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Abstrakt 

Roztroušená skleróza (RS) je chronické zánětlivé 

autoimunitní onemocnění, poškozující dominantně bílou hmotu 

centrálního nervového systému (CNS). Metabolomika je 

systematická studie, která využívá přístup analytické chemie k 

profilaci endogenně malých molekul metabolitů přítomných ve 

zkoumaném preparátu. Hlavním cílem této dizertace bylo 

stanovit signifikantní rozdíly v metabolomu likvoru pacientů v 

počátečním stádiu RS v porovnání s kontrolami. Dále korelovat 

tyto výsledků v čase s hodnotami EDSS. Následně jsme v rámci 

dalších analýz hodnotili i další potenciální biomarkery RS, 

přesněji evokované potenciály (EP), lehké řetězce 

neurofilament (NfL) a gliální fibrilární acidický protein 

(GFAP). Celkem jsme sesbírali vzorky likvoru od 40 pacientů 

v časných stádiích RS, a vzorky likvoru od 33 zdravých kontrol. 

Následná analýza těchto vzorků byla provedená pomoci vysoce 

výkonné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostní 

spektrofotometrií, s detektorem s vysokým rozlišením. Dále 

proběhla analýza části vzorků pomoci Single Molecule Array 

(SIMOA) a u části pacientů byly provedeny EP a následně 

korelované s hodnotami EDSS. Statisticky signifikantní změny 

(p-value <0,05) byly pozorovány v likvoru u argininu, histidinu, 

spermidinu, glutamátu, cholinu, tyrozinu, serinu, kyseliny 

olejové, stearové a linoleové. Dále jsme pozorovali významnou 

korelaci při vyšetření EP a u metabolitu histidinu s hodnotami 

EDSS. Tím jsme poukázali na jejich možný prognostický 

potenciál.  V případě NfL a GFAP jsme u ostatních metabolitů 

významnou korelaci s hodnotami EDSS nepozorovali. V naší 

práci prokázali statisticky významné rozdíly v koncentracích 

některých metabolitů v likvoru pacientů v počátečních stádiích 

RS, které by mohly být využity jako nové biomarkery RS. Dále 

jsme prokázali, že EP korelují s aktuálními hodnotami EDSS. 

Zdá se, že u pacientů v počátečních stádiích RS mají schopnost 

předvídat na základě hodnot EDSS vývoj klinického stavu v 

následujících letech nemoci.   
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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.
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1. Úvod 

Vzrůstající incidence autoimunitních onemocnění v 

české, ale i ve světové populaci, představuje vážný problém 

nejen pro moderní medicínu. Jedním z takových onemocnění je 

i roztroušená skleróza. Jedná se o závažné zánětlivé 

autoimunitní onemocnění postihující CNS. RS je nevyléčitelné 

onemocnění, avšak za pomoci nových léčebných postupů jsme 

schopní toto onemocnění na různě dlouhou dobu stabilizovat a 

pacientům výrazně prodloužit délku kvalitního života s 

minimálním postižením. Nemoc postihuje primárně mladé lidi 

v produktivním věku a je jednou z nejčastějších příčin jejich 

disability. Péče o pacienty s RS a jejich léčba jsou finančně i 

časově nákladné. V rámci České republiky jí zabezpečují 

neurologové v specializovaných centrech pro demyelinizační 

onemocnění. 

Současné možnosti léčby RS jsou rozsáhle. K dispozici 

je veliké množství léků a stále přibývají další, ale jejich 

efektivita se značně liší. Proto je v rámci péče o pacienty s RS 

preferován a podporován individuální přístup k pacientovi s 

prevencí rozvoje disability brzkým zahájením terapie. 

Snaha o časnou efektivní léčbu RS s nasazením co 

nejlépe vyhovující terapie každému pacientovi se setkává v 

dnešní době s problémem nedostatku vhodných prognostických 

biomarkerů, které by byly schopné předvídat závažnost a 

progresi onemocnění, včetně odezvy na podanou terapii. 

Téma zde předkládané práce bylo zvoleno z výše 

uvedených důvodů. Cílem práce bylo analyzovat metabolomiku 

likvoru, NfL, GFAP a evokované potenciály u pacientů s RS a 

identifikovat nové potenciální prognostické biomarkery tohoto 

onemocnění. 

 



7 
 

 

2. Cíl dizertační práce 

Hlavním cílem této dizertace bylo stanovit statisticky 

signifikantní rozdíly v metabolomu likvoru pacientů v 

počátečním stádiu RS (zatím bez specifické DMD terapie) v 

porovnání s likvorem kontrolní skupiny.  

Dále jsme si vytyčili vytvořit seznam signifikantně 

změněných metabolitů, které jsme se pokusili z 

patofyziologického hlediska odůvodnit.  

Dalším cílem bylo zhodnotit korelaci mezi 

koncentracemi jednotlivých statisticky signifikantně rozdílných 

metabolitů likvoru a klinickým stavem pacientů v podobě 

hodnot EDSS (Kurtzke, 1983) v době odběru likvoru a s 

odstupem času (po 1 roce a po 2 letech) a dále korelaci mezi 

koncentracemi metabolitů od projevu prvních příznaků do 

odběru vzorku likvoru.  

Následně jsme v rámci dalších analýz hodnotili i jiné 

potenciální biomarkery RS. U částí pacientů, u kterých bylo 

provedeno dodatečné měření hladin NfL a GFAP v séru a v 

likvoru, jsme hodnotili korelaci mezi hodnotami EDSS a 

hladinami NfL a GFAP.   

U další části pacientů, kteří v období odběru likvoru 

absolvovali vyšetření EP, jsme korelovali nálezy EDSS s 

výsledky dostupných EP převedených do formy „EP score“ 

(Schlaeger et al., 2014).  

V rámci těchto korelací jsme zhodnotili i prognostický 

potenciál výše zmíněných markerů u pacientů v počátečních 

stádiích RS. 
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2.1 Hypotézy 

1. Složení mozkomíšního moku u pacientů s roztroušenou 

sklerózou je ve srovnání s kontrolami z hlediska metabolomiky 

signifikantně rozdílné. 

2. Metabolomika mozkomíšního moku představuje potenciální 

zdroj nových biomarkerů pro roztroušenou sklerózu. 

3. Evokované potenciály jsou schopné odrážet aktuální klinický 

stav pacienta a dokážou plnit i roli prognostického markeru u 

roztroušené sklerózy. 

4. Hladiny NfL a GFAP odrážejí aktuální klinický stav pacienta 

s roztroušenou sklerózou. 
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3. Metodika dizertace 

Rekrutace pacientů probíhala za využití databáze 

Centra demyelinizačních onemocnění Neurologické kliniky 3. 

LF UK a FNKV. Celkem bylo do studie zařazeno 73 pacientů 

ve věku mezi 18 až 55 lety, kteří byli rozděleni do dvou skupin.  

Do první skupiny byli zařazeni pacienti v počátečních 

stádiích RS. Šlo o pacienty po první atace klinických 

symptomů, splňujících revidovaná McDonaldova kritéria z 

roku 2017 (Thompson et al., 2018), s nálezem na MR mozku a 

míchy a s nálezem v likvoru odpovídajícím demyelinizačnímu 

onemocnění typu RS. Likvor a sérum těchto pacientů bylo bez 

průkazu protilátek proti aquaporinu-4 a protilátek proti 

myelinovému oligodendrocytárnímu glykoproteinu. Pacienti v 

době odběru likvoru byli bez specifické DMD terapie. Tato 

skupina zahrnovala celkem 40 pacientů, z toho 31 žen a 9 mužů. 

Odběry jejich likvoru byly prováděny v průměru 53 dní od 

vzniku klinických symptomů (s výjimkou 4 subjektů, kterých 

likvor byl odebrán v rozsahu 2 až 5 let od vzniku klinických 

symptomů a dalších 3 subjektů, u kterých tato informace nebyla 

dostupná). 

Druhá skupina neboli kontrolní skupina, byla sestavená 

na podkladě definice takzvaných „symptomatických kontrol“ 

dle publikace z roku 2013 (Teunissen et al., 2013). Jedná se o 

pacienty, kteří trpí různými subjektivními obtížemi. Nejčastěji 

se jedná nespecifické poruchy čití, nespecifické závratě, 

nespecifické bolesti hlavy nebo jiné polymorfní stesky, avšak s 

normálním klinickým i paraklinickým nálezem, který 

neodpovídá žádnému jasnému neurologickému onemocnění. 

Tato skupina zahrnovala celkem 33 pacientů, z toho 26 žen a 7 

mužů. 

Příprava analytických vzorků pro necílenou 

metabolomickou analýzu a cílenou analýzu vybraných malých 

molekulárních metabolitů (50 – 300 Da) probíhala následovně: 
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100 μl likvoru bylo převedeno do předchlazené zkumavky typu 

Eppendorf (1,5 ml), následně bylo přidáno 400 μl ledové směsi 

ACN:MeOH (1:1, v/v) s vnitřním standardem (standardní směs 

deuterovaných aminokyselin, Sigma Aldrich). Vzorky byly 

vortexované po dobu 30 s a následně inkubované po dobu 1 h 

při teplotě -20 °C. Po inkubaci následovala 10 minutová 

centrifugace při 13 000 rpm při teplotě 4 °C. Supernatant byl 

následně převeden do zkumavky typu Eppendorf (0,5ml) a 

vysušen pomocí „speedvac“-koncentrátoru. Suchý extrakt byl 

pak rekonstituován v 100μl H2O:MeOH (1:1, v/v) a sonikován 

v chladné koupeli po dobu 20 min. Supernatant byl následně 

převeden do zkumavky a přímo analyzován.  

Všechny analýzy byly provedené na Thermo Ultimate 

3000 párovaném s AB Sciex TripleTOF 5600 hmotnostním 

spektrometrem s vysokým rozlišením. Pro necílenou 

metabolomickou analýzu byly všechny vzorku spolu s 

kontrolami kvality a prázdnými vzorky vstříknuté v pozitivním 

i negativním (ESI+, ESI-) modu pomoci metody SWATH. 

Vzorky byly separované na koloně (Kinetex C18, 2,6 μm x150 

x 3 mm kolona; Phenomenex). Teplota kolony byla udržovaná 

na 30 °C. Mobilní fáze byla sestavena následovně: A = 0,1 % 

kyselina mravenčí a B = 0,1% kyselina mravenčí v MeOH. Pro 

pozitivní i negativní mód byl použit lineární eluční gradient od 

5 % B (0 - 2 min) do 100 % B (18 – 23 min) a posledních 5 min 

metody HPLC (25 - 30 minut) bylo použito pro udržení 

počátečních podmínek. Průtoky byly 220 μl.min−1 a nástřikový 

objem vzorku byl 5 μl. Vzorky byly udržovány v autosampleru 

při teplotě 4 °C a každý vzorek byl injikován dvakrát ve dvou 

aplikacích s hmotnostním oknem pro rozsah hmotnost/náboj 

(m/z) (50-600 Da, 500-1200 Da). Podmínky zdroje ESI byly 

nastaveny následovně: iontový zdroj plynu 1 (GS1) 40 psi, 

iontový zdroj plynu 2 (GS2) 40 psi, clonový plyn (CUR) 35 psi, 

iontové rozprašovací napětí 5 500 V pro ESI+, -4500 V pro ESI- 

a teplota zdroje byla nastavena pro oba režimy na 400 °C. 
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Modifikovaná metoda byla použitá pro cílenou analýzu 

pro rozlišení malo-molekulárních metabolitů. Separace byla 

dosažená na kolonách (Kinetex C18, 2,6 μm x150 × 3 mm; 

Phenomenex) s následovným eluentním systémem: A = 0,1 % 

HCOOH, 2,5 mM formiátu amonného, a B = 0,1 % HCOOH v 

MeOH. Byl použit lineární gradient (5 – 100 % B) 2 – 12 min s 

konstantním průtokem 0,22 ml.min-1. Objem nástřiku byl 

nastaven na 5 μl. Vzorky byly udržovány v autosampleru při 4 

°C a každý vzorek byl injikován dvakrát pro rozsah m/z 50-500 

Da. Podmínky zdroje ESI byly nastaveny následovně: iont GS1 

40 psi, iont GS2 40 psi, CUR 35 psi, napětí iontového spreje 5 

500 V a teplota zdroje 400 °C. 

Dostupná klinická a paraklinická data, týkající se 

pacientů s RS a skupiny kontrol, byla extrahovaná z databáze 

Neurologické kliniky 3. LF UK a FNKV. Po extrakci byla tato 

data anonymizována a kódována za účelem ochrany osobních 

údajů a identity subjektů zavzatých do studie.  

U některých subjektů skupiny s roztroušenou sklerózou 

bylo také provedeno vyšetření evokovaných potenciálů 

(somatosenzorických - SEP, zrakových - VEP a motorických -

MEP). Vyšetření multimodálními evokovanými potenciály 

bylo provedeno v souladu s doporučením Mezinárodní federace 

klinické neurofyziologie. V této práci jsme se zaměřili na 

využití latencí jednotlivých odpovědí evokovaných potenciálů, 

amplitudy hodnoceny nebyly. Všechny extrahované výsledky, 

tj. hodnoty MEP, SEP a VEP, byly následně převedeny na z-

skóre na základě normativních hodnot používaných v rámci 

naší laboratoře. Z těchto z-transformovaných výsledků bylo 

následně vypočteno EP skóre. EP skóre nemá specifickou 

jednotku, protože je vypočten z jednotlivých z-skóre. 

 Měření hladin lehkých řetězců neurofilament a 

gliálního fibrilárního acidického proteinu z mozkomíšního 

moku u pacientů s RS bylo provedeno ve spolupráci s laboratoři 
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Topelex za použití „Single Molecule Array (SIMOA)“, 

ultrasenzitivní metody vyvinuté Quanterix TM. Měření 

prostřednictvím SIMOA bylo založené na principu zachycení 

jedné „kuličky“ potažené protilátkou v jamkách o velikosti ve 

femtolitrech, aby bylo možné digitálně změřit jednotlivé 

kuličky na přítomnost analytu v sendvičové immuno-assay. 

Tyto odpovědi, respektive přítomnost analytu, byly následně 

enzymaticky amplifikované za účelem zvýšení citlivosti daného 

testu. Biomarkerové testy prováděné na této platformě vykazují 

citlivost v nízkém až středním rozsahu fg/ml. 

Na závěr byla provedená základní deskriptivní 

statistická analýza s návaznou korelační analýzou klinických, 

paraklinických a laboratorních výsledků pomocí volně 

dostupného softvéru „R“ (R core team 2021). Ke zhodnocení 

statistické významnosti metabolomiky pacientů po prvních 

klinických příznacích RS a u kontrolní skupiny byl použit 

Studentův t-test, přesněji dvoustranná varianta Welchova t-

testu. V dalším kroku byla aplikovaná korekce typu FDR (the 

Benjamini-Hochberg false-discovery rate) pro vícečetné 

srovnání za účelem minimalizace falešně pozitivních výsledků. 

V případě korelací byl vyhodnocený korelační koeficient, jehož 

významnost byla opětovně ověřená pomocí Studentova t-testu. 

Ve všech případech jsme použili p-value s cílovou hodnotou 

nižší než 0,05, v ideálním případě nižší než 0,01. 

  



13 
 

4. Výsledky 

Prostřednictvím necílené metabolomické analýzy jsme 

v likvoru pozorovali kolem 60 různých analytů. 

Nejvýznamnější rozdíly jsme zjistili u aminokyselin a mastných 

kyselin v likvoru u pacientů s RS. Statisticky signifikantní 

rozdíly byly pozorovány celkem u 12 metabolitů (argininu, 

histidinu, cholinu, serinu, glutamátu, spermidinu, metioninu, 

tyrozinu, kyseliny homovanilové, kyseliny linoleové, kyseliny 

olejové, kyseliny stearové). Z těchto metabolitů se nám povedlo 

pomocí analytických standardů určit přesné koncentrace v 10 

případech. Detaily koncentrací těchto 10 metabolitů jsou 

uvedené v tabulce 1. 

 

Tab. 1. Metabolomické výsledky vybraných metabolitů 

(koncentrace v μg/ml) 

Metabolity 
Průměr (± SD) RS 

(μg/ml) 

Průměr (± SD) C 

(μg/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. linoleová 3,1304 (± 0,277) 3,3933 (± 0,228) 0,001 

Kys. olejová 8,797 (± 0,824) 8,393 (± 0,523) 0,015 

Kys. stearová 2,7739 (± 0,825) 3,1582 (± 0,623) 0,029 

    

Poznámka: RS = skupina pacientů s roztroušenou sklerózou; C 

= kontrolní skupina; SD = směrodatná odchylka; Kys. = 

kyselina 
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U pacientů s RS jsme pozorovali statisticky významný 

pokles různých metabolitů, vyjma jednoho s významným 

zvýšením koncentrace (spermidin). U argininu (p-value: 0,003), 

byly jeho koncentrace významně snížené u osob s RS 

(průměrná koncentrace: 3,97 μg/ml) ve srovnání s kontrolní 

skupinou. Histidin (p-value: 0,005) byl rovněž snížen u 

pacientů s RS (průměrná koncentrace: 7,02 μg/ml), podobně i 

lutamát (p-value: 0,015) (průměrná koncentrace: 1,89 μg/ml) a 

cholin (p-value: 0,023) (průměrná koncentrace: 1,04 μg/ml) ve 

srovnání s kontrolní skupinou. Další signifikantní změny byly 

pozorovány v případě tyrosinu (p-value: 0,031), kterého 

koncentrace byly snížené u pacientů s RS (průměrná 

koncentrace: 1,10 μg/ml) a také v případě serinu (p-value: 

0,047), kterého koncentrace byly rovněž snížené u pacientů s 

RS (průměrná koncentrace: 2,27 μg/ml). Pouze koncentrace 

spermidinu (p-value: 0,012) byly signifikantně zvýšené u 

pacientů s RS (průměrná koncentrace: 0,04 μg/ml) ve srovnání 

s kontrolní skupinou. Signifikantní změny byly nalezeny u 

kyseliny linoleové (p-value: 0,001), jejíž koncentrace byly 

snížené u pacientů s RS (průměrná koncentrace: 3,13 μg/ml) a 

v případě kyseliny stearové (p-value: 0,029), jejíž koncentrace 

byly taky snížené u pacientů s RS (průměrná koncentrace: 2,77 

μg/ml). V případě kyseliny olejové (p-value: 0,015) byly její 

koncentrace zvýšené u pacientů s RS (průměrná koncentrace: 

8,79 μg/ml) ve srovnání s kontrolami. 

V případě histidinu jsme nepozorovali signifikantní 

korelaci mezi jeho koncentracemi a hodnotami EDSS v době 

odběru likvoru (korelační koeficient: 0,05; p-value: 0,74), avšak 

v případě hodnot EDSS po 1 roce jsme již pozorovali středně 

silnou, statisticky signifikantní negativní korelaci (korelační 

koeficient: -0,42; p-value: 0,03). Ve srovnání s hodnotami 

EDSS po 2 letech přetrvává středně silná, statisticky 

signifikantní, negativní korelace s koncentracemi histidinu 

(korelační koeficient: -0,43; p-value: 0,048). 
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Celkem 31 pacientů s RS absolvovalo vyšetření alespoň 

jednou modalitou EP. Vyšetření VEP bylo provedeno u 31 

pacientů, SEP u 25 pacientů a vyšetření MEP u 14 pacientů. 

Všechny modality EP absolvovalo celkem 14 pacientů. Po 

extrakci latencí jednotlivých odpovědí byly tyto hodnoty 

transformované s ohledem na normativní hodnoty naší 

laboratoře. Po získání jednotlivých z-skór byly nejprve 

vypočteny EP skóre jednotlivých modalit (qVEP, qSEP, 

qMEP). Průměrná hodnota qVEP byla 1,52 (rozsah -3,90 až 

8,18) u 31 vyšetřených osob. Průměrná hodnota qSEP byla 1,23 

(rozsah -2,07 až 6,13) u 25 vyšetřených osob. Průměrná 

hodnota qMEP byla 3,07 (rozsah 0,55 až 7,08) u 14 vyšetřených 

osob. Následně byly vypočteny EP skóre qEPS a q3EPS. U 14 

osob byla průměrná hodnota qEPS byla 1,14 (rozsah -1,08 až 

5,46) a průměrná hodnota q3EPS byla 3,27 (rozsah 0,78 až 

3,27). 

Při korelaci jednotlivých EP skóre s hodnotami EDSS z 

odběru likvoru pacientů s RS jsme objevili střední pozitivní 

korelaci v případě qMEP, q3EPS a qEPS a slabou až 

nevýznamnou pozitivní korelaci v případech qSEP a qVEP. 

Nejlépe s hodnotami EDSS korelovaly qMEP s korelačním 

koeficientem 0,66 (p-value: 0,01) a q3EPS s korelačním 

koeficientem 0,60 (p-value: 0,02). O něco méně korelovaly s 

hodnotami EDSS qEPS s korelačním koeficientem 0,54 (p-

value: 0,05), dále pak qSEP s korelačním koeficientem 0,28 (p-

value: 0,18) a nejslaběji s hodnotami EDSS korelovaly qVEP s 

korelačním koeficientem 0,04 (p-value: 0,81). Korelace qMEP 

a q3EPS s hodnotami EDSS v období odběru likvoru lze, 

vzhledem k hodnotám p-value, považovat za statisticky 

signifikantní. 

Při korelaci jednotlivých EP skór s hodnotami EDSS po 

1 roce od odběru likvoru pacientů s RS jsme objevili 

významnější korelaci. V případě qMEP a q3EPS se jedná o 

silnou pozitivní korelaci. Nejvíce s hodnotami EDSS po 1 roce 
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korelovaly qMEP s korelačním koeficientem 0,75 (p-value: 

0,003) (graf 15) a q3EPS s korelačním koeficientem 0,68 (p-

value: 0,011) (graf 16). qEPS korelovalo s hodnotami EDSS po 

1 roce s korelačním koeficientem 0,65 (p-value: 0,017), méně 

koreloval qSEP s korelačním koeficientem 0,48 (p-value: 

0,031) a nejslaběji koreloval s hodnotami EDSS po 1 roce qVEP 

s korelačním koeficientem 0,34 (p-value: 0,08). Korelace 

qMEP, q3EPS, qEPS a qSEP s hodnotami EDSS po 1 roce lze 

vzhledem k hodnotám p-value považovat za statisticky 

signifikantní. 
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5. Diskuze 

  Několik autorů v posledních letech prezentovalo nálezy 

metabolomiky likvoru u pacientů s RS (Murgia et al., 2023; Yan 

et al., 2021; Fitzgerald et al., 2021; Sylvestre et al., 2020; 

Podlecka-Piętowska 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), avšak jejich výsledky byly vyvozené ze vzorků 

nehomogenních skupin pacientů. Jednalo se o pacienty s RS v 

různých stádiích nemoci (často již v pozdějších stádiích), s 

rozdílnou DMD terapii a různou farmakologickou či osobní 

anamnézou. To vše mohlo ovlivnit složení likvoru těchto 

pacientů. V této práci jsme se snažili vytvořit homogenní 

skupinu pacientů s RS a homogenní kontrolní skupinu. Zaměřili 

jsme se na pacienty v počátečních stádiích RS, přesněji po první 

atace klinických symptomů splňujících revidovaná 

McDonaldova kritéria z roku 2017 (Thompson et al., 2018). 

Pacienti neužívali psychofarmaka ani DMD terapii nebo vysoké 

dávky kortikosteroidů v době odběru likvoru. Někteří autoři 

vzali do kontrolních skupin pacienty s různými neurologickými 

nemocemi, v některých případech i nemocné se zánětlivými 

onemocněními CNS, která mohou významně ovlivnit složení 

likvoru. V této práci jsme kontrolní skupinu sestavili na 

podkladě definice symptomatických kontrol dle publikace z 

roku 2013 (Teunissen et al., 2013). Jednalo se o pacienty s 

nespecifickými subjektivními obtížemi, neodpovídající 

žádnému známému neurologickému onemocnění. Za silnou 

stránku této práce považujeme naši snahu o vytvoření striktně 

homogenní skupiny pacientů v počátečních stádiích RS a 

kontrolní skupinu bez interferujících faktorů. 

V rámci hlavního cíle této práce jsme prokázali 

statisticky signifikantní rozdíly v metabolomice likvoru u 

pacientů s RS ve srovnání s kontrolní skupinou. 

Nejvýznamnější rozdíly byly nalezeny ve skupině aminokyselin 
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a mastných kyselin, přesněji v případech argininu, histidinu, 

spermidinu, glutamátu, cholinu, tyrosinu, serinu, metioninu, 

kyseliny homovanilové, kyseliny stearové, kyseliny olejové a 

kyseliny linoleové. Tyto metabolity by se mohly stát novými 

biomarkery v počátečních stádiích RS.  

Jednu z nejsignifikantnějších změn jsme pozorovali v 

případě l-argininu. Aminokyselina l-arginin je prekurzor oxidu 

dusnatého (NO), důležitého neurotransmiteru, který hraje roli v 

různých metabolických procesech (Tapiero et al., 2002).  

Předpokládá se, že NO hraje roli i v patogenezi RS (Smith et 

al., 2002). V místech zánětu (akutní/ aktivní léze u roztroušené 

sklerózy) dochází k aktivaci specifické formy enzymu tvořícího 

NO, takzvané inducibilní NO syntázy (iNOS). Tato forma 

enzymu produkuje vysoké koncentrace NO nezávisle na 

koncentracích kalcia (Alderton et al., 200; Koprowski et al., 

1993). U RS byly nalezeny zvýšené koncentrace NO hlavně v 

oblastech aktivních lézí (Smith et al., 2002; Encinas et al., 

2005). V důsledku toho mohou snížené hladiny l-argininu 

odpovídat zvýšené depleci prekurzoru u akutně probíhajícího 

zánětu, kde dochází k tvorbě vysokých koncentrací NO pomoci 

inducibilní NO syntázy. V naší práci jsme necíleným přístupem 

objevili signifikantně snížené hladiny l-argininu u pacientů s 

RS. Tento nález je ve shodě s ostatními publikovanými nálezy 

(Reine et al., 2014; Park et al., 2016; Kasakin et al., 2019; 

Sylvestre et al., 2019). Můžeme spekulovat o tom, že l-arginin 

je vhodný biomarker aktivity onemocnění v počátečních 

stádiích RS, kdy v patogeneze nemoci dominuje zánětlivá 

složka, která má za následek zvýšenou spotřebu l-argininu k 

tvorbě NO. 

Aminokyselina histidin je prekurzorem 

neurotransmiteru histaminu. Hraje důležitou roli v zánětlivých 

procesech a tím i v patogenezi RS, avšak tato role ještě nebyla 

blíže určená (Jadidi-Niaragh et al., 2010). Na základě 

animálních modelů se přepokládá, že zvýšené hladiny 
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histaminu jsou spojeny se zvýšenou syntézou prozánětlivých 

cytokinů, TNF a interferonu gamma (Mussio et al., 2006). 

Existuje také hypotéza, že histamin a histidin jsou podstatným 

faktorem v rozvoji únavy u pacientů s RS (Loy et al., 2016). V 

této práci jsme nalezli snížené hladiny histidinu u pacientů v 

počátečních stádiích RS, což bylo ve shodě s výsledky jiných 

autorů (Sylvestre et al., 2020; Kasakin et al., 2019; Park et al., 

2016; Reinke et al., 2014). Několik studii nalezlo zvýšené 

hladiny histaminu v mozkomíšním moku pacientů s RS (Molnár 

et al., 1966; Tuomisto et al., 1983; Kallweit et al., 2013), což 

může podpořit vysvětlení snížené hladiny histidinu zvýšenou 

spotřebou prekurzoru pro syntézu histaminu. Dále jsme 

pozorovali i střední negativní korelaci mezi koncentracemi 

histidinu a hodnotami EDSS po 1 roce a 2 letech od odběru 

likvoru. S ohledem na to můžeme spekulovat o prognostickém 

potenciálu histidinu v počátečních stádiích RS, přesněji řečeno 

o jeho schopnosti predikovat hodnoty EDSS a tím i klinický 

stav pacienta v následujících letech této nemoci. Nižší 

koncentrace histidinu můžou být indikátorem horšího průběhu 

nemoci s výraznější deteriorací stavu a horším únavovým 

syndromem a mohou tak vést k zahájení účinnější terapie již v 

počátečních stádiích nemoci. 

Přírodní polyamin spermidin je nutný pro proliferaci, 

diferenciaci a přežití buněk (Igarashi et al., 2009). Ve spojitosti 

s RS byl zatím popsán pouze v experimentálních zvířecích 

modelech (Yang et al., 2016). Hladiny spermidinu v likvoru 

pacientů s RS zatím nebyly publikovány. V naší práci jsme 

objevili významně zvýšené hladiny spermidinu u pacientů s RS 

ve srovnání s kontrolami. Spermidin inhibuje syntézu 

prozánětlivých cytokinů a jeho zvýšené hladiny mohou být 

obrannou reakcí organismu proti autoimunitnímu zánětu. Vztah 

spermidinu a autoimunitních nemocí však ještě nebyl plně 

objasněn. 
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Glutamátová excitotoxicita je jedním z 

patofyziologických procesů řady neurologických onemocnění, 

včetně RS, který se podílí na poškozování axonů (Stojanovic et 

al., 2014). S ohledem na to můžeme spekulovat, že hladina 

glutamátu představuje marker axonální degenerace u RS. V 

několika studiích byla publikována zvýšená hladina glutamátu 

v likvoru pacientů s RS (Oliveria et al., 2019; Pieragostino et 

al., 2015). V naší práci jsme naopak nalezli významně snížené 

hladiny glutamátu v likvoru pacientů s RS. Tento rozdíl může 

být způsoben tím, že naše skupina pacientů s RS byla v 

počátečních stadiích nemoci, kdy demyelinizace často 

převažuje nad axonální degenerací. Jiní autoři se zaměřili na 

pozdější stadia nemoci, kdy je proces axonální degenerace více 

vyjádřený (Oliveria et al., 2019; Pieragostino et al., 2015). V 

průběhu axonální degenerace dochází k poškozování a 

destrukci axonů, což vede k uvolnění glutamátu do 

extracelulárního prostoru a tím i do mozkomíšního moku 

(Hinzman et al., 2010), proto zvýšené hladiny glutamátu se 

budou objevovat spíše v pozdějších stadiích RS anebo budou 

typické pro případy, kde již od začátku převládá proces 

axonální degenerace.  

  U části pacientů s RS jsme hodnotili výsledky vyšetření 

multimodálními EP a zaměřili se na jejich vztah k hodnotám 

EDSS s jejich potenciální schopností předvídat vývoj 

klinického stavu v následujících letech. Ke zjednodušení 

hodnocení vztahů mezi výsledky EP a hodnotami EDSS byly 

nejprve tyto výsledky převedeny do formy kvantitativních EP 

skóre (Schlaeger et al., 2014). V případech SEP a MEP byly 

výsledky i dodatečně upravené vzhledem k výškám 

jednotlivých pacientů. Již několik autorů zkoumalo a potvrdilo 

prognostický potenciál EP u pacientů 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 výsledků naší korelační analýzy jsme zjistili, že 

vyšetření MEP a kvantitavní 3 EP skóre (q3EPS) nejlépe 
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odrážejí aktuální hodnoty EDSS a tím i aktuální klinický stav 

pacienta. Vyšetření VEP dle našich výsledků, však reflektuje 

hodnoty EDSS nejhůře, což může být vysvětleno vyšetřením 

jen velice malé části CNS. V případě MEP, q3EPS a qEPS jsme 

pozorovali statisticky signifikantní pozitivní korelaci s 

hodnotami EDSS po 1 roce od odběru mozkomíšního moku. 

Naše nálezy jsou ve shodě s výsledky dříve uvedených autorů. 

Tyto výsledky ukazují, že vyšetření MEP a q3EPS (sestaveno z 

výsledků vyšetření MEP pro horní a dolní končetiny a výsledků 

vyšetření SEP pro dolní končetiny) odrážejí aktuální hodnoty 

EDSS a mají i určitý prognosticky potenciál, resp. mohou 

předvídat vývoj klinického stavu v následujících letech. K 

potvrzení této hypotézy bude třeba vyšetřit větší vzorek 

pacientů v delším časovém rozpětí. 

U části pacientů s RS jsme se zabývali hodnocením 

vztahu hladin NfL a GFAP v séru a likvoru s hodnotami EDSS. 

Pozorovali jsme pouze hraničně signifikantní lehkou pozitivní 

korelaci mezi koncentracemi GFAP v séru a hodnotami EDSS 

v době odběru likvoru. U NfL v séru a v likvoru a GFAP v 

likvoru jsme nepotvrdili žádnou statisticky významnou korelaci 

s hodnotami EDSS. V případě srovnání s hodnotami EDSS po 

1 roce od odběru biologického materiálu jsme neprokázali 

statisticky významnou korelaci ani s NfL ani s GFAP v likvoru 

či séru. Publikované výsledky jiných autorů zabývající se NfL 

a GFAP jsou rozporuplné. Někteří autoři obhajují významný 

prognostický potenciál NfL (Thebault et al., 2020) a GFAP 

(Axelssib et al., 2011) u RS, jiní prognostický potenciál NfL u 

RS neprokázali (Axelssib et al., 2011). Tyto rozdíly lze 

vysvětlit patofyziologickými procesy RS. NfL (jde o 

cytoskeletální strukturu axonů) odrážejí proces axonální 

neurodegenerace a GFAP (jde o cytoskeletální strukturu 

astrocytů) ukazují na poškození astrocytů.  
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6. Závěr 

 Metabolomika jako část multi-omických studii 

představuje slibný zdroj nových biomarkerů. U RS nám tyto 

nové biomarkery pomáhají lépe porozumět patofyziologii 

nemoci, předvídat průběh nemoci i efektivitu léčby. 

Předpokládáme, že hladiny argininu odrážejí akutní zánětlivé 

procesy u RS. U histidinu uvažujeme o prognostickém 

potenciálu v časných stádiích RS se schopností předvídat další 

rozvoj klinického stavu v následujících letech. Glutamát 

ukazuje na proces neurodegenerace u RS a cholin poukazuje na 

remyelinizační schopnost. Mastné kyseliny reprezentují různé 

zastoupení procesů demyelinizace a remyelinizace. Spermidin, 

ještě nepopsán ve spojitosti s RS, může poukazovat na 

protizánětlivé možnosti organismu, hlavně ve spojitosti s 

autoimunitním zánětem. 

 Neurofyziologické metody, přesněji multimodální EP, 

i když již nesehrávají v diagnostickém procesu RS tak důležitou 

roli jakou měly v minulosti, mají u RS stále svůj význam. V naší 

práci jsme ukázali, že motorické a somatosenzorické evokované 

potenciály ukazují aktuální hodnoty EDSS a tím i daný klinický 

stav pacienta. Mají určitý prognostický potenciál a schopnost 

předvídat vývoj disability RS v následujících letech. 

 NfL lze považovat za marker neuronálního poškození, 

GFAP je ukazatelem poškození astrocytů. Oba jsou v poslední 

době v popředí zájmu ve výzkumu biomarkerů RS, ale v naší 

práci jsme neprokázali jejich významnou spojitost s hodnotami 

EDSS ani jejich prognostický potenciál v počátečních stádiích 

RS. 

 Všechny naše nálezy bude třeba ověřit na větší skupině 

pacientů s RS a porovnat výsledky s nálezy u jiných 

neurologických onemocnění, abychom mohli zhodnotit jejich 

specifický přínos pro RS. 
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