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Abstrakt

Roztrousena skleroza (RS) je chronické zanétlivé autoimunitni onemocnénti,
poskozujici dominantné bilou hmotu centralniho nervového systému (CNS). Presna
pfi¢ina vzniku RS je stale nezndma, avSak se predpoklada, Ze se na rozvoji podili
rozli¢né environmentalni i genetické faktory. Patofyziologie RS je velice komplexni
proces. RS je v soucasné dob¢ zatim nevylécitelna nemoc, ale pomoci specifické terapie
l1ze ovlivnit jeji prubéh. Metabolomika je systematicka studie, ktera vyuziva ptistup
analytické chemie k profilaci endogenné malych molekul metaboliti pfitomnych ve
zkoumaném preparatu. Hlavnim cilem této dizertace bylo stanovit signifikantni rozdily
v metabolomu likvoru pacientl v pocate¢nim stadiu RS v porovnani s kontrolami. Déle
jsme chtéli provést korelacni analyzu téchto vysledkli v Case s klinickym stavem
pacientdl v podob¢ hodnot EDSS. Nasledné jsme v ramci dal$ich analyz hodnotili i dalsi
potencialni biomarkery RS, pfesnéji evokované potencidly (EP), lehké ftetézce
neurofilament (NfL) a glidlni fibrilarni acidicky protein (GFAP). Celkem jsme sesbirali
vzorky likvoru od 40 pacientli v ¢asnych stadiich RS, a vzorky likvoru od 33 zdravych
kontrol. Nésledna analyza téchto vzorkli byla provedena pomoci vysoce vykonné
kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrofotometrii, s detektorem s
vysokym rozliSenim. Déle probéhla analyza €asti vzorki pomoci Single Molecule
Array (SIMOA) a u casti pacientli byly provedeny EP a nasledné korelované s
hodnotami EDSS. Statisticky signifikantni zmény (p-value <0,05) byly pozorovéany v
likvoru u argininu, histidinu, spermidinu, glutamatu, cholinu, tyrozinu, serinu, kyseliny
olejové, stearové a linoleové. Dale jsme pozorovali vyznamnou korelaci pii vySetfeni
EP a u metabolitu histidinu s hodnotami EDSS. Tim jsme poukézali na jejich mozny
prognosticky potencial. V piipadé NfL a GFAP jsme u ostatnich metabolitl
vyznamnou korelaci s hodnotami EDSS nepozorovali. Zavérem lze fici, Ze jsme v nasi
préci prokazali statisticky vyznamné rozdily v koncentracich n&kterych metabolitd v
likvoru pacientll v pocatecnich stadiich RS, které by mohly byt vyuzity jako nové
biomarkery RS. Déle jsme prokazali, Ze EP korelu;ji s aktudlnimi hodnotami EDSS. Zd4
se, ze u pacientd v pocatecnich stadiich RS maji schopnost pfedvidat na zaklad¢ hodnot

EDSS vyvoj klinického stavu v nasledujicich letech nemoci.



Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoimmune disease that
damages white matter of the central nervous system (CNS). The exact cause of MS
is still unknown, but various environmental and genetic factors are believed to be
involved in its development. The pathophysiology of MS is a very complex. MS is
currently an incurable disease, but specific therapy can be used to influence its
course. Metabolomics is a systematic study that uses an analytical chemistry
approach to profile endogenously small molecule metabolites present in the
examined preparation. The main goal of this dissertation was to determine
significant differences in the metabolome of the cerebrospinal fluid of patients in
the initial stage of MS compared to controls. Furthermore, we performed a
correlation analysis of these results over time with the clinical condition of the
patients in the form of EDSS values. Subsequently, as part of further analyses, we
also evaluated other potential biomarkers of MS, more precisely evoked potentials
(EP), neurofilament light chains (NfL) and glial fibrillary acidic protein (GFAP).
In total, we collected CSF samples from 40 patients in the early stages of MS, and
CSF samples from 33 healthy controls. Subsequent analysis of these samples was
performed using high-performance liquid chromatography with tandem mass
spectrophotometry, with a high-resolution detector. Furthermore, some samples
were analyzed with the help of Single Molecule Array (SIMOA) and in some
patients, EP was performed and subsequently correlated with EDSS values.
Statistically significant changes (p-value <0.05) were observed in CSF for arginine,
histidine, spermidine, glutamate, choline, tyrosine, serine, oleic, stearic and linoleic
acids. Furthermore, we observed a significant correlation in the examination of EP
and histidine metabolite with the EDSS values, thus pointing out their possible
prognostic potential. In the case of NfL and GFAP, we did not observe a significant
correlation with EDSS values for the other metabolites. In conclusion, we
demonstrated statistically significant differences in the concentrations of some
metabolites in the cerebrospinal fluid of patients in the initial stages of MS, which
could be used as new biomarkers of MS. We further demonstrated that EPs correlate
with current EDSS values. In patients in the early stages of MS evoked potentials
seem to have the ability to predict, based on EDSS values, the development of the

clinical condition in the following years of the disease.



Seznam pouzitych zkratek:

ACN acetonitril

ADEM akutni diseminovana encefalomyelitida
ADM musculus abductor digiti minimi
AQP-4 aquaporin-4

BAEP kmenové sluchové evokované potencialy
CCT centralni kondukéni Cas

CIS klinicky izolovany syndrom

CLDN3 claudin-3

CMCT centralni motoricky kondukéni cas
CNS centralni nervovy systém

CRP C-reaktivni protein

CSF mozkomisni mok

CUR curtain gas

CxM kortikalni svalova odpoved’

DMD disease modifying drugs

DNA deoxyribonukleova kyselina

EB Epstein-Barrové

EBNA jaderny antigen viru Epstein-Barrové
EBYV virus Epstein-Barrové

EDSS expanded disability status scale
eNOS endotelidlni syntdza oxidu dusného
EP evokované potencialy

FDR the Benjamini-Hochberg false-discovery rate
FLAIR fluid attenuated inversion recovery
FSS functional systems scores

GFAP glialni fibrilarni acidicky protein

Glc glukoza

GS ion source gas

H2O0 voda

HCOOH kyselina mravenci

HEFT high efficacy frontline treatment
HLA lidsky leukocytovy antigen



HPLC vysoko vykonna kapalinovéa chromatografie
HPLC-MS/MS HPLC s tandemovou hmotnostni spektrofotometrii
CHI3L1 chitindza-3-like-1

ID identifikac¢ni ¢islo

IDA informaéné zavisla akvizice

IEF izoelektrickd fokusace

IF impact faktor

IgG imunoglobulin G

IgM imunoglobulin M

iNOS inducibilni syntdza oxidu dusného

IPA izopropylalkohol

IVIG intravendzné podany imunoglobulin G

JC John Cunningham

JCV John Cunningham virus

Lsin lateris sinistri

LC-MS kapalinové chromatografie — hmotnostni fotospektrometrie
LETM dlouha extenzivni transverzalni myelitida
LITE lower initial treatment efficacy

m. musculus

m/z hmotnost / ndboj

MeOH metanol

MEP motorické evokované potencialy

MOG myelinovy oligodendrocytarni protein
MOGAD nemoc asociovana s protildtkami proti MOG
MR magnetickd rezonance

MS multiple sclerosis

MSSS Multiple Sclerosis Severity Score

n. Nervus

N/A nedostupné

NEDA no evident disease activity

NfL lehké fetézce neurofilament

NMOSD spektrum onemocnéni neuromyelitis optica
nNOS neuronélni syntaza oxidu dusného

NO oxid dusny



Nrf2 nuclear factor — like 2

OCB oligoklonalni pasy

OCT opticka koherencni tomografie

pH potencial vodiku

PML progresivni multifokalni leukoencefalopatie

q3EPS kvantitativni skore tii evokovanych potenciali

qEPS kvantitativni skore evokovanych potencialt

gMEP kvantitativni skore motorickych evokovanych potencialt
qSEP kvantitativni skore somatosenzorickych evokovanych potencialii
qVEP kvantitativni skore vizudlnich evokovanych potenciala
RIS radiologicky izolovany syndrom

RNA ribonukleové kyselina

RNFL tloustka vrstvy nervovych vlaken sitnice

RS roztrousena skleréza

RT retencni Cas

S1P sfingosin-1-fosfat

SEP somatosenzorické evokované potencialy

SIMOA single molecule array

st.p. status post

SUKL Statni tstav pro kontrolu 1é¢iv

SxM spinalni svalova odpovéd’

TA musculus tibialis anterior

TEM teplota

TMYV celkovy objem makuly

tzv. takzvany

USA Spojené staty americké

VEP zrakové evokované potencialy

WPW syndrome Wolf-Parkinson-White syndrome
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1. Uvod

Vzristajici incidence autoimunitnich onemocnéni v ¢eské, ale 1 ve svétove
populaci, pfedstavuje vazny problém nejen pro moderni medicinu. Jednim z takovych
onemocnéni je i roztrouSena skleréza. Jednd se o zavazné zanétlivé autoimunitni
onemocnéni postihujici centrdlni nervovy systém. Roztrousena skleréza je
nevylécitelné onemocnéni, avSak za pomoci novych lécebnych postupti jsme schopni
toto onemocnéni na rizné dlouhou dobu stabilizovat a pacientiim vyrazné prodlouzit
délku kvalitniho zivota s minimalnim postizenim. Nemoc postihuje primarné mladé lidi
v produktivnim véku a je jednou z nejcastéjsich pricin jejich disability, z ¢ehoz vyplyva
1 znaény socio-ekonomicky dopad této nemoci. PéCe o pacienty s roztrousenou
sklerdzou a jejich 1é¢ba jsou finanéné i dasové nakladné. V ramci Ceské republiky ji

zabezpecuji neurologové v specializovanych centrech pro demyeliniza¢ni onemocnéni.

Soucasné moZnosti 1écby roztrouSené sklerdzy jsou rozsahle. K dispozici je
veliké mnozZstvi 1€kt a stale pfibyvaji dalsi, ale jejich efektivita se znac¢né lisi. Jednomu
pacientovi lék nemoc uc¢inn¢ stabilizuje i na obdobi nékolika let, druhému ale
nepomuze nebo mu naopak uSkodi napiiklad kvuli riznorodym, nékdy az zivot
ohrozujicim nezadoucim ucinkliim. Proto je v rdmci péCe o pacienty s roztrousenou
skler6zou preferovan a podporovan individudlni pfistup k pacientovi s prevenci rozvoje

disability brzkym zahdjenim terapie.

Snaha o ¢asnou efektivni 1é¢bu roztrousené sklerdzy s nasazenim co nejlépe
vyhovujici terapie kazdému pacientovi se setkdva v dneSni dobé€ s problémem
nedostatku vhodnych prognostickych biomarkera, které by byly schopné predvidat

zavaznost a progresi onemocnéni, véetné odezvy na podanou terapii.

Téma zde predkladané prace bylo zvoleno z vyse uvedenych davodi. Cilem
prace bylo analyzovat metabolomiku mozkomiS$niho moku, neurofilamenta, glialni
fibrilarni acidicky protein (GFAP) a evokované potencialy u pacientl s roztrousenou
skler6zou a identifikovat nové potencidlni prognostické biomarkery tohoto

onemocnéni.
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1.1. RoztrousSena skleroza

RoztrouSena skleroza, poprvé popsana v 1868 francouzskym neurologem
Jean-Martin Charcot jako ,sclerose en plagues™, je chronické zanétlivé
autoimunitni onemocnéni postihujici dominantné bilou hmotu centralniho
nervového systému (CNS) s opakovanou fokalni demyelinizaci a v mensi mife i
axonalni degeneraci, coz vede k postupnému rozvoji disability (Weiner, 2004).

Toto onemocnéni primarné postihuje mladé lidi a Castéji zeny nez muze.

Roztrousenou sklerézu mizeme rozdélit do nékolika zédkladnich subtypii dle
ustanoveni konsenzu zroku 1996. NejcastéjSim typem je relabujici-remitentni
forma roztrouSené sklerdzy. Vyskytuje se u cca 80 - 85 % pacientl a projevuje se
kolisavym pribéhem, kde se stiidaji obdobi relapst (atak, exacerbaci), kdy dochazi
k opétovnému vzplanuti autoimunitniho zanétu a poskozovani nervové tkané¢, a
obdobi remise, kdy zanét ustupuje a dominuji reparacni a regeneracni procesy jako
napftiklad proces remyelinizace. Po 10 az 15 letech tato forma roztrousené sklerdzy
pfechazi do sekundarné progresivni roztrousené skler6zy. Jednd se o formu, kde
dominuji procesy axonalni degenerace nad procesy demyelinizace, a tim dochazi
k postupnému zhorSovani disability. V cca 10 - 15 % piipadi se u pacientli od
zacatku onemocnéni rozviji primarné progresivni forma roztrouSené sklerdzy, pii
které dochazi k postupnému rozvoji a zhorSovani disability, bez specifickych
relapst ¢i obdobi remise. Ve vzacnych piipadech (cca ve 3 %) se mlize rozvinout i
progresivni relabujici forma, pro kterou je specificky agresivni pribéh se
zavaznymi relapsy (Lublin et al., 1996). Tato klasifikace, i kdyZ stale uzivana, jiz
v pribéhu cCasu ztraci na validit¢ a do popfedi pfichdzeji navrhy na novou
klasifikaci, ktera zatim nebyla oficidln€ ustanovena (Fred et al., 2014). RozliSuje se
napfiiklad klinicky izolovany syndrom (CIS) ¢i remitentni RS (s aktivitou, nebo bez)
a progresivni RS (s progresi a aktivitou, s progresi bez aktivity, bez progrese s

aktivitou, bez progrese a bez aktivity).

Klinicky izolovany syndrom (CIS) je definovany jako prvni epizoda
klinickych obtiZi, trvajicich minimaln¢ 24 hodin, které jsou zpiisobené zanétem a
demyelinizaci (prokdazano pomoci magnetické rezonance a analyzy mozkomiSniho
moku). V piipadé, Ze se jednd jen o nalez na magnetické rezonanci, odpovidajici

demyelinizaénimu onemocnéni a bez jasnych klinickych obtizi, nazyvame tento
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stav jako radiologicky izolovany syndrom (RIS). V obou ptipadech postupem casu
muze, ale nemusi dojit k rozvoji roztrousené skler6zy. Na zdkladé¢ nalezii na
magnetické rezonanci a na zakladé analyzy mozkomisniho moku mizeme hodnotit
riziko ptechodu CIS do roztrousené skler6zy jako nizké, sttedni nebo vysoké riziko.
Celkové se vSak u pfiblizné 65 % pacienti s CIS roztrousena skler6za rozvine

(Efendi et al., 2015).

1.1.1 Etiologie roztrousené sklerézy

Pfesna pric¢ina vzniku roztrousené sklerézy je zatim stale neznama. Dle
dostupnych vysledkti z mnohaletych védeckych studii se predpoklada, ze se na
rozvoji tohoto onemocnéni podili veliké mnozstvi rozliénych patogennich
mechanismi. Z rizikovych faktorl je pro rozvoj nemoci zndmy podil genetickych
faktord (geneticka predispozice) a faktord vnéjSiho prostiedi, avSak i po mnoha

letech nejsou vSechny popsané a stale pribyvaji nové.

1.1.1.1 Genetické faktory

Z genetickych faktorG bylo prokdzano, ze s vétSim rizikem vyskytu
roztrousené sklerdzy jsou asociované nékteré alely skupiny lidskych leukocytovych
antigentl (HLA) 1 a 2. Tato asociace byla poprvé popsédna jiz pred nékolika
desitkami let (Bertrams et al., 1972; Maito et al., 1972). HLA systém piedstavuje
dilezitou soucéast imunitnich procest. Podili se na spravné tvorbé a fungovani
antigen prezentujicich T lymfocytl, pfesnéji koduje ptislusné proteiny receptorii
téchto bun¢k. HLA systém je kontrolovany geny, které se nachazeji na segmentu 6.
chromozému. Studiemi bylo prokézéano, ze alely HLA-DRBS5, HLA-DRB1, HLA-
DQA1 a HLA-DQBI1 jsou asociované s vysSim rizikem rozvoje roztrouSené
sklerozy (Sachs 1977; De Silvestri et al., 2019). V ptipadé HLA-DQBI je riziko

vzniku roztrouSen¢ sklerdzy az nékolikanasobné vyssi (Fogdell-Hahn et al., 2000).

RoztrouSena sklerdza neni sama o sob¢ dédicné onemocnéni, ale 1 piesto
existuje diky vySe zminénym genetickym faktorim forma familiarni, kdy
potomkové mohou po rodi¢ich podédit rizikové genetické predispozice. S pozitivni

rodinnou anamnézou stoupa i riziko vyskytu této nemoci (Al Jumah et al., 2011).
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1.1.1.2 Environmentalni faktory

Do skupiny rizikovych faktorti vnéjsiho prostfedi miizeme zatadit veliké
mnozstvi riznych faktorti. K tém hlavnim patii v€k, pohlavi, rasa, koufeni, obezita,
nedostatek vitaminu D a herpetické infekce (pifedevsim infekce virem Ebstein-

Barrové) (Taan et al., 2021).

Koureni ptedstavuje vyznamny rizikovy faktor pro rozvoj mnoha
onemocnéni jako naptiklad onemocnéni kardiovaskuldrniho systému nebo nemoci
onkologického charakteru. V ptipadé roztrousené sklerézy bylo prokédzano, ze
koufeni vyznamné zvySuje riziko vzniku roztrousené sklerézy (Halawani et al.,
2018). Jedna z moznych hypotéz vlivu koufeni na rozvoj nemoci je senzitivita
oligodendrocytli (bun€k produkujicich myelin) vi¢i oxidu dusnému (NO).
Opakované vystavovani se NO vede k bunécné smrti apoptézou nebo nekrozou.
NO je obsazen v cigaretich a miize zplUsobovat a podporovat degeneraci,

demyelinizaci a nekrézu oligodendrocytli (Mitrovic et al., 1995).

Vitaminy skupiny D (kalciferoly) jsou v tucich rozpustné sekosteroidy, které
jsou v neaktivni form¢ ziskdvané z potravy nebo vznikaji syntézou v kuzi
v zé&vislosti na expozici ultrafialovému zafeni B. Nésledné jsou tyto neaktivni
formy aktivovany v jatrech a v ledvinach, kde vznika biologicky aktivni forma —
kalcitriol (1, 25-dihydroxycholekalciferol). O vitaminu D se vi, Ze se podili na
mnoha imunoregula¢nich dé&jich a tim se uplatituje 1 v procesech autoimunitnich
onemocnéni. Vitamin D miZe hrat roli jako endogenni ,,brzda* zanétu (Goldsmith
etal., 2015). Vitamin D indukuje expresi inhibi¢nich receptorti ILT-3, které reguluji
aktivaci T lymfocytl a tim sniZuji riziko autoimunitni reakce (Waschbisch et al.,
2014). Hypovitaminéza D je spojend s vysSim rizikem vyskytu roztrouSené
sklerozy a zaroven mize vysvétlit vyssi incidenci nemoci v severnéjsich oblastech,

kde je nizsi expozice slune¢nimu svitu (Ramagopalan et al., 2011).

Virus Epstein-Barrové (EB virus) je lymfotropni herpeticky DNA virus,
ktery se uplatiiuje u fady onkologickych onemocnéni. Ve vétSin€ populace tento vir
pfetrvava jako latentni infekce. Recentni studie poukazuji i na jeho roli v rozvoji
roztrousené sklerozy. EB virus ziejmé v patofyziologii roztrousené sklerozy

sehrava roli ,triggeru” neboli spoustéce, a to na podkladé¢ nckolika moznych
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patologickych procesti. Jednou z moznosti jsou molekularni mimikry, kdy dochazi
ke zktizené reaktivité mezi télu vlastnimi antigeny a EBV antigeny. Tento proces
zahrnuje humoralni 1 buné¢nou imunitu. Pfikladem mutize byt zkiizena reakce mezi
protilatkami proti riznym castem EBNA 1 (jaderny antigen viru Epstein-Barrové)
a myelinového bazického proteinu (Jog et al., 2019) nebo adhezivnimi molekulami
glialnich bunék (glial CAM) (Lanz et al., 2022) ¢i anoctaminu 2 (ANO2), proteinu
chloridového kanalu (Tengvall et al., 2019). Dal§im mechanismem muze byt
imortalizace a transformace B lymfocyti EB virem, kterd miize vést az ke klonalni
expanzi. Neni pfesné znamé, které subtypy B lymfocytl jsou nebo nejsou nachylné
k tomuto procesu, ale imortalizace autoreaktivnich B lymfocytd mtze hrat roli jako
spousté¢ roztrousené sklerozy (Pender et al., 2011). Dal$im z moznych procesii
muze byt infiltrace CNS EB virem, pfesnéji feCeno migrace B lymfocytl
infikovanych EB virem do CNS, kde mohou ovliviiovat imunitni reakce. Nékolik
studii prokézalo ptitomnost EBV-pozitivnich B lymfocytt v 1ézich CNS u pacienti
s roztrouSenou skler6zou. U kontrolnich skupin tento nélez nebyl prokazan (Veroni

et al., 2018; Magliozzi et al., 2013; Serafini et al., 2010).

Pohlavi samo o sob¢ také predstavuje rizikovy faktor rozvoje roztrousené
skler6zy. Je patrny vyznamné vyssi vyskyt roztrousené skler6zy u Zen nez u muzi.
V poslednich letech incidence této nemoci stoupa, a to prevazné v Zenské populaci
(Orton et al., 2010; Ahlgren etal., 2011; Wallin et al., 2012). Nékteré studie popisuji

pomér vyskytu mezi Zenami a muzi az 3,5:1 (Harbo et al., 2013).

1.1.2 Epidemiologie roztrousené sklerézy

Dle epidemiologické studie z roku 2020 je na svété kolem 2,8 miliona
pacientll s roztrouSenou skler6zou, avSak toto ¢islo mize byt 1 vySs$i vzhledem
k mensim diagnostickym moznostem v nékterych zemich. V Ceské republice je
registrovanych k 31. 12. 2023 ptes 20 000 pacientti dle ¢eského registru pacienti
s roztrouSenou skler6zou (ReMuS). Nejcastéji tato nemoc postihuje mladé lidi ve
veku mezi 20 az 40 lety; v détstvi a po 60. roce véku je vyskyt vzacny. Jak uz bylo
diive uvedeno, Zeny jsou postizené Castéji nez muzi, a to 2-3x cCastéji. Nejvetsi
vnimavost k tomuto onemocnéni ma indoevropskd a Cernd rasa a nejmensi ma

hispanska a orientalni rasa (Langer-Gould et al., 2022).
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Z hlediska vyskytu onemocnéni mizeme sledovat takzvany geograficky
gradient, kde se prevalence roztrouSené sklerdzy zvysuje se vzdalenosti od rovniku.
Avsak 1 toto ma své vyjimky a neplati Uplné. Nejvyssi prevalence je v oblastech
Severni Ameriky a Europy, nejmensi zase v oblastech sub-Saharské Afriky a
vychodni Asie. Nejvyssi prevalence roztrousené sklerozy je v severnich oblastech
USA, v Kanad¢ a v severni Evropé a ¢ini az 220/100 000 obyvatel. Na druhou
5-30/100 000 obyvatel. U n¢kterych populaci jako naptiklad Aboriginci, Maofi a
Inuiti se roztrousena sklerdza téméf nevyskytuje. V Ceské republice je prevalence
roztrousené sklero6zy vysoka, kolem 160/100 000 obyvatel. Studovan byl taky efekt
migrace na prevalenci roztrousené skler6zy. Bylo zjisténo, ze dllezitou roli hraje
vek, ve kterém se dana osoba piestéhovala. V piipadé, ze k piesunu doslo pied 15.
rokem zivota, tak si jedinec pfisvoji riziko zemé, do které se ptestéhoval, a
v pripadg, Ze ke st¢hovani dojde po 15. roce zivota, ptindsi si pacient riziko ze zem¢,

kde pied tim zil (Cabre et al., 2005).

Celosvétovym problémem vsak zlstava neustale se zvysujici prevalence i
incidence této nemoci. V 80. letech v Ceské republice byla prevalence roztrousené
sklerdzy kolem 71/100 000 obyvatel, zatim co v soucasné dobé je to kolem 160/100
000 obyvatel. Tento trend je pozorovan celosvétoveé a ma za nasledek vyssi socio-
ekonomické nédklady 1 =zatéz pro stavajici centra, pecCujici o pacienty
s demyelinizaénimi onemocnénimi (Walton et al., 2020; Vachova 2012). V Ceské
republice zabezpecuje péci o pacienty s roztrousenou sklerozou celkem 15
specializovanych center — 4 v Praze, 2 v Brné, déle v Cesk}'/ch Budé¢jovicich,
v Hradci Kralové, v lJihlavé, v Olomouci, v Ostravé, v Pardubicich, v Plzni,

v Teplicich a v Zliné.

1.1.3 Patofyziologie roztrousené sklerézy

Patofyziologie roztrousené sklerozy je velice komplexni multicelularni
proces, ktery se vyviji vpribéhu nemoci. Sestavd znékolika zakladnich
mechanismt, kterymi jsou autoimunitni zanét, proces demyelinizace a
remyelinizace, reaktivni glibza a neuroaxonalni degenerace. U jednotlivych

pacientl jsou tyto sloZky zastoupeny riizn€. V poc¢atcich onemocnéni prevlada spise
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zanétlivé/demyelinizaéni postizeni CNS nad axondlnim/neurodegenerativnim,
které prevlada v pozdéjsich stadiich nemoci. I kdyz axondalni neurodegenerace
prevladd v pozdéjSich stadiich, neznamena to, Ze neni pfitomna i v pocatcich

onemocnéni.

1.1.3.1 Zanétlivé procesy

V piipadé¢ relabujici-remitentni formy roztrouSené sklerdzy jsou relapsy
spojené s pritomnosti zanétlivych demyeliniza¢nich 1ézi, které vznikaji na podkladé
infiltrace perifernich imunitnich bun¢k ptes hemato-encefalickou bariéru do CNS.
Tato infiltrace ptedstavuje hlavni rys v pocatecnich stadiich roztrousené sklerdzy.
Zpocatku prechazeji pres hematoencefalickou barieru makrofdgy, které jsou
nasledovany T lymfocyty, ve vétSim mnozstvi CD8+ a v menSim CD4+ T
lymfocyty. Piedpoklada se, ze jejich hlavnim cilem jsou antigeny odvozené od
myelinového bazického proteinu. Po piechodu pfes hemato-encefalickou barieru
dochdzi k aktivaci CD4+ T lymfocytli pomoci antigen prezentujicich bunck. Po
aktivaci dochézi k zanétlivé reakci, ktera podporuje infiltraci CNS monocyty a tézZ
podporuje aktivaci dalSich CD4+ T lymfocytt. Tim prohlubuje zanétlivou reakci.
Po T lymfocytech ptfechazeji hemato-encefalickou barierou 1 B lymfocyty a
plazmocyty. B lymfocyty u roztrouSené skler6zy mizZeme nalézt v meningéch,
parenchymu i v mozkomi$nim moku, kde produkuji specifické autoprotilatky, které
mohou byt detekovany z mozkomiSniho moku a hraji dileZitou roli v diagnoze
nemoci. Mnozstvi plazmocytd, které tvoii protilatky, stoupa s vékem pacienta
(Frisher et al., 2009). U pacienti se sekundarn€ progresivni roztrousenou skler6zou
dochdzi vzhledem k dlouhodobému zanétu k tvorbé takzvanych terciarnich
lymfoidnich struktur, coZz jsou agregaty folikularni dendritickych bunék, T
lymfocytl, B lymfocyti a plazmocytii (Howell et al., 2011). V pfipad€é primarné
progresivni roztrousené skler6zy nedochazi k tvorbé téchto struktur, ale je pro ni
typické diftzni infiltrace mening (Choi et al., 2012). Krom¢ infiltrace imunitnich
bun¢k do CNS, dochazi i k poruse funkci regulacnich bun€k a tim i celkové
dysregulaci mezi regulacnimi a efektorovymi bunikami a dalSimi procesy. Objevuji

se autoreaktivni imunitni bunky, které jsou schopné poSkozovat CNS. Vznika
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poskozeni myelinu a oligodendrocytli a rozvoj demyelinizacnich 1ézi, které jsou

patrné na magnetické rezonanci (Denrou et al., 2015).

1.1.3.2 Axonalni neurodegenerace

Proces neurodegenerace, doposud ne pln€ pochopen, byl kdysi povazovan
za dominantu pozdéjSich stadii roztrousené sklerdzy, avsak jak se v poslednich
letech zjistilo, tomu tak neni. Diky dostupné terapii jsme schopni redukovat
mnozstvi relapst, avSak i tak nedochazi ke zlepSeni dlouhodobé progrese nemoci.
To lze vysvétlit jiz od poc¢atku nemoci chronickym neurodegenerativnim procesem,
ktery probiha i pfi absenci infiltrace CNS imunitnimi bunkami z periferie, ktera
pohasind nejspiSe z divodu vycerpani chronickym prezentovanim antigenti
(Wherry 2011). Ptfi¢iny neurodegenerace u roztrouSené sklerdzy jsou nejspiSe
dasledkem vétsiho mnozstvi procesit jako napiiklad oxidaéniho stresu, deficitu
energie, iontové dysbalance, selhdni neuroprotektivnich a regeneracnich
mechanismi aj. Tyto procesy akcentuje i1 probihajici chronicky zanét, ktery
vyznamné naruSuje homeostazu bunék CNS. Jde napiiklad o astrocyty a mikroglie,
které mohou pii poSkozeni produkovat i znaéné mnoZstvi neurotoxickych a
prozéanétlivych mediatorti. Tyto mediatory podporuji a udrzuji neurodegenerativni
poskozeni axonl (Friese et al., 2014). DalS$im moZnym procesem muZe byt i
neadekvatni aktivace mikroglie v oblasti poskozenych axon, ktera mize dokonce
byt jadrem pii formaci nové 1éze (Kolasinski et al., 2012). V zdravém mozku je
fagocytarni aktivita mikroglie blokovand kontinualn€ exprimovanymi inhibitory
zdravych neurontl, ktera je vSak pfi poSkozeni axonli nedostate¢na. DalSi mozny
podil na rozvoj a udrZzovani neurodegenerace ma neadekvatni neuroprotektivni
reakce mikroglie, ktera také podili na rozvoji primarni neurodegenerace u jinych
onemocnéni jako napiiklad u Alzheimerovy nemoci (Heneka et al., 2014). Pokud
mikroglie zistanou bez kontroly, mohou zplisobovat dalsi poSkozeni bun¢k a tim

podporovat cyklus axonalni neurodegenerace (Zephir 2018).
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1.1.3.3 Remyelinizace

Remyelinizace znamena spontdnni reparacni proces CNS, pii kterém
dochazi k vytvareni novych vrstev myelinu kolem demyelinizované¢ho axonu, u
n¢hoz dochazi k jeho strukturdlni reparaci i navratu jeho kondukénich schopnosti
(Smith et al., 1979). Hlavni roli maji oligodendrocyty, ale ptivod oligodendrocytil
podilejicich se na remyelinizaci byl kontroverzni a vedl k vytvotfeni dvou hlavnich
hypotéz. Prvni predpoklddala, ze se na remyelinizaci podileji piezivsi
oligodendrocyty z poskozené. Druha hypotéza tvrdila, ze se jednd o nové
oligodendrocyty, které¢ vznikly z oligodendrocytovych progenitorovych bunék.
Nyni se predpoklada, Ze oligodendrocyty tvofici novy myelin v demyelinizacnich
1ézich, pochdzeji z oligodendrocytovych progenitorovych bunék. Ty tvoti ptiblizné
3 — 9 % populace bunék CNS u dospélych (Polito et al., 2005). Samotna
remyelinizace probiha ve dvou fazich. Prvni fdze se nazyva faze rekrutace, pii které
dochazi k proliferaci oligodendrocytovych progenitorovych bunék s cilem obsadit
demyelinizovanou oblast. V druhé fazi tyto nezralé oligodendrocyty putuji na misto
demyelinizace a pfichazeji do kontaktu s axonem, coz vede k jejich zrani a
naslednému zahajeni tvorby funkéniho myelinu. Tento proces vSak probihd v
normalnim zdravém prostfedi, na rozdil od roztrouSené sklerdzy, kde rovnéZ piisobi
makrofagy a T lymfocyty. Pro ispé$ny proces remyelinizace musi spravné fungovat
signalni molekuly — nejprve ty, které podporuji proliferaci progenitorovych bunék

a pak ty, které¢ podporuji dozravani oligodendrocytd (Franklin, 2002).

Pribéh a rozsah priibéhu remyelinizace u roztrouSené sklerézy je znacné
variabilni. Zalezi na mnoha faktorech, naptiklad na fazi progrese 1éze, ale také na
mnozstvi ptitomnych oligodendrocytlh a makrofagt v 1ézi (Lucchinetti et al., 1999).
Remyelinizace miiZze probihat rychle s tvorbou tenkych vrstev myelinu nebo
probihd soucasné s infiltraci tkdni makrofagy. Ve vzacnych ptipadech se objevuje
1 sou€asnd demyelinizace praveé remyelinizovanych axonti (Prineaset et al., 1993).
U chronickych 1€zi pacientii s dlouhodobé trvajici nemoci byva remyelinizace
minimélni. Podobné tomu byva i u pacientli s primarn¢ progresivni roztrouSenou

skler6zou (Lassmann et al., 1997; Chari et al., 2007).

22



1.1.4 Diagnostika roztrousené sklerozy

Diagnéza roztrousené skleréze je postavend na kombinaci objektivniho
klinického nalez, ndlezu na magnetické rezonanci mozku a michy a na vysledku
analyzy mozkomiSniho moku. Jako dalsi pomocné diagnostické metody se
pouzivaji evokované potencialy. Pro diagnozu roztrousené skler6ézy byla v roce
2001 vytvorena klinickd, radiologickd a laboratorni diagnostickd McDonaldova

kritéria, kterd byla v roce 2017 revidovana (Thompson et al., 2018).

1.1.4.1 Klinické priznaky roztrousené sklerézy

Zakladni charakteristikou roztrousené sklerdzy jsou demyelinizaéni 1éze
CNS, zahrnujici 1éze optického nervu, supratentorialni 1éze, infratentorialni 1éze
(1éze mozkového kmene a mozecku) a spindlni 1éze. Z toho vyplyvaji riznorodé
klinické pfiznaky, kterymi miZzou pacienti trpét. Klinickd manifestace onemocnéni
zaleZi na oblasti mozku nebo michy, kterou ataka postihla. Nékteré oblasti CNS
byvaji postiZzené Castéji nez jiné, proto se neékteré piiznaky manifestuji vice nez jiné.

wev

Nejcastéjs$i prvnim piiznakem roztrousené sklerézy byva jednostrannd
optickd neuritida, kterd se projevuje postupnym zhorSovanim zraku, spojenym s
bolestmi za okem a pfi pohybu bulbem. Maximum obtizi byva do 2 tydnt a ani pfi
brzké terapii nemusi dojit k uplnému odeznéni obtizi. DalSim obzvlast Castym
projevem byvaji pozitivni €1 negativni senzitivni ptiznaky (parestezie, dysestezie
nebo hypestezie). Pfi postizeni michy se k senzitivnim piiznakim ptidruzuji 1
motorické ptiznaky. Jejich rozsah a zadvaznost zaleZi na velikosti a umistnéni 1éze.
Miuize se jednat o monoparetické, hemiparetické, paraparetické anebo
kvadruparetické postizeni. Typické jsou pfiznaky postizeni centralniho
motoneuronu — svalovy hypertonus, hypereflexie, pyramidové jevy iritacni.
V ptipad¢ 1ézi v oblasti kréni michy se objevuje Lhermittetiv ptiznak, u kterého
dochazi po flexi krku k rozvoji bolesti charakteru elektrického vyboje, jez se §ifi od
Sije podél patefe az do koncetin. U 1ézi v oblasti hrudni patete jsou typické
dysestezie, kdy si pacient stézuje na pocit sviravé obruce kolem hrudniku nebo
bficha (tzv. ,,MS hug® ptiznak). Specifickym postizenim michy jsou obtize s mikci,
naptiklad mocova retence, Casté nuceni na moceni, obtize s defekaci a sexualni

dysfunkece.
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Pti 1ézich v oblasti mozkového kmene jsou Castymi ptiznaky diplopie,
vertigo a zavraté, dysartrie, facidlni paréza anebo postizeni senzitivni inervace
v oblasti tvare. Typickym nalezem je porucha okulomotoriky az internuklearni
paréza, kdy dochazi k postizeni fasciculus logitudinalis medialis. To se projevuje
parézou m. rectus medialis na addukujicim oku a nystagmem abdukujiciho oka.
Pohled ke strané 1éze zlistava neporuseny. Ve vétSing piipada se piiznaky rozvijeji
postupné v pribé¢hu neékolika dnii. Povazujeme je za ataku onemocnéni u relabujici-
remitentni formy, pokud trvaji alespon 24 hodin, a to bez ptitomnosti infek¢niho
onemocnéni nebo febrilii. U primarné progresivni formy se symptomy museji
postupné rozvijet a zhorSovat v obdobi alesponn 12 mésicti (Ford 2020). Na
hodnoceni celkové klinického stavu se u pacientl s roztrouSenou sklerézou vyuziva
»functional Systems Scores (FSS)“ a ,,Expanded Disability Status Scale (EDSS)*.
FSS hodnoti 7 funkénich systémii (pyramidové, mozeckové, senzitivni, kmenové,
vegetativni, zrakové, mentalni funkce) a dalsi funkce spolu s chtzi. Vysledny skor
se interpretuje do hodnoty EDSS, kterd je v rozsahu od 0 (normalni neurologicky

nalez) az po 10 (smrt kvtli roztrouSené sklerdze) (Kurtzke 1983).

1.1.4.2 Magneticka rezonance u roztrousené sklerdézy

Magneticka rezonance (MR) mozku a michy je dileZitou vySetfovaci
metodou pro stanoveni nebo vylou€eni diagnézy roztrousené sklerézy. Po svém
uvedeni v roce 1980 zptisobila revoluci v diagnoze a 1é¢bé roztrousené sklerdzy,
tim Ze umoznila vizualizaci 1ézi a jejich aktivitu. V soucasnosti predstavuje
magnetickd rezonance nenahraditelnou soucast dlouhodobého sledovani vyvoje

této nemoci.

Pfi podezieni na roztrousenou sklerdzu se nejCastéji vyuzivaji T2 vazené
sekvence a FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) sekvence. T2 vazené
snimky zobrazuji vodu, a tudiz i likvor hypersignalné, bilou hmotu hyposignaln¢ a
Sedou hmotu hypersignalné, zatimco jejich upravend verze FLAIR potlaci signal
vody a tim zobrazuje likvor hyposignalné. T2 vazené sekvence se predevSim
vyuzivaji k zobrazeni lozisek s vétSim obsahem vody a FLAIR sekvence k

zobrazeni periventrikularnich loZisek.
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Typickym néalezem pro roztrousenou sklerdzu je nalez hypersignalnich 1ézi,
patrnych na T2 vézenych snimcich v oblastech periventrikuldrné, kortikaln€é nebo
juxtakortikaln€, infratentorialn€ nebo v mise (obr. 1-3). Dal§im typickym nalezem
u roztrouSené sklerozy miize byt nalez hypersignalni 1éze v retrobulbarni casti
nervus opticus odpovidajici retrobulbarni neuritidé (obr. 4). Pomoci intravendzné
podané kontrastni latky, kterou tvoii gadolinium, dokdzeme identifikovat
metabolicky aktivni 1éze. Magnetickd rezonance je schopnd hodnotit diseminaci
1ézi v prostoru a v ¢ase. Pod pojmem diseminace v prostoru se rozumi piitomnost
T2 vazenych hypersignalnich 1€zi v alespoil 2 ze 4 typickych, vySe zminénych,
oblasti pro roztrousenou sklerézu. Diseminace v case znamend simultanni
ptitomnost gadolinum-syticich se a nesyticich se lozisek nebo ptfitomnost novych

gadolinum-syticich se lozisek na kontrolnich MR zobrazenich (Ford 2020).

Dalsi dilezitou funkci magnetické rezonance v ramci roztrousené sklerdzy
je hodnoceni atrofie mozku a michy, kterd predstavuje vysoce relevantni nalez

obzvlasté v pozd¢jsich stadiich roztrousené sklerozy.

I kdyZ ma magneticka rezonance vysokou senzitivitu, jeji velika nevyhoda
je nedostatek specificity pro roztrousenou skler6zu a je také limitovana v metrikach

pottebnych pro klinickou validaci a prognézu onemocnéni.
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Obr. 1. MR vysetfeni mozku s T2
hypersignalnimi lozisky bilé hmoty
periventrikularné juxtakortikalné

Obr. 3. MR vySetieni kréni patefe s
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Obr. 4. MR vySetfeni mozku se
zvySenym signalem n. opticus vlevo
v oblasti hrotu orbity, odpovidajici

optické neuritidé vlevo
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1.1.4.3 Biochemicka analyza likvoru

Biochemicka analyza mozkomisniho moku neboli likvoru ptedstavuje dalsi
dilezitou metodu vyuzivanou v diagndéze roztrousené sklerdézy, zejména
v piipadech, kdy nejsou klinické nalezy ¢i ndlezy na magnetické rezonanci
dostate¢né presvedcivé. Zakladni biochemicky a cytologicky nélez v likvoru byva
u roztrousené sklerézy normalni. Je-li pfitomna vyrazna proteinorachie nebo
pleiocytdza miize se jednat o jiné onemocnéni. Pro roztrousenou sklerézu je klicovy

nalez intratekalni syntézy imunoglobulini a priikkaz oligoklonalnich pési.

Intratekalni syntéza imunoglobulinu (ptedev§im imunoglobulinu G) svédc¢i
o pfitomnosti imunitnich bun¢k produkujicich imunoglobuliny v ramci CNS. To ji

fadi k dilezitym, i kdyz nespecifickym markerim roztrousené sklerozy.

Oligoklonalni pasy se vySetfuji z mozkomiSniho moku pomoci izoelektrické
fokusace a pomahaji stanovit oligoklondlni imunoglobuliny pfitomné pouze
v likvoru, a ne vséru. Velmi dulezité¢ jsou v diagndze roztrousené sklerdzy
oligoklonalni pasy IgG a IgM, avSak stanovuji se také oligoklonalni pasy lehkych
fetézcl kappa a lambda. Dtive se pfedpokladalo, ze se jedna a specifické protilatky
pro roztrousenou sklerozu, ale pozd¢jsi studie zjistily, Ze se jedna o protilatky proti
rozpadovym produktiim v rdmci demyelinizace a neurodegenerace (Winger et al.,

2016).

1.1.4.4 Evokované potencialy

Multimodalni evokované  potencidly  pfedstavuji specifickou
neurofyziologickou vySetfovaci metodu, kterd méfi propagaci signalu, sumaci
elektrické aktivity a centradlni synapse specifickych nervovych drah CNS.
Jednotlivé typy evokovanych (vyvolanych) potencialll rozdilnych modalit vznikaji
na zaklad¢ riznych stimuld. V neurologické praxi se vyuzivaji ¢tyfi zakladni typy
neboli modality evokovanych potencidlti, a to zrakové (vizualni) evokované
potencidly, kmenové sluchové evokované potencidly, somatosenzorické a
motorické evokované potencidly. Pfed zavedenim magnetické rezonance do bézné
klinické praxe mély evokované potencialy diilezitou roli v diagnéze roztrouSené

skler6zy. Demyelinizace je charakterizovana prodlouzenim latenci centralnich
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odpovédi evokovanych potenciall a prodlouzenim centralniho kondukéniho casu
se zachovanymi normélnimi amplitudami. Dnes se vyuzivaji jako pomocné
vysetiovaci metody v diagnostickém procesu pii nespecifickych néalezech (Poser et
al., 1983). V poslednich letech bylo publikovano né¢kolik studii, které hodnoti
prognosticky potencial jednotlivych evokovanych potencidltt (Hardmeier et al.,

2021; Hardmeier et al., 2017).

Zrakové evokované potencidaly (VEP) vznikaji na podkladé vizualni
stimulace a hodnoti vodivost zrakovymi drahami. Jsou dulezité pii stanoveni
diagndzy optické neuritidy (obr. 5), coz je Casty prvotni projev roztrousené sklerdzy
(Stétkarova et Zido, 2022). Vysetfeni VEP ma vyznamné vysokou senzitivitu
(kolem 90 %) a vysokou specificitu (kolem 85 %) pro optickou neuritidu (Halliday
etal., 1977).

VEP | VEP 3K EP VEP | VEP 3K EP

Loft M 2z Reversal 6x8 Checkers Fix: b4 Right M 2Hz Reversal 6x8 Checkers Fix:»d

Obr. 5. Zrakové evokované potencidly (VEP), stimulace ,,pattern reversal®,
snimani z registracnich elektrod O1-Fz, Oz-Fz a O2-Fz (shora doli). Vlevo je
vyrazné abnormalni ndlez VEP pfti vySetfeni levého oka s prodlouzenim latence
viny P 100 na 120,3 ms u pacienta s RS. Nalez sv&dci pro postizeni zrakové drahy
vlevo v prechiasmatickém useku. Vpravo je normalni ndlez VEP pfi stimulaci
pravého oka (latence P100 je 100, 5 ms) u zdravé kontroly.
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Kmenové sluchové evokované potencialy (BAEP) hodnoti vodivost signalu
v mozkovém kmeni. Diagnostikuji 1éze mozkového kmene, ale v klinické praxi se

jiz u roztrousené sklerdzy vyuzivaji minimalné (Robinson et al., 1977).

Somatosenzorické evokované potencialy (SEP) hodnoti vodivost

somatosenzorickymi drahami (obr. 6).

Motorické evokované potencialy (MEP) vySetfuji prichod signélu
pyramidovymi drahami (obr. 7). Tyto modality pomahaji identifikovat a lokalizovat
poskozeni vySe zminénych drah a sledovat jejich vyvoj v ase (Baker et al., 1968;

Hess et al., 1986).
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Obr. 6. Somatosenzorické evokované potencidly (SEP), snimani z registracnich
elektrod Cz-Fz pro dolni koncetiny 1 horni koncetiny. Vlevo (horni obrazek) je
vyrazné abnormalni nalez SEP pii vySetfeni kortikdlni odpovédi pii stimulaci n.
tibialis s prodlouzenim latence viny P 40 na 49,6 ms. Dolni obrazek ukazuje SEP n.
medianus s prodlouZzenim latence viny N20 na 21,5 ms. Nalez sv€d¢i pro postiZeni
somatosenzorické drahy vlevo v centralnim useku u pacienta s RS. Vpravo je
normalni nalez SEP (latence P 40 je 37,8 ms, latence N 20 je 18,0 ms) u zdravé
kontroly.
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Obr. 7. Motorické evokované potencidly (MEP), snimani z m. tibialis anterior.
Vlevo je vyrazné abnormalni ndlez MEP kortikalni odpovédi pii snimani z dolni
koncetiny s prodlouzenim latence na 46,4 ms (horni 3 kfivky). Nalez svéd¢i pro
postizeni pyramidové drahy vlevo v centrdlnim tseku u pacienta s RS. Vpravo je
normalni nalez MEP (latence kortikalni odpovédi je 28,9 ms) u zdravé kontroly.

1.1.4.5 Opticka koherentni tomografie

Opticka koherentni tomografie (OCT) je neinvazivni diagnosticka metoda,
ktera umoziiuje zobrazeni tkani, jako napfiklad tkéni sitnice, a jejich
transverzalniho prufezu ve vysokém rozliSeni a tim zhodnotit jejich poskozeni. Tato

metoda se bézn¢ vyuziva v oboru oftalmologie (obr. 8).

U pacienti s roztrousenou sklerdézou je dilezitym sledovanym parametrem
tloustka vrstvy nervovych vldken sitnice (retinal nerve fibre layer — RNFL). Po
snimani je tlouStka RNFL pfevedend do formy linie na barevné kdédovaném pozadi,
které znazorfiuje normu pro dany vek a pohlavi pacienta. Hodnoceni je néasledné
provadéno v jednotlivych segmentech (12 segmentt, kazdy po 15 stupnich) nebo
ve 4 zékladnich kvadrantech kruznice (superior, nasal, inferior, termporal). Dal§im
dilezitym parametrem je celkovy objem makuly (Total Macular Volume — TMV).

Jde o trojrozmérny obraz makuly tvoreny sérii vertikdlnich nebo horizontalnich
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fezi, ktery nas nepiimo informuje o ztraté gangliovych bunck, ptipadné i o ztraté

dalSich vrstev sitnice.

OCT dokaze zobrazit nasledky zanétu optického nervu a také difuzni
neurodegenerativni zmény nervové tkané typické pro roztrousenou sklerézu. OCT
se pravideln¢ vySetfuje u pacientd s optickou neuritidou, ktera je jednou
z nejCastéjsich prvnich ptiznakl roztrousené sklerdzy, ale miize se vyskytovat také
u jinych demyelinizacnich onemocnéni jako naptiklad u onemocnéni Sirsiho spektra
neuromyelitis optica (NMOSD). V poslednich letech se OCT zacala pravidelné
vyuzivat u roztrousené skler6zy k hodnoceni difuzni neurodegenerace, protoze

retina ptedstavuje jediné misto, kde miize byt pfimo neinvazivné zobrazena vrstva,

ktera je tvofena pouze axony (Petzold et al., 2010).
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Obr. 8. Optickda koherentni tomografie (OCT) s vySetfenim tloustky vrstvy
nervovych vlaken sitnice (RNFL) (obrazek vpravo) a celkového objemu makuly
(TMV) (obrazek vlevo) s patologickym nélezem na levém oku odpovidajici
retrobulbarni neuritidé (Zdroj: Matuskova et al., 2016)

1.1.5 Lécba roztrousené sklerozy

RoztrouSena sklerdza je nevylécitelna nemoc, ale pomoci specifické terapie
lze ovlivnit jeji pribéh. Lécba této nemoci je dlouhodoba a financéné velice
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nakladna. V Ceské republice ji po splnéni stanovenych podminek pIné hradi
zakladni zdravotni pojisténi. Soucasnd lécba spociva v nékolika zakladnich
strategiich. Jde o cilenou akutni 1écbu relapst, symptomatickou terapii a redukci
aktivity nemoci pomoci 1ékit modifikujicich onemocnéni, tzv. ,,disease-modifying

drugs (DMD)“ (Hauser et al., 2020).

1.1.5.1 Akutni terapie atak

Pod pojmem ,,ataka* (exacerbace, relaps) se u roztrousené sklerdzy rozumi
nové vzniklé neurologické ptiznaky nebo zhorSeni stavajicich neurologickych
ptiznakt, trvajicich minimélné 24 hodin, bez ptfitomnosti infekce nebo febrilii.
V piipadé, ze ke zhorSeni obtizi dochazi pii febriliich nebo pii infekéni nemoci,
jednd se o tzv. pseudo-ataku/relaps (Berkovich et al., 2016). Pfed zahdjenim
jakékoliv terapie je nutné se nejprve presveédcCit, zda se opravdu jedna o ataku a zda
spliiuje vySe uvedené podminky. Proto provadime laboratorni vysetfeni krve k

vylouceni akutné probihajici infekce se stanovenim CRP a hladiny leukocytt v krvi.

Prvni volbou v 1écbé akutnich atak je podani vysokych davek kortikoida,
které relativné rychle snizuji zadvaZnost a trvani ataky. Zahajuje se intravendznim
podanim 1g methylprednisolonu denné v obdobi 3 az 5 dnl (celkem 3-5 g)
s ndslednym postupné klesajicim taperem peroralniho methylprednisolonu nebo
prednisonu (Sellebjerg et al., 2005). Tato terapie je vétSinou doprovazena
podavanim inhibitor protonové pumpy a substituci kalia jako prevence nckterych

nezadoucich uéinku kortikoidu.

Druhou linii 1é€by ataky, pokud nezabira na terapii kortikoidd, tvoii série
vyménnych plazmaferéz nebo intravendzni podani imunoglobulini G (IVIG).
Plazmaferézy jsou provadény ob den, vétSinou se podava 3 az 7 plazmaferéz
(Llufriu et al., 2009). Intraven6zni imunoglobuliny G se vyuzivaji hlavné u kortiko-
rezistentnich atak. Doporucena davka je 0,4g/kg/den po dobu 5 dni nebo 1g/kg/den
po dobu 2 dni (Sorensen et al., 2003).
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1.1.5.2 Symptomaticka terapie roztrousené sklerozy

Symptomaticka terapie je velice variabilni a zalezi na obtizich jednotlivych
pacientl. Obecné se doporucuje u vSech pacienti podporovat zdravy zivotni styl,
zejména zdravé stravovani, pravidelnou fyzickou aktivitu a péci i o své psychické
zdravi, coz zlepSuje celkovy vyvoj nemoci. Dobrym piikladem symptomatické
terapie je substituce deficitu vitaminu D, ktery je povazovan za rizikovy faktor
rozvoje roztrouSené sklerozy. DalSimi piiklady symptomatické terapie jsou

napiiklad 1écba deprese, Unavy, spasticity, neuropatické bolesti ¢i dysestezii.

Deprese predstavuji Castou pfidruzenou nemoc pacientll s roztrousenou
sklero6zou. Jeji vyskyt je u pacientl s roztrouSenou sklerézou az 3x Cast&jsi nez v
bézné populaci a jeji vyskyt neni vazan na jednotlivé ataky. Z terapeutického
hlediska je dilezit¢ brzké zavedeni antidepresivni medikace v kombinaci se
psychoterapii. Za prvni volbu se povazuji antidepresiva ze skupiny selektivnich
inhibitort zpétného vychytavani serotoninu (SSRI), naptiklad citalopram a

escitalopram.

Chronicka unava ptedstavuje dalsi velice Casty doprovodny pfiznak u
pacientl s roztrousenou sklerézou, ktery dokdze vyznamné snizit kvalitu Zivota.
Jeji terapie je pievazné reZimova — Uprava dennich aktivit, planovani dostate¢né¢ho
odpocinku, aerobni aktivita a jiné. Z farmakologického hlediska se vyuziva pouze

terapie amantadinem, avSak ucinnost je pomérn¢ nizka.

Spasticita je dalsi doprovodny priznak pacientl s roztrousenou skler6zou
obzvlasté v pozdgjSich stadiich nemoci. Léebné moznosti tohoto ptiznaku jsou
znaén€ rozsadhlé a zaviseji na tiZi spasticity. Terapeutické moznosti zahrnuji
reZimova opatieni a rehabilitaci, peroralni baklofen, lokalni aplikaci botulotoxinu

az po lécbu intratekalnim baklofenem.

Dal$im vyznamnym pfiznakem roztrousené sklerdzy jsou neuropatické
bolesti s dysesteziemi a paresteziemi. V 16¢bé muskuloskeletalni bolesti postacuji
neopioidni a opioidni analgetika nebo jejich kombinace. Pro terapii neuropatické
bolesti se vyuzivaji léky ze skupiny protizachvatovych 1éciv (gabapentin a

pregabalin) (Stétkatova et al., 2021).
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1.1.5.3 Chronicka ,,DMD* terapie roztrousené sklerézy

Dlouhodoba chronicka terapie u roztrousené sklerézy je zalozena na
,disease-modifying drugs®. DMD jsou léky modulujici nebo suprimujici imunitni
procesy organismu. Celkové podporuji protizanétlivé procesy a tim snizuji pocet
relapsi, redukuji pocet 16zi na MR, stabilizuji a oddaluji disabilitu pacienttl. Uéinek
jednotlivych 1ékt je rozdilny. Casto se také vyskytuji rtizné nezadouci uéinky a
jsou piitomné 1 rtizné kontraindikace, proto je vyuzivan individualni pfistup pfti

rozhodovéani o terapii.

V Ceské republice se DMD terapie déli do dvou hlavnich skupin — na 1é¢bu
1. linie a 2. linie (eskala¢ni 1é€bu) a doporuceni pro jejich indikaci a volbu byly
vydany v roce 2020 kolektivem autorti (Havrdova et al 2020). V soucasné dob¢ se
pfipravuje dalsi revize téchto doporuceni. Mezi léky 1. linie fadime skupinu
interferonu beta 1A, glatiramer acetat, teriflunomid, dimethyl fumarat, ponesimod
a ozanimod. K 1éktim 2. linie fadime okrelizumab, natalizumab, ofatumumab,
fingolimod, alemtuzumab, kladribin a dal$i. Samostatnou skupinu ptedstavuje
terapie progresivnich fazi roztrouSené sklerozy — v 1écbé primarné progresivni
formy se vyuzivd okrelizumab a v 1é€bé sekundarné progresivni formy se
znamkami aktivity nemoci se vyuZziva siponimod. Indikacni kritéria k zahajeni a
zméné terapie jsou stanovené Statnim tstavem pro kontrolu 16¢iv (SUKL). Po
splnéni téchto kritérii je terapie pacientim plné hrazena. V Ceské republice je tato
lécba podavana ve vysoce specializovanych centrech pro roztrouSenou sklerdzu

(Havrdova et al 2020).

1.1.5.3.1 Léky prvni linie

Interferon beta 14 je jeden z prvnich 1€kt schvéalenych k terapii roztrouSené
skler6zy. Nadale zlstava relativné Casto vyuzivan jako prvni 1€k v injekéni formé.
Vyzkumy prokazaly, Ze interferon beta snizuje zavaznost a mnozstvi relapst
pfiblizné o 30 % ve srovnani s placebem. Jedna se o télu vlastni, bunikami
produkovanou latku, ktera snizuje celkové mnozstvi aktivovanych lymfocytii. Proto
klesa i prinik lymfocytd pies hemato-encefalickou barieru do CNS, snizuje se
tvorba toxickych latek poskozujicich myelin a axony a dochazi k aktivaci

protizanétlivych procestt v CNS. Hlavnim nezaddoucim u¢inkem terapie interferony
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je tzv. ,flu-like syndrom®. Jednd se o chfipkovité ptiznaky, febrilie/subfebrilie,
zimnici/tfesavku, bolesti hlavy/svalii/kloubti, inavu a dalsi, které se rozvijeji po

aplikaci 1€ku. Jejich intenzita se ¢asem snizuje (Kieseier 2011).

Glatiramer acetat predstavuje dalsi jiz dlouho zavedeny a uzivany 1ék
v injekéni formé. Jedna se o acetdtovou stl smési ndhodnych polypeptidi
sestavenych ze Ctyf aminokyselin. Tyto aminokyseliny se cCasto vyskytuji
v myelinu, proto se piedpoklada, ze glatiramer acetat plsobi jako nédhradni
molekula pro imunitni buiiky, které se na ni navdzou misto myelinu. Imunitni bunky
autoimunitni procesy v CNS. Jeho u¢innost je podobnd interferonu. Nejcastéj$im
nezadoucim ucinkem je kozni reakce v misté¢ vpichu, ktera mize ptejit v atrofii

podkozi nebo v nekrézu (Lalive et al., 2011).

Teriflunomid je Casto nasazovanym peroralnim lékem. Jedna se aktivni
metabolit leflunomidu, ktery se vyuziva v 1é€bé revmatoidni artritidy. Teriflunomid
zasahuje do procesi tvorby leukocyti reverzibilni blokddou nékterych
mitochondrialnich enzymi. Tim dochazi k snizeni poctu lymfocytl se snizenim
jejich autoimunitnich reakci. K ¢astym nezadoucim u€inklim patii poSkozeni jater.
Teriflunomid 1 po vysazeni pietrvava dlouhodobé v organismu, proto neni vhodny
pro Zeny, které planuji t€hotenstvi. S ucinnosti je na tom velice podobné jako

interferon a glatiramer acetat (O ’Connor et al., 2011).

Dimethyl fumarat je pivodné odvozen odléku na jiné autoimunitni
prostfednictvim aktivace na nuclear factor — like 2 (Nrf2) zavislych a nezavislych
metabolickych cest. Vyzkumy prokazaly snizeni relapsti pii 1é€bé dimethyl
fumaratem ve srovnani s placebem pfiblizné o 50 %. Hlavnimi nezddoucimi ucinky
muZou byt zazivaci obtize nebo navaly s pocity horka a zarudnuti (Gold et al.,
2012). Déle je potieba pravidelné sledovat pocty lymfocyti v krvi vzhledem
k tomu, Ze pfi jejich vyrazném poklesu bylo popsano nekolik piipadi progresivni
multifokalni leukoencefalopatie (blize vysvétlend v nasledujicim textu) (Mills et

al., 2018).

Ponesimod je dalsi peroralné podavany Iék. Jde o vysoce selektivniho

funk¢niho antagonistu sfingosin-1-fosfatového (S1P) receptoru 1. Po vazbé¢ na tyto
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receptory zpusobi zadrzeni lymfocyt v lymfatickych uzlinach a tim zabrani jejich
priniku hematoencefalickou barierou do CNS. Vzhledem ktomu dochazi
k poklesu mnozstvi lymfocytl v periferni krvi, co pfedstavuje vyznamny nezadouci

ucinek této terapie (Dumitrescu et al., 2023).

Ozanimod je obdobng¢ jako ponesimod peroralné podavany 1ék. Rovnéz patti
do skupiny S1P receptor modulujicich ¢k, avSak v pfipadé ozanimodu se jedna o
2. generaci selektivnich agonistii S1P receptoru 1 a 5, ktery ptsobi jako funkéni
antagonista S1P receptoru 1. Jeho efekt je podobny jako v pfipadé ponesimodu,
avsak u ponesimodu zlstava ¢astecné zachovana aktivita S1P receptoru 5. Podobné
jako u ptedeslého 1€ku je lymfocytopenie zdvazny nezadouci Gcinek této terapie,

pro ktery musi byt pacient monitorovan (Dumitrescu et al., 2023).

1.1.5.3.2 Eskala¢ni terapie

Fingolimod, 1€k ze skupiny eskala¢ni terapie, je historicky prvni schvaleny
peroralni 16k na roztrousenou sklerozu v Ceské republice. Figolimod, spolu
s ponesimodem a ozanimodem, patii do skupiny modulator sfingosin-1-
fosfatovych (S1P) receptori lymfocyti. Fingolimod je neselektivni funkéni
antagonista S1P receptortl, na rozdil od vy$e zminénych preparatti. Ve studiich bylo
prokédzano, ze fingolimod snizuje riziko relapst piiblizné o 50 % ve srovnani
s placebem. Efekt terapie je velice podobny piedeslym preparatim, avsak v piipadé
fingolimodu je tfeba pocitat s rizikem tzv. ,,rebound fenoménu*, kdy po ukonceni
terapie dojde k ndhlému vyplaveni velikého mnozstvi lymfocytl z lymfatickych
uzlin do periferie a tim vznika vysoké riziko rozvoje tézkych klinickych relapst u

roztrousené skler6zy (Calabresi et al., 2014).

Natalizumab je dal§im predstavitelem 1éCiv ze skupiny eskalacni terapie.
Tato humanizovana monoklonalni protilatka funguje jako inhibitor a4f1 intergrinu.
04B1 integrin je adhezivni molekula na povrchu lymfocytl, kterd se podili na
pfestupu lymfocyti hemato-encefalickou bariérou do CNS. Natalizumab
nezabranuje uvolnéni lymfocytl do periferie, ale brani pouze jejich ptestupu do
CNS (Yednock et al., 1992). Natalizumab je jeden z nejicinngjSich 1ékli na
roztrousenou sklerozu. Ve srovnani s placebem snizuje riziko relapst o piiblizné

60 %. Lék se podava intravenozné v infuzich a byva velice dobie tolerovan.
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Existuje vSak jedna velice zavazna komplikace této terapie. Jedna se o progresivni
multifokalni leukoencefalopatii (PML), rozsahlé progresivni zanétlivé postizeni
bilé hmoty s vyraznou disabilitou a 25 % rizikem Umrti. PML je zplsobena
oportunni infekci John Cunningham virem (JC virus). JC virus, pojmenovany po
pacientovi vysetfovaném pro PML, u kterého byl virus poprvé prokazan, je lidsky
polyomavirus 2, ktery bézné piebyva v gastrointestindlnim traktu, avSak muze
piechazet 1 pfes hemato-encefalickou barieru. U zdravych lidi tento virus
nezpusobuje zasadni obtize, avSak u imunosuprimovanych pacientl, napiiklad
pacientii 1é¢enych natalizumabem, muze dojit k jeho reaktivaci a vyvolani PML
(Ho et al., 2017). Proto se u pacienti na terapii natalizumabem pravidelné
kontroluje titr protilatek proti JC viru v séru. V ptipadé vyssiho titru protilatek se
prodluzuji intervaly mezi podavanymi davkami z 1x za 4 tydny na 1x za 6 tydnt.
V ptipadé¢, ze je narist titru vyznamné rychly nebo v piipadé kdy presahne urcité
hranice, je indikovana zména terapie vzhledem k vysokému riziku rozvoje PML

(Polman et al., 2006).

Okrelizumab je dalSim lékem k 1écbé roztrouSené sklerdzy. Bude blize

rozebran v nasledujici kapitole.

Ofatumumab je dal$im pfedstavitelem ze skupiny eskalacni terapie.
Z hlediska efektivity, bezpecnostniho profilu a zptsobu ucinku je ofatumumab
velice podobny okrelizumabu. Jedna se plné¢ humanizovanou monoklonalni
protilatku proti CD20, kterd se na rozdil od ocrelizumabu podava jednou mési¢né

formou subkutanni injekce.

Alemtuzumab, v této dobé€ jiz méné Casto vyuzivany zastupce ze skupiny
eskalaéni terapie, je monoklonalni protilatka proti molekule CD52 nachézejici se
na povrchu lymfocyti. Po navazani se této protilatky na lymfocyt dochéazi k jeho
zni¢eni. Vyzkumy prokazaly, Ze alemtuzumab snizuje pocet relapst ptiblizné o 50
% ve srovnani s interferonem beta. Tento 1€k se podava intravendzné infuzni
formou. Mezi hlavni nezaddouci G€inky patfi riziko infuzni reakce z rozpadu bunék
(fesi se soucasnym podavanim kortikoidl) a riziko rozvoje dalSich autoimunitnich
nemoci (nej¢asteji autoimunitni porucha funkce §titné zlazy nebo trombocytopenie)

(Havrdova et al., 2015).
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Poslednim piikladem eskalaéni DMD terapie je kladribin, ktery se od
ostatnich 1€kt 1isi svym specifickym ucinkem a davkovacim schématem. Efekt
tohoto Iéku mulzeme rozdélit do dvou fazi. V prvni fazi dochazi hlavné
v lymfocytech k akumulaci aktivniho metabolitu kladribinu, ktery narusuje
metabolismus bungk, inhibuje syntézu a opravu DNA a vede buniky k apoptdze. To
zpusobi pokles celkového poctu lymfocyti. V druhé fazi dochazi k obnoveni
lymfocyt,, coz vede k dlouhodobé kvalitativni zméné imunitniho systému.
Kladribin se podava formou peroralnich tablet ve dvou pulzech v prvnim a druhém
roce 1é¢by. Uginnost nasledné pretrvava dal§i dva roky, kdy pacient jiz nemusi
kladribin uzivat. Toto schéma podavani ma své vyhody u pacientek planujicich
t€hotenstvi. Vzhledem k poklesu celkového poctu lymfocyti je vyssi riziko vyskytu
infekce herpes zoster, coz patii k nejcastéjSim nezadoucim u€inkiim této terapie

(Giovannoni et al., 2010).

1.1.5.3.3 Lécba progresivnich fazi roztrousené sklerézy

Okrelizumab je humanizovand monoklonalni protildtka proti CD20 a
podava se intraven6zné jednou za 6 mésicii. Humanizaci protilatky se sniZilo riziko
nezadoucich tc¢inku tim, Ze se jedna o t€lu podobnou latku. Okrelizumab zasahuje
do procest specifické imunity tim, Ze se vaze na specifické receptory B lymfocytl
exprimujicich CD20, ¢imZ zahaji jejich proces sebedestrukce. Lécba timto Iékem
vede k celkové depleci CD20+ B lymfocytti v organismu, coz ma za nasledek
redukci prezentace antigend pro T lymfocyty, modulaci prozanétlivych cytokinti
tvofenych B lymfocyty a redukci aktivace a diferenciace plazmablastli. Jedna se o
vysoce ucinnou l1écbu snizujici riziko relapsti a progresi invalidity u relabujici-
remitentni formy roztrousené sklerdzy. Okrelizumab je vSak prvni 1ék, u kterého
bylo prokdzdno sniZzeni progrese invalidity 1 u primarné progresivni formy
roztrousené skler6zy, proto predstavuje v této dobé prvni volbu 1écby u pacientl
s touto formou nemoci. Mezi nezaddouci G€inky léku patii hlavné reakce spojené
s podavanim infuze, napiiklad bolesti hlavy, febrilie, nauzea a zvraceni a dalsi. Tyto
nezddouci ucinky lze ucinné potlacit vhodnou preventivni medikaci

(antihistaminika, kortikoidy aj.) (Sorensen et al., 2016).
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Siponimod je peroralni 1ék ze skupiny 1€kt modulujicich SI1P receptory.
Jedna se o selektivniho funkéniho antagonistu S1P receptoru 1 a 5. Jeho efekt je
podobny jako u ostatnich pfedstaviteli této 1€ékové skupiny. Navazanim se na
specifické receptory na povrchu lymfocytii zabranuje jejich vyplaveni
z lymfatickych uzlin do periferni krve. Na rozdil od ostatnich preparati byl u
siponimodu prokazan efekt v 1écbé sekundarné progresivni formy roztrouSené

skler6zy s relapsem nebo zanétlivou aktivitou na MR mozku (Kappos et al., 2018).

1.1.5.4 Cile a strategie 1é¢by roztrousené sklerozy

S nartistajici dostupnosti velikého mnozstvi terapeutickych moznosti se
meéni 1 dlouhodobé terapeutické cile u roztrouSené sklerézy. V klinické praxi se
hlavn¢ vyuzivaji tfi parametry, které ndm napovidaji o aktivité nemoci, a to nalez
aktivity na MR, mnozstvi relapst a zhorSeni disability u pacientii. Hodnoceni, ktera
kombinuji tyto tii nalezy, byla zavedena za tcelem lepsiho a komplexnéjSiho
zkoumani dlouhodobych ¢€inkli dostupné 1écby. Pacienti, kteti v téchto tfech
doménach neprokazuji Zadnou aktivitu nemoci, jsou Vv poslednich letech
oznacovani jako pacienti, ktefi dosahli konceptu NEDA-3 (,,no evident disease
activity*). AvSak koncept NEDA-3 neposkytuje tplny obraz aktivity roztrousené
skler6zy, nebot’ nadale miiZze probihat progrese nemoci, kterou timto konceptem
nelze zachytit. Pfikladem je kognitivni deteriorace u pacientli dosahujicich NEDA-
3. Jeden z navrhil na feSeni tohoto nedostatku je k hodnoceni tfi vySe zminénych
domén pfidat 1 méfeni abnormalni ztraty objemu mozku. Toto kombinované
hodnoceni byvé oznacovano jako koncept NEDA-4 (Giovannoni et al., 2017;
Havrdova et al., 2017).

Z hlediska strategie 1éCby roztrousené sklerdzy jsou aktualné navrzené dve
hlavni strategie. Prvni strategie piistupuje k 1écbé roztrouSené sklerdzy ve smyslu
»treat-to-target* nebo jinak feceno stupnovitd eskalace 1écby, kterd zac¢ina na nizsi
pocatecni ucinnosti 1é¢by — LITE (,,lower initial treatment efficacy*), a 1éky s vyssi
ucinnosti ponechava pro prilom v pribéhu nemoci. LITE strategie zahajuje terapii
pomoci napiiklad interferonti, glatiramer acetatu nebo terflunomidu. Nésledné
sleduje odpoveéd’ pacienta na 1éCbu a vyvoj jeho stavu a az v ptipadé, kdy dojde

k progresi nemoci, ptistupuje k zmeéné¢ terapie na léky ze skupiny s vyssi ucinnosti
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(natalizumab, okrelizumab, alemtuzumab, fingolimod apod.). Druha strategie se
nazyva HEFT (,,high efficacy frontline treatment®) a ptistupuje k 1écbé tak, ze jiz
od zacatku onemocnéni indikuje terapii léky s vyssi ucinnosti. 'V poslednich
dekadach byla preferovana strategie LITE vzhledem k obavam z potencialné
zavaznych nezddoucich ucinkl 1€kt ze skupiny preparati s vyssi ucinnosti, jako
napiiklad rozvoj progresivni multifokalni leukoencefalopatie u 1écby
natalizumabem, avSak v posledni dobé studie ukazuji na lepsi dlouhodoby
terapeuticky efekt strategie HEFT. Zatim neni jasné, ktera z téchto strategii je pro
pacienty z dlouhodobého hlediska vyhodnd, a to nadale zlstdva otdzkou i pro

probihajici a budouci klinické studie (Cree et al., 2022).

1.1.6 Diferencialni diagnéza demyeliniza¢nich onemocnéni CNS

Pod pojmem demyelinizacni onemocnéni CNS oznacujeme jakoukoliv
nemoc nebo pficinu, kterd zptisobuje poskozeni myelinové pochvy nervii CNS.
V poslednich dekddach bylo od roztrouSené sklerézy vyclenéno nékolik
samostatnych onemocnéni (naptiklad spektrum onemocnéni neuromyelitis optica —
NMOSD nebo onemocnéni asociované s protilatkami proti myelinovému
oligodendrocytarnimu glykoprotienu — MOGAD). Tyto nemoci jsou klinicky a
nékdy 1 laboratorné velice podobné roztrousené sklerdéze, avSak maji zcela
rozdilnou patofyziologii a Casto nereaguji na typickou ,,DMD* terapii jako u
roztrousené sklerdzy. Proto je dulezité tyto nemoci spravné diagnostikovat a

nasledné zahdjit cilenou terapii.

1.1.6.1 Spektrum onemocnéni neuromyelitis optica (NMOSD)

Spektrum onemocnéni neuromyelitis optica (NMOSD) je vzéacné
autoimunitni demyelinizacni onemocnéni CNS. Pojem neuromyelitis optica byl
poprveé popsan v roce 1894 Eugenem Devicem a Fernandem Gaultem (Jarius et al.,
2013), avSak az v poslednich letech se NMOSD vy¢lenilo jako samostatné
onemocnéni. Na rozdil od dal§ich demyeliniza¢nich onemocnéni se v ptipadé
NMOSD jedna astrocytopatii, pro kterou jsou typické protilatky proti aquaporin-4

vodnému kanalu (anti-AQP-4) nachdzejicimu se na povrchu astrocyt. Diagnéza
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tohoto onemocnéni je zaloZzena na kombinaci klinického nalezu, nilezu na MR
mozku a michy a na biochemické analyze mozkomisniho moku a séra. Pro NMOSD
je typicky nalez protilatek anti-AQP-4 v séru a v mozkomisnim moku, dale nélez
bilateralni optické neuritidy a ,dlouhé” myelitidy (longitudinal extensive
transversal myelitis — LETM) na MR (obr. 9) (Stdtkatova at al., 2024). DMD terapie
je v ptipadé NMOSD malo ucinnd, proto je rozliSeni téchto nemoci dilezité. K
1écbé se vyuzivaji kortikoidy, plazmaferéza, azathioprin nebo rituximab.
V poslednich letech se zacinaji objevovat nové 1€Civé piipravky cilené pro 1écbu
NMOSD (Huda et al.,, 2019), mezi néz patii ekulizumab, satralizumab a

inebilizumab, kter¢ jsou jiz v CR registrované.

Obr. 9: MR vySetfeni kréni a hrudni michy s T2
hypersignalnimi lozisky odpovidajici tranverzalni myelitidé
v ramci diagn6zy NMOSD

41



1.1.6.2 Nemoc asociovana s protilaitkami proti myelinovovému

oligodendrocytarnimu proteinu (MOGAD)

Nemoc asociovana s protilatkami proti myelinovovému
oligodendrocytarnimu proteinu  (MOGAD) je neddvno rozpoznané vzacné
autoimunitni demyeliniza¢ni onemocnéni CNS. Léze CNS maji u MOGAD
charakter zanétlivé demyelinizace, podobn¢ jako u roztrousené sklerdzy, avsak na
rozdil od roztrousené sklerdzy je pro MOGAD typicka infiltrace makrofagy s MOG
a CD4+ T lymfocyty. Klinicky obraz MOGAD je podobny jako u NMOSD.
Nejcastéjsimi prvnimi piiznaky tohoto onemocnéni jsou bilateralni opticka
neuritida nebo transverzalni myelitida. Diagnostika MOGAD je rovnéz zaloZenda na
kombinaci klinického nalezu, ndlezu na MR mozku a michy a na biochemické
analyze mozkomisniho moku a séra. Dulezitd je pfitomnost protilatek proti
myelinovému oligodendrocytarnimu proteinu (anti-MOG) v séru a v mozkomiSnim
moku. Z terapeutického hlediska je sou¢asnd DMD terapie v ptipadé MOGAD
neucinnd. Cilend 1é¢ba tohoto onemocnéni zatim neni dostupna. V 1é€bé MOGAD
se pouziva bézna imunosupresivni terapie jako naptiklad kortikoidy, plazmaferéza,

azathioprin nebo rituximab (Marignier et al., 2022).

1.1.6.3 Akutni diseminovana encefalomyelitida (ADEM)

Akutni diseminovand encefalomyelitida je autoimunitni zanétlivé
onemocnéni postihuji CNS prostfednictvim rozsdhlé demyelinizace bilé hmoty
mozku a michy. Na rozdil od ostatnich vySe zminénych demyeliniza¢nich
onemocnéni ADEM postihuje pievdzné déti a mladistvé a jeho prubeh je prevazné
monofazicky, tj. po jedné atace onemocnéni odezni, avSak jsou znamé 1 piipady
rekurentniho pribéhu této nemoci. Pro ADEM neexistuji specifické biomarkery,
proto je jeho diagndza zaloZena na kombinaci klinického a radiologického nalezu
(MR mozku a michy). Na MR mozku mtzeme typicky nalézt ¢etné rozsdhlé T2
vazené asymetrické 1éze bilé hmoty (obr. 10). Typicky klinicky nalez u ADEM je
kombinaci akutni encefalopatie a multifokalnich neurologickych ptiznaki. Terapie
ADEM spociva v nespecifické imunosupresivni terapii pomoci kortikoidi nebo

plazmaferézou (Tenembaum et al. 2007).
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Obr. 10: MR vysetteni mozku s rozsdhlymi T2 hypersignalnimi
loZisky odpovidajici onemocnéni ADEM (zdroj: Rodriguez-Porcel
et al., 2006)

1.2 Mozkomi$ni mok

Mozkomisni mok (likvor), je ¢ird tekutina, nachazejici se v CNS. Likvor je
tvofen ¢asteCné aktivni sekreci buikami plexus choroideus a buitkami ependymu
mozkovych komor (kolem 50 — 70 %) a €aste¢né ultrafiltraci plazmy kapildrami
plexus choroideus. Po vytvofeni likvor cirkuluje z postrannich mozkovych komor,
pies tieti a ctvrtou komoru do subarachnoidalniho prostoru, pfesnéji mezi obaly
mozku, mezi pia mater a arachniodea mater. Cast likvoru také obtéka michu.
Resorpce likvoru probihd v Pacchioniho granulacich arachnoidalnich klka, kde
dochazi k prestupu mozkomisniho moku do nitrolebe¢nich vendznich sinti, ¢imz
vstupuje zpet do cévniho systému. Celkovy objem likvoru u primérného dospélého
¢lovéka je pfiblizné 120 az 180 ml a je produkovany rychlosti pfiblizné 500 az 600
ml za 24 h. Celkovy objem likvoru se za jeden den vysttida pfiblizné celkem tfi az
¢tyfikrat. Rovnovaha mezi sekreci, cirkulaci a resorpci je nesmirné dilezitd a

v piipad¢ jeji poruchy miize dojit aZ k nevratnému poskozeni CNS.

1.2.1 Funkce mozkomi$niho moku

Mozkomis$ni mok sehrava nékolik dilezitych funkci. Na prvnim misté jde o

funkci mechanickou. Likvor, obklopujici mozek a michu, chrani pied potencialnim
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poskozenim otfesem, zménami tlaku nebo zménami teploty. Obzvlasté dilezita je
funkce mozkomisniho moku pfi zménéch tlaku, protoze objem intrakranidlniho
prostoru, tvofeny mozkovou tkani, krvi a likvorem, je konstantni (Kellie 1824;
Mokri 2001). V ptipadé¢ zmény intrakridlniho tlaku pfedstavuje mozkomisni mok
jakousi prvni linii obrany, kdy kompenzuje zménu objemu dalSich intrakranialnich
komponent. Dalsi z funkci je funkce ochranna, kdy se kromé vySe zminénych
mechanismii. mozkomisni mok podili na ochrané CNS pied patogeny
prostiednictvim imunitniho systému. Dale se podili na homeostaze udrzovanim
stalého pH, osmolarity a sloZeni iontd. Je zachovano vhodné prostiedi pro buiiky a
jejich spravné fungovani. Posledni je funkce metabolicka, pii které mozkomisni
mok zajistuje bunkdm pfisun potfebnych latek a odvadi odpadové produkty

katabolismu.

1.2.2 Laboratorni vyuZiti mozkomiSniho moku

Mozkomisni mok slozenim kvalitativné pfipomina plazmu. Cést je tvofena
ultrafiltritem plazmy, avSak zasadni rozdily jsou v kvantité jednotlivych slozek.
Dilezitou roli ve slozeni mozkomisniho moku hraje stav hematolikvorové bariery,
kterd je tvorena epitelidlnimi buiikami choroidalniho plexu, bazalni membranou a
vrstvou endotelu kapilar pia mater. Jejim hlavnim tikolem je omezovat piestup latek
z krve do mozkomiSniho moku. Pfi jejim porusSeni dochazi k vétsimu piestupu
zejména proteini do mozkomisniho moku, ale mize taky dojit k prestupu latek
z mozkomiSniho moku do krve. Ve sloZeni mozkomisniho moku se taky odrdzeji
zanétlivé procesy CNS. Likvor mé vyznamnou roli nejen v diagnostickém procesu
roztrouSené sklerozy, ale i1 v diagnostice dalSich zanétlivych onemocnéni CNS
(vyuziti likvoru v diagnostice roztrouSené sklerdzy je uvedeno v podkapitole
1.1.4.3). Likvor pfedstavuje médium k identifikaci potencidlnich biomarkerQ
roztrousené sklerozy, nebot’ obsahuje méné rozlicnych proteini a molekul.
NevyZaduje diislednou Upravu, hlavné precipitace proteinu, jak je tomu naptiklad u
plazmy. Jeho odbér se provadi lumbalni punkci, coz je invazivni vykon, vyjimecné

zatizeny komplikacemi.
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1.3 Biomarkery roztrousené sklerézy

V soucasn¢ dob¢ je tfeba nalézat nové biomarkery, které by pomohly Iépe
diagnostikovat roztrousenou sklerézu, ptredvidat jeji pribéh a ucinek Iécby.
V minulosti byly zkoumané mnohé latky jako potencidlni biomarkery roztrousené
skler6zy, ale jen né€kolik z nich naSlo redlné vyuziti v klinické nebo vyzkumné

praxi.

Biomarkery mizeme rozdélit do nékolika skupin. Muze se jednat o
biomarkery axonalniho poSkozeni (lehké fetézce neurofilament, tau protein),
biomarkery neurondlniho poSkozeni (neuron specifickd enoldza), biomarkery
glidlni dysfunkce (glidlni fibrilarni acidicky protein, oxid dusny), biomarkery
demyelinizace (chitindza-3-like-1 prekurzor, myelinovy oligodendrocytovy
protein) a biomarkery imunomodulace a zanétu (imunitni mediatory a cytokiny).
Zdrojem novych biomarkeri muze byt metabolomika (bude rozebrdna v dalsi

kapitole), mikro-RNA molekuly a stfevni mikrobiom.

1.3.1 Lehké retézce neurofilament

Lehké fetézce neurofilament (NfL) jsou dulezité proteinové komponenty
neurocytoskeletalnich struktur, pfitomné zejména v axonech, ale i v ostatnich
¢astech neuront. Pii poSkozeni axonti dochazi k uvolnéni vétsiho mnozstvi NfL do
mozkomis$niho moku, ale mala ¢ast (kolem 2 %) ptechdzi i do krevniho obéhu
(Disanto et al., 2017). Vyzkum NfL probiha jiz delsi dobu a studie jiz opakované
prokdzaly, Ze neurofilamenta odrazeji zanétem indukovanou neurodegeneraci u
roztrousené sklerozy, ale dokdzou i predvidat vyvoj onemocnéni v nasledujicich
letech. Velikou vyhodou je, Ze hladina NfLL v mozkomi$nim moku pfimo koreluje
s hladinou NfL v periferni krvi. To je vyhodné v klinické praxi, protoZe odbér krve
pfedstavuje jen minimaln€ invazivni vykon na rozdil od lumbdlni punkce
(Novakova et al., 2017). Nevyhodou NfL je jeho mala specificita, protoze zvySené
hladiny NfL neodrdzeji jen neurodegeneraci u roztrouSené sklerdzy, ale
neurodegeneraci jakékoliv etiologie. Hladiny NfL ndm nepomohou odlisit
jednotlivé nemoci. Tim je jejich vyuziti jako prognostického markeru u
polymorbidnich pacientt limitovano. V soucasné dobé probiha mnoho studii, které

zkoumaji vyuziti hladin NfL u roztrousené sklerozy (Bittner et al., 2021).
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1.3.2 Neuron specificka enolaza

Neuron specifickd enoldza (NSE) je glykolyticky enzym nachazejici se
bézn¢ v neuronech a axonech. Pti posSkozeni neuronti rizné etiologie (traumatickeé,
ischemické, autoimunitni a podobn¢) byly detekovany zvysSené hladiny tohoto
enzymu nejen v mozkomisnim moku, ale i v séru (Nygaard et al., 1998). Dostupné
studie vSak neprokéazaly zddnou korelaci nebo ukdzaly negativni korelaci mezi
hladinami neuron specifické enolazy v plazmé s EDSS ¢i Multiple Sclerosis

Severity Score (MSSS) (Koch et al., 2007).

1.3.3 Glialni fibrilarni acidicky protein

Glidlni fibrilarni acidicky protein (GFAP) je protein intermediarnich
filament, nachazejici se bézné v riiznych buiikdch CNS, pfedevsim v astrocytech.
Jeho zvySené hladiny v likvoru a v plazmé ukazuji na poSkozeni astrocyti.
V plakdch u roztrouSené¢ sklerézy byly nalezeny zvySené hladiny GFAP
v mozkomiSnim moku (Lucchinetti et al., 1996). Dale byla u RS prokézana asociace

vyssich hladin GFAP s vétsi disabilitou a mnozstvim relapst (Petzold et al., 2002).

1.3.4 Myelinovy oligodendrocytarni protein

Myelinovy oligodendrocytarni protein (MOG) je glykoprotein, u kterého se
predpoklada, ze jde protein, nezbytny pro myelinovou pochvu. Plni funkci jakési
adhezivni molekuly a tim udrzuje integritu myelinové pochvy. Jeho zvysené
hladiny jsou spojené s poskozenim myelinu. U onemocnéni MOGAD je diagnoza

zaloZena praveé na pfitomnosti protilatek proti MOG.

1.3.5 Prekurzor chitinazy-3-like-1

Prekurzor chitinazy-3-like-1 (CHI3L1) je prekurzor glykoproteinu,
tvofené¢ho raznymi buitkami, ktery se podileji na aktivaci fady procest, napiiklad

na aktivaci vrozené imunity, extracelularni matrix nebo angiogeneze. Zvysené
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hladiny CHI3L1 byly nalezeny v mozkomiSnim moku pacientll se zanétlivymi
onemocnénimi CNS. Jejich vyssi hladina v séru a v mozkomi$nim mozku pozitivné
korelovala s délkou trvani nemoci a s vysSim rizikem piechodu pacientt s klinicky
izolovanym syndromem do definitivni roztrouSené skler6ézy (Hinsinger et al.,

2015).

1.3.6 Strevo a roztrousena skleroza

V poslednich letech né&kolik studii publikovalo data o potencidlni roli
narusené stievni bariery a stfevniho mikrobiomu v patofyziologii roztrousené
skler6zy. Uvazuje se 0 mozném spousteci nebo se hovoii o nésledcich roztrousené
skler6zy (Parodi et al., 2021). Otazkou je, zda existuje n¢jaky biomarker, ktery by
poukézal na bliz§i vztah mezi naruSenou stfevni bariérou a moZnym rozvojem
roztrousené sklerdzy. V nasi nedavné pilotni studii jsme publikovali, ze sérové
hladiny claudin-3 (CLDN3) — transmembranového proteinu pfitomného v tésnych
bunécnych spojenich ve stfevni tkdni, byly u pacientii s roztrouSenou sklerézou
dysregulované a tim by mohly sehrat roli indikatoru poSkozeni sttevni permeability.
Hodnoty CLDN3 by mohly pomoci ur€it pacienty s roztrouSenou sklerdzou, kteti
by profitovali z 1€kt modifikujicich stfevni permeabilitu a mikrofloru (probiotika,

prebiotika, synbiotika) (Fialova et al., 2023).

1.4 Metabolomika

Metabolomika je systematickad studie, kterd vyuziva pfistup analytické
chemie k profilaci endogenné¢ malych molekul metabolith pifitomnych ve
zkoumaném preparatu. Metabolomika umozZiiuje sledovat mnozstvi rtznych
metabolitdl, které se podileji na rozdilnych bunéénych procesech. Metabolity
reprezentuji konecné produkty metabolickych procesii (Patti et al., 2012). Srovnani
metabolomickych profili nemocnych a zdravych kontrol pfedstavuje vyznamnou
strategii k pochopeni patofyziologie nemoci na molekularni urovni. Lze tak
identifikovat molekuly, které jiné metody prehlédnou. Nékteré z nich lze pouZzit
jako biomarkery ucinku 1éCby a progndzy nemoci. Jsou také prostiedkem

k pochopeni danych patofyziologickych procest.
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Metabolomické studie vyuzivaji rizné analytické strategie. Dulezité je, zda
se jedna o cileny nebo necileny ptistup a jaké nastroje jsou dostupné (Rabinowitz
etal., 2011). Cileny piistup znamena zaméteni na konkrétni metabolit nebo skupinu
metabolitl. Pii necileném piistupu zkoumame celé dostupné spektrum metabolomu
v preparatu. Mezi nejCastéji vyuzivané metody patii metody zalozené na podklade
nukledrni magnetické rezonance a metody vyuzivajici hmotnostni spektrometrii
(tekutinovou nebo plynovou chromatografii). Vyuziti hmotnostni spektrometrie je
v posledni dobé stale castéjsi. V cileném piistupu je kvantitativni a s dobrou
specificitou a senzitivitou. U necilené¢ho pfistupu na podklade nuklearni magnetické
rezonance je poskytnuto Sir$i pokryti celého metabolomu. Nésledné je nutné
provést duslednou validaci ve srovndni se zndmymi analytickymi standardy,
abychom jasné potvrdili, Ze jsme necilenou analyzou detekovali pravé tyto

metabolity.

Pro ob& z vySe uvedenych metod a pro interpretaci jejich vysledki je
dilezita analytickd reproduktibilita. Schopnost reprodukovat vysledky na vétSim
mnozstvi vzorkl je pro in vitro studie nezbytné. Dal§im dalezitym a nezbytnym
prvkem je disledna statistickd analyza kvality dat, obzvlasté v ptipadech analyz
velkého mnoZstvi vzorkli. VSechny vySe uvedené prvky vyznamné podporuji

vérohodnost ziskanych vysledkli (Manchester et al., 2017).
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1.5 Soucasny stav zkoumaného problému

V poslednich letech se nékolik autori zabyvalo metabolomikou
mozkomisniho moku u pacientli roztrousenou sklerézou. Jejich vysledky ukazuji
statisticky signifikantni rozdily v mnozstvi a sloZzeni metaboliti mezi
mozkomisnim mokem pacientll s roztrousenou sklerézou v rtznych stadiich
nemoci ve srovnani se zdravymi kontrolami. Nejcastéjs§i nalez a nejvice
signifikantni rozdily byly v hladinach raznych aminokyselin a skupin lipidi.
Nékteti autofi zjistili vyznamné snizené hladiny aminokyselin tyrozinu, leucinu,
argininu a fenylalaninu u RS ve srovnani se zdravymi kontrolami v mozkomis$nim
moku (Reinke et al., 2014; Park et al., 2016; Kasakin et al., 2019; Sylvestre et al.,
2019; Nogueras et al., 2019; Murgia et al., 2020; Carlsson et al., 2020; Fitzgerald
et al., 2021; Yan et al., 2021) a v séru (Signoriello et al., 2020). Jini autofi zase
popsali zna¢né rozdily v hladinach mastnych kyselin v mozkomisnim moku u
roztrousené skler6zy (Gonzalo et al., 2012; Park et al., 2016; Nogueras et al., 2019;
Oliveira et al., 2019).

NejpozoruhodnéjSim nélezem u roztrouSené sklerdzy byla zvysend hladina
glutamatu v mozkomisnim moku pacientll s aktivni 1ézi (Sinclair et al., 2003;
Pieragostino et al., 2015; Murgia et al., 2020). ZvySené hladiny glutamatu u
roztrousené sklerozy byly prokdzané také v séru (Sarchielli et al., 2003; Poddighe
et al., 2017). U myoinositolu a cholinu byly dostupné vysledky rozporuplné.
Nekteti autofi popisuji zvySené hladiny cholinu a myoinositolu v mozkomi$nim
moku u roztrousené sklerdzy (Srinivasan et al., 2005; Reinke et al., 2014; Cocco et
al., 2016), ale jini autofi naSli tyto hladiny sniZzené (Podlecka-Pietowska et al.,
2013). Zajimavé vysledky poskytla taky neddvnd studie zabyvajici se
metobolomickymi zménami u pacientll 1é¢enych fingolimodem. Vysledky této
studie naznacuji, Ze fingolimod ovliviiuje metabolismus aminokyselin a n¢které
z téchto metabolitlh mohou pifedstavovat i biomarker u¢innosti 1écby figolimodem

(Murgia et al., 2023).
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2. Cil dizertacni prace

Hlavnim cilem této dizertace bylo stanovit statisticky signifikantni rozdily
v metabolomu mozkomisniho moku pacientl v pocatenim stddiu roztrouSené
skler6zy (zatim bez specifické DMD terapie) v porovndni s mozkomiSnim mokem
kontrolni skupiny. Déle jsme si vytycili vytvofit seznam signifikantné zménénych
metabolith a zaroven jsme se pokusili z patofyziologického hlediska tyto zmény
odiivodnit. Dalsim cilem bylo zhodnotit korelaci mezi koncentracemi jednotlivych
statisticky signifikantné rozdilnych metaboliti mozkomisniho moku a klinickym
stavem pacientll v podobé hodnot EDSS v dobé odbéru mozkomisniho moku a
s odstupem cCasu (po 1 roce a po 2 letech) a dale korelaci mezi koncentracemi
metabolitli od projevu prvnich pfiznak do odbéru vzorku mozkomis$niho moku.
Nésledné jsme v ramci dalSich analyz hodnotili i jiné potencidlni biomarkery
roztrousené skler6zy. U ¢asti pacienttl, u kterych bylo provedeno dodate¢né méteni
hladin NfL a GFAP v séru a v mozkomisnim moku, jsme hodnotili korelaci mezi
hodnotami EDSS a hladinami NfL a GFAP. U dalsi ¢asti pacientd, kteti v obdobi
odbéru mozkomis$niho moku absolvovali vySetfeni evokovanymi potencidly, jsme
korelovali nalezy EDSS s vysledky dostupnych evokovanych potencidlt
pfevedenych do formy ,,EP score* (Schlaeger et al., 2014). V ramci téchto korelaci
jsme zhodnotili 1 prognosticky potencial vySe zminénych marker u pacientil

v pocatecnich stadiich roztrousenou sklerozy.

2.1 Hypotézy

1. Slozeni mozkomis$niho moku u pacientl s roztrousenou skler6zou je ve

srovnani s kontrolami z hlediska metabolomiky signifikantné rozdilné.

2. Metabolomika mozkomiSniho moku pfedstavuje potencialni zdroj

novych biomarkerti pro roztrousenou sklerézu.

3. Evokované potencidly jsou schopné odrazet aktudlni klinicky stav

pacienta a dokdZou plnit i roli prognostického markeru u roztrouSené skler6zy.

4. Hladiny NfL a GFAP odrazeji aktudlni klinicky stav pacienta

s roztrou$enou sklerdzou.
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3. Metodika dizertace

Hlavnim pifedmétem této dizertatni prace bylo zhodnotit potencial
metabolomiky jako zdroj novych biomarkert mozkomisniho moku roztrouSené
skler6zy ve srovnani s kontrolami, které¢ by se mohly v budoucnosti uplatnit jako

diagnostické markry, prognostické markery nebo markery t¢innosti 1écby.

3.1 Strategie dizertace

Prvnim dalezitym krokem bylo stanoveni jasnych kritérii pro zaclenéni
pacienti do studie. Byly stanoveny dvé hlavni skupiny:1) skupina pacient
s roztrouSenou skler6zou a 2) kontrolni skupina. Dal$im postupem bylo sestaveni
informovaného souhlasu pro pacienty a ziskani schvéleni pro tuto studii od Etické
komise (EK) Fakultni nemocnice Kréalovské Vinohrady. Po schvaleni EK jsme
zacali s ndborem pacientll, kterym jsme studii podrobn¢ vysvétlili. Po podepsani
informovaného souhlasu jsme zacali s odbérem biologickych vzorkid. VétSina
pacienti byla nésledné monitorovdna vramci Centra demyelinizac¢nich
onemocnéni 3. lékatrské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
Kréalovské Vinohrady (3. LF UK a FNKV)po dobu 2 let, kdy dochazelo
k pravidelnym klinickym kontroldm a dal§im paraklinickym vySetfenim. V dal§im
kroku probéhla necilend metabolomickd analyza odebranych vzorki
mozkomisnitho moku pomoci kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii a s ustanovenim zékladnich rozdilli mezi nalezy u skupiny pacienti
s roztrousenou skler6zou a kontrolni skupinou. Poté probéhla cilend analyza
pomoci analytickych standard metaboliti a byly vybrany analyty, u kterych byly
nalezeny signifikantni rozdily. Déle byla provedena statistickd analyza
laboratornich a klinickych dat nasledovana korelac¢ni analyzou mezi jednotlivymi
slozkami. V zavéru byly vSechny dostupné vysledky zhodnocené a byly vyvozené

zavery, o kterych se néasledné diskutovalo.

3.2 Popis a charakteristika zkoumaného souboru

Rekrutace pacientl probihala za vyuziti databaze Centra demyelinizacnich

onemocnéni Neurologické kliniky 3. LF UK a FNKV. Celkem bylo do studie
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zafazeno 73 pacientd ve véku mezi 18 az 55 lety, ktefi byli rozdéleni do dvou
skupin. Zakladnimi podminkami pro subjekty v obou skupindch byla absence
jinych neurologickych autoimunitnich onemocnéni, neuzivani 1€kt ze skupiny
psychofarmak (napiiklad antidepresiva nebo antipsychotika), které by mohly

ovlivnit slozeni mozkomisniho moku a koncentrace jednotlivych metabolitti.

Do prvni skupiny byli zafazeni pacienti v pocatecnich stadiich roztrousené
sklerézy. Slo o pacienty po prvni atace klinickych symptomt spliiujicich
revidovana McDonaldova kritéria z roku 2017 (Thompson et al., 2018) s ndlezem
na MR mozku a michy a snalezem v mozkomisnim moku odpovidajicim
demyelinizaénimu onemocnéni typu roztrouSené sklerdzy. Mozkomisni mok a
sérum téchto pacientl bylo bez pritkazu protilatek proti aquaporinu-4 a protilatek
proti MOG, které by mohly naznacovat na ptitomnost jiného typu demyeliniza¢niho
onemocnéni CNS, nez je roztrouSend sklerdéza. Pacienti v dobé odbéru
mozkomisniho moku byli bez specifické DMD terapie. Tato skupina zahrnovala
celkem 40 pacientll, z toho 31 Zen a 9 muzi. Odbéry jejich mozkomiSniho moku
byly provadény v priméru 53 dni od vzniku klinickych symptomt (s vyjimkou 4
subjektil, kterych mozkomiSni mok byl odebran v rozsahu 2 az 5 let od vzniku
klinickych symptom@ a dalSich 3 subjekt, u kterych tato informace nebyla
dostupna).

Druhéd skupina neboli kontrolni skupina, byla sestavend na podkladé
definice takzvanych ,,symptomatickych kontrol* dle publikace zroku 2013
(Teunissen et al., 2013). Jednd se o pacienty, ktefi trpi riznymi subjektivnimi
obtizemi. Nejcastéji se jedna nespecifické poruchy ¢iti ve smyslu parestezie nebo
dysestezie, nespecifické zavraté, nespecifické bolesti hlavy nebo jiné polymorfni
stesky, avSak s normalnim klinickym i paraklinickym nélezem, ktery neodpovida
zadnému jasnému neurologickému onemocnéni. Tato skupina zahrnovala celkem

33 pacientd, z toho 26 Zen a 7 muzi.

Vsichni ucastnici studie podepsali informovany souhlas po detailnim
vysvétleni charakteru studie. Dale vSichni tcastnici podstoupili kompletni klinické
neurologické vySetieni, zobrazeni mozku a michy pomoci magnetické rezonance a

zékladni laboratorni vySetfeni mozkomiSniho moku a séra. U ¢asti pacientli bylo
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provedeno vySetieni evokovanymi potencidly v obdobi 6 mésicli pfed odbérem

biologickych vzorkl nebo 6 mésici po odbéru téchto vzorka.

3.3 Odbér a zpracovani biologického materialu

Mozkomi$ni mok byl odebran za sterilnich kautel pomoci atraumatické
jehly z meziobratlového prostoru mezi ctvrtym a patym lumbalnim obratlem do
polypropylénovych zkumavek. Po odbéru byla provedena zakladni biochemické a
cytologicka analyza. Vzorky s arteficidlni piimési krve nad 600 erytrocytl
v mikrolitru, dale vzorky s vyznamnou pleiocytdzou, nad 50 v mikrolitru, a také
vzorky s vyznamnou proteinorhachii nad 0,5 g/l mozkomisniho moku byly ze
studie vyloucené a nebyly dale zpracované. Vhodné vzorky byly dale
centrifugovany pii otdckach 3500/min po dobu 4 min a zamrazené v teploté -80 °C,
pti které byly i skladované a pfevezené k dalSimu laboratornimu zpracovani do
laboratofe Narodniho ustavu dusevniho zdravi (NUDZ) Klecany a laboratofe

Topelex.

Piiprava analytickych vzorkli pro necilenou metabolomickou analyzu a
cilenou analyzu vybranych malych molekularnich metaboliti (50 — 300 Da)
probihala nésledovné: 100 pl likvoru bylo ptevedeno do pfedchlazené zkumavky
typu Eppendorf (1,5 ml), nasledné bylo pfidano 400 pl ledové smési ACN:MeOH
(1:1, v/v) s vnitinim standardem (standardni smés deuterovanych aminokyselin,
Sigma Aldrich). Vzorky byly vortexované po dobu 30 s a nasledn¢ inkubované po
dobu 1 h pfi teploté -20 °C. Po inkubaci nasledovala 10 minutova centrifugace pfi
13 000 rpm pii teploté 4 °C. Supernatant byl nasledné pteveden do zkumavky typu
Eppendorf (0,5ml) a vysuSen pomoci ,,speedvac*-koncentratoru. Suchy extrakt byl
pak rekonstituovan v 100ul H20:MeOH (1:1, v/v) a sonikovéan v chladné koupeli
po dobu 20 min. Supernatant byl nasledné pieveden do zkumavky a piimo

analyzovan.

Vzorky pro analyzu mastnych kyselin byly rozmraZzeny na ledu,
vortexované po dobu 15 s a pfed umisténim do ultrazvukové 1azné€ na 10 min bylo
pfidano 100 pl likvoru do 400 pl propan-2olu (=IPOH) s dal$im wvnitinim
standardem. Extrakce probihala po dobu 30 min pfi teplot¢ 4 °C, nasledovana

centrifugaci pii 4 000 rpm po dobu 10 min pfi teploté 4 °C. Supernatant (450 pl)
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byl extrahovan a vysusen pod dusikovym proudem. Vzorky byly rekonstituovany
se 100 pl etanolu (=EtOH), vortexovany po dobu 10 s a sonikovany po dobu 10 min

pied pfevodem do zkumavek vybavenych vlozkami.

3.4 Laboratorni zpracovani metabolomiky mozkomisniho moku

Laboratorni analyza metabolomiky mozkomiSniho moku subjekt
s roztrouSenou skler6zou a subjekti kontrolni skupiny byla provedena v laboratofi

NUDZ.

3.4.1 Laboratorni analyza vzorki

Vsechny analyzy byly provedené na Thermo Ultimate 3000 parovaném
s AB Sciex TripleTOF 5600 hmotnostnim spektrometrem s vysokym rozliSenim.
Pro necilenou metabolomickou analyzu byly vSechny vzorku spolu s kontrolami
kvality a prazdnymi vzorky vstfiknuté v pozitivnim 1 negativnim (ESI+, ESI-)
modu pomoci metody SWATH. Vzorky byly separované na koloné (Kinetex C18,
2,6 um x150 x 3 mm kolona; Phenomenex). Teplota kolony byla udrZzovana na 30
°C. Mobilni faze byla sestavena nasledovné: A = 0,1 % kyselina mravenci a B =
0,1% kyselina mravenci v MeOH. Pro pozitivni 1 negativni mod byl pouZit linearni
eluéni gradient od 5 % B (0 - 2 min) do 100 % B (18 — 23 min) a poslednich 5 min
metody HPLC (25 - 30 minut) bylo pouZito pro udrZzeni pocatecnich podminek.
Pritoky byly 220 pl.min—1 a nastfikovy objem vzorku byl 5 pl. Vzorky byly
udrzovany v autosampleru pii teploté 4 °C a kazdy vzorek byl injikovan dvakrat ve
dvou aplikacich s hmotnostnim oknem pro rozsah hmotnost/nédboj (m/z) (50-600
Da, 500-1200 Da). Podminky zdroje ESI byly nastaveny nasledovné: iontovy zdroj
plynu 1 (GS1) 40 psi, iontovy zdroj plynu 2 (GS2) 40 psi, clonovy plyn (CUR) 35
psi, iontové rozprasovaci napéti 5 500 V pro ESI+, -4500 V pro ESI- a teplota zdroje

byla nastavena pro oba rezimy na 400 °C.

Modifikovana metoda byla pouzita pro cilenou analyzu pro rozliSeni malo-
molekularnich metabolitii. Separace byla dosazena na kolonach (Kinetex C18, 2,6
pm x150 x 3 mm; Phenomenex) s nasledovnym eluentnim systémem: A = 0,1 %

HCOOH, 2,5 mM formiatu amonného, a B = 0,1 % HCOOH v MeOH. Byl pouzit
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linearni gradient (5 — 100 % B) 2 — 12 min s konstantnim pritokem 0,22 ml.min-1.
Objem nastiiku byl nastaven na 5 pl. Vzorky byly udrzovany v autosampleru pii 4
°C a kazdy vzorek byl injikovan dvakrat pro rozsah m/z 50-500 Da. Podminky
zdroje ESI byly nastaveny nasledovné: iont GS1 40 psi, iont GS2 40 psi, CUR 35
psi, napéti iontového spreje 5 500 V a teplota zdroje 400 °C.

Separace mastnych kyselin byla provedena na kolon¢ Kinetex C8, 2,6 um,
100 x 2,1 mm pii teploté 45 °C. Analyticka kolona byla vybavena patronou
SecurityGuard Ultra C8 jako ptedkolona (vnitini primér 2,1 mm). Mobilni faze A
sestavala z 0,1 % kyseliny octové a mobilni faze B sestavala z
acetonitrilu/metanolu/vody (80:15:5; v:v:v) s 0,1 % kyseliny octové, s injekénim
objemem 5 pl. Byl aplikovan nasledujici gradient: 1 min — 25 % B; 3 min — linearni
gradient 25-70 % B; 8 min — linearni gradient 70-90 % B; 11 min — linearni gradient
od 90-100 % B; 15 min — 100 % B; 17 min — 25 % B; 20 min — 25 % B; s
konstantnim pratokem 300 pl/min. lonizace byla provedena v rezimu negativni
elektrosprejové ionizace (ESI-) s nasledujicim nastavenim zdroje: Gasl — 40 psi,

Gas2 —40 psi, Curtain Gas — 35 psi, napéti iontového spreje -4500 V, teplota 500°C.

3.4.2 Zpracovani laboratornich dat

Data kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS) byla zpracovana pomoci softvéru Sciex OS (verze 1.3, AB SCIEX,
Canada). Softvér MarkerView (verze 1.3.1, AB SCIEX, Canada) byl pouzit
v druhém kroku zpracovani ,,syrovych® LC-HRMS dat (detekce piku, srovnani,
filtrovani dat a stanoveni poméru m/z, RT a plochy piku iontl pro kazdy vzorek).
Dolovani dat bylo provedeno programovym algoritmem — mezni hodnota
maximalni intenzity byla nastavena na 100 cps. Nastaveni piku bylo dosaZeno
pomoci retencniho ¢asu (=RT) a hmotnosti k nabiti (= m/z) s tolerancemi 0,1 min
a 0,005 Da, v daném potadi. Samotné monoizotopické piky byly povazovany za
snizeni mnoZstvi hmoty a posileni vybéru skute¢ného molekularniho znaku.
Nakonec byly identifikovany hmotnostni signaly odlisné¢ vyjadiené kontrolnimi
vzorky a vzorky z piipadové studie (roztrousena sklerdza) s pouzitim dodatecného
filtracniho postupu s nasobnou zménou (<1,5) a t-testem (p>0,05). Tento postup je

nezbytny pro eliminaci pozadi a kontaminantli a zachovani signdli skutecné
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biologické hmotnosti z dat LC-HRMS. Nasledujici kroky byly provedeny pomoci
webového serveru MetaboAnalyst 5.0. Ziskana a filtrované data z MetaboAnalyst
5.0 byla v nasledujicim kroku ovéfena s diive ziskanymi daty z cilenych analyz
(analyzy ~80 standardii zahrnuji aminokyseliny, mastné kyseliny a dal$i malé

metabolity, které jsou jiz zasazeny do spektralni knihovny pomoci softwaru Sciex
OS).

3.5 Zpracovani klinickych a paraklinickych dat

Dostupna klinicka a paraklinicka data, tykajici se pacientd s roztrousenou
skler6zou a skupiny kontrol, byla extrahovana z databaze Neurologické kliniky 3.
LF UK a FNKV. Po extrakci byla tato data anonymizovana a kédovéana za ucelem

ochrany osobnich udaji a identity subjektii zavzatych do studie.

3.5.1 Extrakce klinickych dat

Jednalo se pfevazné o informace o klinickém stavu pacientl (objektivni
neurologicky klinicky ndlez). Dale byla extrahovand osobni anamnéza a
farmakologicka anamnéza pacientil, za uc¢elem ptipadného vylouceni subjekt ze
studie. U skupiny subjektl s roztrousenou sklerézou se jednalo i o hodnoty EDSS
v dobé odbéru mozkomisniho moku a v pfipadé subjektii, dispenzarizovanych
v ramci Centra demyeliniza¢nich onemocnéni Neurologické kliniky 3. LF UK a
FNKYV, 1 o hodnoty EDSS po pil roce, po roce a po dvou letech od odbéru

mozkomis$niho moku ke zhodnoceni vyvoje jejich klinického stavu.

3.5.2 Extrakce paraklinickych dat

Z vyse zminéné databaze jsme dale extrahovali paraklinickd data vSech
subjekti studie, zejména skupiny subjekt s roztrousenou sklerézou. Jednalo se
pfedevsim o vysledky zdkladni cytologické a biochemické analyzy likvoru a nalezy
na MR mozku a michy. Nalezy téchto vySetfeni pfedstavuji zahrnujici nebo
vylucujici kritéria pro ob¢ skupiny. Také tato extrahovana data byla anonymizovana

a kddovéna za ucelem ochrany osobnich udaji pacienta.
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3.5.2.1 Evokované potencialy a EP skore

U nekterych subjektli skupiny s roztrouSenou sklerézou bylo také
provedeno vysetfeni evokovanych potenciala (SEP, VEP a MEP). Vysetieni
multimodalnimi evokovanymi potencialy bylo provedeno v souladu s doporuc¢enim

Mezinarodni federace klinické neurofyziologie.

Odpovédi MEP jsme ziskali pomoci pfistroje Magstim Bipolar, pro horni
koncetinu z m. abduktor digiti minimi (ADM) a pro dolni koncetinu z m. tibialis
anterior (TA). Civka magnetického stimulatoru byla umisténa pfesn¢ nad oblast
motorického kortexu pro horni koncetiny a poté pro dolni koncetiny. Pro spinalni
odpovédi byla civka pfilozend nad oblast sedmého kréniho a patého lumbélniho
obratle. Celkové byly u kazdé koncetiny provedeny tfi stimulace pro kortikalni a tii
pro spindlni komponentu. Pro pravé koncetiny byla stimulace civkou provedena
v protisméru hodinovych ruci¢ek a pro levé koncetiny ve sméru hodinovych
rucicek. Pro hodnoceni ndlezu byly pouzity nejkratSi latence svalové odpovédi
kortikalni stimulace (CxM — ,,cortico-muscular latency*‘) a spinalni stimulace (SpM
— ,,spino-muscular latency*). Nasledn¢ se vypocetl centralni motoricky kondukéni
Cas (CMCT - ,,central motor conduction time*), ktery jsme ziskali odectenim
nejkrat§i spindlni latence od nejkratsi kortikalni latence pro kazdou koncetinu

samostatné.

Odpovédi VEP pro kazdé oko samostatné jsme ziskali pomoci pfistroje
Keypoint pfi snimani z aktivni elektrody Oz (neparova okcipitalni elektroda
systému 10-20) a referen¢ni elektrody Fz (neparova frontalni elektroda systému 10-
20). Stimulovali jsme reverznim Sachovnicovym vzorcem v plném poli. Frekvence
stimulace byla 0,5 Hz, vzdéalenost oka od obrazovky byla 150 cm. VySetieni VEP
pro kazdé oko trvalo 30 minut. Nejvyznamngj$im parametrem hodnoceni byla

latence vrcholu viny P100.

Odpovédi SEP jsme analyzovali opét pomoci pfistroje Keypoint po
stimulaci n. medianus pro horni koncetinu a n. tibialis pro dolni koncetinu.
Frekvence stimulace byla 3 Hz. Intenzita stimulace pfesahovala 3 — 4x senzitivni
préh, tj. prah vnimani podrazdéni elektrickym proudem na ktzi. Odpovédi SEP n.
medianus byly snimany pomoci povrchovych elektrod umisténych v Erbové bodg,
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mezi Sestym a sedmym krénim obratlem, 7 cm lateraln€ a 2 cm posteriorné od Cz
(neparové centralni elektroda systému 10-20). Referencni elektroda byla umisténa
na Fz (neparova frontalni elektroda systému 10-20). Odpovédi SEP n. tibialis jsme
ziskali pfi snimani z povrchovych elektrod, umisténych 3 cm posteriorné od Cz
s referen¢ni elektrodou na Fz a v oblasti spina iliaca anterior superior. Dilezitym
hodnocenym parametrem byla kortikalni odpovéd’ (vina N20) a cervikalni odpoved’
hodnocenym parametrem kortikdlni odpovéd’ (vina P40). Dale byl pro horni
koncetiny vypocten centralni kondukéni ¢as (CCT — ,,central conduction time®),

ktery jsme ziskali odectenim cervikalni latence od spinalni latence.

V praci jsme se zaméfili na vyuZiti latenci jednotlivych odpovédi
evokovanych potencialii, amplitudy hodnoceny nebyly. Vsechny extrahované
vysledky, tj. hodnoty MEP, SEP a VEP, byly nasledn¢ pievedeny na z-skore na
zaklad¢ normativnich hodnot pouzivanych vramci na$i laboratote. Z-skore
predstavuje ve statistice pocet standardnich odchylek, o néz je hodnota konkrétniho
pozorovani vys$i nebo nizsi nez primérna hodnota toho, co je méteno. V pripadé
vysledktt MEP (CxM a CMCT pro horni i dolni koncetiny) a SEP (vlna P40) byla
tato data jeSté¢ dodatecné¢ upravena vzhledem k vySce jednotlivych subjekti.
Z téchto z-transformovanych vysledki bylo nasledné vypocteno EP skore. Jednalo
se o vypocet EP skore pro jednotlivé modality — qVEP (vypocteno z vin P100
bilateraln€), qSEP (vypocteno z vin N20 a P40 bilateraln€) a gqMEP (vypocteno z
CxM hornich a dolnich koncetin bilateraln¢). Z téchto EP skdre pro jednotlivé
modality byly nasledné vypocteny komplexnéjsi EP skore - kvantitativni EP skore
(qEPs) a kvantitativni 3 EP skore (qQ3EPs). qEPs se vypocte souctem z latenci P100,
CMCT hornich 1 dolnich koncetin, CCT hornich koncetin a latenci P40, ktery je
nasledné vydélen celkovym poctem sectenych modalit (Schlaeger et al., 2014).
q3EPs se vypocte souctem latenci P100, CMCT hornich i dolnich koncetin a latenci
P40 obou stran, ktery je nasledné¢ vydélen celkovym poctem sectenych modalit
(Hardmeier et al., 2019). EP skore nema specifickou jednotku, protoZe je vypocten
z jednotlivych z-skdre. EP skore 0 znamend, Ze je stejny jako normalni primér. EP
skore 1 znamend, Ze se odchyluje od normalniho priméru o 1 jednotku. EP skore
nad 2 je povazovano za patologické. Cim vyssi hodnota EP skore je, tim zavazngjsi

je abnormita.
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3.6 Analyza hladin NfL a GFAP

Me¢teni hladin lehkych fetézct neurofilament a glidlniho fibrilarniho
acidického proteinu z mozkomisniho moku u pacientli s roztrouSenou sklerdézou
bylo provedeno ve spolupraci s laboratoii Topelex za pouziti ,,Single Molecule
Array (SIMOA)“, ultrasenzitivni metody vyvinuté Quanterix TM. Meéfeni
prostiednictvim SIMOA bylo zaloZené na principu zachyceni jedné ,kuliCky*
potazené protilatkou v jamkach o velikosti ve femtolitrech, aby bylo mozné
digitdln¢ zméfit jednotlivé kulicky na pfitomnost analytu v sendvicové immuno-
assay. Tyto odpovédi, respektive pfitomnost analytu, byly nasledné enzymaticky
amplifikované za ucelem zvyseni citlivosti daného testu. Biomarkerové testy

provadéné na této platformé vykazuji citlivost v nizkém az stfednim rozsahu fg/ml.

3.7 Statisticka a korela¢ni analyza

Na zéavér byla provedend zakladni deskriptivni statistickd analyza s
navaznou korela¢ni analyzou klinickych, paraklinickych a laboratornich vysledkt
pomoci volné dostupného softvéru ,R“ (R core team 2021). Ke zhodnoceni
statistické vyznamnosti metabolomiky pacientti po prvnich klinickych ptiznacich
RS a u kontrolni skupiny byl pouzit Studenttiv t-test, presn¢ji dvoustrannd varianta
Welchova t-testu. V dalSim kroku byla aplikovana korekce typu FDR (the
Benjamini-Hochberg false-discovery rate) pro vicecetné srovnani za ucelem
minimalizace falesn¢ pozitivnich vysledki. V piipadé korelaci byl vyhodnoceny
korela¢ni koeficient, jehoz vyznamnost byla op€tovné ovéfena pomoci Studentova
t-testu. Ve vSech ptipadech jsme pouzili p-value s cilovou hodnotou nizsi nez 0,05,

v idealnim pfipadé€ nizsi nez 0,01.
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4. Vysledky

Do studie jsme zatadili celkem 73 pacientii (57 Zen a 16 muza) s primeérnym
veékem 34 let (v rozsahu 18 az 54 let). Pacienti obou skupin nemé¢li v dobé odbéru
mozkomis$niho moku anamnézu jinych autoimunitnich onemocnéni nebo jinych
neurologickych onemocnéni, které by mohly ovlivnit slozeni mozkomisniho moku.
Neuzivali zadna psychofarmaka (antipsychotika, antidepresiva aj.), ktera by také
mohla pozménit slozeni likvoru. Ze skupiny pacientii s RS (tab. 1) uzivalo Sest
pacientek (C. 5, 11, 13, 14, 21, 34) hormonalni antikoncepci, dalSich pét pacient
(¢. 6,10, 12, 27, 38) uzivalo denn¢ levothyroxinum a dal$i dva pacienti (¢. 12, 36)

uzivali denn¢ antihypertenzni medikaci.

Do skupiny pacientii s RS jsme zatadili celkem 40 pacientd (31 Zen a
9 muzil) po prvni atace klinickych symptomu s ndlezem na MR mozku a michy a
s ndlezem v mozkomi$nim moku, odpovidajicim demyelinizaénimu onemocnéni
typu RS dle revidovanych McDonaldovych kritérii z roku 2017 (Thompson et al.,
2018), ktefi zatim nem¢li specifickou DMD [é€bu. U vSech pacientl této skupiny
byly v likvoru namétené proteinorhachie v mezich normy, primérné 0,32 g/l (v
rozmezi 0,11 g/1 - 0,49 g/l), glykorhachie v mezich normy, primérné 3,3 mmol/I (v
rozmezi 2,94 mmol/l - 5,5 mmol/l) a mnozstvi mononukleard v 1 pul
v akceptovatelnych hodnotach, primérné 12/ul (v rozmezi 1 — 43/ul). Dale méli
vSichni pacienti s RS v mozkomi$nim moku pozitivni nalez oligoklonalnich past
(OCB), v pruméru 7 IgG OCB (v rozmezi 0 - 18), 6 IgA OCB (v rozmezi 0 - 14), 6
IgM OCB (v rozmezi 0 az 22), 3 lehkych fetézci kappa OCB (v rozmezi 0 - 16) a
2 lehkych fetézct lambda OCB (v rozmezi 0 - 12). Dodatecné méli pacienti s RS
stanovené protilatky proti aquaporinu 4 a proti MOG v mozkomiSnim moku i
v séru, které byly negativni. Detaily zékladnich cytologickych a biochemickych
vysledkit mozkomisniho moku pacientli s RS jsou uvedeny v tabulce 1. Odbéry
mozkomi$niho moku byly provedeny v primeéru 53 dni od vzniku klinickych
symptom1 (s vyjimkou pacientd ¢. 10, 19, 21 a 25, u kterych byl mozkomi$ni mok
odebran v rozsahu 2 az 5 let od vzniku klinickych symptomt a u pacientti €. 7 a 32,

u kterych neslo z dostupnych dat tuto informaci zjistit).

Pacienti s RS (31 osob) byli klinicky sledovani v Centru demyeliniza¢nich

onemocnéni Neurologické kliniky 3. LF UK a FNKYV po dobu 1 roku. Dvacet jedna
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nemocnych bylo sledovano dale 2 roky po odbéru mozkomisniho moku. V tomto
obdobi méli pravidelné stanovené hodnoty EDSS. Prvni hodnoty EDSS byly
vyhodnocené v obdobi odbéru mozkomisniho moku u vSech 40 pacientii. Primérna
hodnota EDSS byla 1,8 (rozsah 0,5 - 3,5). Déle byly vyhodnocené hodnoty EDSS
po 1 roce u 31 pacientli s primérnymi hodnotami EDSS 2,0 (rozsah 0,5 - 4) a po 2
letech u 21 pacientd s prumérnymi hodnotami EDSS 1,9 (rozsah 0,5 - 3). Detaily

klinickych informaci jsou uvedeny v tabulce 2.

Kontrolni skupinu tvofilo 33 osob (26 Zen a 7 muzl), které trpély
nespecifickymi subjektivnimi obtizemi typu poruchy ¢iti nebo bolesti hlavy ¢i
zavrativé stavy a u kterych byly klinické i paraklinické nalezy v mezich normy a
neodpovidaly zadnému jasnému neurologickému onemocnéni (oznaeny jako
symptomatické kontroly dle publikace Teunissen et al., 2013). Detaily zdkladnich
cytologickych a biochemickych vysledkii mozkomi$niho moku pacient kontrolni

skupiny a popis jejich subjektivnich obtizi jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tab. 1. Nalezy v likvoru pacienti s roztrousenou sklerézou

Likvor Cas od vzniku obtiZi
ID IEF IEF IEF IEF IEF Protein Gle Mononucl k odbéru CSF
IgG IgA IgM Kappa Lambda (g/) (mmol/1) (ul) (mésice)
1 5 3 4 2 1 0,31 55 19 0,3
2 7 10 9 8 5 0,32 3,85 4 0,7
3 7 11 21 10 2 0,26 3,31 40 0,2
4 9 9 9 8 7 0,25 3,12 12 1
5 1 1 1 0 0 0,27 3,10 2 1,5
6 13 11 9 15 12 0,26 3,44 30 1
7 17 11 22 16 11 0,32 3,41 4 N/A
8 3 10 8 10 8 0,15 3,35 8 3
9 2 2 0 6 1 0,43 3,31 27 1
10 14 12 5 12 0 0,25 3,36 2 60
11 9 8 8 7 8 0,41 3,04 13 0,5
12 6 8 8 0 0,43 3,11 34 6
13 10 5 9 10 0,45 2,94 42 1,5
14 10 9 4 4 8 0,19 3,85 2 0,1
15 16 14 13 16 6 0,40 3,72 22 0,7
16 12 4 7 2 0 0,20 3,27 30 0,7
17 15 0 8 6 0 0,33 2,75 5 1
18 9 14 14 11 10 0,37 3,21 2 3
19 2 1 3 3 6 0,21 3,47 3 24
20 8 9 6 3 12 0,46 3,31 20 4
21 5 9 6 5 4 0,18 3,03 1 24
22 9 14 10 2 2 0,23 3,92 22 0,7
23 0 0 0 3 1 0,15 3,69 1 0,5
24 4 3 2 2 3 0,21 3,36 3 0,3
25 0 0 0 0 2 0,25 3,32 2 48
26 2 0 0 4 4 0,46 5,62 8 4
27 5 2 8 12 4 0,11 2,96 4 2
28 7 4 3 3 1 0,15 3,62 10 2
29 7 9 7 5 3 0,4 3,58 13 N/A
30 5 5 1 6 7 0,36 3,79 6 1
31 2 0 0 0 0 0.31 3.04 3 0,3
32 0 0 1 1 1 0.37 3.24 5 N/A
33 6 0 1 0 0 0.32 3.1 2 3
34 18 12 9 10 6 0.27 3.27 3 4
35 7 3 0 1 0 0.27 3.31 2 33
36 10 10 7 9 6 0.49 3.85 13 0,3
37 3 0 1 0 3 0.22 3.26 6 1,7
38 15 16 0 1 9 0,38 3,01 12 0,7
39 19 15 10 1 13 0,28 3,29 20 1,5
40 13 0 4 2 13 0,16 3,12 4 0,2

Poznamka: ID = identifikacni Cislo; IEF = izoelektrickd fokusace; Glc = glukoza;

Mononucl = mnozstvi mononukleari; N/A = nedostupné
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Tab. 2. Klinicka data pacientt s roztrouSenou skler6zou

. s ED
ID Vék Pohlavi Datum Osobni Farmakologicka 12 SS 1 2
odbéru Anamnéza anamnéza 0 rok  rok roky
1 38 M 27.022017 - - 1,5 1,5 1 1.5
2 26 Z 28.03.2017 - - 1 1 1 1
3 36 Z 26.06.2018 atopicky ekzém - 2,5 3 2,5 2
4 27 Z 04.10.2018 - - 2,5 1,5 1 2
5 43 z 17.10.2018 z;gi;r;p;:s:olﬁ?”’ hormonalni antikoncepce 2 1,5 1,5 1.5
6 3N 4 09.01.2019  hypotyreéza levothyroxinum 50 g 2,5 2 2 2
denné
7 28 M 23.01.2019 - - 1 N/A N/A N/A
8 27 Z 13.03.2019 WPW syndrom - 1 1,5 1,5 2
9 33 z 02.07.2019 NS porucha zraku - 1,5 N/A N/A N/A
10 40 V4 13.11.2019  hypertyreoza levothyroxinum 50 g 1,5 15 15 1.5
denné
11 31 04.12.2019 - hormonalni antikoncepce 1,5 1,5 1,5 1.5
levothyroxinum 137 mg,
- omeprazolum 20 mg,
12 54 z 04122019  Arteridini hypertenze, 0y othiazidum 25 2 25 25 25
obezita, hypotyreoza .
mg, allopurinolum 300 mg
denné
1318 V 30.12.2019  2sthma bronchiale, hormonilni antikoncepce 2,5 2 2 25
deprese
14 25 z 27.02.2020 - hormonalni antikoncepce 1,5 2 1,5 2
15 43 M 10.02.2020 - - 1 N/A N/A N/A
16 25 Z 29.04.2020 - - 2,0 2 2 2
17 33 z 06.05.2020 - - 1,5 N/A N/A N/A
18 40 z 24.08.2020 - - 2 N/A N/A N/A
19 49 Z 09.02.2021 st.p. appendektomii - 2,5 2,5 2,5 3
20 33 Z 30.03.2021 - - 1 1,5 15 L5
21 M3 7 06.04.2021 gastroezofagealni hormonalni antikoncepce, 35 55 55 N/A
. reflux omeprazolum 20 mg denné ’ ’ ’
22 27 M 06.04.2021 - - 1,5 2,0 2,0 2
23 28 z 13.04.2021 - - 35 2,5 2 2
24 36 z 04.05.2021 - - 2 2 2 2
25 27 M 05.05.2021 - - 2,5 2,5 2,5 2.5
26 50 M 14.07.2021 - - 1,5 1,5 1,5 1.5
5 . levothyroxinum 50 pg
27 26 z 05.10.2021 hypotyreoza denné 1 1 1 1
28 29 7 11102021 - - 2 2 2 N/A
29 21 7 09.11.2021 - - 0,5 05 05 NA
30 41 Z 01.12.2021 rg:;‘;‘:ez"fagealm omeprazolum 20 mg denng 1 NA NA NA
31 39 z 12,0620 lcidenskd mutace - 2 2 2 NA
heterozygot
32 30 M 18.06.2022 - - 1 N/A N/A N/A
3 42 Z 16.08.2022 - - 2 2 2 N/A
34 39 Z 10.10.2022 - hormonalni antikoncepce 1.5 1.5 1.5 N/A
35 49 M 25.10.2023 st.p. RT seminomu - 35 3.5 35 N/A
telmisartanum 40 mg,
36 39 M 03.112022  arteridlni hypertenze  2Miodipini besilas 10 mg, 2 2 NA  NA
bisoprololi fumaras 10 mg
denné
37 23 z 15.11.2022 - - 0.5 0.5 N/A N/A
8 29 V 13122021 hypotyredza lf;‘;::ymxm“m 132 pg 35 40 40 NA
39 19 7 21.12.2021  asthma bronchiale salbutamoli sulfas 5 mg/ml 1.5 1.5 2 N/A
dle potieby
. st.p. exstirpaci
40 24 z 12.01.2022 benigniho fibromu - 1 1 1.5 N/A

mammy l.sin

Poznamka: ID = identifika¢ni ¢islo; M = muz; Z = Zena; St.p. = Status post; WPW
= Wolf-Parkinson-White; NS = nespecificka; N/A = nedostupné; l.sin = lateris

sinistri, RT = radioterapie
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* deprese u tohoto pacienta byla bez cilené farmakoterapie

Tab. 3. Popisované subjektivni obtize a zékladni vysledky rozboru likvoru osob
kontrolni skupiny

Charakter obtiZi, pro které byla LP tikvor
ID indikovéna P Glc Mononucl ocB
(g/1) (mmol/l) (vul)
1 nespecificka cefalea 0,32 3,45 1 neg.
2 intermitentni dvojité vidéni 0,23 3,47 1 neg.
3 nespecifické zavraté 0,25 3,33 1 neg.
4 bolesti hlavy a dysestezie tvare 0,32 2,04 0 neg.
5 intermitentni parestezie HKK i DKK 0,34 3,75 2 neg.
6  nekonstantni nespecifické zavraté 0,21 3,45 2 neg.
7  parestezie PHK a L tvare 0,38 2,81 2 neg.
8  bolest za okem 0,33 2,58 2 neg.
9 rozostreni vizu a parestezie PHK 0,27 3,66 3 neg.
10 parestezie HKK a bolest hlavy 0,21 2,92 2 neg.
11  subjektivni zmatenost 0,2 3,3 1 neg.
12 levostranné parestezie 0,32 3,08 2 neg.
13  bolesti hlavy pfi fyzické aktivité 0,24 3,69 0 neg.
14  kvadruparestezie 0,3 3,1 3 neg.
15 migrujici parestezie koncetin 0,23 3,33 1 neg.
16 tres alevostranné parestezie 0,15 2,74 0 neg.
17 cefalea a bolest za P okem 0,24 3,16 2 neg.
18 tinnitus, dysestezie kolem L ucha 0,21 3,13 1 neg.
19 bolest hlavy a P oka 0,27 3,63 4 neg.
20 bolesti hlavy 0,21 4,28 2 neg.
21 prechodna nespecifickd porucha zraku 0,42 3,24 1 neg.
22 kvadruparestezie 0,47 3,88 1 neg.
23  parestezie PDK 0,38 2,89 1 neg.
24 bolest hlavy 0,29 3,19 1 neg.
25 nespecifické zavraté 0,22 3,59 1 neg.
26 intermitentni pocit neobratnosti PHK 0,41 3,17 0 neg.
27  subjektivni slabost LHK 0,28 2,97 1 neg.
28 parestezie tvare 0,34 3,34 1 neg.
29 pravostranné parestezie 0,19 3,53 3 neg.
30 intermitentni levostranné parestezie 0,17 3,31 0 neg.
31 kvadruparestezie 0,18 3,03 4 neg.
32 cefalea 0,24 3,23 1 neg.
33 prechodna nespecifickd porucha zraku 0,35 2,89 1 neg.

Poznamka: ID = identifikac¢ni ¢islo; LP = lumbalni punkce; P = proteinorhachie;
Glc = glukorhachie; Mononucl = mnozstvi mononukleari; OCB = oligoklonalni

pasy; Neg. = negativni
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4.1 Vysledky metabolomické analyzy

Prostfednictvim necilené metabolomické analyzy jsme v mozkomiSnim
moku pozorovali kolem 60 riznych analyt. Nejvyznamnéjsi rozdily jsme zjistili u
aminokyselin a mastnych kyselin v mozkomisnim moku u pacienti s RS.
Statisticky signifikantni rozdily byly pozorovany celkem u 12 metabolitl (argininu,
histidinu, cholinu, serinu, glutamatu, spermidinu, metioninu, tyrozinu, kyseliny
homovanilové, kyseliny linoleové, kyseliny olejové, kyseliny stearové). Z téchto
metabolitli se ndm povedlo pomoci analytickych standarda urcit pfesné koncentrace
v 10 ptipadech. Detaily koncentraci téchto 10 metabolitii jsou uvedené v tabulce 4
a detaily zbylych 2 statisticky signifikantnich a 18 nesignifikantnich metabolitd
jsou uvedené v tabulce 5. Kompletni deskriptivni statistické detaily jsou uvedené
v tabulkéch 6 a 7. Vysledky metabolomické analyzy byly publikované v listopadu
roku 2023 (Zid6 et al., 2023).

Tab. 4. Metabolomické vysledky vybranych metabolitd (koncentrace v pg/ml)

Metabolity Priumér (= SD) RS (ug/ml) Prumér (= SD) C (ng/ml) p-value
Arginin 3,9708 (£ 1,4863) 5,2351 (£ 1,9583) 0,0037
Histidin 7,0202 (+ 1,6554) 8,1648 (£ 1,7159) 0,0058
Spermidin 0,0367 (£0,01111) 0,0313 (+ 0,0059) 0,0124
Glutamat 1,8883 (+0,3890) 2,1190 (+ 0,3840) 0,0145
Cholin 1,0436 (£ 0,2841) 1,2276 (= 0,3691) 0,0233
Tyrosin 1,1032 (£ 0,2936) 1,2527 (+0,2786) 0,0313
Serin 2,2714 (£ 0,7321) 2,5920 (£ 0,6051) 0,0473
Kys. linoleova 3,1304 (£ 0,277) 3,3933 (£ 0,228) 0,001

Kys. olejova 8,797 (= 0,824) 8,393 (£ 0,523) 0,015

Kys. stearova 2,7739 (£ 0,825) 3,1582 (£ 0,623) 0,029

Poznamka: RS = skupina pacientli s roztrousenou sklerézou; C = kontrolni skupina;
SD = smérodatna odchylka; Kys. = kyselina
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Tab. 5. Metabolomické vysledky jinych metabolitli (srovnani oblasti piki)

Metabolity Priamér (= SD) RS Priamér (= SD) C p-value
Metionin 8 504 86 (2 293,06) 6 256,73 (+ 896,85) <0,001
Kys. homovanilova 25611 18 (=6 850,19) 29 774,24 (+ 8 085,84) 0,024
Treonin 8 363,92 (+2 797,24) 9 587,38 (+ 2 447,98) 0,053
Uridin 54 333,68 (+37 916,23) 73 550,91 (+ 46 254,03) 0,063
Kys. oxoglutarova 3 671,48 (+ 585,98) 3 466,02 (+400,76) 0,086
Serotonin 72 399,12 (=103 619,34) 36 146,67 (+ 70 506,17) 0,086
Biotin 18 633,25 (£ 10 638,00) 23 614,50 (+ 14 333,83) 0,106
Kys. palmitolejova 16 785,92 (£ 2 676,63) 15 807,12 (£ 2 426,12) 0,111
Dopamin 7 914,79 (+ 2 566,33) 8 832,67 (+2475,26) 0,130
Kys. adipova 93 639,30 (£ 19 305,67 98 516,06 (+ 10 593,10) 0,185
Kreatin 414 855,54 (+ 100 129,74) 444 733,33 (+ 98 329,90) 0,210
Tryptofan 75 840,66 (+ 12 870,37) 71 938,48 (£ 13716,55) 0,223
Iso-/leucin 46 331,37 (£ 16 522,71) 50 641,21 (£ 12 977,94) 0,223
Adenin 208 212,43 (=44 745,61) 219 853,18 (+ 36 331,27) 0,231
Alanin 9162,12 (+2287,16) 9821,76 (+ 2 585,61) 0,262
Kys. mocova 18 416,67 (£ 11 654,81) 16 896,35 (£ 8 212,53) 0,523
Cystin 13 257,83 (+ 969,36) 13 426,36 (£ 1 277,90) 0,539
Aspartat 5438,97 (£ 918,10) 5 558,92 (+ 726,05) 0,541
Kys. palmitova 53 262,32 (+ 20 906,23) 54 647,30 (+ 8 844,53) 0,712
Kys. myristova 4 917,08 (+2 478,17) 5009,62 (= 1479,14) 0,847

Poznédmka: RS = skupina pacientl s roztrouSenou sklerézou; C = kontrolni skupina;

SD = smérodatnd odchylka; Kys. = kyselina

Tab. 6. Deskriptivni statistika srovnani koncentraci metabolitli u pacientl po

prvni atace klinickych symptomi RS ve srovnéni s kontrolami

Metabolity | Arginin | Histidin | Cholin | Serin | Tyrosin | Spermidin | Glutamat Olql:jf\;é St:ayri;vé Linlc()ly:;)vé
PramérRS | 3,971 | 7,020 | 1,044 | 2,271 | 1,103 0,037 1,888 8,797 | 2,774 3,130
Primér K 5,235 8,165 | 1,228 | 2,592 | 1,253 0,031 2,119 8,394 3,158 3,393
MedianRS | 3,688 | 7,040 | 1,023 | 2,369 | 1,038 0,038 1,900 8,742 | 2,971 3,094
Median K 4,654 | 8,108 | 1,189 | 2,671 | 1,249 0,031 2,102 8,403 | 3,137 3,331
Smér. Od. RS | 1,486 1,655 | 0,284 | 0,732 | 0,294 0,011 0,389 0,824 0,825 0,277
Smér.0d.K | 1,958 | 1,716 | 0,369 | 0,605 | 0,279 0,006 0,384 0,523 | 0,623 0,228
Min. RS 0,561 2,493 | 0,304 | 0,922 | 0,540 0,005 0,941 7,224 1,079 2,587
Min. K 3,172 | 4,202 | 0,467 | 1,018 | 0,801 0,016 1,382 7,440 | 1,559 2,888
Max. RS 7,184 | 10,389 | 1,482 | 4,072 | 1,919 0,054 2,775 10,944 | 4,209 4,116
Max. K 10,531 | 12,289 | 1,928 | 3,822 | 1,783 0,045 3,431 9,441 4,623 3,792
T-value -3,028 | -2,850 |-2,327 | -2,02 | -2,199 2,582 -2,509 | 2,493 | -2,231 | -4,384
P-value 0,004 0,006 | 0,023 {0,047 | 0,031 0,012 0,014 0,015 0,029 0,001

Poznamka: RS = skupina pacienti s roztrouSenou sklerdzou; K = kontrolni skupina;

Smér. Od. = smérodatnd odchylka; Min. = minimum; Max. = maximum; Kys. =

kyselina
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Tab. 7. Deskriptivni statistika ostatnich metaboliti bez vypoctenych koncentraci

Metabolity |Pramér RS | Pramér K ] B | ] e Min. RS | Min. K Max. Max. K |T-value P
RS K RS K RS value
Metionin | 8504,86 | 625673 | 8300,5 | 6154,5 | 2293,06 | 896,85 | 5145,5 | 4811 | 13385 | 84515 | 5,573 | <0.001
Horr;“k';a:"w 25611,18 | 29774,24 | 23860 | 28980 | 6850,19 | 8085,34 | 14365 | 16870 | 45280 | 48850 | -2,321 | 0,024
Treonin | 8363,92 | 9587,38 | 823525 | 9566,5 | 2797,24 | 2447,98 | 2823,5 | 3712 | 14440 | 15205 | -1,965 | 0,053
Uridin | 54333,68 | 73550,91 | 38017,5 | 57450 | 37916,23 | 46254,03 | 22045 | 25920 | 198700205550 | -1,897 | 0,063
mogll‘:zé'w‘i 3671,48 | 3466,02 | 3723,25 | 3501 | 58598 | 400,76 | 2146,5 | 2367,5 | 4895 | 4596,5 | 1,743 | 0,086
Serotonin | 72399,12 | 36146,67 | 9551,25 | 8743 |103619,34| 70506,17 | 1712,5 | 2520 |320850|257100| 1,742 | 0,086
Biotin 18633,25 | 23614,50 | 16048,5 | 21000 | 10638,00 | 14333,83 | 6746,5 | 8544,5 | 55730 | 64085 | -1,642 | 0,106
Palr":;leim"é 16785,92 | 15807,12 | 16475 | 15215 | 2676,63 | 2426,12 | 13145 | 11885 | 26565 | 23495 | 1,616 | 0,111
Dopamin | 7914,79 | 3832,67 | 7763 | 8593,5 | 2566,33 | 2475,26 | 2953,2 | 3885,5 | 14010 | 13225 | -1,532 | 0,130
Adipova kys. | 93629,30 | 98516,06 | 94880 | 100850 | 19305,67 | 10593,10 | 34793 | 75585 | 125400| 115300 | -1,342 | 0,185
Kreatin | 414855,54 |444733,33| 408050 | 410100 |100129,75| 98329,90 | 137681 | 276200 | 599150 | 643850 | -1,266 | 0,210
Tryptofan | 75840,66 | 71938,48 | 73152,5 | 71055 | 12870,37 | 13716,55 | 44765 | 50455 | 108150 (125350 | 1,230 | 0,223
Iso-fleucin | 46331,37 | 50641,21 | 43487,5 | 43665 | 16522,71 | 12977,94 | 18520,5| 24640 | 103235 | 83070 | -1,229 | 0,223
Adenin | 208212,43 | 219853,18| 209750 | 227400 | 44745,61 | 36331,27 | 69291 | 111710 | 274900 | 294500 | -1,209 | 0,231
Alanin 9162,12 | 9821,76 | 90995 | 9458 | 2287,16 | 2585,61 | 3653,2 | 6084 | 12945 | 15245 | -1,131 | 0,262
Motova kys. | 18416,67 | 16896,35 | 180,66 | 1429,62 | 11654,81 | 8212,53 | 5335 | 4962,5 | 55645 | 43035 | 0,641 | 0,523
Cystin | 13257,83 | 13426,36 | 13175 | 13210 | 969,36 | 1277,90 | 11430 | 11495 | 15665 | 17615 | -0,619 | 0,539
Aspartat | 5438,97 | 5558,92 | 54585 | 5516 | 918,10 | 726,05 | 2998,1 | 3500,5 | 7197,5 | 6946,5 | -0,614 | 0,541
Palmitova kys.| 53262,32 | 54647,30 | 60227,5 | 55413 | 20906,23 | 8244,53 | 10852 | 29667 | 78285 | 76128 | -0,372 | 0,712
Myristova kys.| 4917,08 | 5009,62 | 4617,75 | 4904 | 2478,17 | 1479,14 | 2557,5 | 2871,5 | 17821 | 8920,5 | -0,194 | 0,247

Poznamka: RS = skupina pacientl s roztrouSenou skler6zou; K = kontrolni skupina;

Smér. Od. = smérodatnd odchylka; Min. = minimum; Max. = maximum; Kys. =

kyselina

U pacientll s RS jsme pozorovali statisticky vyznamny pokles riznych

metabolitdl, vyjma jednoho s vyznamnym zvySenim koncentrace (spermidin). U

argininu (p-value: 0,003), byly jeho koncentrace vyznamné¢ sniZzené u osob s RS

(primérna koncentrace: 3,97 pg/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 1).

Histidin (p-value: 0,005) byl rovnéZ sniZen u pacientt s RS (primérné koncentrace:

7,02 ng/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 2). Glutamat (p-value: 0,015)

byl také snizen u pacientd s RS (primérna koncentrace: 1,89 pg/ml) ve srovnani

s kontrolni skupinou (graf 3). Stejn¢ tak i cholin (p-value: 0,023) byl snizen u

pacientli s RS (primérna koncentrace: 1,04 pg/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou
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(graf 4). Dalsi signifikantni zmény byly pozorovany v ptipad¢ tyrosinu (p-value:
0,031), kterého koncentrace byly snizené u pacientli s RS (primérna koncentrace:
1,10 pg/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 5) a v ptipad¢ serinu (p-value:
0,047), které¢ho koncentrace byly rovnéz snizené u pacientd s RS (primérna
koncentrace: 2,27 pg/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 6). Jenom
koncentrace spermidinu (p-value: 0,012) byly signifikantné zvysSené u pacientll s

RS (primérna koncentrace: 0,04 ng/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 7).

Signifikantni zmény byly nalezeny u kyseliny linoleové (p-value: 0,001),
jejiz koncentrace byly snizené u pacientti s RS (primérna koncentrace: 3,13 pg/ml)
ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 8) a v pfipad¢ kyseliny stearové (p-value:
0,029), jejiz koncentrace byly taky snizené u pacientli s RS (primérna koncentrace:
2,77 pug/ml) ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 9). V ptipadé kyseliny olejové
(p-value: 0,015) byly jeji koncentrace zvySené u pacientl s RS (prumérna

koncentrace: 8,79 ug/ml) ve srovnani s kontrolami (graf 10).
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Graf 1. Srovnani koncentraci argininu u pacientti po prvni atace klinickych
symptomil roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou
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Graf 2. Srovnani koncentraci histidinu u pacientt po prvni atace klinickych
symptomil roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou
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Graf 3. Srovnani koncentraci glutamatu u pacienti po prvni atace
klinickych symptomt roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou
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Graf 4. Srovnani koncentraci cholinu u pacientt po prvni atace klinickych
symptomil roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou
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Graf 5. Srovnani koncentraci tyrozinu u pacientl po prvni atace klinickych
symptomt roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou
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Graf 6. Srovnani koncentraci serinu u pacientll po prvni atace klinickych
symptomil roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou
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Graf 7. Srovnani koncentraci spermidinu u pacientd po prvni atace
klinickych symptomt roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou
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Graf 8. Srovnani koncentraci kyseliny linoleové u pacientl po prvni atace
klinickych symptomil roztrousené sklerdzy s kontrolni skupinou

Koncetrace kyseliny olejové
12,00

11,00
10,00

9,00

| uﬂoﬂbm—{

Koncentrace (ug/ml)

8,00

7,00

6,00

M RS [ Kontroly

Graf 9. Srovnani koncentraci kyseliny stearové u pacientll po prvni atace
klinickych symptomii roztrousené skler6zy s kontrolni skupinou
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Graf 10. Srovnani koncentraci kyseliny olejové u pacientli po prvni atace
klinickych symptomt roztrouSené sklerdzy s kontrolni skupinou

V nésledujicich pfipadech jsme nebyli schopni vypocitat piesné
koncentrace, ale i vzhledem k tomu jsme u nasledujicich 2 metabolitii pozorovali
statisticky signifikantni rozdily. V pfipadé¢ metioninu (p-value: <0,001) jsme
pozorovali statisticky vyznamné zvysSené hladiny u pacienti s RS (primérna
odpovéd’: 8 504,86 (oblast piku)) ve srovnéni s kontrolni skupinou (graf 11, A) a
v piipad¢ kyseliny homovanilové (p-value: 0,023) jsme pozorovali statisticky
vyznamn¢ snizené hladiny u pacienti s RS (primérna odpovéd’: 25 611,18 (oblast

piku)) ve srovnani s kontrolni skupinou (graf 11, B).

Rozdily hladin jinych aminokyselin jako treonin (p-value: 0,053; Graf 11,
C©)), leucin/izoleucin (p-value: 0,223; graf 11, D)), alanin (p-value: 0,262) nebo
aspartat (p-value: 0,541) jiz nebyly statisticky signifikantni u skupiny pacientt s s
RS ve srovnani s kontrolni skupinou. Na rozdil od nasich pilotnich vysledkt (Zidé
et al., 2022) jsme tentokrat nepozorovali statisticky signifikantni zmény v ptipadé

kyseliny palmitové (p-value: 0,711).
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Graf 11. Srovnani nalezi jednotlivych metabolith u pacientd po prvni atace
roztrousené sklerozy s kontrolami. A) u metioninu; B) u kyseliny homovanilové;
C) u treoninu; D) u iso-/leucinu

4.1.1 Korelace metabolomické analyzy s hodnotami EDSS

Vysledky metabolomické analyzy jsme nasledné korelovali s hodnotami
EDSS pacientt po prvni atace klinickych symptomi roztrousené skler6zy v dobé
odbéru mozkomisniho moku (v ptipadech 40 pacienti), po 1 roce (v pripadech 31

pacientl) a po 2 letech (v pfipadech 21 pacientl).

V piipad€ histidinu jsme nepozorovali signifikantni korelaci mezi jeho
koncentracemi a hodnotami EDSS v dobé¢ odbéru mozkomisniho moku (korela¢ni
koeficient: 0,05; p-value: 0,74), avSak v piipadé hodnot EDSS po 1 roce jsme jiz
pozorovali stiedné silnou, statisticky signifikantni negativni korelaci (korela¢ni
koeficient: -0,42; p-value: 0,03) (graf 12). Ve srovnani s hodnotami EDSS po 2
letech pfetrvava stfedné silna, statisticky signifikantni, negativni korelace

s koncentracemi histidinu (korela¢ni koeficient: -0,43; p-value: 0,048).
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Graf 12. Korelace mezi hladinami histidinu v mozkomisnim moku pacientti

skupiny s roztrouSenou skler6zou a hodnotami EDSS po 1 roce

V ptfipadech argininu, spermidinu, glutamatu, cholinu, tyrosinu, serinu,

kyseliny olejové, kyseliny stearové a kyseliny linoleové jsme nepozorovali

statisticky signifikantni korelace s hodnotami EDSS v dob¢ odbéru mozkomisniho

moku, ani s hodnotami EDSS po 1 roce, ani s hodnotami EDSS po 2 letech. Detaily

statistické korela¢ni analyzy jednotlivych metabolitl jsou uvedeny v tabulce 8.

Tab. 8. Korelac¢ni statistickd analyza koncentraci metabolitli s hodnotami EDSS

. r EDSS -v EDSS  r EDSS -v EDSS  r EDSS -v EDSS
Metabolit 0 P 0 1 P 1 2 P 2
Histidin 0,043 0,744 -0,415 0,031 -0,437 0,048
Arginin -0,003 0,577 -0,104 0,604 -0,023 0,920
Spermidin -0,163 0,329 -0,324 0,087 0,005 0,982
Glutamat -0,212 0,202 -0,066 0,736 0,099 0,670
Cholin -0,161 0,168 -0,288 0,130 0,080 0,729
Tyrozin -0,177 0,288 -0,125 0,519 0,034 0,883
Serin -0,150 0,375 -0,066 0,733 0,042 0,857
Kys. Olejova  -0,056 0,740 -0,202 0,292 -0,036 0,877
Kys. Stearova  -0,202 0,224 -0,051 0,792 0,369 0,100
Kys.Linoleova -0,016 0,925 0,057 0,771 0,091 0,695

Poznamka: r = korelacni koeficient; p-v = p-value; kys. = kyselina
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4.1.2 Korelace metabolomické analyzy s c¢asem odbéru likvoru od

vzniku Kklinicky obtizi

Vysledky metabolomické analyzy jsme také korelovali s délkou rozvoje
klinickych obtizi do doby odbéru mozkomisniho moku po prvni atace klinickych

symptomu RS. Tyto informace byly dostupné u celkem 38 pacientd.

V ptipadech argininu (korelacni koeficient: 0,07; p-value: 0,70), histidinu
(korelacni koeficient: 0,03; p-value: 0,84), sperimidinu (korela¢ni koeficient: 0,19;
p-value: 0,27), glutamatu (korelac¢ni koeficient: 0,01; p-value: 0,94), cholinu
(korelacni koeficient: 0,20; p-value: 0,25), tyrosinu (korelacni koeficient: -0,20; p-
value: 0,23), serinu (korela¢ni koeficient: 0,06; p-value: 0,75), kyseliny linoleové
(r: 0,11; p-value: 0,54), kyseliny stearové (r: 0,13; p-value: 0,47) a kyseliny olejové
(r: -0,14; p-value: 0,42) jsme neprokézali statisticky vyznamnou korelaci mezi

koncentracemi a dobou rozvoje klinickych obtizi po odbéru mozkomisniho mok.

4.2 Vysledky analyzy NfL a GFAP

Celkem 26 pacientli s RS podstoupilo dodatecné 1 vySetteni hladin NfL a
GFAP v mozkomi$nim moku a v séru. Primérna hladina NfL byla v mozkomi$nim
moku 1 333,2 ng/l (rozsah 60 - 7240 ng/l) a v séru 17,33 ng/l (rozsah 3,12 - 111
ng/l). Primérna hladina GFAP byla v mozkomisnim moku 6 636,66 ng/l (rozsah
511,2—15992 ng/l) a v séru 77,73 ng/1 (rozsah 36,09 - 231,7 ng/l).

4.2.1 Korelace hladin NfLL a GFAP s hodnotami EDSS

Hladiny NfL v mozkomiSnim moku pozitivné korelovaly s nalezy v séru
(korela¢nim koeficientem 0,91; graf 13). U GFAP nebyla korelace mezi hladinami

v mozkomiSnim moku a v séru statisticky vyznamna (korela¢ni koeficient 0,32).
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Graf 13. Korelace mezi hladinami NfL v mozkomi$nim moku a v séru
pacientli skupiny s roztrousenou skler6zou

Dale jsme koncentrace NfL a GFAP korelovali s hodnotami EDSS v dobé
odbéru mozkomisniho moku a po 1 roce. Pozorovali jsme pouze slabou pozitivni
korelaci mezi hladinami NfL a GFAP v mozkomiSnim moku a v séru s hodnotami
EDSS v obdobi odbéru mozkomisniho moku. Nejsilngjsi pozitivni korelaci z této
skupiny méla hladina GFAP v séru (korelacni koeficient 0,40; p-value: 0,04) (graf
14), GFAP v mozkomi$nim moku (korela¢ni koeficient 0,36; p-value: 0,07), NfL
v mozkomiSnim moku (korela¢ni koeficient 0,26; p-value: 0,20) a nejslabsi
pozitivni korelaci vykazovala hladina NfL v séru (korela¢ni koeficient 0,24; p-
value: 0,23). Pouze korelace s GFAP v seru je mozno povazovat za statisticky

signifikantni korelaci vzhledem k hodnot¢ p-value pod 0,05.

V ptipadé€ korelace jednotlivych hladin NfL a GFAP s hodnotami EDSS po
1 roce od odbéru mozkomiSniho moku jsme pozorovali pokles intenzity pozitivni
korelace. Jedinou vyjimkou byl ptipad hladin GFAP v mozkomi$nim moku, ktery
mél i nadale slabou pozitivni korelaci (korelacni koeficient 0,30; p-value: 0,19).
Tyto korelace s hodnotami EDSS po 1 roce vzhledem k hodnotdm p-value nelze

povazovat za statisticky signifikantni. Detailni vysledky zékladni statistické
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analyzy hladin NfL a GFAP pacienti skupiny s roztrousenou sklerézou jsou

uvedeny v tabulce 9.

Korelace mezi hladinami GFAP v séru a EDSS
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Graf 14. Korelace mezi hladinami GFAP v séru a hodnotami EDSS z obdobi
odbér mozkomisniho moku

Tab.9. Vysledky hladin NfL a GFAP pacientl skupiny s roztrousenou skler6zou

r- r-

Pramér Medign  SD Min  Max EDDS- © P gpss © P-

0 value value 1 value value

gsﬂﬁ 133320 7760 169819 60,00 7240 0258 1306 0204 -0,004 -0,018 00986

NIL o34 1055 2094 312 111,00 0243 1227 0232 -0.065 -0286 0778
serum
GFAP

Cp 6636.66 59360 330972 5112 15992 0358 1880 0072 0301 1374 0,85
GfAP

sérum 71,73 66,04 40,34 36,09 2317 0,405 2,169 0,040 0,143 0,629 0,537

Poznamka: CSF = mozkomis$ni mok; SD = smérodatna odchylka; Min = minimum,;

Max = maximum; r-EDSS-0 = korela¢ni koeficient EDSS v dob& odbéru likvoru;

r-EDSS-1 = korela¢ni koeficient EDSS po 1 roce od odbéru likvoru
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4.3 Vysledky evokovanych potenciali a EP skére

Celkem 31 pacientli s RS s primérnou vysSkou 172 cm (rozsah 160 — 187
cm) absolvovalo vysSetfeni alespoii jednou modalitou evokovanych potencialt.
Vysetteni VEP bylo provedeno u 31 pacienti, SEP u 25 pacientii a vySetieni MEP
u 14 pacientd. VSechny modality evokovanych potencialii absolvovalo celkem 14
pacientl. Detaily jednotlivych vysledkli evokovanych potencial u pacienti s RS

jsou uvedeny v tabulce 10.

Tab. 10. Vysledky evokovanych potencialii pacientl s roztrousenou sklerézou

MEP-HKR MEP-HKL MEP-DKR MEP-DKL

_ SEP-R (ms) SEP-L (ms) (as) ) pil pille VEP (ms)
© P100  P100
N0 CCT P40 N20 CCT P40 CxM  CMCT CxM  CMCT CxM  CMCT €M CMCT © Iy

1 198 57 403 206 68 415 - - - - - - - - 955 1133
2 171 52 36 171 52 383 - - - - - - - - 112 124

3 - - - - - - - - - - - - - 993 1623
4 179 58 413 175 52 416 - - - - - - - - 1155 945
5 185 54 473 189 59 435 - - - - - - - - 103,5 1038
6 185 41 55196 55 509 197 102 215 123 487 294 456 264 1338 1373
7 259 119 491 223 72 528 - - - - - - - - 1335 1283
8 185 57 425 188 58 431 182 8 18,2 8 40,2 152 388 154 110 110

9 191 37 448 20 62 424 - - - - - - - - 133 127

10 198 74 391 22 91 47 - - - - - - - - 1173 147

11 186 56 375 186 66 385 175 8,6 159 67 345 129 358 133 1068 1038
12 213 69 475 201 57 478 - - - - - - - - 106 1053
13 193 54 389 19 5 384 20,1 9,5 20,9 9.1 362 17 40 205 975 1395
14 - - - - - - - - - - - - - - 1388 1313
17 183 53 406 178 45 43 15 6.9 15,5 6.7 38 174 382 182 1013 998
9 192 - 49,1 215 - 513 18,5 6,4 18,3 75 374 136 382 158 108 115

20 63 183 38 63 38 - - - - - - - - - 105 1073
2 - - - - - - - - - - - - - - 114 126

23 175 55 406 174 56 408 166 7.4 16,8 75 338 145 354 172 1008 102

25 194 59 439 19,1 56 448 - - - - - - - - 173 1278
26 23 6 s61 251 96 545 188 6,3 19,8 56 459 145 135 135 105 107

27 219 89 495 185 59 486 243 129 233 1,5 351 2 343 17,6 102 1128
28 204 69 41,5 206 7 378 212 9,4 19,8 77 398 182 396 17,8 1193 1185
29 186 51 391 19 69 398 215 8,1 21,5 8,5 27 151 276 147 993 993
31 186 51 41,5 17,9 48 413 204 8 21,75 925 2845 158 29,55 15 106 1073
33 . . . N N . N N N N . . . N 1083 1155
35 206 73 596 223 65 52 237 13 233 12,1 464 236 509 302 1135 1135
36 20 54 481 20 65 428 - - - - - - - - 1418 1105
37 179 54 393 176 52 412 - - - - - - - - 1283 1328
38 203 63 524 205 7 474 238 146 21,1 10,9 498 27,1 50,1 269 1225 1263
40 208 69 423 205 8 24 21 8.4 2,5 95 295 136 289 157 1005 1203

Poznamka: ID = identifikacni ¢islo; R = pravy; L = levy; HKR = prava horni
koncetina; HKL = leva horni koncetina; DKR = prava dolni koncetina; DKL = leva

dolni konéetina

Po extrakci latenci jednotlivych odpovédi byly tyto hodnoty transformované
s ohledem na normativni hodnoty nasi laboratofe. V ptipadé¢ SEP a MEP byly

vysledky upravené sohledem navySku jednotlivych pacienti. Po ziskdni
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jednotlivych z-skor byly nejprve vypocteny EP skore jednotlivych modalit (QVEP,
gqSEP, qMEP). Primérna hodnota qVEP byla 1,52 (rozsah -3,90 az 8,18) u 31
vysetienych osob. Priimérna hodnota qSEP byla 1,23 (rozsah -2,07 az 6,13) u 25
vysetienych osob. Primérna hodnota qMEP byla 3,07 (rozsah 0,55 az 7,08) u 14
vysetfenych osob. Nasledné byly vypocteny EP skore qEPS a q3EPS. U 14 osob
byla primérna hodnota qEPS byla 1,14 (rozsah -1,08 az 5,46) a pramérna hodnota
q3EPS byla 3,27 (rozsah 0,78 az 3,27). Detaily jednotlivych EP skor pacienti s RS

jsou uvedeny v tabulce 11.

Tab. 11. Celkové EP skore pacienti s roztrousenou sklerdézou

D qVEP qSEP qMEP qEPS q3EPS
1 2,20 -0,09 - - -
2 2,33 2,07 - - -
3 6,60 - - - -
4 -2,00 -0,29 - - -
5 2,45 1,12 - - .
6 8,18 425 6,23 5,46 7,39
7 6,63 425 - - -
8 -0,33 0,04 2,44 -0,33 2,17
9 6,33 0,60 - - -
10 7,05 1,93 - - -
11 -1,90 0,67 1,89 -1,00 135
12 -1,78 2,66 - - -
13 2,50 -0,55 3,55 0,66 2,38
14 8,02 - - - -
17 -3,48 -0,09 1,64 -1,03 1,72
19 0,17 - - - -

20 -1,62 - - - -

22 3,00 - - - -

23 -3,20 -0,06 2,08 -0,61 2,20

25 3,85 0,71 - - -

26 -1,67 6,13 0,55 1,00 3,56

27 -1,20 3,01 3,74 2,74 4,58

28 2,63 0,02 3,54 0,91 2,37

29 -3,90 0,51 1,23 -1,08 0,95

31 -1,45 -0,63 0,85 -0,87 0,78

33 0,30 - - - -

35 0,83 5,52 6,83 483 7,97

36 5,05 1,43 - - -

37 6,52 -0,26 - - -

38 447 3,49 7,08 4,96 7,08

40 -0,20 0,80 1,30 0,39 1,35

Poznamka: ID = identifikac¢ni ¢islo
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4.3.1 Korelace mezi evokovanymi potencialy a hodnotami EDSS

Pti korelaci jednotlivych EP skor s hodnotami EDSS  z odbéru
mozkomi$niho moku pacienti s RS jsme objevili stiedni pozitivni korelaci
v piipadé¢ qMEP, q3EPS a qEPS a slabou az nevyznamnou pozitivni korelaci
v piipadech qSEP a qVEP. Negjlépe s hodnotami EDSS korelovaly qMEP
s korelacnim koeficientem 0,66 (p-value: 0,01) a Q3EPS s korelacnim koeficientem
0,60 (p-value: 0,02). O néco méné korelovaly s hodnotami EDSS qEPS
s korela¢nim koeficientem 0,54 (p-value: 0,05), dale pak qSEP s korela¢nim
koeficientem 0,28 (p-value: 0,18) a nejslabéji s hodnotami EDSS korelovaly qVEP
s korelaénim koeficientem 0,04 (p-value: 0,81). Korelace qMEP a q3EPS s
hodnotami EDSS v obdobi odbéru mozkomisniho moku lze, vzhledem k hodnotam

p-value, povazovat za statisticky signifikantni.

Pii korelaci jednotlivych EP skér s hodnotami EDSS po 1 roce od odbéru
mozkomisniho moku pacientl s RS jsme objevili vyznamnéjsi korelaci. V piipade
qMEP a q3EPS se jedna o silnou pozitivni korelaci. Nejvice s hodnotami EDSS po
1 roce korelovaly qMEP s korela¢nim koeficientem 0,75 (p-value: 0,003) (graf 15)
a q3EPS s korelacnim koeficientem 0,68 (p-value: 0,011) (graf 16). qEPS
korelovalo s hodnotami EDSS po 1 roce s korelacnim koeficientem 0,65 (p-value:
0,017), méné koreloval qSEP s korelacnim koeficientem 0,48 (p-value: 0,031) a
nejslabéji koreloval s hodnotami EDSS po 1 roce qVEP s korela¢nim koeficientem
0,34 (p-value: 0,08). Korelace qMEP, q3EPS, qEPS a qSEP s hodnotami EDSS po

1 roce I1ze vzhledem k hodnotam p-value povazovat za statisticky signifikantni.
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Graf 15. Korelace mezi hodnotami gMEP a EDSS po 1 roce u skupiny
pacienttl s roztrousSenou skler6zou

Korelace mezi q3EPS a EDSS po 1 roce
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Graf 16. Korelace mezi hodnotami q3EPS a EDSS po 1 roce u skupiny
pacientl s roztrouSenou sklerézou
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Korelaci jednotlivych EP skor s EDSS hodnotami po 2 letech od odbéru
mozkomisniho moku pacientd s RS nelze validn¢ provést vzhledem k malému
mnozstvi pacientl, ktefi absolvovali vySetfeni evokovanymi potencialy a zlstali

minimaln¢ 2 roky v dispenzarizaci specializovaného centra pro RS.

Detailni vysledky zékladni statistické analyzy EP skor pacient s RS jsou

uvedeny v tabulce 12.

Tab. 12. Zékladni statisticka analyza EP skore a korelace s EDSS

r- r-
Primér Medisn SD  Min  Max EDSS- U P- gpss-  © P-
0 value value 1 value value
gVEP 1519 0300 3,753 -3,900 8180 0043 0234 0816 0350 1830 0,080

qSEP 1,229 0,601 2,000 -2,070 6,130 0,277 1,382 0,180 0,482 2,333 0,031
qMEP 3,068 2,261 2,133 0,550 7,080 0,656 3,011 0,011 0,747 3,728 0,003
qEPS 1,144 0,526 2,296 -1,080 5460 0,536 2,197 0,048 0,648 2,818 0,017
q3EPS 3,274 2,284 2,401 0,780 3,270 0,598 2,583 0,024 0,675 3,038 0,011

Poznamka: SD = smérodatnd odchylka; Min = minimum; Max = maximum; r-
EDSS-0 = korela¢ni koeficient EDSS v dobé odbéru likvoru; r-EDSS-1 = korela¢ni
koeficient EDSS po 1 roce od odbéru likvoru
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5. Diskuze

Hlavnim cilem této prace bylo nalézt rozdily v koncentracich metabolitt v
mozkomi$nim moku u pacientli v pocatecnich stadiich RS ve srovnani se zdravymi
kontrolami. Tyto rozdily jsme nasledné objasnili také z patofyziologického
hlediska. Dal§im cilem této prace bylo zhodnotit vyznam hladin GFAP, NfL a
nalezi evokovanych potencidlu u pacientli v pocatecnich stadiich RS. Provedli
jsme také korelace mezi vysledky jednotlivych analyz a hodnotami EDSS v dob¢

odbéru mozkomisniho moku, po 1 roce a po 2 letech.

nam mohou pomoci v pochopeni patofyziologie RS. Lze ho vyuzit pro méteni
rozpustnych analyt, jako jsou napiiklad aminokyseliny, mastné¢ kyseliny c¢i
neurotransmitery, nebo populaci bun€k, nejCastéji ze skupiny leukocytil.
Mozkomis$ni mok se taky povazuje i za jakysi ,,zlaty standard* matrix v diagnoze
RS (Deisenhammer et al., 2019), vzhledem k tomu, Ze odrazi aktualni stav CNS pfi
zanétlivych procesech. Vzhledem k malému mnoZstvi proteinli tento material
nevyzaduje specialni preparaci pfed laboratorni analyzou. Znac¢nou nevyhodou
tohoto materidlu vSak nadale ziistava fakt, Ze jeho odbér je invazivni, a proto se

opakované nebo kontrolni odbéry provadéji ziidkakdy.

Pfi naborti pacienti do této studie jsme pozorovali nepomér mezi
mnozstvim muzl a Zen. Této studie se Gcastnilo celkem 57 Zen a jen 16 muzi. Tento
nepomér muze byt vysvétlen nékolika faktory. Roztrousena sklerdza se vyskytuje
az 2-3x Castéji u Zen nez u muzu (Harbo et al., 2013). DalSim faktorem je také
ochota vyhledat 1ékatskou pomoc a absolvovat rizna vySetieni. V posledni fadé se

Zeny takeé Castéji podileji na téchto studiich nez muzi.

Né&kolik autori v poslednich letech prezentovalo nalezy metabolomiky
mozkomisniho moku u pacientl s roztrouSenou sklerézou (Murgia et al., 2023; Yan
et al., 2021; Fitzgerald et al., 2021; Sylvestre et al., 2020; Podlecka-Pietowska et
al., 2019; Oliveira et al., 2019; Kasakin et al., 2019; Park et al., 2016; Cocco et al.,
2015; Reinke et al., 2014; Gonzalo et al., 2012; Sinclair et al., 2010; Srinivasan et
al., 2005), avsak jejich vysledky byly vyvozené ze vzorkli nehomogennich skupin

pacientll. Jednalo se o pacienty s RS v rGznych stadiich nemoci (Casto jiz v
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pozdéjsich stadiich), s rozdilnou DMD terapii a riznou farmakologickou ¢i osobni
anamnézou. To v§e mohlo ovlivnit slozeni mozkomisniho moku téchto pacientd. V
této praci jsme se snazili vytvorit homogenni skupinu pacienti s RS a homogenni
kontrolni skupinu. Zaméfili jsme se na pacienty v pocatecnich stadiich RS, pfesné;ji
po prvni atace klinickych symptomt splitujicich revidovana McDonaldova kritéria
z roku 2017 (Thompson et al., 2018). Pacienti neuzivali psychofarmaka ani DMD
terapii nebo vysoké davky kortikosteroidii v dobé odbéru mozkomisniho moku.
Nekteti autofi zavzali do kontrolnich skupin pacienty s rtiznymi neurologickymi
nemocemi, v nékterych pfipadech i nemocné se zanétlivymi onemocnénimi CNS,
jako naptiklad s meningoencefalitidou, kterda mize vyznamné ovlivnit slozeni
mozkomisniho moku. V této préaci jsme kontrolni skupinu sestavili na podkladé
definice symptomatickych kontrol dle publikace z roku 2013 (Teunissen et al.,
2013). Jednalo se o pacienty s nespecifickymi subjektivnimi obtizemi (poruchy ¢iti,
bolesti hlavy a zavrat¢ s negativnim klinickym i paraklinickym nalezem),
neodpovidajici Zadnému zndmému neurologickému onemocnéni. Za silnou stranku
této prace povazujeme nasi snahu o vytvoieni striktné homogenni skupiny pacientli

v pocate¢nich stadiich RS a kontrolni skupinu bez interferujicich faktora.

Nékteti autofi hodnotili 1 metabolomiku séra (Fitzgerald et al., 2021; Levi
et al., 2021; Signoriello et al., 2020) a objevili snizené hladiny aminokyselin u
pacientii s RS. Cast autorti popisovala snizené hladiny fenylalaninu, tyrosinu a
tryptofanu (Fitzgerald et al., 2021; Signoriello et al., 2020) a jini autofi zas
asparaginu a karnitinu (Levi et al., 2021). V této praci jsme se zaméfili pouze na
mozkomiSni mok, proto tyto vysledky nemizeme relevantné zhodnotit nebo

srovnat.

V ramci hlavniho cile této prace jsme prokazali statisticky signifikantni
rozdily v metabolomice mozkomi$niho moku u pacienti s RS ve srovnani s
kontrolni skupinou. Nejvyznamnéjsi rozdily byly nalezeny ve skupiné
aminokyselin a mastnych kyselin, pfesnéji v piipadech argininu, histidinu,
spermidinu, glutamatu, cholinu, tyrosinu, serinu, metioninu, kyseliny
homovanilové, kyseliny stearové, kyseliny olejové a kyseliny linoleové. Tyto

metabolity by se mohly stat novymi biomarkery v pocatecnich stadiich RS.
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Jednu z nejsignifikantnéjSich zmén jsme pozorovali v piipad¢ l-argininu.
Aminokyselina l-arginin je prekurzor oxidu dusnatého (NO), dutlezitého
neurotransmiteru, ktery hraje roli v riznych metabolickych procesech (Tapiero et
al., 2002). Piedpoklada se, ze oxid dusnaty hraje roli i v patogenezi RS (Smith et
al., 2002). Za béznych podminek je tento neurotransmiter syntetizovan z l-argininu
pomoci endotelidlni NO syntazy (eNOS) nebo neurondlni NO syntazy (nNOS).
Tyto formy enzymu produkuji nizké koncentrace oxidu dusnatého cestou zavislou
na koncentracich kalcia. V mistech zanétu (akutni/ aktivni 1éze u roztrouSené
sklerozy) vSak dochézi k aktivaci jiné formy enzymu, takzvané inducibilni NO
syntazy (iNOS). Tato forma enzymu produkuje vysoké koncentrace oxidu
dusnatého nezavisle na koncentracich kalcia (Alderton et al., 200; Koprowski et al.,
1993). U roztrousené sklerdzy byly nalezeny zvySené koncentrace oxidu dusnatého
hlavn¢ v oblastech aktivnich 1ézi (Smith et al., 2002; Encinas et al., 2005).
V dusledku toho mohou snizené hladiny l-argininu odpovidat zvySené depleci
prekurzoru u akutné probihajiciho zénctu, kde dochéazi k tvorbé vysokych
koncentraci oxidu dusnatého pomoci inducibilni NO syntazy. V na$i praci jsme
necilenym piistupem objevili signifikantn¢ snizené hladiny l-argininu u pacientd s
RS. Tento nalez je ve shodé€ s ostatnimi publikovanymi nalezy (Reine et al., 2014;
Park et al., 2016; Kasakin et al., 2019; Sylvestre et al., 2019). Mizeme spekulovat
o tom, Ze l-arginin je vhodny biomarker aktivity onemocnéni v pocatecnich stadiich
RS, kdy v patogeneze nemoci dominuje zanétliva slozka, kterd ma za nasledek
zvySenou spotiebu l-argininu k tvorbé oxidu dusnatého. Bylo by zajimavé srovnat
tento nalez s nalezy u jinych typl zadnétu CNS, napiiklad u autoimunitni nebo

infek¢ni encefalitidy.

Aminokyselina histidin je prekurzorem neurotransmiteru histaminu.
Histamin je b&ézné syntetizovan v histaminergnich neuronech tuberomamildrniho
jadra v zadni tfetin€ hypotalamu. Hraje diileZitou roli v zanétlivych procesech a tim
1 v patogenezi RS, avSak tato role jesté nebyla blize urcend (Jadidi-Niaragh et al.,
2010). Na zaklad¢ animélnich modelt se ptepoklada, Ze zvySené hladiny histaminu
jsou spojeny se zvySenou syntézou prozanétlivych cytokinii, TNF a interferonu
gamma (Mussio et al., 2006). Existuje také hypotéza, Ze histamin a histidin jsou
podstatnym faktorem v rozvoji tinavy u pacientii s RS (Loy et al., 2016). Jedna

studie objevila snizené hladiny histidinu v séru pacientek s RS, které trpély tinavou
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ve srovnani s pacientkami bez unavy (Loy et al., 2019). Nékolik studii nalezlo
zvySené hladiny histaminu v mozkomisnim moku pacienti s RS (Molnar et al.,
1966; Tuomisto et al., 1983; Kallweit et al., 2013), co mlze podpofit vysvétleni
snizené hladiny histidinu zvySenou spotiebou prekurzoru pro syntézu histaminu. V
této praci jsme nalezli snizené hladiny histidinu u pacientli v pocatecnich stadiich
RS, co bylo ve shod¢ s vysledky jinych autorti (Sylvestre et al., 2020; Kasakin et
al., 2019; Park et al., 2016; Reinke et al., 2014). Dale jsme pozorovali i1 stfedni
negativni korelaci mezi koncentracemi histidinu a hodnotami EDSS po 1 roce a 2
letech od odbéru mozkomisniho moku. S ohledem na to muzeme spekulovat o
prognostickém potencidlu histidinu v pocatecnich stadiich RS, pfesnéji feceno o
jeho schopnosti predikovat hodnoty EDSS a tim i klinicky stav pacienta v
nasledujicim roce az 2 letech této nemoci. Niz8i koncentrace histidinu mizou byt
indikatorem horsiho pribéhu nemoci s vyraznéj$i deterioraci stavu a horSim
unavovym syndromem a mohou tak vést k zahajeni UCinngj$i terapie jiz

v pocateCnich stadiich nemoci.

Ptirodni polyamin spermidin je nutny pro proliferaci, diferenciaci a pieZiti
bunék (Igarashi et al., 2009). Ve spojitosti s roztrousenou sklerozou byl zatim
popsan pouze v experimentalnich zvifecich modelech (Yang et al., 2016). Hladiny
spermidinu v mozkomiSnim moku pacientli s RS zatim nebyly publikovany. V nasi
praci jsme objevili vyznamné zvySené hladiny spermidinu u pacientli s RS ve
srovnani s kontrolami. Spermidin inhibuje syntézu prozanétlivych cytokinti a jeho
zvySené hladiny mohou byt obrannou reakci organismu proti autoimunitnimu

zanétu. Vztah spermidinu a autoimunitnich nemoci vSak jesté nebyl pln€ objasnén.

Glutamatova excitotoxicita je jednim z patofyziologickych procest fady
neurologickych onemocnéni, vetné roztrousené sklerozy, ktery se podili na
poskozovani axonil (Stojanovic et al., 2014). S ohledem na to mizeme spekulovat,
ze hladina glutamétu predstavuje marker axondlni degenerace u roztrouSené
skler6zy. V n€kolika studiich byla publikovdna zvySena hladina glutamatu v
mozkomisnim moku pacientli s RS (Oliveria et al., 2019; Pieragostino et al., 2015).
V na8i praci jsme naopak nalezli vyznamné sniZzené hladiny glutamatu v
mozkomi$nim moku pacienti s RS. Tento rozdil miize byt zplisoben tim, ze nase

skupina pacientli s RS byla v po¢atecnich stadiich nemoci, kdy demyelinizace casto
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pfevazuje nad axondlni degeneraci. Jini autofi se zaméfili na pozd¢jsi stadia
nemoci, kdy je proces axonalni degenerace vice vyjadieny (Oliveria et al., 2019;
Pieragostino et al., 2015). V prub¢hu axonalni degenerace dochazi k poskozovani
a destrukci axont, coz vede k uvolnéni glutamatu do extracelularniho prostoru a
tim i do mozkomiSniho moku (Hinzman et al., 2010), proto zvySené hladiny
glutamatu se budou objevovat spiSe v pozd¢jsich stadiich RS anebo budou typické

pro piipady, kde jiz od zacatku pievlada proces axonalni degenerace.

Cholin je dalsi aminokyselina, které koncentrace jsme pozorovali snizené v
mozkomi$nim moku u pacientd s RS. NaSe nalezy se na jedné strané shodovaly s
nckterymi autory (Podlecka-Pietowska et al., 2013), avSak na druhé strané jini
autofi popisovali zcela opacné nalezy (Srinivasan et al., 2005; Reinke et al., 2014;
Cocco et al., 2016). Aminokyselina cholin slouzi jako prekurzor CDP-cholinu
(citicholin, cytidin 5'-difosfocholin), ktery se podili na tvorbé fosfatidylcholinu.
CDP-cholinu se v poslednich letech ptisuzuji neuroprotektivni a regeneracni
funkce (Skripuletz et al., 2015). U roztrousené sklerozy se spekuluje, ze CDP-
cholin je schopny podporovat proces remyelinizace (Gudi et al., 2023). Vzhledem
k tomu hladina cholinu miiZe teoreticky odrazet schopnost remyelinizace u
jednotlivych pacienti s RS, co taky muize vysvétlit rozdilné vysledky mezi
jednotlivymi vySe zminénymi publikacemi. Efekt podavani CDP-cholind
pacientim s RS jako zptisob podpory procesu remyelinizace byl zatim testovan

pouze na zvifecich modelech, avsak se slibnymi vysledky (Skripuletz et al., 2015).

Aminokyseliny serin a tyrosin maji neuroprotektivni funkci a byly nalezené
ve snizenych koncentracich v mozkomisnim moku u RS (Sylvestre et al., 2020). U
myelin a podporuje remyelinizaci (Ye et al., 2021). Tyrozin hraje dalezitou roli v
proliferaci, rastu a regeneraci neuroni (Lau et al., 1999). Snizené hladiny serinu
mohou ukazovat na vétsi nachylnost k poSkozeni myelinu. U tyrozinu tyto nizké
hladiny naznacuji oslabeni schopnosti reparace a regenerace posSkozenych neuronti.

V nasi praci jsme také pozorovali sniZené hladiny serinu a tyrosinu u pacientd s RS.

Leucin/izoleucin a vétvené aminokyseliny byly dalsi analyty, které mély
snizenou hladinu u pacientt s RS (Sylvestre et al., 2020; Kasakin et al., 2019; Park

et al., 2016; Reinke et al., 2014). Leucin/izoleucin ma dulezitou roli v syntéze
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proteind a v rustu a proliferaci bun¢k jako klicovy darce dusiku. V pribéhu zanétu
dochdzi ke zvySeni syntézy fady rozdilnych proteinii a také ke zvySeni tvorby
imunitnich bun€k, cozZ =znamena zvySenou poptdvku po vétvenych
aminokyselinach. Tato zvySena poptavka vede k sniZeni jejich hladin. V nasi praci
jsme rovnéz pozorovali lehce snizené hladiny leucinu/izoleucinu u pacientt s RS,

avsak tyto nalezy nebyly statisticky signifikantni.

Myelinova pochva je nezbytna struktura pro spravnou a rychlou neuronalni
transmisi signaltl ve form¢ akénich potencial (Morrel et al., 1999). Myelin je
tvofen prevazné lipidy, proteiny a mastnymi kyselinami. U RS dochazi riznymi
patofyziologickymi procesy k demyelinizaci, k poSkozovani a rozkladu myelinu na
jeho zakladni komponenty. Demyelinizace miize vést k zvySeni hladin mastnych
kyselin v extracelularnim prostoru a tim i v mozkomi$nim moku. V pribéhu
procesu remyelinizace ocekavame pokles hladin mastnych kyselin v
extracelularnim prostoru a mozkomiSnim moku vzhledem k jejich spotiebé
oligodendrocyty pii pokusu o reparaci a znovu vytvofeni myelinové pochvy
(Mathieu et al., 2019). Na zaklad¢ toho 1ze spekulovat o tom, Ze hladiny mastnych
kyselin v mozkomi$nim moku odraZeji proces demyelinizace a remyelinizace u
pacienti s RS. ZvySené hladiny mastnych kyselin naznacuji pievladajici
demyelinizaci, sniZzené hladiny mastnych kyselin poukazuji na pfevladajici proces
remyelinizace (Morrel et al., 1999). Neéktefi autofi popisuji zvySené hladiny
kyseliny olejové, linoleové a stearové v mozkomisnim moku pacientti s RS (Park
et al., 2016; Oliveira et al., 2019). Jini autofi naopak pozorovali u pacient s RS
sniZzené hladiny téchto mastnych kyselin (Gonzalo et al., 2012). Rozdilné vysledky
a lze vyvétlit heterogenitou pacientii s RS v Casnych a pozdnich stadiich nemoci s
riznym zastoupenim procesii demyelinizace a remyelinizace. V nasi praci jsme se
zaméfili vyhradné na pacienty v ¢asnych stadiich RS bez specifické terapie, kdy
muze prevladat proces remyelinizace, ktery vede k poklesu hladin mastnych kyselin

v mozkomi$nim moku.

Vrameci jedné zprovedenych analyz jsme korelovali koncentrace
jednotlivych metabolitli s hodnotami EDSS v dobé odbéru mozkomiSniho moku,
po 1 roce a po 2 letech u skupiny pacienti s RS. Statisticky vyznamnou korelaci

jsme pozorovali pouze v piipad¢ histidinu. V piipad¢ dalSich metabolitd jsme
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statisticky vyznamné korelace s hodnotami EDSS nepozorovali. Rovnéz jsme
korelovali koncentrace jednotlivych metabolitli v ¢ase od rozvoje symptomu po
odbér mozkomiSniho moku u pacienti s RS, ale u zadného z metabolitii jsme

statisticky signifikantni nenalezli.

U casti pacientll s RS jsme hodnotili vysledky vySetfeni multimodalnimi
evokovanymi potencialy a zaméiili se na jejich vztah k hodnotdm EDSS s jejich
potencialni schopnosti pfedvidat vyvoj klinického stavu v nasledujicich letech. Ke
zjednoduseni hodnoceni vztahti mezi vysledky EP a hodnotami EDSS byly nejprve
tyto vysledky pfevedeny do formy kvantitativnich EP skore (Schlaeger et al., 2014).
V ptipadech SEP a MEP byly vysledky i dodate¢né upravené vzhledem k vyskam
jednotlivych pacientl. Jiz nckolik autori zkoumalo a potvrdilo prognosticky
potencidl evokovanych potencidli u pacienti s RS (Hardmeier et al., 2022;
Dziadkowiak et al., 2022, Alsharidah et al., 2022; Hardmeier et al., 2021; Iodice et
al., 2016; Ramanathan et al., 2013). Z vysledki nasi korela¢ni analyzy jsme zjistili,
ze vySetfeni MEP a kvantitavni 3 EP skére (q3EPS) nejlépe reflektuji aktualni
hodnoty EDSS a tim 1 aktudlni klinicky stav pacienta. VySetieni VEP dle naSich
vysledkl odrazi hodnoty EDSS nejhtife, coz mtize byt vysvétleno vysetfenim jen
velice malé ¢asti CNS. V ptipadé MEP, q3EPS a qEPS jsme pozorovali statisticky
signifikantni pozitivni korelaci s hodnotami EDSS po 1 roce od odbéru
mozkomisniho moku. NaSe nélezy jsou ve shod¢ s vysledky diive uvedenych
autort. Tyto vysledky ukazuji, ze vySetfeni MEP a q3EPS (sestaveno z vysledki
vySetieni MEP pro horni a dolni koncetiny a vysledkli vySetfeni SEP pro dolni
koncetiny) odrazeji aktualni hodnoty EDSS a maji 1 urcity prognosticky potencial,
resp. mohou piedvidat vyvoj klinického stavu v nésledujicich letech. K potvrzeni

této hypotézy bude tfeba vySettit vétsi vzorek pacientli v delSim ¢asovém rozpéti.

U casti pacientll s RS jsme se zabyvali hodnocenim vztahu hladin lehkych
fetézcl neurofilament a glidlniho fibrilarniho acidického proteinu v séru a
mozkomi$nim moku s hodnotami EDSS. Pozorovali jsme pouze hrani¢né
signifikantni lehkou pozitivni korelaci mezi koncentracemi GFAP v séru a
hodnotami EDSS v dobé& odbéru mozkomisniho moku. U NfL v séru a v likvoru a
GFAP v likvoru jsme nepotvrdili Zadnou statisticky vyznamnou korelaci s

hodnotami EDSS. V pfipad¢ srovnani s hodnotami EDSS po 1 roce od odbéru
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biologického materialu jsme neprokazali statisticky vyznamnou korelaci ani s NfLL
ani s GFAP v likvoru ¢i séru. Publikované vysledky jinych autort zabyvajici se NfLL
a GFAP jsou rozporuplné. Ne¢ktefi autofi obhajuji vyznamny prognosticky
potencial NfL (Thebault et al., 2020) a GFAP (Axelssib et al., 2011) u RS, jini
prognosticky potencidl NfL u RS neprokézali (Axelssib et al., 2011). Tyto rozdily
lze wvysvétlit patofyziologickymi procesy roztrousené sklerozy. NfL (jde o
cytoskeletalni strukturu axonti) odrazeji proces axonalni neurodegenerace a GFAP

(jde o cytoskeletalni strukturu astrocytll) ukazuji na poskozeni astrocytt.
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6. Zavér dizertaéni prace

Metabolomika jako ¢ast multi-omickych studii predstavuje slibny zdroj
novych biomarkert. U roztrouSené sklerdzy ndm tyto nové biomarkery pomahaji
1épe porozumét patofyziologii nemoci, predvidat pribéh nemoci i efektivitu 1écby.
Predpokladame, ze hladiny argininu odrazeji akutni zanétlivé procesy u RS. U
histidinu uvazujeme o prognostickém potencidlu v casnych stadiich RS se
schopnosti predvidat dalsi rozvoj klinického stavu v nasledujicich letech. Glutamat
ukazuje na proces neurodegenerace u RS a cholin poukazuje na remyelinizacni
schopnost. Mastné kyseliny reprezentuji rizné zastoupeni procesti demyelinizace a
remyelinizace. Spermidin, je$t€ nepopsan ve spojitosti s RS, mlze poukazovat na

protizdnétlivé moznosti organismu, hlavné ve spojitosti s autoimunitnim zanétem.

Neurofyziologické metody, pfesnéji multimodalni evokované potencidly, i
kdyz jiz nesehravaji v diagnostickém procesu RS tak diileZitou roli jakou mély v
minulosti, maji u RS stale svlij vyznam. V nasi praci jsme ukazali, Ze motorické a
somatosenzorické evokované potencialy ukazuji aktualni hodnoty EDSS a tim 1
dany klinicky stav pacienta. Maji urcity prognosticky potencidl a schopnost

predvidat vyvoj disability RS v nasledujicich letech.

Lehké ftetézce neurofilament lze povazovat za marker neuronalniho
poskozeni, glidlni fibrilarni acidicky protein je ukazatelem poSkozeni astrocytu.
Oba jsou v posledni dobé€ v popfedi zajmu ve vyzkumu biomarkerl roztrouSené
skler6zy, ale v nasi praci jsme neprokazali jejich vyznamnou spojitost s hodnotami

EDSS ani jejich prognosticky potencidl v pocatecnich stadiich RS.

Vsechny naSe nélezy bude tfeba ovéfit na vétsi skupiné pacientli s RS a
porovnat vysledky s ndlezy u jinych neurologickych onemocnéni, abychom mohli

zhodnotit jejich specificky pfinos pro RS.
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6.1 Zhodnoceni cilii a hypotéz dizertace

1. Slozeni mozkomisniho moku u pacientli v pocatecnich stadiich RS je ve

srovnani s kontrolami z hlediska hladin aminokyselin signifikantné rozdilné.

2. Signifikantni rozdily v mozkomi$nim moku pacientli v pocatecnich
stadiich RS jsou v hladinach argininu, histidinu, spermidinu, glutamatu, cholinu,

kyseliny olejové, kyseliny stearové, kyseliny linoleové, serinu a tyrosinu.

3. Histidin prokazoval signifikantni stfedné silnou negativni korelaci pfi

korelaci koncentraci metaboliti s hodnotami EDSS po 1 a 2 letech.

4. Evokované potencidly odrazeji aktudlni klinicky stav pacienta s RS

v podobé¢ hodnot EDSS a ptedstavuji urcity prognosticky marker.
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7. Souhrn

V préci ukazujeme, ze metabolomické studie a multimodalni evokované
potencialy mohou pfedstavovat validni zdroj novych laboratornich a funkcnich
biomarker v pocatecnich stadiich roztrousené sklerdzy (RS). S jejich pomoci 1épe
porozumime patofyziologii a pribéhu této nemoci, pochopime reparacni a regeneracni

kapacitu organizmu a budeme schopni pfedvidat vyvoj nemoci.

Arginin, ktery patfi mezi laboratorni biomarkery, muze reflektovat zanétlivé
procesy u RS. Glutamat poukazuje na proces neurodegenerace. Cholin odrazi
remyeliniza¢ni schopnosti organizmu. SniZené hladiny serinu mohou signalizovat vétsi
nachylnost k poskozeni myelinu. U tyrozinu tyto nizké hladiny naznacuji oslabeni
schopnosti reparace a regenerace poskozenych neuronii. Mastné kyseliny reprezentuji

rizné zastoupeni v procesech demyelinizace a remyelinizace.

Z hlediska funkénich laboratornich biomarkert jsou dulezit¢ multimodélni
evokované potencidly, zejména motorické a somatosenzorické evokované potencialy,

které odrazeji aktualni klinicky stav pacienta s RS.

Nejlepsi prognosticky potencidl maji hladiny histidinu a motorické
evokované potencialy, které¢ mohou predvidat vyvoj klinického stavu pacientii s RS 1
v nésledujicich letech. Na zakladé téchto informaci bude mozné ovlivnit dalsi 1é¢bu

véetné nasazeni agresivnéjsi terapie.
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8. Summary

In this work, we show that metabolomic studies and multimodal evoked
potentials can represent a valid source of new laboratory and functional biomarkers in
the initial stages of multiple sclerosis (MS). With their help, we will better understand
the pathophysiology and course of this disease, we will understand the reparative and
regenerative capacity of the organism and we will be able to predict the development

of the disease.

Arginine, which is among the laboratory biomarkers, can reflect
inflammatory processes in MS. Glutamate points to the process of neurodegeneration.
Choline reflects the body's remyelinating abilities. Reduced serine levels may signal
greater susceptibility to myelin damage. For tyrosine, these low levels indicate a
weakening of the ability to repair and regenerate damaged neurons. Fatty acids

represent different representations in the processes of demyelination and remyelination.

From the point of view of functional laboratory biomarkers, multimodal
evoked potentials are important, especially motor and somatosensory evoked

potentials, which reflect the current clinical condition of a patient with MS.

Histidine levels and motor evoked potentials have the best prognostic
potential, which can predict the development of the clinical condition of MS patients
even in the following years. Based on this information, it will be possible to influence

further treatment, including the deployment of more aggressive therapy.
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