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Abstrakt

RoztrouSend skleréza (RS) je chronické zanétlive
autoimunitni onemocnéni, poskozujici dominantné€ bilou hmotu
centralniho nervového systému (CNS). Metabolomika je
systematicka studie, ktera vyuziva pfistup analytické chemie k
profilaci endogenné malych molekul metabolitii pfitomnych ve
zkoumaném preparatu. Hlavnim cilem této dizertace bylo
stanovit signifikantni rozdily v metabolomu likvoru pacientil v
pocatecnim stadiu RS v porovnani s kontrolami. Dale korelovat
tyto vysledki v ¢ase s hodnotami EDSS. Nasledné jsme v ramci
dalsich analyz hodnotili i dal§i potencialni biomarkery RS,
presnéji  evokované potencidly (EP), lehké fetézce
neurofilament (NfL) a glidlni fibrilarni acidicky protein
(GFAP). Celkem jsme sesbirali vzorky likvoru od 40 pacientti
v Casnych stadiich RS, a vzorky likvoru od 33 zdravych kontrol.
Nésledna analyza téchto vzorki byla provedena pomoci vysoce
vykonné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrofotometrii, s detektorem s vysokym rozliSenim. Dale
probéhla analyza ¢ésti vzorkd pomoci Single Molecule Array
(SIMOA) a u casti pacientd byly provedeny EP a nasledné
korelované s hodnotami EDSS. Statisticky signifikantni zmény
(p-value <0,05) byly pozorovany v likvoru u argininu, histidinu,
spermidinu, glutamatu, cholinu, tyrozinu, serinu, kyseliny
olejové, stearové a linoleové. Déle jsme pozorovali vyznamnou
korelaci pfi vySetfeni EP a u metabolitu histidinu s hodnotami
EDSS. Tim jsme poukazali na jejich mozny prognosticky
potencial. V piipadé NfL a GFAP jsme u ostatnich metabolitil
vyznamnou korelaci s hodnotami EDSS nepozorovali. V nasi
praci prokazali statisticky vyznamné rozdily v koncentracich
nekterych metabolitd v likvoru pacientli v pocatecnich stadiich
RS, které by mohly byt vyuzity jako nové biomarkery RS. Dale
jsme prokazali, ze EP koreluji s aktualnimi hodnotami EDSS.
Zda se, ze u pacientil v pocatecnich stadiich RS maji schopnost
predvidat na zékladé¢ 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 CNS.
Metabolomics is a systematic study to profile endogenously
small molecule metabolites present in the examined
preparation. Our main goal was to determine significant
differences in the metabolome of the CSF of patients in the
initial stage of MS compared to controls. Furthermore, we
correlated these results over time with the EDSS values.
Subsequently, we also evaluated other potential biomarkers of
MS, more precisely evoked potentials (EP), neurofilament light
chains (NfL) and glial fibrillary acidic protein (GFAP). We
collected CSF samples from 40 patients in the early stages of
MS, and 33 healthy controls. 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. 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.



1. Uvod

Vzristajici incidence autoimunitnich onemocnéni v
ceské, ale i ve svétové populaci, predstavuje vazny problém
nejen pro moderni medicinu. Jednim z takovych onemocnéni je
i roztrouSend skler6za. Jedna se o zavazné zanétlivé
autoimunitni onemocnéni postihujici CNS. RS je nevylécitelné
onemocnéni, av§ak za pomoci novych lécebnych postupii jsme
schopni toto onemocnéni na rizné dlouhou dobu stabilizovat a
pacientim vyrazn¢ prodlouzit délku kvalitniho zivota s
minimalnim postizenim. Nemoc postihuje primarn¢ mladé lidi
v produktivnim veku a je jednou z nejcastéjSich pficin jejich
disability. PéCe o pacienty s RS a jejich 1éCba jsou finan¢né i
Gasové nakladné. V ramci Ceské republiky ji zabezpeluji
neurologové v specializovanych centrech pro demyeliniza¢ni
onemocnéni.

Soucasné moznosti 1€cby RS jsou rozsahle. K dispozici
je veliké mnozstvi 1€kt a stale pfibyvaji dalsi, ale jejich
efektivita se znacné 1isi. Proto je v rdmci péce o pacienty s RS
preferovan a podporovan individualni pfistup k pacientovi s
prevenci rozvoje disability brzkym zahajenim terapie.

Snaha o casnou efektivni 1é¢bu RS s nasazenim co
nejlépe vyhovujici terapie kazdému pacientovi se setkava v
dnesni dobé s problémem nedostatku vhodnych prognostickych
biomarkerd, které by byly schopné predvidat zavaznost a
progresi onemocnéni, véetné odezvy na podanou terapii.

Téma zde predkladané prace bylo zvoleno z vyse
uvedenych divodt. Cilem prace bylo analyzovat metabolomiku
likvoru, NfL, GFAP a evokované potencialy u pacientd s RS a
identifikovat nové potencialni prognostické biomarkery tohoto
onemocnéni.



2. Cil dizertaéni prace

Hlavnim cilem této dizertace bylo stanovit statisticky
signifikantni rozdily v metabolomu likvoru pacienti v
pocatecnim stadiu RS (zatim bez specifické DMD terapie) v
porovnani s likvorem kontrolni skupiny.

Déle jsme si vytyc€ili vytvofit seznam signifikantné
zménénych  metabolitl, které jsme se pokusili z
patofyziologického hlediska odivodnit.

Dalsim cilem bylo zhodnotit korelaci mezi
koncentracemi jednotlivych statisticky signifikantné rozdilnych
metaboliti likvoru a klinickym stavem pacientii v podobé
hodnot EDSS (Kurtzke, 1983) v dobé odbéru likvoru a s
odstupem ¢asu (po 1 roce a po 2 letech) a dale korelaci mezi
koncentracemi metabolitl od projevu prvnich ptiznaki do
odbéru vzorku likvoru.

Nasledné jsme v ramci dalSich analyz hodnotili i jiné
potencialni biomarkery RS. U ¢asti pacientl, u kterych bylo
provedeno dodatecné méteni hladin NfL a GFAP v séru a v
likvoru, jsme hodnotili korelaci mezi hodnotami EDSS a
hladinami NfL a GFAP.

U dalsi casti pacientt, ktefi v obdobi odbéru likvoru
absolvovali vySetfeni EP, jsme korelovali nalezy EDSS s
vysledky dostupnych EP pievedenych do formy ,,EP score®
(Schlaeger et al., 2014).

V ramci téchto korelaci jsme zhodnotili 1 prognosticky
potencial vySe zminénych markerd u pacientd v pocate¢nich
stadiich RS.



2.1 Hypotézy

1. SloZeni mozkomis$niho moku u pacientil s roztrousenou
sklerézou je ve srovnani s kontrolami z hlediska metabolomiky
signifikantné rozdilné.

2. Metabolomika mozkomi$niho moku ptedstavuje potencialni
zdroj novych biomarkert pro roztrousenou sklerozu.

3. Evokované potencialy jsou schopné odrazet aktualni klinicky
stav pacienta a dokazou plnit i roli prognostického markeru u
roztrousené sklerdzy.

4. Hladiny NfL a GFAP odrazeji aktudlni klinicky stav pacienta
s roztrousenou sklerézou.



3. Metodika dizertace

Rekrutace pacienti probihala za vyuziti databdze
Centra demyeliniza¢nich onemocnéni Neurologické kliniky 3.
LF UK a FNKYV. Celkem bylo do studie zatazeno 73 pacienti
ve véku mezi 18 az 55 lety, ktefi byli rozdéleni do dvou skupin.

Do prvni skupiny byli zatazeni pacienti v pocatecnich
stadiich RS. Slo o pacienty po prvni atace klinickych
symptomu, splitujicich revidovand McDonaldova kritéria z
roku 2017 (Thompson et al., 2018), s nalezem na MR mozku a
michy a s ndlezem v likvoru odpovidajicim demyelinizacnimu
onemocnéni typu RS. Likvor a sérum téchto pacientii bylo bez
prikazu protilatek proti aquaporinu-4 a protilatek proti
myelinovému oligodendrocytarnimu glykoproteinu. Pacienti v
dobé odbéru likvoru byli bez specifické DMD terapie. Tato
skupina zahrnovala celkem 40 pacientd, z toho 31 Zen a 9 muzu.
Odbeéry jejich likvoru byly provadény v prumeru 53 dni od
vzniku klinickych symptomt (s vyjimkou 4 subjektti, kterych
likvor byl odebran v rozsahu 2 az 5 let od vzniku klinickych
symptomt a dal§ich 3 subjektt, u kterych tato informace nebyla
dostupna).

Druha skupina neboli kontrolni skupina, byla sestavena
na podklad€ definice takzvanych ,,symptomatickych kontrol*
dle publikace z roku 2013 (Teunissen et al., 2013). Jedna se o
pacienty, ktefi trpi riznymi subjektivnimi obtizemi. Nejéastéji
se jednd nespecifické poruchy Cciti, nespecifické zavrate,
nespecifické bolesti hlavy nebo jiné polymorfni stesky, avSak s
normalnim klinickym i paraklinickym nalezem, ktery
neodpovida zadnému jasnému neurologickému onemocnéni.
Tato skupina zahrnovala celkem 33 pacientd, z toho 26 Zen a 7
muZza.

Pfiprava analytickych  vzorki pro necilenou
metabolomickou analyzu a cilenou analyzu vybranych malych
molekularnich metabolitt (50 — 300 Da) probihala nasledovné:
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100 pl likvoru bylo ptevedeno do pfedchlazené zkumavky typu
Eppendorf (1,5 ml), nasledné€ bylo ptidano 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
pri teplot¢ -20 °C. Po inkubaci nasledovala 10 minutova
centrifugace pii 13 000 rpm pfi teploté 4 °C. Supernatant byl
nasledné preveden 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 sonikovan
v chladné koupeli po dobu 20 min. Supernatant byl nasledné
preveden do zkumavky a pfimo analyzovan.

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
i 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 udrzovana
na 30 °C. Mobilni faze byla sestavena nasledovné: A = 0,1 %
kyselina mravenci a B = 0,1% kyselina mravenci v MeOH. Pro
pozitivni i negativni méd byl pouzit linearni elucni 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 udrzeni
pocatecnich podminek. Pratoky byly 220 pl.min—1 a nasttikovy
objem vzorku byl 5 pl. Vzorky byly udrzovany v autosampleru
pri teploté 4 °C a kazdy vzorek byl injikovan dvakrat ve dvou
aplikacich s hmotnostnim oknem pro rozsah hmotnost/naboj
(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,
iontoveé rozpraSovaci napéti 5 500 V pro ESI+, -4500 V pro ESI-
a teplota zdroje byla nastavena pro oba rezimy na 400 °C.
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Modifikovana metoda byla pouzita pro cilenou analyzu
pro rozliSeni malo-molekularnich metabolitd. Separace byla
dosazena na kolonach (Kinetex C18, 2,6 um 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 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 pfti 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.

Dostupna klinickd a paraklinicka data, tykajici se
pacienti s RS a skupiny kontrol, byla extrahovana z databaze
Neurologické kliniky 3. LF UK a FNKV. Po extrakci byla tato
data anonymizovéna a kodovéana za ucelem ochrany osobnich
udaji a identity subjektd zavzatych do studie.

U nékterych subjektii skupiny s roztrousenou sklerdzou
bylo také provedeno vySetieni evokovanych potenciall
(somatosenzorickych - SEP, zrakovych - VEP a motorickych -
MEP). Vysetfeni multimodalnimi evokovanymi potencialy
bylo provedeno v souladu s doporucenim Mezinarodni federace
klinické neurofyziologie. V této praci jsme se zaméfili na
vyuziti latenci jednotlivych odpovédi evokovanych potencialt,
amplitudy hodnoceny nebyly. VSechny extrahované vysledky,
tj. hodnoty MEP, SEP a VEP, byly nasledné pievedeny na z-
skoére na zakladé normativnich hodnot pouzivanych v ramci
nasi laboratote. Z téchto z-transformovanych vysledkd bylo
nasledné vypocéteno EP skore. EP skore nema specifickou
jednotku, protoze je vypocten z jednotlivych z-skore.

Mefeni hladin lehkych fetézci neurofilament a
glidlniho fibrilarniho acidického proteinu z mozkomisniho
moku u pacientti s RS bylo provedeno ve spolupraci s laboratofi
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Topelex za pouziti ,,Single Molecule Array (SIMOA)“,
ultrasenzitivni metody vyvinuté Quanterix TM. Méfeni
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 pritomnost analytu, byly nasledné
enzymaticky amplifikované za ti€elem zvyseni citlivosti daného
testu. Biomarkerové testy provadéné na této platformé vykazuji
citlivost v nizkém az sttednim rozsahu fg/ml.

Na =zavér byla provedena zakladni deskriptivni
statisticka analyza s navaznou korela¢ni analyzou klinickych,
paraklinickych a laboratornich vysledki pomoci volné
dostupného softvéru ,,R*“ (R core team 2021). Ke zhodnoceni
statistické vyznamnosti metabolomiky pacienti po prvnich
klinickych ptiznacich RS a u kontrolni skupiny byl pouzit
Studentiiv t-test, pfesnéji dvoustranna varianta Welchova t-
testu. V dal$im kroku byla aplikovana korekce typu FDR (the
Benjamini-Hochberg false-discovery rate) pro vicecetné
srovnani za i¢elem minimalizace faleSné€ pozitivnich vysledkd.
V pripad¢ korelaci byl vyhodnoceny korela¢ni koeficient, jehoz
vyznamnost byla opétovné ovéfena pomoci Studentova t-testu.
Ve vsech piipadech jsme pouzili p-value s cilovou hodnotou
nizsi nez 0,05, v idealnim ptipadé nizsi nez 0,01.
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4. Vysledky

Prostiednictvim necilené metabolomické analyzy jsme
v likvoru pozorovali kolem 60 riznych analytt.
Nejvyznamnéjsi rozdily jsme zjistili u aminokyselin a mastnych
kyselin v likvoru u pacientl s RS. Statisticky signifikantni
rozdily byly pozorovany celkem u 12 metabolitii (argininu,
histidinu, cholinu, serinu, glutamatu, spermidinu, metioninu,
tyrozinu, kyseliny homovanilové, kyseliny linoleové, kyseliny
olejové, kyseliny stearové). Z téchto metaboliti se nam povedlo
pomoci analytickych standardd urcit pfesné koncentrace v 10
pripadech. Detaily koncentraci téchto 10 metaboliti jsou
uvedené v tabulce 1.

Tab. 1. Metabolomické vysledky vybranych metaboliti
(koncentrace v pg/ml)

Priumér (= SD) RS  Primér (= SD) C p-

Metabolity (ug/ml) (ug/ml) value
Arginin 3,0708 (+ 1,4863) 52351 (= 1,9583) 0,0037
Histidin 70202 (£ 1,6554)  8,1648 ( 1,7159) 0,008
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 (£ 02841) 12276 (+0,3691)  0,0233
Tyrosin 1,1032 (£0,2936) 12527 (+02786) 0,0313
Serin 22714 (£0,7321)  2,5920 (£ 0.6051) 0,0473
Kys. linoleovd  3,1304 (£ 0277)  3,3933 (£0,228) 0,001
Kys. olejova 8,797 (= 0,824) 8,393 (£ 0,523) 0,015

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

Poznamka: RS = skupina pacienti s roztrouSenou sklerézou; C
= kontrolni skupina; SD = smeérodatnd odchylka; Kys. =
kyselina
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U pacientll s RS jsme pozorovali statisticky vyznamny
pokles rtznych metaboliti, vyjma jednoho s vyznamnym
zvySenim koncentrace (spermidin). U argininu (p-value: 0,003),
byly jeho koncentrace vyznamné snizené u osob s RS
(primérna koncentrace: 3,97 pg/ml) ve srovnani s kontrolni
skupinou. Histidin (p-value: 0,005) byl rovnéz snizen u
pacientl s RS (prumérna koncentrace: 7,02 pg/ml), podobné i
lutamat (p-value: 0,015) (primérna koncentrace: 1,89 pg/ml) a
cholin (p-value: 0,023) (primérné koncentrace: 1,04 pg/ml) ve
srovnani s kontrolni skupinou. Dalsi signifikantni zmény byly
pozorovany v piipad¢ tyrosinu (p-value: 0,031), kterého
koncentrace byly snizené u pacienti s RS (primérna
koncentrace: 1,10 ug/ml) a také v piipad¢ serinu (p-value:
0,047), kterého koncentrace byly rovnéz snizené u pacientl s
RS (primérna koncentrace: 2,27 pg/ml). Pouze koncentrace
spermidinu (p-value: 0,012) byly signifikantné zvySené u
pacientl s RS (priimérna koncentrace: 0,04 pg/ml) ve srovnani
s kontrolni skupinou. Signifikantni zmény byly nalezeny u
kyseliny linoleové (p-value: 0,001), jejiz koncentrace byly
snizené u pacientd s RS (primerna koncentrace: 3,13 ug/ml) a
v ptipadé kyseliny stearové (p-value: 0,029), jejiz koncentrace
byly taky snizené u pacientl s RS (primérna koncentrace: 2,77
ug/ml). V pripad¢ kyseliny olejové (p-value: 0,015) byly jeji
koncentrace zvySené u pacientd s RS (primérnd koncentrace:
8,79 ng/ml) ve srovnani s kontrolami.

V pfipadé histidinu jsme nepozorovali signifikantni
korelaci mezi jeho koncentracemi a hodnotami EDSS v dob¢
odbéru likvoru (korela¢ni koeficient: 0,05; p-value: 0,74), avSak
v ptipadé hodnot EDSS po 1 roce jsme jiz pozorovali stfedné
silnou, statisticky signifikantni negativni korelaci (korelacni
koeficient: -0,42; p-value: 0,03). Ve srovnani s hodnotami
EDSS po 2 letech pfetrvava stfedné silna, statisticky
signifikantni, negativni korelace s koncentracemi histidinu
(korelacni koeficient: -0,43; p-value: 0,048).
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Celkem 31 pacientil s RS absolvovalo vySetfeni alespon
jednou modalitou EP. VySetfeni VEP bylo provedeno u 31
pacienti, SEP u 25 pacientli a vySetfeni MEP u 14 pacientu.
Vsechny modality EP absolvovalo celkem 14 pacientd. Po
extrakci latenci jednotlivych odpovédi byly tyto hodnoty
transformované s ohledem na normativni hodnoty nasi
laboratote. Po ziskani jednotlivych z-skér byly nejprve
vypocteny EP skoére jednotlivych modalit (qQVEP, qSEP,
gMEP). Primérna hodnota qVEP byla 1,52 (rozsah -3,90 az
8,18) u 31 vySetfenych osob. Primérna 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 vySettenych
osob. Nasledn¢ byly vypocteny EP skore qEPS a q3EPS. U 14
osob byla primérna hodnota qEPS byla 1,14 (rozsah -1,08 az
5,46) a primérna hodnota q3EPS byla 3,27 (rozsah 0,78 az
3,27).

Pti korelaci jednotlivych EP skére s hodnotami EDSS z
odbéru likvoru pacientii s RS jsme objevili stiedni pozitivni
korelaci v ptfipadé qMEP, q3EPS a qEPS a slabou az
nevyznamnou pozitivni korelaci v pfipadech qSEP a qVEP.
Nejlépe s hodnotami EDSS korelovaly qMEP s korelacnim
koeficientem 0,66 (p-value: 0,01) a q3EPS s korelatnim
koeficientem 0,60 (p-value: 0,02). O néco méné korelovaly s
hodnotami EDSS EPS 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
korelacnim koeficientem 0,04 (p-value: 0,81). Korelace qgMEP
a q3EPS s hodnotami EDSS v obdobi odbéru likvoru lze,
vzhledem k hodnotam p-value, povazovat za statisticky
signifikantni.

Pti korelaci jednotlivych EP skor s hodnotami EDSS po
1 roce od odbéru likvoru pacientt s RS jsme objevili
vyznamnéjsi korelaci. V pripadé qMEP a q3EPS se jedna o
silnou pozitivni korelaci. Nejvice s hodnotami EDSS po 1 roce
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korelovaly qMEP s korelacnim koeficientem 0,75 (p-value:
0,003) (graf 15) a q3EPS s korela¢nim koeficientem 0,68 (p-
value: 0,011) (graf 16). qEPS korelovalo s hodnotami EDSS po
1 roce s korela¢nim 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 korelacnim koeficientem 0,34 (p-value: 0,08). Korelace
gMEP, q3EPS, qEPS a qSEP s hodnotami EDSS po 1 roce Ize
vzhledem k hodnotdm p-value povazovat za statisticky
signifikantni.
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5. Diskuze

Nékolik autort v poslednich letech prezentovalo nalezy
metabolomiky likvoru u pacientii s RS (Murgia et al., 2023; Yan
et al.,, 2021; Fitzgerald et al., 2021; Sylvestre et al., 2020;
Podlecka-Pigtowska 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 vzorkl
nehomogennich skupin pacientt. Jednalo se o pacienty s RS v
ruznych stadiich nemoci (Casto jiz v pozd¢jSich stadiich), s
rozdilnou DMD terapii a riznou farmakologickou ¢i osobni
anamnézou. To vSe mohlo ovlivnit slozeni likvoru téchto
pacientii. V této praci jsme se snazili vytvofit homogenni
skupinu pacientti s RS a homogenni kontrolni skupinu. Zaméftili
jsme se na pacienty v pocatecnich stadiich RS, pfesnéji po prvni
atace  klinickych  symptomi  spliujicich  revidovana
McDonaldova kritéria z roku 2017 (Thompson et al., 2018).
Pacienti neuzivali psychofarmaka ani DMD terapii nebo vysoké
davky kortikosteroidit v dob& odbéru likvoru. Nékteti autofi
vzali do kontrolnich skupin pacienty s riznymi neurologickymi
nemocemi, v nékterych pfipadech i nemocné se zanétlivymi
onemocnénimi CNS, ktera mohou vyznamné ovlivnit slozeni
likvoru. V této praci jsme kontrolni skupinu sestavili na
podklad¢ definice symptomatickych kontrol dle publikace z
roku 2013 (Teunissen et al., 2013). Jednalo se o pacienty s
nespecifickymi  subjektivnimi  obtizemi, neodpovidajici
zadnému znamému neurologickému onemocnéni. Za silnou
stranku této prace povazujeme nasi snahu o vytvoreni striktné
homogenni skupiny pacientd v pocateénich stadiich RS a
kontrolni skupinu bez interferujicich faktord.

V rédmci hlavniho cile této prace jsme prokazali
statisticky signifikantni rozdily v metabolomice likvoru u
pacienti s RS ve srovnani s kontrolni skupinou.
Nejvyznamnéjsi rozdily byly nalezeny ve skupiné aminokyselin
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a mastnych kyselin, pfesnéji v piipadech argininu, histidinu,
spermidinu, glutamdtu, 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.

Jednu z nejsignifikantnéjSich zmén jsme pozorovali v
pfipadé l-argininu. Aminokyselina l-arginin je prekurzor oxidu
dusnatého (NO), dulezitého neurotransmiteru, ktery hraje roli v
riznych metabolickych procesech (Tapiero et al., 2002).
Ptedpoklada se, ze NO hraje roli i v patogenezi RS (Smith et
al., 2002). V mistech zanétu (akutni/ aktivni 1éze u roztrousené
skler6zy) dochazi k aktivaci specifické formy enzymu tvoticiho
NO, takzvané inducibilni NO syntazy (iNOS). Tato forma
enzymu produkuje vysoké koncentrace NO nezavisle na
koncentracich kalcia (Alderton et al., 200; Koprowski et al.,
1993). U RS byly nalezeny zvySené koncentrace NO hlavné v
oblastech aktivnich 1ézi (Smith et al., 2002; Encinas et al.,
2005). V duisledku toho mohou sniZzené hladiny l-argininu
odpovidat zvySené depleci prekurzoru u akutné probihajiciho
zanétu, kde dochazi k tvorbé vysokych koncentraci NO pomoci
inducibilni NO syntazy. V na$i praci jsme necilenym pfistupem
objevili signifikantn¢ snizené hladiny l-argininu u pacientd s
RS. Tento nalez je ve shod¢ s ostatnimi publikovanymi néalezy
(Reine et al., 2014; Park et al., 2016; Kasakin et al., 2019;
Sylvestre et al., 2019). Mizeme spekulovat o tom, Ze 1-arginin
je vhodny biomarker aktivity onemocnéni v pocatecnich
stadiich RS, kdy v patogeneze nemoci dominuje zanétliva
slozka, ktera ma za nasledek zvySenou spotiebu l-argininu k
tvorbé NO.

Aminokyselina histidin je prekurzorem
neurotransmiteru histaminu. Hraje dtlezitou roli v zanétlivych
procesech a tim i v patogenezi RS, avsak tato role jeste nebyla
blize urCend (Jadidi-Niaragh et al., 2010). Na =zakladé
animalnich modell se prepokladd, ze zvySené hladiny
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histaminu jsou spojeny se zvySenou syntézou prozanétlivych
cytokini, TNF a interferonu gamma (Mussio et al., 2006).
Existuje také hypotéza, Ze histamin a histidin jsou podstatnym
faktorem v rozvoji inavy u pacientti s RS (Loy et al., 2016). V
této praci jsme nalezli snizené hladiny histidinu u pacient v
pocatecnich stadiich RS, coz bylo ve shod¢ s vysledky jinych
autord (Sylvestre et al., 2020; Kasakin et al., 2019; Park et al.,
2016; Reinke et al., 2014). Nékolik studii nalezlo zvySené
hladiny histaminu v mozkomi$nim moku pacientt s RS (Molnar
et al., 1966; Tuomisto et al., 1983; Kallweit et al., 2013), coz
muze podpofit vysvétleni snizené hladiny histidinu zvysSenou
spotfebou prekurzoru pro syntézu histaminu. Dale jsme
pozorovali i stfedni negativni korelaci mezi koncentracemi
histidinu a hodnotami EDSS po 1 roce a 2 letech od odb&ru
likvoru. S ohledem na to miizeme spekulovat o prognostickém
potencialu histidinu v pocatecnich stadiich RS, pfesnéji feceno
o jeho schopnosti predikovat hodnoty EDSS a tim i klinicky
stav pacienta v nasledujicich letech této nemoci. Nizsi
koncentrace histidinu mtizou byt indikatorem horsiho pribéhu
nemoci s vyraznéj§i deterioraci stavu a hor§im unavovym
syndromem a mohou tak vést k zahajeni ucinnéjsi terapie jiz v
pocatecnich stadiich nemoci.

Pfirodni polyamin spermidin je nutny pro proliferaci,
diferenciaci a pteziti bunék (Igarashi et al., 2009). Ve spojitosti
s RS byl zatim popsan pouze v experimentalnich zvitecich
modelech (Yang et al., 2016). Hladiny spermidinu v likvoru
pacientl s RS zatim nebyly publikovany. V na$i praci jsme
objevili vyznamné zvySené hladiny spermidinu u pacient s RS
ve srovnani s kontrolami. Spermidin inhibuje syntézu
prozanétlivych cytokinii a jeho zvySené hladiny mohou byt
obrannou reakci organismu proti autoimunitnimu zanétu. Vztah
spermidinu a autoimunitnich nemoci vSak jest¢ nebyl plné
objasnén.
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Glutamatova excitotoxicita  je  jednim v/
patofyziologickych procesi fady neurologickych onemocnéni,
véetné RS, ktery se podili na poskozovani axoni (Stojanovic et
al., 2014). S ohledem na to muzeme spekulovat, ze hladina
glutamatu predstavuje marker axonalni degenerace u RS. V
n¢kolika studiich byla publikovana zvySena hladina glutamatu
v likvoru pacientd s RS (Oliveria et al., 2019; Pieragostino et
al., 2015). V nasi préci jsme naopak nalezli vyznamné snizené
hladiny glutamatu v likvoru pacienti s RS. Tento rozdil mize
byt zplsoben tim, Ze naSe skupina pacientd s RS byla v
pocateCnich stadiich nemoci, kdy demyelinizace casto
pfevazuje nad axonalni degeneraci. Jini autofi se zamétili na
pozdéjsi stadia nemoci, kdy je proces axonalni degenerace vice
vyjadieny (Oliveria et al., 2019; Pieragostino et al., 2015). V
prabéhu axondlni degenerace dochazi k poSkozovani a
destrukci axonti, 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 pozdéjsich stadiich RS anebo budou
typické pro piipady, kde jiz od zacatku ptevlada proces
axonalni degenerace.

U casti pacienti s RS jsme hodnotili vysledky vySetieni
multimodalnimi EP a zaméfili se na jejich vztah k hodnotam
EDSS s jejich potencialni schopnosti predvidat vyvoj
klinického stavu v nasledujicich letech. Ke zjednoduseni
hodnoceni vztahti mezi vysledky EP a hodnotami EDSS byly
nejprve tyto vysledky ptevedeny do formy kvantitativnich EP
skore (Schlaeger et al., 2014). V ptipadech SEP a MEP byly
vysledky 1 dodatecné upravené vzhledem k vysSkam
jednotlivych pacientt. Jiz nékolik autori zkoumalo a potvrdilo
prognosticky potencial EP u pacientd 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 korelacni analyzy jsme zjistili, Ze
vySetteni MEP a kvantitavni 3 EP skore (q3EPS) nejlépe
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odrazeji aktudlni hodnoty EDSS a tim i aktuélni klinicky stav
pacienta. Vysetfeni VEP dle naSich vysledkd, vSak reflektuje
hodnoty EDSS nejhtife, coz miize byt vysvétleno vysetfenim
jen velice malé ¢asti CNS. V piipadé MEP, q3EPS a qEPS jsme
pozorovali statisticky signifikantni pozitivni korelaci s
hodnotami EDSS po 1 roce od odbéru mozkomis$niho moku.
Nase nalezy jsou ve shodé¢ s vysledky diive uvedenych autort.
Tyto vysledky ukazuji, Ze vySetieni MEP a q3EPS (sestaveno z
vysledki vysetfeni MEP pro horni a dolni koncetiny a vysledka
vySetfeni SEP pro dolni koncetiny) odrazeji aktualni hodnoty
EDSS a maji i urCity prognosticky potencial, resp. mohou
predvidat vyvoj klinického stavu v nasledujicich letech. K
potvrzeni této hypotézy bude tieba vySetfit veétsi vzorek
pacientl v del$im ¢asovém rozpéti.

U casti pacientd s RS jsme se zabyvali hodnocenim
vztahu hladin NfL a GFAP v séru a likvoru s hodnotami EDSS.
Pozorovali jsme pouze hrani¢né signifikantni lehkou pozitivni
korelaci mezi koncentracemi GFAP v séru a hodnotami EDSS
v dob¢ odbéru likvoru. 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 biologického materidlu jsme neprokazali
statisticky vyznamnou korelaci ani s NfL ani s GFAP v likvoru
¢i séru. Publikované vysledky jinych autort zabyvajici se NfLL
a GFAP jsou rozporuplné. Nékteti autofi obhajuji vyznamny
prognosticky potencial NfL (Thebault et al., 2020) a GFAP
(Axelssib et al., 2011) u RS, jini prognosticky potencial NfL u
RS neprokazali (Axelssib et al., 2011). Tyto rozdily lze
vysvétlit  patofyziologickymi procesy RS. NfL (jde o
cytoskeletalni strukturu axonti) odrdzeji proces axonalni
neurodegenerace a GFAP (jde o cytoskeletalni strukturu
astrocytll) ukazuji na poskozeni astrocytu.

21



6. Zavér

Metabolomika jako ¢ast multi-omickych studii
predstavuje slibny zdroj novych biomarkerii. U RS nam tyto
nové biomarkery pomahaji lépe porozumét patofyziologii
nemoci, pfedvidat pribéh nemoci 1 efektivitu 1écby.
Ptedpokladame, ze hladiny argininu odrazeji akutni zanétlivé
procesy u RS. U histidinu uvazujeme o prognostickém
potencialu 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
remyeliniza¢ni schopnost. Mastné kyseliny reprezentuji rizné
zastoupeni procest demyelinizace a remyelinizace. Spermidin,
jesté nepopsadn ve spojitosti s RS, mize poukazovat na

rrrrr

autoimunitnim zanétem.

Neurofyziologické metody, pfesnéji multimodalni EP,
i kdyZ jiz nesehravaji v diagnostickém procesu RS tak diilezitou
roli jakou mély v minulosti, maji u RS stale sviij vyznam. V nasi
praci jsme ukazali, Ze motorické a somatosenzorické evokované
potencidly ukazuji aktudlni hodnoty EDSS a tim i dany klinicky
stav pacienta. Maji urCity prognosticky potencial a schopnost
predvidat vyvoj disability RS v nasledujicich letech.

NfL lze povazovat za marker neuronalniho poskozeni,
GFAP je ukazatelem poskozeni astrocytli. Oba jsou v posledni
dobé v popfedi zdjmu ve vyzkumu biomarkerd RS, ale v nasi
praci jsme neprokézali jejich vyznamnou spojitost s hodnotami
EDSS ani jejich prognosticky potencial v pocatecnich stadiich
RS.

Vsechny naSe nalezy bude tieba ovértit na vétsi skuping
pacienti s RS a porovnat vysledky s néalezy u jinych
neurologickych onemocnéni, abychom mohli zhodnotit jejich
specificky piinos pro RS.
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