortikosteroidy, coz mohlo ovlivnit nase vysledky. Priibéh onemocnéni
byl u jednotlivych pacientl velmi variabilni (zejména u pacienti s NMDAR encefalitidou), u
nekterych pacientl vyzadoval eskalaci IT a intenzivni péci, zatimco u jinych byl mirné;si.
Souhrnné lIze fici, Ze SIRT2 v likvoru se zda byt slibnym biomarkerem paraneoplastické
etiologie u NMDAR encefalitidy a mél by byt dale zkouman. Dal$imi potencidlné uzite¢nymi
klinickymi biomarkery paraneoplastické etiologie u NMDAR encefalitidy byli TNFp a CDS5.
Ve skupiné pacientll s LGI1 encefalitidou nebyla mezi biomarkery a klinickymi proménnymi

pozorovana zadna souvislost s pfimym klinickym uplatnénim.
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6. Souhrnna diskuze

Disertacni prace se zabyvala tématem neurdlnich autoprotilatek u pacientli s farmakorezistentni
epilepsii. Prace zkoumaly protilatky jak u pacienti s epilepsii, tak u autoimunitnich encefalitid,
jejichz oligosymptomaticka forma nemusi byt podchycena v ¢asném stadiu a pacienti mohou
byt poprvé zachyceni az ve stadiu epilepsie sdruzené s autoimunitou. Pro spravné pochopeni
vyznamu NAbs je dulezité do hloubky porozumeét jejich diagnostice. Proto bylo soucasti studia
také zavedeni nové experimentalni metody diagnostiky v Ceské republice — vySetfeni protilatek
na tkanovych fezech.

Pro poskytovani zdravotni péce je diilezitd otazka spravné preselekce skupiny pacientl u kterych
je vhodné protilatky testovat, nejen abychom snizili vyskyt faleSné pozitivnich vysledk, ale i z
hlediska farmakoekonomického. Na téma faktori asociovanych s autoimunitou u pacientl s
fokalni epilepsii neznamé etiologie se soustfedila studie ¢. 1. Vytvofili a validovali jsme
jednoduché skore slozené z 6 charakteristik, dle kterého 1ze na zakladé klinickych parametrt
indikovat vySetfeni neurdlnich autoprotilatek. Jedna se o: kognitivni deficit, poruchu feci,
dysautonomii, hyperintenzity v mezialnich temporalnich lalocich na FLAIR sekvencich MRI,
poruchu chovani, anamnézu autoimunitniho onemocnéni. Toto skore mélo lepsi senzitivitu nez
dosud uzivané APE2 skore, a to zejména u pacienti s protildtkami proti GADG65.

U casti autoimunitnich encefalitid asociovanych s NAbs Ize jejich pfitomnost detekovat jen v
mozkomiSnim moku. Vzhledem k této mozné izolované pozitivit¢ protilatek v likvoru 1 u
pacientl s epilepsii sdruZzenou s autoimunitou jsme se rozhodli zaméfit na skupinu pacientli s
farmakorezistentni epilepsii indikovanou k resekénimu vykonu, kde odbér likvoru mohl
probéhnout perioperaéné — tomu se vénovala studie €. 2. V nasi skupin€ jsme zachytili nizsi
prevalenci protilatek, nez bylo dosud uvadéno v literatufe. Pi1 pouZiti ptisnych kritérii, ktera
vylucuji star§i studie, jeZ zahrnovaly protilatky proti VGKC anti-LGI1/CASPR2 negativni,
protilatky proti TPO a ANA jako pozitivni nalezy protiladtek, byly publikovany pouze dvé
relevantni studie zaméfené na podskupinu pacientt s farmakorezistentni epilepsii a pfitomnost
protilatek v likvoru. Jedna z téchto studii popisovala malou kohortu osmi ptipadi — u zaddného
z nich nebyly zjistény protilatky v séru nebo likvoru (KABAY et al. 2022). Druha zahrnovala
27 pacientii s farmakorezistentni epilepsii temporalniho laloku (TLE) neznamé etiologie a
uvadéla 14 (51,9 %) ptipadi s pozitivnimi protilaitkami (Cabezudo-Garcia et al. 2021a).

Procento pacientil s epilepsii s pozitivitou protilatek mize byt v této studii piehnané — bud’ v
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disledku zahrnuti nerelevantnich protilatek, nebo pacientli s akutnimi symptomatickymi
zachvaty v ramci AIE. Naproti tomu nas$ soubor zahrnoval vSechny pacienty s fokalni FRE
indikované k operaci a nebyl selektovan s ohledem na typ a etiologii epilepsie (kromé vylouceni
nadora). Byli zahrnuti i pacienti se strukturalnimi lézemi, jako je malformace korového vyvoje,
coz mohlo snizit procento ptipadl pozitivnich na protilatky. Mnoho piipadi FCD je vSak MR-
negativnich a 1éze se prokaze az histopatologicky (Wang et al. 2013) a je tedy pravdépodobné,
ze by tito pacienti byli zahrnuti do kohort studujicich protilatky u epilepsie “s neznamou”
etiologii.

Za ucelem identifikace pacientll s pozitivnimi protilatkami mezi pacienty s FRE, ktefi jsou
kandidaty resekce, bylo navrzeno skore APES. Podle naSeho nézoru nemusi toto skore
identifikovat vSechny pacienty, protoze zahrnuje mnoho polozek, které je obtizné s jistotou
skorovat (napft. virovy prodrom pied nastupem epilepsie). V piivodni studii, kterd navrhla APES,
byla prevalence pozitivity protilatek u pacientti s FRE neznamé pticiny 8 %. Pro nas soubor by
to znamenalo, Ze mezi 32 ptipady, které spliovaly pfisna kritéria pro FRE nezndmé etiologie
(j. Zadné strukturalni 1éze krom& HS), by méli byt dva pacienti s pozitivitou protilatek, zatimco
my jsme identifikovali pouze jeden piipad s pozitivitou protilatek proti GAD65 s nejasnym
vztahem téchto protilatek k rozvoji epilepsie. To sice mize byt zplisobeno malym poctem
pacientd, ale miZe to také naznacovat nadhodnoceni pomoci skore APES.

Vzhledem k rostoucimu povédomi o mozné autoimunitni etiologii se pii predoperacnim
vySetieni stale Castéji provadi hodnoceni mozné asociace s autoimunitou. U pacientl, u nichz se
takova etiologie potvrdi, se epileptochirurgicky zdkrok casto odkladd, nebo je dokonce
kontraindikovan. Tato preselekce mohla pfispét k tomu, ze v naSem souboru byl jen jeden
pacient s pozitivnimi protilatkami. Nicmén¢ v rutinni praxi jsme vétSinou vysetfovali NAbs u
pacientl s epilepsii pouze komeréné dostupnymi metodami, o kterych je znamo, ze maji nizsi
citlivost.

Pro ur€eni potencialniho vyznamu NAbs jako biomarkeru epilepsie sdruzené s autoimunitou a
pfi zavadéni metody detekce na tkanovych fezech jsme se v ramci studie €. 3 zaméfili na skupinu
autoimunitnich encefalitid, které nejsou sdruzené s NAbs. Jednim z dilezitych vystupl této
studie i pro pacienty s epilepsii sdruzenou s autoimunitou je pozorovani, ze Cast pacientll pfi
nedostate¢né komplexnim testovani miize byt klasifikovana do skupiny s negativitou protilatek.
Vzhledem k tomu, ze skupina protilatkové negativnich autoimunitnich epilepsii neni krom

Rasmussenovy encefalitidy dobfe definovéana (na rozdil od AIE s negativitou protiladtek v nasem
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a dalSich ¢lancich), je komplexni protilatkova diagnostika s cilem odhaleni protilatek u pacient
s negativnim vysetfenim na komer¢nich testech pro praxi velmi dilezitd. Nez budou k dispozici
jiné biomarkery pro epilepsii sdruzenou s autoimunitou nez autoprotilatky, jevi se jejich precizni
diagnostika jako jediné feSeni aplikovatelné v klinické praxi.

Potencialnimi biomarkery autoimunitnich encefalitid a jejich asociaci s klinickymi proménnymi
véetné pritomnosti zachvatil a status epilepticus se zabyvala studie ¢. 4. Pomoci proteomické
analyzy jsme identifikovali sirtuin 2 jako potencialni biomarker paraneoplastické etiologie.
Vzhledem k retrospektivnimu designu studie a absenci prospektivniho sledovani u vSech
pacientll nebylo mozno u vétSiny pacientti rozlisit, zda detekované epileptické zachvaty byly v
ramci aktivni AIE, nebo se jiz jednalo o rozvinutou epilepsii sdruZzenou s autoimunitou.
Vzhledem k tomu, Ze u NMDAR a LGI1 encefalitidy pfi dobie vedené 1écb€ jen malé procento
pacientl rozvine epilepsii sdruzenou s autoimunitou (Geis et al. 2019), by nase kohorta musela
byt vyrazné vétsi a dlouhodobé sledovana, abychom jsme byli toto schopni spolehlivé hodnotit.
V této studii jsme se proto zabyvali jen pfitomnosti epileptickych zachvati a status epilepticus
v akutnim stadiu onemocnéni. Pfitomnost epileptickych zachvatl, v€etné status epilepticus, byla
spojena spiSe s niz§imi nez vySSimi hladinami zanétlivych biomarkerti. V piipad¢ status
epilepticus pfi odbéru vzorki byly hladiny TNFSF14 a TWEAK vyznamné nizsi u pacientl s
NMDAR encefalitidou a TNFf byl vyznamné niz$i u pacienti s LGI1 encefalitidou ve srovnani
s kontrolami. Zda je relativni sniZeni téchto markerd pfic¢inou ¢i disledkem status epilepticus,

nebo nahodnym nélezem, je tieba jesté objasnit.
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7. Zhodnoceni cili a hypotéz prace, zavér

Cilem disertacni prace bylo studovat neuralni autoprotilatky u pacientti s FRE. Vzhledem k
jejich asociaci s autoimunitnimi encefalitidami jsme se zaméfili i na tuto skupinu a zejména na
skupinu, u které neni pfitomnost protilatek béZznymi metodami prokazatelna.

Cilem prvni studie bylo zlepsit diagnostiku epilepsii sdruzenych s autoimunitou vytvorenim
skore k identifikaci pacientil, u nichz je testovani protilatek indikované. Toto skore ma zejména
u skupiny s protilatkami proti GAD65 dobrou senzitivitu, kterd u dosud zavedenych skore
nebyla dostatecna. Skore se podatilo validovat na nezavislé kohorté nasich pacientt.

Cilem druhé studie bylo posoudit prevalenci NAbs v multicentrické narodni prospektivni
kohort¢ pacientli s farmakorezistentni epilepsii, kteti podstoupili epileptochirurgicky zakrok, s
vyuzitim komplexni klinické, sérologické a histopatologické analyzy. V nasem souboru byla jen
u jednoho pacienta prokazana ptitomnost specifickych protilatek proti GADG65, které vzhledem
k pribéhu onemocnéni a histopatologickému nalezu mohly byt ale pouhy epifenomén a
autoimunita nemusela ani u tohoto pacienta hrat vyznamnou roli. Vzhledem k tak nizkému
zachytu jsme pak nebyli schopni analyzovat a porovnavat jednotlivé podskupiny této kohorty,
nicméné naSe prace zasadnim zptisobem upozornila na riziko nadhodnoceni autoimunitni
etiologie epilepsie pfi pouziti méné robustni metodiky stanoveni autoprotilatek.

Cilem tfeti studie bylo identifikovat pacienty s AIE s negativitou NAbs, ktefi jsou dosud v
literatufe popisovani jen vzacné a jsou povazovani za relativné heterogenni skupinu. Nasim
cilem bylo popsat klinické rysy, spoustéci faktory, 1écbu a outcome u této skupiny. Analyzou
rozsahlého souboru pacientli testovanych na nasem pracovisti na ptitomnost protilatek vzhledem
k striktnim diagnostickym kritériim selektovali jen malou skupinu pacienti. Jeji velikost
znemoznila jinou nez deskriptivni analyzu, jak je u vzacnych onemocnéni casté. Prace
poukazala na moznost faleSné negativity autoprotilatek pii pouziti nedostatecné metodiky k

jejich stanoveni.

Cilem ctvrté studie bylo identifikovat biomarkery souvisejici s klinickym obrazem, prognézou,
asociaci s tumory a asociaci s epileptickymi zachvaty v ramci klinického obrazu u pacient s
NMDAR a LGI1 encefalitidou. V této praci se podaftilo identifikovat marker paraneoplastické
etiologie, ale nebyl nalezen Zadny marker, ktery by predikoval protrahované epileptické

zachvaty v ramci akutniho stadia AIE ¢i nasledny rozvoj epilepsie.
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8. Souhrn

Cilem disertacni prace bylo studovat neuralni autoprotilatky u pacienti s farmakorezistentni
epilepsii a zlepsit protilatkovou diagnostiku v Ceské republice.

Prvni studie vytvorila skore pro selekci pacientii s fokalni epilepsii neznamé etiologie
vyzadujicich vySetfeni NAbs. Skore poziistava z Sesti jednoduchych bodt, je dobie klinicky
aplikovatelné a ma vysokou senzitivitu u pacientd s GAD65 asociovanym autoimunitnim
postizenim CNS narozdil od dfive publikovanych skore.

Druha studie méla za cil identifikovat protilatky jak v séru, tak v likvoru u pacienti s
farmakorezistentni epilepsii podstupujicich resekci mozkové tkang. Protilatky (proti GADG65)
byly pfitomny pouze u jednoho pacienta (1,3 %). U pacientl s oligoklonalnimi pasy izolované
v likvoru byl pribéh méné ptiznivy. Prace poukdzala na riziko nadhodnoceni autoimunitni
etiologie epilepsie pfi pouziti méné robustni metodiky stanoveni autoprotilatek.

Tieti studie se zabyvala AIE s negativitou NAbs, k ¢emu vyuzila komplexni diagnostiku
protilatek véetné detekce na tkafiovych fezech, ktera byla v Ceské republice doktorandkou
zavedena. Prace vyznamné rozsifila dosud publikovanou literaturu na toto téma.

Ctvrta studie hledala potencidlni biomarkery pro diagnostiku AIE a jejich asociaci s klinickym
obrazem. Byla zjiSténa asociace sirtuinu 2 v likvoru s paraneoplastickou etiologii u NMDAR
encefalitidy. U NMDAR encefalitidy byl nalezen biomarker asociovan s absenci epileptickych
zachvatl a to TNFSF14, TNF, IL12B, IFNy, CXCL10, naopak hladiny TNFSF14 a TWEAK
byly signifikantn€ niz$i u pacient s epileptickym statem v dobé odbéru. Tyto biomarkery bude
dale mozné testovat ve studiich s vétsimi kohortami pacientt.

Zaveérem lze konstatovat, ze prace splnila kladené cile a vysledky byly publikovany v
impaktovanych ¢asopisech v prvnim kvartilu. V ramci studia byla v Cesku nové zavedena
metodika detekce neuralnich autoprotilatek pomoci nepfimé imunohistochemie na tkanovych
fezech, ktera vyznamné zpiesni diagnostiku onemocnéni sdruzenych s neurdlnimi

autoprotilatkami.
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9. Summary

The aim of this dissertation was to study neural autoantibodies in patients with drug resistant
epilepsy and to improve antibody diagnostics in the Czech Republic.

The first study established a score for selection of patients with focal epilepsy of unknown
etiology requiring neural autoantibody testing. The score consists of six simple items and is well
clinically applicable. Furthermore, it has high sensitivity in patients with GAD65-associated
immunity in contrast to previously published scores.

The second study aimed to identify antibodies in both serum and CSF of patients with drug-
resistant epilepsy undergoing brain tissue resection. Antibodies (against GAD65) were present
in one patient (1.3%). In patients with oligoclonal bands isolated in the CSF, the course was less
favorable. This work highlighted the risk of overestimating the autoimmune etiology of epilepsy
using less robust methods for autoantibody testing.

The third study looked at AIE with neural autoantibody negativity, using comprehensive
antibody diagnostics, including detection on rat brain tissue sections, which was introduced in
the Czech Republic for the first time and is currently an established experimental method. The
work significantly extended the previously published literature on this topic.

The fourth study searched for potential biomarkers for the diagnosis of AIE and their association
with the clinical picture. An association of sirtuin 2 in the CSF with paraneoplastic etiology in
NMDAR encephalitis was found. In NMDAR encephalitis, the biomarkers associated with the
absence of epileptic seizures were found to be TNFSF14, TNF, IL12B, IFNy, CXCL10, whereas
TNFSF14 and TWEAK levels were significantly lower in patients with status epilepticus at the
time of sampling. These biomarkers can be further tested in studies with larger patient cohorts.

In conclusion, the study met its objectives and the results were published in first-quartile
impacted journals. The study introduced a new methodology for detection of neural
autoantibodies using indirect immunohistochemistry on tissue sections into the Czech Republic,
which will significantly improve the accuracy of diagnosis of CNS diseases associated with

neural autoantibodies.
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