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Abstrakt

Predkladana prace se zabyva ulohou anti-cytoskeletalorotilatek u itznych
neurodegenerativnich onemeéon Hi postupné demyelinizaci dochazi k usovani
strukturnich¢asti cytoskeletu, jako jsou nagehké (NF-L) a sedre tézké (NF-M)
podjednotky neurofilament (NE) tubulin (TU). Proti Emto uvolrenym strukturam se
mohou vytvdet protilatky, jejichz stanoveni slouzi jako mark&onalniho poskozeni.

Cilem této studie bylo zjistit, zda autoimunitni c¢hanizmy proti
cytoskeletalnim strukturdm mohou hrét roli v onendod¢ amyotrofickou lateralni
skler6zou (ALS). Humoralni autoimunita byla hodnoegomoci stanoveni protilatek
téidy IgG proti lehké a stdni podjednotce neurofilament v séru a mozkomignoku
(MMM) u pacienfi s ALS. Dale nas zajimalo, zda existugijaké souvislosti mezi
témito typy protilatek v séru a v mozkomisnim mokual¥dm cilem bylo porovnat
rizné populace anti-tubulinovych (anti-TU) protilatekmozkomiSnim moku a séru
pacienti s roztrouSenou skler6zou (RS). Anti-cytoskeletphotilatky byly stanovovany
pomoci enzymoimunoanalytickych (ELISA) metod. #fpadt anti-TU protilatek byly
testovany dva druhy antigenu: 1) kev tubulin (anti-TUb protilatky), 2) synteticky
neuron-specificky oktapeptid tubulinu (anti-TUs {ilédky).

U pacient s ALS byly pozorovany zvySené hladiny sérovych i-Bif-L
protilatek ve srovnani s kontrolni skupinou. Sérav@diny anti-NF-L protilatek
a intratekalni anti-NF-M protilatky Uzce souvisede stupsdm postiZzeni. Pozitivni
korelace anti-NF-L protilatek s hladinami anti-NF-Nprotilatek byla nalezena
u pacieni s ALS v MMM.

Ve skupirt RS pacient byly hladiny anti-TUs a anti-TUb protilatek v MMM
vyznammié zvySené oproti skuptn zdravych kontrol. Intratekalni syntéza anti-TUs
protilatek byla signifikant& zvySena ve vSech sledovanych skupinach. U vSech
sledovanych skupin byla také nalezena pozitivhelme hladin anti-TUb a anti-TUs
protilatek.

NasSe vysledky tak ukazuji na mozné vyuziti antbsieletalnich protilatek

u paciend s iznymi neurodegenerativnimi onemenimi.

Kli ¢ova slova:roztrouSena skler6za; amyotroficka lateralni skdar anti-cytoskeletalni

protilatky; neurofilamenta; tubulin; ELISA metoda



Abstract

This thesis focuses on the role of anti-cytoskeélematibodies in various
neurodegenerative diseases. Autoantibodies agaliftrent axonal cytoskeletal
proteins, such as the light (NF-L) and medium (N}F<9Mbunits of neurofilament and
tubulin (TU), in serum and cerebrospinal fluid may denerated in response to the
release of cytoskeleton from damaged neurons.

The aim of this study was to assess autoimmunelvier@nt in amyotrophic
lateral sclerosis (ALS) as well as to evaluatebamaty light and medium neurofilament
subunit in serum and cerebrospinal fluid (CSF) atignts with ALS. Furthermore, we
were interested in the relationships among thesbaties in the serum and in the CSF
as well as between the two anti-NF antibody sulstyggecondly, the aim was to
compare the levels of anti-tubulin antibodies @t in cerebrospinal fluid and serum
in multiple sclerosis (MS) disease, using bovineutin as the antigen in one enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) method (anti-TaHtibodies) and a synthetic
neuron-specific  octapeptide of tubulin in a secorfLISA method (anti-TUs
antibodies).

In the observed groups of ALS patients, serum &wlanti-NF-L antibodies
were higher in ALS patients than in controls anduse anti-NF-L antibodies and
intrathecal anti-NF-M antibodies were related totigrd disability. Positive correlation
was found between anti-NF-L levels and anti-NF-Mels in ALS patients and the
controls in the CSF.

Levels of CSF anti-TUs and anti-TUb antibodies weignificantly higher in
MS patients compared to the normal control groupe intrathecal synthesis of anti-
TUs antibodies was higher compared to anti-TUblligraups. Positive correlation was
found between anti-TUb and anti-TUs antibodiehe €SF of all examined groups.

Our results point to opportunities anti-cytoskdletatibodies as using marker of

axonal damage.

Key words: multiple sclerosis; amyotrophic lateral sclerosianti-cytoskeletal

antibodies; neurofilament; tubulin; ELISA method



Podékovani

PredevSim bych rada pe&kbvala svému Skoliteli doc. MUDr. Ivanu M.
Malbohanovi, CSc., a mé konzultantce MUDr. Lencaldwié, CSc., z Ustavu lékské
biochemie 1. lék@ké fakulty Univerzity Karlovy v Praze za jejich mné vedeni
a vsticnost, jakoz i za cenné radyiigpminky a poddty, které mi poskytli Bhem
studia a trplivost pri sepisovani této prace.

Dik si také zaslouzi cely tym Labor&to imunochemie a molekularni
diagnostiky — Dita Hudcova, Harehakova a Ludmila Pourova. Réidvani také pat
doc. MUDr. AleSi BartoSovi, Ph.D., z Neurologickdinkky Fakultni nemocnice
Kralovské Vinohrady a 3. lékské fakulty Univerzity Karlovy v Praze, za poskyinu
vzorka od pacient pro tuto studii, jejich klinickou charakteristikaorientaci v oblasti
mediciny.

A piredevsim &kuji roding, bez jejiz podpory by mé studium nebylo mozné.

Tato prace byla podporovana vyzkumnym é&ém MSMT Patofyziologie
neuropsychiatrickych onemasri a jeji klinické aplikace®©. 0021620816 a grantem
Ministerstva zdravotnict\iR 8491-3.



Obsah

N U Voo O 9
1.1  ROZtrouSeNna SKIEIOZA ........uuuueiiiiiiiiiiiiiiiie e 9
1.1.1 BN/ 0) V21 1110110 Lo T PSP P PR TP 10
1.1.2 Projevy nemoci, stanoveni diagndzy REBEE.............ccccevviiiiiiiniiieeenm 11
1.1.3 HUMOTAINT IMUNITA .....coiiiiiiie e 13
1.2 Axonalni poskozeni u roztrouSené SKIErozy ....cceeeevvvvvvvveeiiiiiiiiiiieeeeeenn. 15
1.2.1 Mechanizmus axonalniho poSKozeni ..., 15
1.2.2 Ptikaz axonalniho poSKOzeni..........coocviiiiiiiiiiii e 16
1.3 Amyotrofickd lateralni sklerdza.............cceeeeuvviiiiiiiiiee e 18
1.3.1 FOrmy NEMOCH ALS ... e e 19
1.3.2 Etiologie @ PAOGENEZE ......eevveiee et e e 20
1.3.3 Projevy nemoci, stanoveni diagndzy ALSCBE............ceeeeeevviiiiinnnnennn... 22
1.4 CytOSKeIBt NEUIQHL. .. ..uuuiiiieiee e e e e e e e e eaeeeaaaa 23
14.1 SEedNi filAMENTA ..o e 23
1.4.2 MIKIOtUDUIY. ...ceieieecee e e e e eeeeas 29
1.5 Axonalni transport @ moleKulové MOtOry .......cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 31
1.6 Vlastni cytoskeletélni antigeny u paci@stRS a ALS .........ccccvvvvvvvviiiieeeennnn. 32
1.7 Protilatky proti neuronalnim antigéim ................ovvviiiiiiiieiieee e eeeeeeeen 34
1.7.1 ANtimyelinOVE Protilatky .............oooeieiieie e 34
1.7.2 ANtIaXONAINT ProtilatKY ..........cooiimmeeee e 36
1.7.3 Autopraotilatky proti cytoskeletalnim protéim u rfiznych neurodegenerativnich
(o] 0 =700 ToTod <o L[ POUPR Y URTRPTPP PP 37
1.7.4 Protilatky U paciefits ALS .........coooiiiiiiiiiiieiie et e e 38
2 Cile VYZKUMNE PrACE .....oevviiiiiiiee et e e e e e e e e e ennnnnes 40
3 Metodika a SOUDOrY PaCIENt..........uiiiiei i 41
I A |V = 1= £ = PP PPRR ST 41
3.2 PHISIIOJE et 43
3.3 SHALISTIKA . ..ceeeiiieeeee e 43
3.4 Postup stanoveni anti-cytoskeletalnich protilatek............ccccooeeviiiinennnnn. 44
34.1 Riprava antigefl...........oouuriiiiiiiee e 44
3.4.2 Stanoveni anti-cytoskeletalnich protilat€{ ISA metoda............cceeeernnne 44



3.4.3 ELISA-VIDITEST ...ooiiiiiiieiieieeeeeeee ettt a7

3.5 SOUDOIY PACIEML.......uuueieiiiiiee e e e e e ettt s e s e e e e e e e e e e eeeeeeeennne 48
3.6 Stanoveni zakladnich biochemickych matkenvyp@ty .............ccccceevviinnnns 50
Y Y] =T | QY2 PSSP 53
4.1 Protilatky proti tUDUINU .........ei e e 53
4.1.1 Zhodnoceni Protilatek ............occueeeeiiiiiiieiiiee e 54
4.2  Protilatky proti neurofilameim u pacieni SALS ...........coooivvviiivviiiiiceeenn, 61
4.2.1 Zhodnoceni Protilatek ............uvviieeeee e 61
I B 1] U = P 67
5.1 Vysledky — antitubulinové protilatky ..........eeeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeees 7.6
5.2 Vysledky — protilatky proti neurofilameinn u pacient s ALS ..................... 69
IS 0 ¢ U R PP 71
7 Seznam PoUZItYCh ZKIateK ........cccuuuviiiieeeeeee e e e e e e e e 73
8  Seznam CItOVANE lIEratury ..........cc.uvviimeeeemeeeeereee e e e e rreeeee e 76
Publikace tykajici se tématu dize@prace (S IF): ....cooeeiiiiiiiiiiiiiiee e 90



1 Uvod

1.1 RoztrousSena skleréoza

RoztrouSena skler6za (RS) je chronické ¢daré onemockni centralniho
nervového systému (CNS)tipkterém dochazi k demyelinizaci nervovych vlaken
a jejich gimé ztraé. Jedna se o autoimunitni (imunopatologické) onewric kdy
cilovymi antigeny pro autoimunitni Utok jsou antigemyelinové pochvy, obalujici
nervova vlakna centralniho nervového systému.

Postihuje nejastji jedince mezi 20-40 lety, velmiiidka je diagnostikovana
pied 12. rokem a po 55. roce. Pro mnoho autoimutitoizemocani bylo zjiSéno,
Ze jsou jimi postihovany vice Zeny nez muzi. V tomptipadt je vyskyt u Zen vyssi
v ponmeru priblizné 2 : 1. U gipadi séasnym a pozdnim 2atkem nemoci je poén Zen
vaci muzim jesSe vysSsi, 3:1 a 2,4: 1. Vyskyt RS také oiiliye zengpisna Sika.
ZvySuje se vzdalenosti od rovniku, nejigginje v mirném pasu severni polokoule (1).
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Obrazek 1-1: Nervova biika, struktura neuronfprevzato a upraveno (2)).

Onemoceni je charakteristické vznikem mnafeinych zagtlivych lozisek
(tzv. plaki) v bilé hmo¢ mozku a michy. Plaky maji rigstji velikost rekolika
milimetri az centimetru (1, 3). V placich doch&zi nejen #étz myelinové pochvy
nervového vlakna (demyelinizace), ale i flequsdeni kontinuity samotného axonu
v ¢asnych stadiich onemasm (obrazek 1-1). Zatimco za&ipodnych okolnosti rize
.nahy“ axon castén¢ znovu myelinizovat (tzv.remyelinizace), feruseni axonu

znamena nevratnou 2mu, zanik vedeni, a tudiz i funkce.



Za iniciatory nemoci jsou povazovany (autoagresgivimilymfocyty, které
rozpoznavaji myelinové antigeny. Jsou vSak naléziamnyperiferni krvi zdravych
jedinai. Rozdil je zde ale ve schopnosti aktivace na plodh pacient s RS jsou tyto
lymfocyty schopny aktivace a pomnozeni v takovénobstvi, které je jiz kritické pro
zahjeni autoagresivniho utokuiagiupuji pes hematoencefalickou bariéru (1, 3).

RoztrouSena skleréza byla velmi vystizmojmenovana; reckého skleros, coz
znamena tvrdy, tuhy. &Sina zastlivych onemocgni korti zhojenim lézi gliovou
jizvou (astroglioza). Vznika tak hugj$i konzistence akumulovanych astrdcyiproti
sousedni mozkoveé tkani. Protoze tato loziska (pladkge) jsou v CNS rozeseta
v riznych oblastech, dostalo oneme&chjest piidomek ,roztrousena“.

Jako hlavni model, odéhoz jsou odvozovany patologickéepstavy o RS je
experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (EAByvni pokus o vyvolani akutni
diseminované encefalomyelitidy provedl T. M. Riveoku 1933; dlouho vSak trvalo,
nez byl dan tento model do souvislosti s onemsotn RS (4, 5).

Experimentalni autoimunitni encefalomyelitida jedukovana v geneticky
vnimavém kmeni inbrednich mysi parenteralni aplikazinogennich sloZzek myelinu
spolu s tzv. Freundovym adjuvans, coz je suspesmaraenych mykobakterii kmene
bovis (BCG) v purifikovaném rostlinném oleji. U im@ovanych zviat se vyviji
onemocgni, které se histopatologickym i klinickymt&hem podoba RS tlovéka (6,
7).

1.1.1 Typy nemoci

Razny vyskyt RS vitznych etnickych skupinach ukazuje na to, Ze krom
zevnich faktolt rozhoduje velkou ®rou o vnimavosti &¢i této chorok genetické
pozadi. Geneticky zaklad nepochybspolurozhoduje i o typu a{ds¢hu onemocéni
(8).

U zhruba 80-85 % paciantza’ind onemocEni prvni atakou. Jde o akutn
vzniklé piznaky trvajici nejméh 24 hodin, které zjsobi zastlivé demyelinizé&ni
loZisko v jedn&i vice oblastech CNS. Tyto prvni relapsy se émjigako tzv. klinicky
izolovany syndrom (CIS) (9). RS se nemusi rozvinoutSech paciefits CIS (10).
Obdobi bez klinickych projévmezi atakami (tzv. remise) jsou egvidateld riazné
dlouha, od jednoho &sice po wkolik let. Jakmile se objevi dalSi neurologickeé

piiznaky, hovéi se o relaps-remitentni (RR) RS. V tétoc@eni fazi RS je také
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nejefektivrejSi protizartliva 1écba, neb6é zde hlavni Glohu hraje autoimunitni zan
Pokud neni z&ft dostatén¢ lécen, WtSina pacient béchem 5-10 let fechazi do
sekundaréd progresivni faze (SP) RS. Ataky mizi a pozvolnarisi@d trvalé
neurologické postizeni (11).

Primarreé progresivni (PP) formou roztrouSené sklerdzy seatuge pozvolny
narist neurologického deficitu od péitku Fiznaki. Vznika u pacient v pozdjSim
véku, fiblizné kolem 40-50 let. Vyskytuje s&asgji u muzi. Je diagnostikovana u 10-
15 % pacient (12, 13).

Prognosticky velmi nefznivou je maligni, relabujici-progredujici (RP)rfta
nemoci, kterd je charakterizovarigkymi atakami a néstem neurologického deficitu
I mezi relapsy (9, 12).

1.1.2 Projevy nemoci, stanoveni diagnézy RS adba

Neurologické piznaky jsou dany drahou, v jejimzupghu se demyelinizace
a axonalni ztrdta odehravaji. Rozmanitoszmaki tedy odpovidaiznym lokalitam
mozku, michy a zrakovych nerv

NejcastjSimi piiznaky na zé&tku nemoci byvaji poruchy zraku (tzv. opticka
neuritida) a poruchy citlivosti. Typické pro RS ystaké poruchy rovnovahyiiblizné
u 30 % nemocnych byly pozorovany poruchieni, pozornosti, rychlosti zpracovani
informaci a pareti (14).

NejzavazgjSim pfiznakem jsou poruchy hybnosti. Mohou postihovanjedz
vSechny c¢tyii koncéetiny v iznych kombinacich. Reverzibilita¢ahto poruch je
samozejme VEtsSi na poatku onemoceni.

Kromé loziskovych piznaki vSak toto onemodmi doprovazeji i fiznaky
celkové — Unava, poruchy spanku,ény nalad. Poruchami néalad trpi az 55 % padient
s RS. Velmi casto je pozorovana deprese, jejiz vznik jétSmou podmisn
multifaktorialré. MiZe se jednat o reakci na onemadn piimy disledek probihajiciho
chorobného procesu, vedlejginek |&by ¢i soukEzre probihajici onemoemi.

Zpocatku se ¥tSina gchto poruch mize po rkolika dnech az gsicich upravit,

v pozdjSich stadiich onemoéni vSak obtize mohou byt jiZ trvalé.

Stanoveni diagnézy RS jeézké pedevSim v péatenich fazich onemocni.

Cilem diagnostického procesu je prokézat disemimaditlivého procesu v prostoru

CNS acase. Podégeni na toto onemoeni vyznamg podporuji abnormalni vysledky
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téi pomocnych vysSéeni: magnetické rezonance (MR) mozku a michy, vgaeét
mozkomisSniho moku (MMM) a evokované potencialy (EBPgfinitivni diagnéza je
stanovena az podle charakterighu onemoc#éni.

Pro definitivni stanoveni diagnézy RS jsou dnesvarza McDonaldova kritéria,
ktera byla definovana vroce 2001 (15) a nasiedmoce 2005 revidovana (16).
Zasadnim finosem &chto kritérii je z&lenéni MR nales. Zahrnuji tak Klinicky,
laboratorni a radiologicky nalezi(fmha 1).

Rychlost, s jakou neténa RS progreduje, tedy mira invalidity, zavisiiae
faktori a v klinické praxi se néastji posuzuje pomoci tzv. Kurtzkeho Expanded
Disability Status Scale (EDSS) (17). Skalassnje neurologicky nalez a miru postizeni
(jako schopnost dtze). Stupg postizeni se vyjadje ¢islem a invalidita naista od
hodnoty 0, pro normalni neurologicky nalez, az pop& 10, ktery zn& smrt
v disledku RS.

Doplikem pro stanoveni funkce hornich Ketin a kognice je Multiple
Sclerosis Functional Composite (MSFC) (18). JdkahuSsestavajici se z# podtest —
testu rychlosti chize, testu jemné motoriky hornich Ketin a orienténiho testu pasti
a koncentrace.

VySeteni MMM piinasi velmi dlezité dophujici informace o prbehu
chronické zaétlivé reakce v CNS. Konstantnim rysem padiestRS je intratekélni
syntéza imunoglobulin tfidy G (IgG) v mozkomiSnim moku. Ta se prokazuje
kvalitativné ptitomnosti oligoklonalnich IgG pasy MMM nebo kvantitativi zvySenou
produkci IgG v CNS (19).

Oligoklondlni pasy jsou elektroforeticky ra#ené imunoglobuliny IgG
pochazejici vyhradnz MMM. Jejich vyskyt podporuje autoimunitni procesCNS
a jsou pitomny az u 95 % pacieihs definitivni diagndézou RS (19-21).

V poslednich letech doSlo k zasadniémnv terapii RS. Byly zavedeny nejen
nové l&ebné pipravky, ale zmnil se i fistup k I€bé. Je kladen vysokytdaz na
¢asnou diagnostiku acasné zahdjeni ¢dy. Tim vzrostla moznost chorobu ovlivnit
v jejim dlouhodobém pb¢hu. Zotaveni z ataky se urychlupgysokymi davkami
kortikosteroiai (11, 22, 23). Pro dlouhodobowlbl ke snizeni pgitu atak a zpomaleni
progrese nemoci se pouZziva interferon beta (24jlatiramer acetat (Copaxone) (25,
26). Jde o urle vytvoreny antigen (kopolymegtyt aminokyselin — glutamat, lysin,

alanin, tyrozin), ktery svou strukturodipomina myelinovy bazicky protein (13, 23,

12



25). U pacient s opakovanymi infekcemi se pouZzivaji intravenomniinoglobuliny
(IVIG) (13, 23). K I&b¢ aktivni RS¢i pro situaci neefektivity by vySe zmisnymi
preparaty je uen Natalizumab (Tysabri) (9). Natalizumabigzen mezi léky druhé
volby a je uten pro imunokompetentni pacienty s aktivni RR-R& &elhaly¢i nelze
pouzit leky prvni volby (27).

Vzhledem k finatini nar@nosti €chto Iéki jsou u nas stanovendigna kritéria
pro jejich pouziti a ostatni pacienti jsou tak adik@ na klasickou imunosupresi, ktera
se pouziva u pacieht s jinymi autoimunitnimi chorobami. noroda paleta
terapeutickych moznosti igdevSim Wasnych stadiich onemosimi nabizi dnes

pacienim daleko povzbudijSi vyhlidky, nez tomu byvalordve.

1.1.3 Humoralni imunita

Autoimunitni charakter roztrousené sklerézy je powm nejen budinymi
mechanizmy, ale také zZmami v humoralni imunit V séru, mozkomisnim moku nebo
v mozkovych lézich pacieints RS byly nalezeny B-liky, plazmatické biky, slozky
komplementu atizné protilatky. Jednozgiaym a shodnym rysem (u vice nez 90 %)
pacienfi s RS je zvySena intratekalni syntéza imunogloluligG produkovanych
plazmatickymi btikami (20, 28).

Zvysena intratekdlni syntéza se prokazujgomnosti oligoklonalnich pés
v mozkomiSnim moku nebo zvySenym IgG indexem. Qlgualni pasy IgG
v mozkomiSnim moku bez sérového korelatu vykazuji98% senzitivitu, zatimco
zvySeny IgG index byva u 50-80 % paciestprokazanou RS (29).

Ackoli pritomnost oligoklonalnich padsv MMM u pacientt s RS se nyni
vyuzivad jako senzitivni laboratorni test k potvrizeklinické diagnézy, mohou
oligoklonalni pésy byt iitomny i u jinych poruch, &etné téch, které jsou néfmo
spojené s infekci nebo abnormalni imunitni reakitmérg, patogeneze stanoveni
oligoklonalnich pas u RS je stdle nejasna, a to tep rozsahly vyzkum jejich
antigennich cil. Proto je (do budoucna) velmilézité ugit specifiku €chto cilovych
mist, a tim poskytnout vyznamné indicie o etiold®8 (30-33).

Protilatky mohou byt saiasti obecné ,nesmysiné” protilatkové odpady
autoimunitni reakci na émky antigen nebo se ke [@i jejich tvorke uplatiovat
fenomén zvany molekularni mimikry. V kazdéntigad® jsou protilatky sotasti

patologickych zrin u RS. Tyto protilatky pacietns RS rozpoznéavaji antigeny:
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. Cizorodé — nap viry (viry spalntek, zardnek, varicella-zoster a herpes
simplex) (31)
. Vlastni — autoantigeny neurbmebo oligodendrocyt
Proteiny a komplexni molekuly myelinu — myelinovyaziicky protein
(MBP), myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein Q\G), glykoprotein
asociovany s myelinem (MAG), proteolipidovy protefRLP), sulfatidy,
gangliosidy, Nogo-A a jeho receptor, galaktocersior¢34-38)
Axonalni proteiny — neurofilamenta (39), tubulir®j4tau-protein (41)
. Vlastni ostatni autoantigeny — rfapntikardiolipinové protilatky, protilatky
proti nuklearnim a tyreoidalnim mikrosomalnim aetigm, protilatky proti
bilkovindm tepelného Soku (tzv. Heat shock prodeingrotilatky proti
proteazomu, a dvojsSroubovici DNA (34)
. Antigeny ,nonsense” specifity — neni totiz jasnélazB-bugcna odpo¥d je
vysledkem wité charakteristické reakce vramci RS vyvolavaidigomnosti
antigenu nebo zda se jedna o nespecifickou polgkhdraktivaci B-bugk bez
vazby na RS. Zda se, Ze alesgdst imunitni reakce je vyvolavana antigenem.
Na hledani specificity sérovych nebo mozkomisnichtrgtekalnich)
imunoglobulini bylo vynaloZeno velké Usili, ale antigenni ciéyazZujicicasti
intratekalnich protilatek neni dosud jasny (8, 29). Zcetnych studii vyplyva
velkd heterogenita protilatek, praygbdobré jako sowéast polyspecifické
humoralni odpoddi u RS. Jednim z vystleni je fenomén tzv. roz&vani
epitopi. Po Gvodni za#livé prihod se uvolgnim novych antigein maze
aktivovat autoreaktivni bwina a humoralni imunitni odp&¥, ktera zahrnuje
dalSi myelinové a nemyelinové antigeny a epitopytiRitky mohou vznikat
jako autoimunitni dudélni reakce nazné antigeny se strukturalni podobnosti
fenoménem tzv. molekularnich mimikry. Podle toh@uojeti jsou protilatky
vytvareny v disledku gitomnosti exogennich struktur (appeptidy odvozené
od virovych partikuli nebo bakterii). Tyto protk§t pak mohou zkzers
reagovat s neuralnimi antigeny (1, 3, 8, 42).

Cilem klinického vyuziti protilatek je #psréni diagnozy, identifikace
rizikove¢jSich pacient, progn6zovani dalSiho osudu nemocného a vhodrzavol

lécebné strategie. Je mozné sledovat jednak celkoédaak specifické
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protilatky proti neuronalnim autoantigen - antimyelinové a antiaxonalni

protilatky.

V prab¢hu vyzravani T- a B-lymfocyt dochazi ke vzniku receptorovych
struktur. Jedna se o nahodny proces, ktery se eiskiy¢ bez pitomnosti antigem
a vede ke vzniku autoreaktivnich T-lymfoiyAutoreaktivni T- a B-biky jsou kEhem
vyvoje selektovany a&sSina jich je procesem negativni selekce eliminav@s).

V pfipact autoimunitni imunopatologické reaktivity je spékB imunitni
odpowd zahajena &i imunodominantnim¢astem molekulového & a postuph
v prabé¢hu imunopatologického procesu zahrnuje dalSi antigdeterminanty. U RS je
tedy autoreaktivita zahajenaisy MBP a postupé se Sfi na dalSi molekulové tée,
MOG, MAG a PLP (1, 8).

1.2 Axonalni poSkozeni u roztrousené sklerozy

RoztrouSena skler6za je onemé&aih CNS, @i kterém dochézi k poSkozeni
myelinu, oligodendrocyt, neurori a axorii. A¢koli axonalni poSkozeni bylo popsano
jiz zhruba ped Sedesati lety v patologickych studiich RS, vyznaxonalni ztraty
a poskozeni byl bohuzel dlouhaeplizen (44). Teprve koncem devadesatych let
minulého stoleti se #al brat ohled na axonalni postizeni jako logickylidad trvalé
invalidity a dilezity znak v patologii RS (45). Mira poskozeni axokoreluje
s intenzitou z&ktu a je nejvyssi v akutnich lézichiitpomna je ale i v tzv. normain

vyhlizejici bilé hmat a mér pak v aktivnich lemech chronickych plak (46).

1.2.1 Mechanizmus axonalniho poSkozeni

Mechanizmy axonélniho poSkozeni a degenerace uam®m RS nejsou stale
zcela pochopeny, a to itgs rozsahlé Kklinické (47), neuroradiologické (48)
a neuropatologickeé (49) studie, které byly prayrddnejen na zwvecich modelech, ale
také na bu&né a molekularni Urovni.iBdpoklada se, Ze neurodegenerace u R&m
postupovat nezavisle, nebo dokonce ¢ndnpredchazet. Byla potvrzena pozitivni
korelace mezi axonalni patologii a stépnzarétu u pacient s progresivni formou RS
(50, 51). Axonalni postiZzeni ie byt zg@isobeno imym pisobenim auto-reaktivnich
protilatek (44, 52) nebo cytotoxickych CD8T-lymfocyti (53), makrofagy,
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¢i proteolytickymi enzymy, cytokiny, oxidem dusnaty{®3) a volnymi radikaly (54).
Podileji se také poruchy kalciové homeostazy (4@yitotoxicita glutamatu (54, 55)
a mitochondrialni poskozeni (56), (obrazek 1-2).08&ni poskozeni fize byt
zpiusobeno také sekund&rrakutni nebo chronickou demyelinizaci (45), ¢nami
v distribuci sodikovych kanal(56) a narusenim axon-gliovych interakci (57).vVli
muze mit také zhorSena regeneraceist xori vlivem pisobeni tzv. s myelinem
spojenych inhikinich faktofi (MAIFs). Doposud je popsanoétp MAIFs faktori —
MAG, MOG, Nogo-A, semaphorin-4D/CD100 a efrin-B3%(%8). Nap. semaphorin-
4D/CD100, oznéovany také CRMP-2 hraje rolifipdiferenciaci nervovych butk
a podili se i na tvokbaxoni. CRMPs je rodinou neuronalnich fosfoproftgirkteré
reguluji uspgadani mikrotubul a zaji$uji anterogradni transport latekjleZitych pro
rast axorii, podél mikrotubul. Mutaci geid téchto proteii tak dochazi k naruSeni
axonalniho transportu (58). Fosforylace naruSujgosfani CRMP-2 s heterodimery
tubulinu, tubulin nerize byt transportovan pdus-konci mikrotubuli a tim brani dstu
axonu. CRMP-2 se totiz vaZzgimo na tubulin a ma vyssi afinitu k tubulinu nez
k samotnym mikrotubulm (58).

1.2.2 Prikaz axonalniho poskozeni

Priciny zniceni axori nejsou doposudipsré objasiny, ale posledni dobou se
objevuji nové moznosti diky rozvoji histochemickyntetod. Ztrata axanse da tak
detekovat imunohistochemickymici imunologickymi metodami, elektronovou
mikroskopii, pomoci MR a dalSimi. Procentocamiych axof se pak ufuje srovnanim
celkového poétu axori v postizené tkani ke tkani nepostizené.

Imunohistochemickymi metodami se barvi nefosforglt& neurofilamenta (45).
Ve zdravych nervovych likach se fosforylované formy neurofilament nachéazeji
piedevsim v axonech, nefosforylované formy jsaevpzrié lokalizovany v oblasti
kolem jadra a v dendritech. \fipadt Wallerovy degenerace, kdy dochazi k dysfunkci
periferniho nervu a distalni v§bky nervového viakna degeneruji a zanikaji, byla
pozorovana imunoreaktivita nefosforylovanych neilmofent, poruSeni axonalniho
transportu a axonalni degenerace digtabhmista poskozeni (45, 59).

Jako marker akutniho axonalniho poskozeni CNS s#&iy® amyloidovy
prekurzorovy protein (APP). Jedna se o transmenabrarglykoprotein. Souvisi

s rychlym axondélnim transportem a jeho nahrofnage znamkou poSkozeni v CNS
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(60, 61). Akumulace APP byla zjita v aktivnich lézich a na okrajich Iézi neaktitnic
(62).

Pomoci MR je mozno detekovat a odhadovat axonatulqgii u pacient s RS,
ato jiz vcasnych stadiich onemasn. Jedna se ipdevSim o stanoveni N-
acetylaspartatu (NAA) protonovou MR spektroskopd3)( V sodasné dob je
povazovan za marker axonalniho a neurondlniho pesikoMagneticka rezonance je
uziteina zejmeéna pro studium axonalniho poskozeni, peatoioZuje in vivo hodnotit
axonalni postizeni na zakkahtenzity signalu NAA (64). NAA je vyhradnpiitomen
v centralnim  nervovém systému a vznikafi poxidativnim metabolizmu
v mitochondriich. Jeho Uloha neni zcetegi¢ znama, ale igdpoklada se, Ze hraje roli
Vv regulaci syntézy proteiin chrani nervové hiky proti osmotickému stresu a podili se
na metabolizmu neurotransmiierTrvaly pokles hodnot NAA ii¥e byt disledkem
axonalni ztraty a narusSeni mitochondrialniho mdtatmu (64). Snizené hladiny NAA
byly prokadzany jak v akutnich a chronickych lézitdk i v tzv. normal& vypadajici
bila hmot u progresivni formy RS a relaps-remitentni RStisre t¢Zkym az ¢zkym
postizenim (65).

Nasledkem poskozujicich prodeslochazi k uvalovani strukturnich molekul
z cytoplazmy, membran§i jadra nervovych butk do extracelularniho prostoru CNS.
Jejich dalSi metabolické, dopravni a ,vychytavangchanizmy, interakce s CNS tkani
stejre tak, jako stupe poskozeni tk&h by bylo mozné zjistit z hladirtéhto markeit
v krvi a mozkomisnim moku (40).

Analyza mozkomiSniho moku byva specificka pro pagioldaného onemoéni
a miZze poskytovat informace Uzce spojené s onegrion (56), ale pro &kterd
onemockni CNS nemusi byt zcela charakteristicka (56, 8§)o by tedy dobré najit
nove biomarkery v |épe dostupnyaHinich tekutinach, nap v periferni krvi, protoze
latky vznikajici v CNS a nachazejici se i v krviolmou ukazovat na probihajici
patologie v CNS (66, 67).
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Cytokiny
NO avolné radikaly

Obrazek 1-2: Mechanizmus axonéalniho poskozerefzato a upraveno z (56)).
NO — oxid dusnaty; M — makrofagy; C — komplement; Ab — protilatky; CD8"T- CD8"T-lymfocyty;

MAIFs — s myelinem asociované inhibicni faktory

1.3 Amyotroficka lateralni skler6za

Amyotroficka lateralni skleréza (ALS) je progresivmeurodegenerativni
onemockni, pro které je charakteristické poSkozeni a atc@ntralnich i perifernich
motorickych neuroh. | pres velké snahy pro pochoperi¢my a patogeneze choroby
vSak fesné mechanizmy #pobujici degeneraci motoneuronistavaji stale neznamé
(68). Nekteré studie z posledni doby ukazuji na cytoskkletéabnormality
a autoimunitni mechanizmy (69-71). Velkymilmmem bylo objeveni mutace genu pro
Cu/Zn superoxid dismutazu 1 (SOD1), objevujici géri 20 % pacierit s familiarni
formou ALS.

U amyotrofické lateralni skler6zy seda#eme ¢asto setkat s ozdenim jako
Charcotova choroba, na zaktaobjeveni této nemoci francouzskym neurologem J. M.
Charcotem, ktery onemoé&mi popsal, klinicky i patologicky, v roce 1869. Syrymem
je také Lou Gehrigova choroba nebo sgenv Sir§im slova smyslu pouZzit ndzev nemoc
motoneuronu (motor neuron disease, MND) (71).

Nemoc se neépstji projevuje ve stednim a vysSimaku, v rozmezi 50-65 let.
Vyskyt je vSak i u mladsich paciéntmezi 40. a 50. rokem Zivota. 10 W¥ech pipadc

onemocgni za&ind ped 40. rokem a 5% dokonceaed 30.rokem. Manifestace
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v mladSim ¥ku je ¢asgji pozorovana u familiarni ALS. Incidence se ud&eoéem 2-
3/100 000 obyvatel/1 rok, zvySuje se¢kem a plynule ndista do 80 let. Po 80. roce
pak dochazi k prudkému poklesu vyskytu. Prevalejee4-6/100 000 obyvatel.

PostiZzeni jsou vice muzi nez Zeny, v goml,5 : 1¢i vice (72-75).

1.3.1 Formy nemoci ALS

Onemockni ma rekolik Klinickych forem a S¥tova neurologicka federace
(WFN) Kklasifikuje ALS do ®kolika podskupin, které se liSitgvahou poatesnich
piiznaki a ptibchem onemoacini (76, 77):

» klasicka forma — postiZzeni centralniho a perifepnitotoneuronu. Vyskytuje

se asi v 65 %

e progresivni bulbarni paralyza (PBP) — charakteksti bulbarni
a pseudobulbarnitfznaky. Revladaji poruchyreci a polykani v dsledku
zni¢eni motorickych neuran v mozkovém kmeni. idstavuje 15 %
onemockni motoneuronu

* progresivni (spinalni) svalova atrofie (PSA) — obslai a ochabnuti
koncetinovych, trupovych a d@las i bulbarnich sval Jde o periferni
postizeni motoneuronu a vyskytuje se v 8i9padi

* primarni lateralni skler6za (PLS) — vzacné progrdsonemocni horniho
motoneuronu s rozvojem spasticity. Postupastihuje dolni kogetiny, trup,
horni korgetiny a bulbarni svaly. Vyskyt je velmi vzacny, udéae 1 fipad
na 10 miliori

» Dbrachialni amyotrofickd diplegie (BAD) - sporadickénemocgni
motoneuronu sifznaky slabosti a svalové atrofie, které je na lboudobu
omezeno na horni koatiny. Nejsou Ftomny centrdini ani bulbarni
piiznaky a ani postizeny dychaci svaly. Vyskytuj@asigen u 2 % fipadc

 monomelickd (spinalni) muskularni atrofie (MSA) Hirayamova nemoc)
postihuje mladsi jedince 15-28lwu, ¢astji muze. Svalova slabost se vyviji
béhem 1-4 let. Lézetstava bez vyrazisi progrese a lokalizovana pouze

v hornich kogetinach.
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NejcastjSi formou ALS je forma sporadicka (SALS), v 5-10v%ech pipad
forma familiarni (FALS). Jde o autozomdlmlominantni ddi¢nost. Pacienti maji
genetickou nebo alicnou formu onemocmi a v tchto rodinach maji potomci 50%
riziko, Ze z&di zmutované geny a vyvine se u nich ALS. U 20 #iliarnich gipadi
lze zjistit az 80 iznych mutaci Cu/Zn SOD1. Podle pozorovaného raaie
vysokého vyskytu ALS na ostrévGuam v roce 1950 se udava ¢efirma guamska
(75, 78).

1.3.2 Etiologie a patogeneze

O mozné etiologii ALS byly vyslovenytené hypotézy. Podle vysleflk
z&kladniho i klinického vyzkumu je patogeneze AlSselektivni 1ézi motoneurén
zpisobenarettzcem tfiznych mechanizfn jako jsou abnormality superoxiddismutazy,
genetické poruchy podobné porucham u spinalnichoggeh atrofii, excitotoxicita
zpiusobena nadbytkem glutamatu nebo volnych radljkakidativni stres, prozétiiveé
cytokiny, vrozend porucha neurofilamenti (ejich dysfunkce), porucha kalciové
homeostadzy, mitochondrialni dysfunkce, zvySena #Jz@p motoneurain nebo
autoimunitni proces (72, 74, 79-81). Neexistujikvgeswdciveé dikazy, Ze by dktera
byla hlavni picinou onemocéni.

Jen asi u 2 % vSechipadi ALS se pod# zjistit mutaci genu Cu/Zn superoxid
dismutazy 1, jediny geneticky defekt prokazatespojeny se vznikem onemaan.
Zbyvajicich 98 % fstava etiologicky nejasnych (75). Vzhledem k relati velké
selektivie postizeni motoneurdnu ALS se mnoho patogenetickych uvah odviji od
specifickych vlastnostithto burtk. Motorické neurony nejsou schopné dalSikemi
a ubyvaji sw¥kem. Jde o nejtSi buiky nervového systému, které maji i Zné
energetické naroky. K neurodegenerativnimu progssu rezistentni jadra kranialnich
nervi Ill., IV. a VI. a Onufovo jadro v sakralni miSepzx sw¥d¢i o nestejném
ovliviiovani motoneurain(72).

Obecr, mezi hlavni mechanizmy poskozenitadi:

1. Genetické faktory — u 20 %fipadi familiarni formy ALS byla prokazana
mutace genu koédujiciho enzym Cu/Zn superoxiddisemita Do dnesni doby

bylo zjistno 135 fiznych genovych mutaci na dlouhém raménku 21.

chromozomu, které #gobuji defekty SOD1 a vedou k onemémin ALS.

K mutacim dochazi po celé délce gen&ésSwou v3ak v oblasti 4. a 5. exonu.
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Jedna se o zamu jedné aminokyseliny, délka proteinu je jinaklmana (82,
83).

Excitotoxicita - Bhem poslednich deseti let se objevily studie ukakzuja
potencialni Ulohu excitotoxicity glutamatu v patogei ALS (84-86). Glutamat
je hlavni excitani neurotransmiter v nervovém systému a je nezbgtoyjeho
normalni funkci. Existuji dva hlavni typy glutaméych receptar - NMDA (N-
methyl-D-asparagova kyselina) a AMPAa-&mino-3-hydroxy-5-methyl-4-
izoxazolpropionova kyselina).ezitou roli v rychlém odstrami glutamatu ze
synaptické &rbiny hraji gliové biiky, v jejichz membrah se nachazi
transportér excitmich aminokyselin EAAT2. U ALS je shizena exprese
a funkce glutamatového transportniho proteinu EAADZ proto pedpokladat
jeho zvySenou citlivost k jakémukoliv zasahu doekiky glutamatu (55, 82, 85).
. Autoimunitni mechanizmus - opirA se o0 existenci eexpentalniho
autoimunitniho zveciho modelu onemoéni motoneuronu, nalez aktivovanych
T-lymfocyti a depozit imunoglobulinv Sedé hmdat miSni a v motorické ke
pacienti s ALS a pitomnosti protilatek proti Ca kanahm u W&tSiny pacieni
trpicich ALS. Protilatky, které poskozuiji funkci € &anat, napadaji terminalni
zakorteni, a tim i funkci motorickych neurdru mysi. V klinickych studiich byl
sledovan dinek cyklofosfamidu, azathioprinu, methotrexatu, rthkmidda,
plazmaferézy, a dokonce i callmvého ozé&eni. V Zadné zéthto studii vSak
nebyl prokdzanifznivy vlivimunosupresivni by na ptibéh onemocani (75,
78).

Nedostatek trstovych fakto# — jako gicina onemocéni ALS byl zvaZzovan
nedostatek &kterych faktoti, jako jsou CNF (ciliary neutrophic factor), VEGF
(vascular endothelial growth factor), IGF-I/Il (idm-like growth factor I/1l),
NFG (nerve growth factor), LIF (leukemia inhibitofgactor), BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) a glial-derived facturpiipad posSkozeni biky
mohou totiz pomé&hat ieZiti motoneuroih. Nekteré z nich byly dokonce
testovany jako mozné léky, avSak bez efektu (68, 70

Deficitni neurofilamenta (NF) — strukturni abnoribal ¢i akumulace
neurofilament jsou pozorovany wkolika neurodegenerativnich onemeogi
véetrg SALS a FALS (76). Mutace v tzv. KSP oblasti, kaeldazi k fosforylaci
NF, byla prokdzanafplizné u 1 % gipadi sporadické formy ALS (70, 87).
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Zmeény ve stupni fosforylace jsou fipinou rozsfeni a elektrostatického
odpuzovani,cimz dochazi nejen k poruSeni axonu, ale i ke&srngminterakci

s ostatnimi satastmi cytoskeletu.

1.3.3 Projevy nemoci, stanoveni diagnézy ALS a éba

Na zaatku onemoctni mohou byt fiznaky natolik mirné, Ze je pacietdsto
piehlédne. Vzhledem k typuignali a progresi choroby ke pfibéh ALS zahrnovat
svalovou slabost v jedné nebo vice s@timach, ve svalech polykacich, dychacich
a svalech mluvidel, nasledné zhorSeni funkce hbraidolnich kodetin, nezetelnou
ie¢ a potiZze s vyslovovanim, v pokilejSich stadiich pak obtizgiglychani a polykani.
Priznaky se u jednotlivych paciéntiSi, stejré tak i pdadi, v jakém se objevuji,
a pfibéh progrese se také&izni. Progredujici svalova slabost a paralyza jek vSa
piitomna vSeobeen(72, 80, 88).

Stanoveni diagnézy onemagn ALS je velmi obtizné. Dosud totiz nejsou
k dispozici Zadné specifické testy, které by dokadafinitivné stanovit ALS.

Vroce 1990 byla na konferenci &@vé neurologické spataosti (WFN)
vypracovana kritéria pro diagnostiku ALS. El Esatska kritéria (EEC, dostala
oznaeni podle mista vzniku) byla é&yii roky pozdji publikovana a pouzivala se
témef deset let (89). Vroce 2000 byl soubor kritérividevan. Mezi zakladni
diagnosticka kritéria bylo #¥azeno i vyuziti elektrofyziologickych dat (90). Kaiia
jsou zaloZzena na znamkach postizeni v oblasti mati®m kmene, Kni, hrudni
a bedernicasti michy. Dle &chto kritérii se diagndza ozfhige jako suspektni, mozna,
pravdépodobna a jista (83, 88, 91)iilpha 2).

Do standardniho vySetvaciho programu by také éa patit biochemicka
a sérologicka vysgni, lumbalni punkce, elektromyografie (EMG) a MR

V sowasné dob zatim neexistuje Zadna kauzalni terapie ALS. &edin
pouzivanou a relativnspecifickou Iébou je riluzol. K |€bé ALS byl zaveden v roce
1994 (93). Na experimentalni Grovni se zda pawh perspektivni vyuziti kmenovych
burgk.
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1.4 Cytoskelet neuroii

Cytoskelet je heterogenni t'sividknitych struktur, kterou tdd navzajem
interagujici a propojené 8&itmikrotubuli, stednich filament a aktinovych vldken.
Existence cytoskeletu je znama od konce 70. lelndee o velmi dynamicky systém
napojeny na dalSi b&éné struktury, pedevSim na membranu. dufe nejen tvar
a pruznost biiky, ale také umishi organel. Odpovida také za vSechny druhy
bunééného i vnitrobudcného pohybu (43, 94). Cytoskeletalni proteiny sastni
I prenosu signal a burgcného metabolizmu. Cytoskelet tak funguje videijako jeden
Z nejvysSich organizaich systén.

Zakladnimi stavebnimi proteiny cytoskeletu jsou moidbuly, stedni filamenta
a mikrofilamenta. Kazda zd¢hto struktur je vytviena odliSnymi fidami proteir
(tabulka 1-1).

Tabulka 1-1: Prehled cytoskeletalnich protdin

druh vldkna pramér bilkovina vyskyt (tkdné/buriky)
mikrotubuly 25 nm o—a B-tubulin vétSina bunécénych typl
keratin epitelie
vimentin mezenchymové buriky
stfedni desmin svaly
_ 8-14 nm
filamenta GFAP astrocyty
neurofilamenta (triplet) nervové bu nky
lamin jaderna membréana
_ vétSina bunécénych typa,
aktinova vlakna ) .
o 7-9,5nm | a-, B— a y-aktin pFicné pruhované a
(mikrofilamenta) ]
hladké svalstvo

1.4.1 Stfedni filamenta

Stredni (intermediarni) filamenta tkiorelativre stabilni s z vidken o pkméru
10 nm. Na rozdil od mikrotublula mikrofilament nejsou twena jednim proteinem, ale
mnoha zakladnimi stavebnimi bilkovinami. Podle poudisti aminokyselinového
sloZzeni, sekvence a tkdvého roz&eni se dli do nkolika skupin. Proteiny
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intermediarnich filament t¥ genovou superrodinu zahrnujici asi 90 [g€®5). Tyto
bilkoviny se dli do psti zakladnichitid (96):

* | all typ —tadi se sem tzv. keratiny I. a Il. typu. Keratinyypu jsou mensi
a kyselé, keratiny Il. typu, jichZ je menSina, jsatSi a neutralngéi mirné
bazicke.

* ll. typ — do této skupiny pé&tzejména proteiny vimentin, desmin, kysely
glialni fibrilarni protein (GFAP), periferin a syoiin. Obecrg se tato iida
intermediarnich filament vyskytuje v tkAch pojivovych tkani, ve
svalovych bitkdch a neurogliovych kikéch.

* V. typ - samostatnou skupinu ttidzv. neurofilamenta a-internexin, které
se spolu s mikrotubuly podileji na staviaxoni. Neurofilamenta jsou
specifické pro nervovou tka Vznikaji v €le neuronu, a poté jsou
transportovany do axdn Alfa-internexin je typicky pro rana stadia vyvoje
nervovych bugk.

* V. typ — tento typ proteinintermediarnich filament je vyhragijaderny a je

tvoren ¥idou proteiri zvanych laminy.

Pres odliSnost stavebnich bilkovin je struktura v&sigdnich filament podobna.
Proteiny vSech ¢chto skupin maji obdobnou fetlovou oblast a liSi se C- a N-
koncovymi ¢astmi molekuly. Centralni &pvit4 ¢ast je tvéena a-Sroubovici, ktera
umo#iuje, aby se vzdy obtdy dvé molekuly a vytvaily tak stabilni dimer. Dimery se
poté nekovalentni vazbou spojuji do tetraimer ty se ot nekovalentnimi vazbami
skladaji vedle sebe. Vznika tak vysledna strukpiigominajici lano.

Od mikrotubu a mikrofilament se #tdni filamenta liSi tim, Zze se na& n
nevazou nukleotidy, pro svoji stavbu fediuji mnohem menenergie a jsou také m&n
dynamicka. Davaji hikdm a tkanim mechanickou podporu a pruZznostegmg se
neltastni Zzadné formy pohybu. Maji mnoho asociovanychepn: (tzv. MAPS), které
zaji¥uji jejich vazbu na mikrotubuly a na membranu. Ngbyak pro & nalezeny

bunt¢né motory podobné kineZim, dyneirim ¢i myozinaim (96).
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1.4.1.1 Neurofilamenta

Hlavni sloZzkou axonalniho cytoskeletu jsou neuaofienta (NF). Jedna se
o heteropolymery skladajici se € podjednotek. Lehké podjednotky (NF-L)jestni
¢i stredre tézké (NF-M) a ¢zké (NF-H). Tyto podjednotky se diferencuji v zdosti
na vyvoji a ,dosplosti“ coz odpovida typu bwhk a jejich fyziologickému stavu. NF
interaguji s dalSimi strukturami (slozkami) cytdgie a tim mohou ovlikovat a ngnit
axoplazmaticky tok.

Lehka podjednotka (NF-L) se sklada z 543 aminokyd@{MK) a molekulova
hmotnost odpovida 61 kDa. Ale diky fosforylaci aykgisylaci je migrace i
elektroforese v polyakrylamidovém gelu (PAGE) vgifedi dodecylsiranu sodného
(SDS) velmi pomala a z tohotaiebdu WtSina autoir uvadi molekulovou hmotnost
68 kDa utenou z SDS-PAGE (97).

Stredre t¢Zka podjednotka (NF-M) je t¥ena z 916 AMK zbytk. Molekulova
hmotnost je vypéitdna na 102,5 kDa, aléiglektroforéze v SDS odpovida 150 kDa.

Tézkad podjednotka (NF-H) je slozena z 1020 aminokyseMolekulova
hmotnost odpovida 111 kDa. Mnoho atitovSak udava molekulovou hmotnost
odvozenou z detekce v SDS gelu, ktera je ale outimnnabojemci hmotnosti
(naboj/hmotnost) fosfata proto se pohybuje v rozmezi od 190 do 210 kanmné
stupre fosforylace (97).

1.4.1.2 Struktura podjednotek

Kazda NF podjednotka je slozena z vysoce konzemiati-helikalni centralni
oblasti o piblizn¢ 310 AMK. Tato stedni ¢ast vytv&i dvouvlaknovou strukturu,
obklopujici ,hlavEku® na N-konci a hypervariabilni ,ocasovou® domé(-konec),
(obrazek 1-3).

o-helikalni stedova doména je utezita pedevSim pro uspgadani
neurofilament, kdezto variabilni ,hlaka“ a ,ocasek” jsou zodp@dné za funkni
vlastnosti, jako jsou ndpinterakce strznymi proteiny. NF-L tvéi paté, ke které se
pripojuji stedre t¢Zké a ézkérettzce NF. Koncovéasti NF-M a NF-H tvéi postranni
ramena, kterymi se spojuji silghajicimi neurofilamenty a mikrotubuly (97, 98),
(obrazek 1-4).
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Obrazek 1-3: Podjednotky neurofilament — strukturd&dpzato a upraveno (97)).

Na obrazku je vidét, Zze vSechny podjednotky NF maji vysoce konzervativni strukturu centralni
oblasti, vysoka variabilita je v C- a N-koncové doméné. Zvlasté stfedni a téZké podjednotky NF
maji na svém C-konci mnohocetna opakovani sekvence Lys-Ser-Pro (KSP). Jedna se

o fosforylaéni mista téchto protein s neobvykle vysokym podilem serinovych zbytka.

. plektin
- Iintermedialni filamenta

e mikrotubuly
aktinova filamenta
< y0sin

Obrazek 1-4: Cytoskeletalni 8i - schéma propojeni mikrotulLll intermediarnich filament

a mikrofilament (pevzato a upraveno (98)).
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Uspaadani intermediarnich filament do jejich kéné podoby prawpodobré
probih& v pti krocich. Polypeptidy se ndjde obt&eji kolem sebe za vzniku dinter
Ty se poté skladaji antiparalélra vytv&eji tetramery, protofilamenta a nakonec
intermediarni filamenta (98, 99), (obrazek 1-5).djednotky tripletu: NF-L, NF-M
a NF-H kopolymeruji v pogru 5:3:1. Vznikaji tak filamenta se specifickym

postrannim $tvenim.

46 nm >

NH; ~ L___ — v TSN coon Menomer

e

Spacul's

NH; — —— COOH Parallel
NH, — COOH  gimer
le—sle | |
) ) 1 |
Head Rod Tail
COOH o NH; Antiparallel

COOH ™ tetramer

/ \ / \\:ggH

Protofilament

Protofibril

Intermediate
filamem

Obrazek 1-5: Struktura intermediarnich filament a jejich usptani (pevzato a upraveno
(100)).

1.4.1.3 Fosforylace a funkce

Fosforylace je tllezitd pro spravnou funkci neurofilament (101). &mwl 80 %
axonalnich neurofilament je vysoce fosforylovarmmanoci gicnych vazeb integrovano
k axoskeletonu, za wvzniku tzv. ,statického pooluZbyvajicich 20% mén
fosforylovanych NF tvéi tzv. ,dynamicky pool®. ProtoZze vSak fosforylacelignuje
naboj postrannichietézci, predpoklada se, Zze pr&vednou z funkci fosforylace je
narst repulsi (zaloZzenych na naboji) sousednich fil@meimz vziistaji inter-

filamentové vzdalenosti a to ma za nasledekSani paméru axori (99).
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Nejsilrgji fosforylovanym proteinem lidského mozku a pr&wddobr i celého
lidského &la je €Zky neurofilamentovyiettzec NF-H. Fosforylace a defosforylace
neurofilamentovych proteinje komplexni procestpvazrié regulovany v axonalniasti
a je zandfen na tizna akceptorova mista pro fosfat u NF podjedndi#kM a NF-H
jsou silre postranslen¢ fosforylovany poté, co jsou transportovanyélatnervovée
buinky do axonu. Fosforylace neurofilament probiha ptrza a je regulovana skupinou
enzymi, pirevazre kindz (102, 103). Vazebna mista pro fosfat jsowahto proteir
uspdadana jako opakujici se motivy sekvence Lys-SertRro KSP repetice); hlaen
na C-konci ,ocaskové” domény NF-H, kde se nach2zK8P repetic.

Z fyziologického hlediska je velmi vyznamny Uzkytalz mezi pimérem axotd
a vedenim rychlosti. Posledni studie ukazuji, zseit fosforylace nefimo koreluje
s rychlosti axonalniho transportu (104).

Je také nutno zminit, Ze k blokaci usfavani NF sta fosforylace NF-L
hlavickové domény (na Ser-55) nebo u NF-M (na Ser-44)eprhkindzou-A. Zatimco
nefosforylované NF-H jsou s mikrotubuly péwspojeny, pravébodobré s pomoci tau-
proteinu, fosforylace vede k disociaci z mikrotub®7, 105). Fosforylovana forma
NF-H je vi¢i proteazam odokjSi, zatimco nejmenSi a nejvice rozpustna podjéadnot

NF-L je na &peni proteazami velmi citliva (97).

1.4.1.4 Degradace neurofilament

Rozpad neurofilament je zavisly na proteolytickétépéni. Redpoklada se,
Ze NF se rozpadaji, kdyZ opogjstaxonalni zakoeni. Za fyziologickych podminek je
tento rozpad regulovan kalmodulin-dependentni pmuia. Se viistajicim stup#&m
fosforylace klesa ,citlivost* neurofilament ke2peni proteazami.

Akumulace NF proteiin byla prokdzana fad neurodegenerativnich
onemocgni, nag. ALS, svalova atrofie, Parkinsonova nemoc, Alzheiova demence,
axonalni neuropatie a dalsi.

Udava se, ze ,zivotnost“ neurofilament je kolem [kBR2(na zaklad vypaitu
rychlosti pohybu u lidského sedaciho nervu 1-2 nem)d (105). Proto se
v neurofilamentech velmi pra¥dodobré mohou hromadit poSkozeni tmDbena
oxidativnim stresem, zatem apod., coz B¥e nakonec vést k naruSeni jejich

uspdadani a ndistu axonalni patologie.
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1.4.2 Mikrotubuly

V eukaryotnich biikkach maji mikrotubuly zasadni organizujici funkthkladni
stavebni jednotkou mikrotubulje heterodimer dvou globularnich protieia- a -
tubulinu, kazdy o molekulové hmotnosti 55 kDa. Kazdikrotubulus se skladéa z 13
paralelnich protofilament (coz jeetz tubulinovych podjednotek poskladanych za
sebou), kde se postuprstidaji a- a 3-molekuly tubulinu. To podniuje polarni
strukturu jednotlivych protofilament a stasré i celého mikrotubulu (si-tubulinem na
minuskonci a-tubulinem napluskonci). Na (+)-konci probiha polymerace mnohem
rychleji nez na (-)-konci, proto mikrotubuly rostood minuskonce kpluskonci
(obrdzek 1-6). Polarita ma také zasadni vyznamfgmoovani a funkci mikrotubuil
nag. urtovani snéru transportu uvnitbuinky (106). Energetickym zdrojem polymerace
je hydrolyza GTP vazaného na tubulin.

B-tubulin

a-tubulin

g &

plus-konec

||

Protofilament

Obréazek 1-6: Struktura mikrotubulu —A) molekula tubulinu (dimer podjednotek- a 3-
tubulinu). B) skladba mikrotubulu ze 13 paralelnich protofilamgievzato a upraveno z (94)).
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V eukaryotnich bilkdch dochazi k expresgkolika izotypal obou tubulinovych
podjednotek, které jsou kdédovardetnou rodinou gein (106, 107). U obratlovc
existuje sedm izoforen3-tubulinu, které byly identifikovany na zakkadozdilné
sekvence 15 AMK jinak vysoce konzervativni C-koneaomeény a jsou specifické pro
uréité tkaré (108, 109). Pro neuronalni tkge specifickyp-tubulin idy Ill. Vyjimkou
neuron-specifické povah§-Ill tubulinu je zvySena exprese této izoformy &kterych
nadorovych biikach (110, 111).

Mikrotubuly v buice vyfistaji ze specializovanych organiméch center
(mikrotubuly organizujici centrum — MTOC), tzv. ¢ezomi (106).

Mikrotubuly nikdy nepracuji osamocé&n Jejich funkce zavisi na velkém
mnoZstvi proteif, které se k nim vazi. Tzv. s mikrotubuly asociavamnoteiny (MAPS)
propojuji mikrotubuly mezi sebou, nebo s mikrofikamty, stednimi filamenty, zajiduji
interakce s buwtnymi organelami a plazmatickou membranou. Gidjv rychlost
polymerace mikrotubuil

Vybézky neurori se daji povaZzovat za zvlastni strukturu, na kssr@odileji
piedevsim mikrotubuly. Neuronalni tkge ze vSech zivasnych tkani nejbohatsi na
tubulin, protoZze axony a dendrity jsou plné mikimtlarnich svazk Tubulin tvai
20 % mozkovych protein(112). V nervovych hikach sméiuji vS8echny mikrotubuly
v axonu stejnym semem; svymi pluskonci k axonovému zakdeni. Orientované
mikrotubuly vytv&eji systém drah pro sfrovani transportu latek, které jsou
syntetizovany vdle buiky a jsou patbné v axonovém zakéeni (nap. membranové
proteiny dilezité pro fist axori, proteiny utené k sekreci a vyrobené & buiky,
membranové Wky, synaptické réchyiky, organely¢i dalSi burgéné komponenty).
V opa&ném snéru prepravuji nap ,staré“ membrany k jejich nasledné degradaci
v lysozomech vée buiky, ristové faktory a jejich receptory. Tento transpkiery zde
v pripadt axoni prekonava délku i #kolika metd, je umozin diky molekulovym
motorim (104, 113).
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1.5 Axonalni transport a molekulové motory

Neurofilamenta jsou fendSena pomoci axondlniho transportu rychlosti
0,25-3 mm/den, coZ je mnohem mgnez je pohyb za pomoci molekulovych mator
(105). Molekulové motory jsou bilkoviny vazané kknaitubulim. Premenuji energii
ziskanou z hydrolyzy ATP v mechanicky pohyb. Magidnak vazebné misto pro
tubulin, ale i schopnost vazat se na povrch membran

Syntéza dlezitych proteiri probiha pouze \&ke nervové biiky. Latky potebné
pro vyzivu a funkci axoin a synapsi tedy museji byt do axdransportovany. RozliSuji
se dva typy axonalniho transportu — rychly a poraalynalni transport.

Rychly transport je zodpeédny za pohyb membranovych organel (rychlosti
priblizn¢ 50-200 mm za den) jak snem k synapsim (antegradni transport) takdt zp
k télu bunky (retrogradni transport). Naproti tomu za pohytoskeletalnich protein
a enzyni dulezitych pro vyvoj a vyzivovani neurarje zodpo¥dny pomaly transport
(114, 115). Antegradni transport probiha za poraelié rodiny kinesinovych protén
Jedna se o proteiny pohybuijici seliés-konci mikrotubuli. Retrogradniho transportu,
smérem z@t K t€lu buiky (minuskonec), se €astni dyneiny.

Molekulové motory vyuzZivaji k transportu nakladudgb drah v cytoplazs)
vyty¢enych mikrotubuly a aktinovymi vlakny, energii uiol’anou Bhem hydrolyzy
ATP (obrazek 1-7).
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Obrazek 1-7: Rodina kinesifi a cytoplazmaticky dynein — transport organel poci&otubui

v axonu (pevzato a upraveno z (113)).
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Zpusob, jakym jsou neurofilamenta transportovanastava stale otazkou
k diskuzim. Pro tento transport existuji dva modgdi§odel podjednotek”, kdy NF jsou
rozloZzeny na jednotlivé podjednotkiymalé oligomerydsré pred transportem. Druhym
modelem je ,model polyméf, ktery piipousti transport NF ve forérintaktnich (celych
a neporusenych) filament (116).

Z dosavadnich studii byl prokazan jak pohyb nepmmyéh filament, coz by
silné podpdilo teorii polymerniho modelu, tak i filamentovyatast&éek pi studiu

neurofilament a vimetinu (117-120).

1.6 Vlastni cytoskeletalni antigeny u paciehs RS a ALS

Podjednotky neurofilament se aktévnicastni v patogenezi axonalniho
poSkozeni a degenerace jednak jakeooci onemoceéni a jednak slouzi jako markery
progrese onemoe¢ni (121).

Vysoce fosforylované podjednotky neurofilament NFdé¢ za normalnich
podminek nachazeji pouze v axonech neiriako sodast neurofilamentového tripletu
a je mozné vyuzittkké podjednotky jako markeru ukazujiciho na axdangbskozeni
nebo degeneraci. Fosforylace NF-Hize byt zvySena u paciénts primarg ¢i
sekundara progresivni fazi RS (122).

NF-L jsou sodasti jen mal&asti €la nervovych buék a dendrii ve srovnani
saxony (123, 124). Lehké podjednotky neurofilamesgt mohou z parenchymu
nervovych bugk uvoliovat do mozkomisniho mokuide nez podjednotkyike diky
své mensi molekulové hmotnosti a nizS§imu stupriofgkace a také mohou byt rychleji
degradovany (97, 125).

| kdyZ by se mohlo fedpokladat, Zze poruchy hematoencefalické bariéry by
mohly ovliviovat koncentraci NF-L v mozkomiSnim moku, je tentliv pouze
zanedbatelny (124). U zdravych jedinoejsou hodnoty NF-L v moku dfitelné,
zatimco ¥tSina osob s ditymi neurologickymi poruchami, n&pALS, cévni mozkoveé
piihody, RS¢i Alzheimerova choroba, @ize mit tyto hladiny zvySené (5).¢které
studie také ukazaly zvySeni NF-L v moku u padiesRS nebo s CIS a také &cl,
ktefi do 3 let konvertovali k diagnostikované RS (40yySené hladiny NF-L v moku
byly také pozorovany v dékakutniho relapsu, u paciérg potvrzenymi lézemi na MRI
a stejr tak u pacient s vySSim p&tem relaps (40, 124). Byly také sledovany hladiny
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NF-L v zavislosti na pibe¢hu, zhorSeni stavu a po atace RS. Hodnoty byly wprv
vysoké, them 1-2 nisial pak dochazelo k jejich poklesu (124). Mezi hladindF-L

a mirou invalidizace gené pomoci EDSS nebyl nalezen konzistentni vztahteé
studie vazbu prokazaly (121, 124), jiné nikoli (L28orgren a kol. popsali vyznamné
korelace zvySenych hladin NF-L v moku s progresmaocréni RS (127). Koncentrace
NF-L nezavisi na &ku, pohlavi¢i na délce trvani choroby (126-128). Konverze
onemocgni z relaps-remitujici formy RS do sekundérmprogresivni RS je
pravdEpodobrjsi u pipadu vysokych hladin NF-L v moku (ve srovnani adihami,
které jsou sotva detekovatelné) (129).

Hladiny NF-M zatim nebyly u pacient s RS sledovany. Hladiny
fosforylovanych a vysoce fosforylovanych forem NFMRF-Hsyizs @ NF-Hswizg) byly
ve srovnani s kontrolami z&& zvySeny nejen u pacians CIS, ale také u paciént
s optickou neuritidou, jako jednim %ipnaki RS (130, 131). ZvySeni bylo také
pozorovano u pacieints RS, avSak nebyly pozorovany zadné rozdily vihadh NF-H
v moku u jednotlivych forem onemo&m RS — primaré progresivni, sekundan
progresivni a relaps-remitentni (56, 128). &kalika studiich byly potvrzeny vyznamné
korelace mezi hladinami NF-H v mokizhledem k EDSS u paciéns CIS i RS (122,
125, 132). Bylo také zji8ho, Ze stupe fosforylace neurofilament (pafn hyper-
fosforylovanych a fosforylovanych NF-H) byl 8kraty38i u pacierit s €Zkym
postizenim RS (97). Pro hodnoty NF-H v séru nebyybzorovany zadné korelace
s EDSS a nebyly také zj&ty zadné korelace s §@tem relapsé (131). NejvysSi hodnoty
NF-H v moku byly nalezenydhem relaps (125, 132). Brettschneider a kol. ukazali,
Ze vhodnou kombinaci hodnot MRI a hladin NF-H v mdde da zvysit jinak nizka
moznost pedpowdi prechodu z CIS do klinicky definitivni RS (132). Nakiad
3letého sledovani paciéntbylo pozorovano zvySeni NF-H v moku u pacient
s chronickou primarni nebo sekundarni progresi BS wnpacierit v relaps-remitujici
fazi (122). Vysokeé hladiny NF-L nebo NF-H v mozkd@&miim moku by tedy mohly byt
negiznivym prognostickym znamenim u RS.

Krom¢ neurofilament hraji v axonalnim cytoskeletuileZitou roli take
mikrotubuly. ZvI4s¢ pak a- a B-podjednotky tubulinu a s mikrotubuly asociované
proteiny MAPs (40, 56, 133). ZvySené hladiny tubuliv mozkomisnim moku byly
zjisteény u pacient s primarg i sekundaré progresivni formou RS ve srovnani s relaps-

remitujici RS a skupinou kontrol (121).
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U ALS neni do dneSni doby znam Zzadny specificky kerarvhodny pro
diagnostiku tohoto onemoémi. Neékteré studie se tak zabyvaji hledanim a analyzou
proteini mozkomisniho moku, které by mohly hrat roli v diagtice ALS (68, 134,
135). Obeca plati, Ze tyto studie ukazaly na zvySené hladieyrofilament a tau-
proteinu v mozkomisnim moku paciérg ALS. AvSak pro klinickou praxi jeutkzité
rozliSovat mezi onemoé&nim ALS a poruchami, které ALS pouzé&pgmminaji. Reijn
a kol. zjistili (134), Ze u pacieints ALS byly vyznamré zvySeny pouze hladiny NF-L
a NF-H. Ostatni sledované markery — tau, fosfo-&L00 protein, MBP $-amyloid
Zzadné signifikance nevykazovaly. Velmi slabé kareldyly pozorovany mezi délkou

trvani nemoci a hladinami MBP, NF-L a NF-H.

1.7 Protilatky proti neuronalnim antiges#m

Jak jiz bylo zmigno v Uvodu, roztrousena skleréza je autoimunit@noocrEni,
pii kterém dochazi k poskozeni nervové tkadbouravanim myelinu a nasleédn
k rozpadu axoir Tim dochazi k uvalovani strukturnicktasti cytoskeletu, jako jsou
praw neurofilamenta, tubulin, tau-protein a dagdteiny asociované s mikrotubuly.
Stanovovani autoprotilatek protémito strukturdm slouzi jako marker axonalniho
poskozeni.

Podrobgji se zminim o anti-myelinovych protilatkach a piagkach proti

neurocytoskeletalnim strukturam.

1.7.1 Antimyelinové protilatky

Moznymi teki autoreaktivnich T-lymfocyt u onemoc#ni RS jsou sotasti
obali axoni, myelinové nebo oligodendrocytarni proteiny. Hlawn proteiny
autoimunitni imunopatologické reakce jsou: myeljpdazicky protein, proteolipidovy
protein, myelinovy oligodendrocytarni glykoproteia glykoprotein asociovany
s myelinem (obrazek 1-8).

Myelinovy bazicky protein (MBP), ktery je pokladaa hlavni autoantigen
v patogenezi RS, t¥d nejwtSi podil mezi myelinovymi proteiny v CNS, asi 30 %
Dlouhou dobu byl v pafedi zajmu ve spojeni s EAE. Aminokyselinova sekeenc
tohoto proteinu je u &Siny Zivaisnych druli obdobnd a molekulovd hmotnost je

okolo 18 500 Da (136). MBP je lokalizovan na cyagwhatické strah myelinové
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vrstvy. U tohoto proteinu byly prokazany shody v KMekvenci na pozicich 84-101
napg. se sekvencemi hemaglutininu virutighky, polymerazou HBV, proteiny wir
spalntek a EBV. Je tedy zajimavé, Ze k indukci onengo€stai shoda jen v &kolika
aminokyselinach proteinu MBP.

DalSim slibnym antigennim kandidatem je myelinoviigadendrocytarni
glykoprotein (MOG). Rvodre byl identifikovan jako hlavni cil demyelinizai
protilatkové odpowdi u experimentalni autoimunitni encefalomyelitidgyvolané
imunizaci tkédovymi homogenaty CNS (4, 43). Titsice nepatrnodast myelinovych
proteini, avSak tento glykoprotein je pro myelin specifickfyskytuje se pouze na
vnejSi strak myelinové pochvy a plazmatické membrany oligodeoghu a je silg
imunogenni. Jako jediny #dhto proteii m& na svém povrchu motiv (doménu)
podobny imunoglobulinu a poskytuje cil pro protilatptitomné v extracelularnim
prostoru. Tato doména je unikatni v tom, Ze obsatencefalitogenni T-bwtiné
epitopy, které vyvolavaji EAE u potkanmysi a kosmah (35, 137, 138). Patologie
téchto zvfecich modédl se silk podoba pibéhu RS u lidi. Akoli byly tedy popséany
zvySené hladiny protilatek proti MOG u paciens RS, jejich Gloha v patogenezi
onemockni zistava stale nejasna (139). Zejména nejsou dosiaforénace tykajici se
¢etnosti nebo titru hladiny protilatkové odgoW proti extracelularni domémMOG-Ig,
kterd je cilem patogenni odpmi na tento antigen.

Funkéné vyznamné molekuly v hice jsoucasto sotiasti nadmolekularnich
komplexi. Obdob® membranové molekuly nejsou izolovany, ale jsou kéna
propojeny s dalSimi strukturami povrchunky. Pri imunopatologické autoimunitni
reakci tak doch&zi k roz8vani reaktivity fivodre namfené proti MBP i u¢i MAG,
MOG a PLP, ktery je transmembranovym proteinemozehegativi nabity konec je
v extracelularnim prostoru a klatin nabitd ¢ast sn&fuje do cytoplazmy.
Imunopatologické procesy tak maji zesilujici potéh@a po prolomeni tolerance
vlastnich struktur zasahuji dalSi &era nakonec se projevuji klinickyretelnym

posSkozenim.
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Obrazek 1-8: Schematické znazatni hlavnich proteifn (autoantigeft) myelinovych obal

(ptfevzato a upraveno (43)).

1.7.2 Antiaxonalni protilatky

Pritomnost protilatek proti neurofilamemh byla studovana a popsanaady
onemockni. Toto by mohlo mit zejména vyznam u chronickyatemocsni, kde
axonalni degenerace vede k neustalémunaw@dini neurofilament a tim dochazi ke
stimulaci imunitniho systému.

Protilatky proti NF byly nalezeny nejen u pacierd RS, ale i u pacieint
s revmatoidni artritidou, neuropatii a ALS (128).

Axonalni poSkozeni a néasledné uimlani neurofilament by mohlo vést
k sekundéarni imunitni odpesli zavislé na T-bokach, jako odpodd’ na cizi antigen
(140).Casti cytoskeletu a myelinu uvmvané z neuranjsou odstraovany makrofagy,
které putuji smrem k perifernim lymfatickym uzlinam (56). Mimo tohou protilatky
proti neurofilamentm vznikat na zéklad kontaktu s cizorodymi (exogennimi)
antigeny, nap virovymi peptidy s podobnou aminokyselinovou sshkei nebo mohou
nasledg zkiizere reagovat s neuronalnimi antigeny (141). Autoirminieakce niené
proti vlastnim antigeim nervovych buék se mohou podilet na axonalnim poskozeni
a trvalém postizeni u RS (59), ale také mohou egtpivodnim jevem onemogni
(141, 142).
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1.7.3 Autoprotilatky proti cytoskeletalnim proteinam u ridznych

neurodegenerativnich onemocéni

Protilatky proti cytoskeletalnim protégim u riznych neurologickych
onemockni byly popsany v &kolika pracich (128, 142-148).

V nasich studiich jsme zjistili, Ze intratekalnh$$za imunoglobuli IgG a IgM
anti-NF-L protilatek se mezi podskupinami paciestRS (RR, SP, nelfdP), nebo mezi
pacienty s CIS a RS ve srovnani s kontrolami nij@ksi (142). Na druhou stranu,
intratekalni syntéza protilatek anti-NF-L IgG kanel s MRI daty nagtenymi pro
mozkové atrofie (128). Bylo také zj#to, Ze hladiny anti-NF-L protilatekity 1gG
v séru byly vyrazé zvySené u pacieints primarg-progresivni formou RS ve srovnani
s kontrolni skupinou pacieint fiznymi neurologickymi onemo&nimi nebo zdravych
kontrol (149). Nkteré studie dokonce potvrdily vyznamné korelacé-MMR-L 1gG
indexi v séru i mozkomisnim moku vzhledem k hodnoceniqureDSS nebo MSSS
(148, 150). Nebyly vSak potvrzeny korelace anti-Nprotilatek vzhledem k&ku nebo
doke trvani onemocini s EDSS (128, 149). | kdyZkteii autdi ukazuji jak korelace
mezi protildtkovymi indexy anti-NF-L IgG, tak hladiu anti-NF-L IgG protilatek
v mozkomisnim moku a dobou trvarted diagndézou onemoéni a LP (148). ZvySena
intratekalni syntéza protilatek proti NF-L byla gapa u paciefts progresivni formou
RS. U pacient s RS byl také popsan vzajemny vztah mezi markéfi@a mozku
a intratekalni syntézou anti-NF-L protilatek Ig&@1. Zvysena hladina protilatek proti
NF-L byla zjiS€na u pacierit s primarg progresivni formou RS (149).

Ohledrg anti-NF-M protilatek bylo zji&no, Ze intratekalni syntéza
imunoglobulini téidy IgM a IgG byla vyznamh zvySena v ramci vSech podskupin
pacientt s RS ve srovnani s kontrolni skupinou padientiiznymi neurologickymi
onemocgnimi nebo u zdravych kontrol (143). Samotna hladiné-NF-M protilatek
vSak nekoreluje s Zadnym klinickym projevem onendaciRS (143). Byla tak ukazana
korelace mezi intratekdIni syntézou anti-NF-M pévtk tidy IgG a pébéhem
onemocgni, ale nebyly pozorovany Zadné korelace mezi tieltédni syntézouéthto
protilatek vzhledem ka&ku, pohlavi, délce trvani onemdaen a EDSS (143, 150).
V nedavnych studiich byla pozorovana zvySena igltahi produkce protilatek proti
NF-M u pacieni s RS (143), ale ne uipadu protilatek proti NF-L (142, 143).

U studie protilatek protiggkym rettzcim neurofilament v séru i moku paciént

s RS byly nalezeny obdobné hladigglito protilatek v ramci vSech sledovanych skupin
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pacienti (RR, PP, SP a RS) (148). Zajimavosti je, Ze didist kterou provadi Silber
a kol., by hladiny anti-NF-H protilatek v mokuéhy ukazovat souvislost s dobou trvani
onemocgni pied LP a vzhledem k EDSS (148), avSak jiné vyzkusiéiny Zadnou
takovouto korelaci s EDSS neprokazaly (128, 132).13

Anti-tubulinové protilatky pak byly zvySeny u paoté s RS (152), ale ne vzdy
byla tato pozorovani dalSimi studiemi potvrzena3jl&ilber a kol. (148¥ice ve své
studii ukazal na vyznamné korelace anti-tubulindvgeotilatek v mozkomisSnim moku
a indexu anti-tubulinovych protilatek MMM/sérum Vetlem k EDSS, kdeZto naSe
pokusy nic takového neukazaly (150, 152). Nebykgtdokazany Zzadné korelace anti-
tubulinovych protilatek v souvislosti €kem ¢i délkou trvani onemoemi (148, 152).
ZvySend produkce protilatek proti tubulinu je pam@na jak u neurodegenerativniho
onemockni, tak u mozkového traumatu (133, 144, 147). Kasrél vztahy €chto

protilatek vSak byly prozkoumany velmi okra§o{d48, 153).

1.7.4 Protilatky u pacienti s ALS

U pacienti s ALS se hledaji vhodné markery, jak v mozkomiSmiaku tak séru
pacienti, ve snaze pochopit patogenezi onerda€ii68, 154, 155).

Vztah mezi pitomnosti autoprotilatek u ALS a poSkozenim netrareni
objasrn. Zatim nebyl prokdzan Zadny antigen ani prot@atteré by byly specifické
pro ALS. Prvni znamky sdcici o autoimunitnich mechanizmech u ALS pochézeji
z experimentélnich modelEngelhardta a kol. (156). Autoimunitni teorie viebla
Z pozorovani, Ze sérum paciens ALS ve tk#éiové kultde posSkozuje axony
motoneurofi (157). Autoimunitni humoralni odp&¥ muaze vznikat diky uvalovani
cytoskeletalnich proteinv disledku poruchy motoneuronu a nasledné wamotilatek
proti nim.

N¢které protilatky, detekované gznoucetnosti vyskytu, jsou spojené itym
typem onemoacimi ALS. Jedna se o protilatky proti gangliasid (158), proti CA
kanahm (159), proti neurofilamentovému tripletu (146,7)14proti Fas proteinu (160),
proti tubulinu, kyselému gliovému fibrilarnimu petu (GFAP),B-amyloidu, S100
a tau-proteinu (147) a proti receptor acetylcholinu (156, 161). Protilatky proti
neuronalnimantigerim byly, ve \tSiné studii, detekovany v séru. 2my profilu
autoprotilatek v mozkomisnim moku paciest ALS zatim popsany nebyly (147, 162,

163).
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Sérové protilatky proti NF velmiasto detekované u paciérg ALS (146) byly
téz zvySeny u pacieit po cévni mozkové ifhod (164). Autoprotilatky proti
neurofilamenim v MMM a séru ALS pacieitjiz byly popsany tive (146, 147).
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2 Cile vyzkumné prace

Axonalni poskozeni, obe&ru neurodegenerativnich chorob, postihuje diéizn
mozek a michu jiz odasnych stadii onemoéni. i axonalnim peruseni dochazi
nejen k poskozovani, ale i degeneraci, coz by mebki k uvahovani neurofilament
a dalSich strukturnich¢ésti cytoskeletu. Typickymi cytoskeletalnimi billkaami
nervovych buik jsou neurofilamenta a pro neuronalnitikepecificky B-tubulin 111.
Vzhledem k autoimunitni povaze onem&ehRS acéste&né i ALS se mohou vytvéet
protilatky proti specifickym strukturam axanProtilatky proti €mto strukturam by se
pak mohly podilet na dalsim poSkozovani axonu. Kdazaistava, zda autoimunitni
atok namieny proti €mto jinak skrytym antigaeikm miZze byt provazen tvorbou
protilatek jako vedlejSi projev autodesténkch proces. Anti-cytoskeletalni protilatky
v séru a MMM u paciefits RS¢i ALS bez ohledu na jejich primarni nebo sekundarni
roli tak obec® mohou odrazet axonalni patologii. Av@ddu, Ze vzajemné korelace mezi
anti-cytoskeletalnimi protilatkami byly prozkoumajgn okrajo¢ (148, 153), jsem se
v této studii zarérila na gitomnost protilatek proti NF-L, NF-M u paciéns ALS. U
pacientt s RS jsem studovala anti-tubulinové protilatky. tisF protilatky byly
analyzovany v naSichredchozich studiich (142, 143, 150).

Cilem nasi studie bylo:

1. zhodnoceni protilatek proti lehké arestni podjednotce neurofilament v séru

a mozkomisnim moku paciéns ALS. Déle nés zajimala jak souvislost mezi

anti-NF-L a anti-NF-M protilatkami v séru a MMM, kasoltasre mezi déma

druhy anti-NF protilatek navzajem.
2. zhodnoceni protildtek proti tubulinu v séru a manrk&nim moku u pacieint

s RS. Bhem této studie byly sledovanyizné populace anti-tubulinovych

protilatek tidy IgG a porovnavaly se dvizné ELISA metody.

3. testovani dvou odliSnych driathantigedi — howzi tubulin a synteticky
oktapeptid tubulinu s AMK sekvenci specifickou preuronalni lidsky tubulin

(tfida 1l B-tubulin). Pokusila jsem se &iit, existuje-li rEjaky vztah mezi anti-

TUb a anti-TUs protilatkami. Snahou pak bylo Zzjisteda se &ak IiSi

protilatkové odpovdi vséru a MMM a také odhadnout podil neuron-

specifickych protilatek proti tubulinut¢i celému spektru anti-tubulinovych
protilatek a jejich intratekalni syntézy. SnazZitem se tak zhodnotit vyznam
protilatek proti tubulinu pro klinickédely a to zejména u paciéns RS.
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3 Metodika a soubory pacienti

3.1 Material

Chemikalie:

e azid sodny (Merck, Bmecko)

« howzi sérovy albumin (BSA), lyofilizovany (Sevapharaas.,CR)

« howzi sérum (farma Uheice-ZVOS Hustopée a. s.CR)

« dihydrogenfosforénan draselny (p.a., Lachen@R)

« G-PEM purf (80 mmoltPIPES, 1 mmoliMgCl,, 1 mmol-'EGTA,
1 mmol-* GTP, pH 6,8. VIDIA spol. s r. oCR)

« hydrogenfosforénan sodny, dodekahydrét (p.a., Pe6f)

» hydrogenuhliitan sodny (p.a., Lachem@Rr)

« chlorid draselny (p.a., Lachem@R)

« chlorid sodny (p.a., Lachem@Rr)

» kyselina sirova (96% p.a., Penta)

» thimerosal (thiomersal) (MP Biomedicalc Inc., Friayc

e TMB-Complete (chromogenni substratovy roztok 3,3‘/fetramethyl-
benzidinu s peroxidem vodiku a stabilizatory préellei peroxidazové aktivity.
Test-Line, s. r. oCR)

*  Tween 20 (Carl Roth GmbH,dnecko)

Antigeny, konjugéty a ostatni material:

* neurofilamenta — antigeny NF-L (68 kDa) a NF-M (1Da) izolované
z howzich mozK, lyofilizované, ¢istota > 98% dle SDS-PAGE elektroforézy
(Progen Biotechnik, Bimecko)

e tubulin (z ho¥ziho mozku), lyofilizovany;¢istota >99% dle SDS-PAGE
elektroforézy (Cytoskeleton, USA)

» konjugat SWAHuU/IgG HRP - Pra&eprotilatky proti lidskému IgG zri@né
kienovou peroxidazou (Sevapharm@R). Po zaniku Sevapharmy, konjugat
nahrazen: GoAHu/IgG HRP - Kozi imunoglobuliny pradiskému IgG zn&né
kienovou peroxidazou (SouthernBiotech, USA)
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* ELISA-VIDITEST human antp Ill Tubulin IgG — kome¢n¢ dostupna ELISA

souprava pro stanoveni protilatek prdilll-tubulinu téidy 1gG v séru a

mozkomi$nim moku (VIDIA spol. s r. €CR)

e stripy — individualg vyjimatelné 8stripy v rand&u formatu 96jamkové
destitky. Immund™ Modules, MaxiSorp (NUNC A/S, Dansko)
« filtracni systém Nalgene, série MFT5 PES (NALGENE Labware, USA)

Roztoky:

Fyziologicky roztok (PBS), pH 7,2:

Redici roztok:

Redici roztok pro konjugét:

8,0 g NaCl

0,2 g KClI

0,2 g KHPO,

2,9 g NaHPOy-12 HO

doplnit do 1000 ml destilovanou vodou

a upravit pH na hodnotu 7,2

1% BSA v PBS

10% roztok ho¥ziho séra v PBS
(6 ml howziho séra + 54 ml PBS)

Pracovni roztok konjugatu: konjugat SwAHu/lgG HRP byl fied pouzitimiedin

5000xtedicim roztokem pro konjugat. Konjugat GoAHu/IgG PRyl ged pouzitim

feddn 4000x.

Promyvaci roztok:

117,0 g NaCl

0,1 g Thiomersal

10,0 g Tween 20

doplnit do 1000 ml destilovanou vodou.

Pripraveny zasobni roztok se filtruje do sterilniahvi. Filtra&ni systém Nalgene. Takto

piipraveny roztok je koncentrovanyidel pouzitim nutno rfadit 20x,

42



Zastavovaci roztok (2 mol-T kyselina sirova) 5,6 ml HSQ, doplnit do 50 ml destilo-

vanou vodou.

Vazebny roztok 21 g NaHCQ@

0,25 g azid sodny

doplnit do 250 ml destilovanou vodou
Hodnota pH by mda byt 9,1-9,2. Hpadna uUprava pH se provadi roztokem
5 mol-I* NaOH. Takto fipraveny zasobni roztok je koncentrovanyed® pouZitim
nutno naedit 100x%.

3.2 Pristroje

Pevné vzorky byly vazeny na analytickych vahach A8 (Denver
Instrument, Nmecko).

Pro méteni a Upravu pH byl pouzit pH-metr Conductometer-TK (Radelkis,
Mad’arsko).

Promyvani mikrotitranich destiek bylo provadno pomoci rani promyvaky
Nunc-Immund™ Wash 8 (NUNC, Dansko).

Absorbance byla gfena i 450 nm a 620 nm na destovéem spektrofotometru
Sunrise (TECAN, Svycarsko). Pro ovladani spektmfaitru z poitace a vyhodnoceni
nantienych dat byl pouzit software Magellan.

Koncentrace albuminu a celkovych imunoglobdalittidy G (IgG) v séru
a mozkomisnim moku byly &eny imunonefelometricky na analyzatoru IMMAGE
(Beckman Coulter, Immunotech, USA).

Destitky byly inkubovany v termostatu Incuf86 Melag (Melag, Mmecko)

3.3 Statistika

Ke statistickému zpracovani dat byl pouZit progr8matistica (StatSoftCR).
Nejdtive byla zjiSéna distribuce dat a vzhledem k nenormalnimu roziobgly pouzity
neparametrické testy. Rozdily mezi skupinami bydgyrovany testem Kruskal-Wallis
a nasledé Mann-Whitneyho U testem. Vztahy mezi pramymi (protilatkami) byly
vyhodnocovany Spearmanovym kokglam koeficientem. Parovy Wilcoxdm test byl
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pouzit pro statistické analyzy opakovanychktemi a pro porovnavani ind@&xASl.

Hladina vyznamnosti byla u vSech tesastavena na p < 0,05.

3.4 Postup stanoveni anti-cytoskeletalnich protilatek

3.4.1 Priprava antigena

250ug jednotlivych lyofilizovanych antigén NF-L a NF-M pouZivanych
k potaZzeni jamek mikrotittaich destiek (stripi) bylo rozpu&tno v 200ul destilované
vody podle instrukci dodanych vyrobcem (celkovyenbj250ul). Vychozi koncentrace
proteini v takto ziskanych zasobnich roztocich antigbgla 1 mg/ml. Antigeny byly
naslede rozpipetovany do mikrozkumavek (typu Eppendorbyemu 20ul NF-L.

U NF-M byly alikvoty po 4Qul. Rekonstituované antigeny byly zamrazeny na Q0 °
atsne pred pouzitim rozpudhy ve vazebném roztoku. \Wipact NF-L byla
pozadovana koncentrace &/ml, u NF-M byla koncentraceig/ml.

Antigen tubulinu (25Qug), izolovany z ho¥ziho mozku, byl rozpu&h v 50 pl
G-PEM pufru (celkovy objem 5Ql). Aby bylo zabrasno snadné polymeraci tubulinu,
bylo poteba mit G-PEM puftadre vychlazeny a uchovavany na ledu. Koncentrace
tohoto zasobniho roztoku byla 5 mg/ml. Alikvoty Yyyrozpipetovany po 18l
a uchovavanyip-70 °C. Obdob#, pred pouzitim byly roedny vazebnym roztokem

na koncentraci fig/ml.

3.4.2 Stanoveni anti-cytoskeletalnich protilatek - ELISAmetoda

Protilatky proti antigem NF-L a NF-M a protilatky proti tubulinu byly &eny
pomoci metody ELISA (enzyme-linked immunosorbesag} popsanértve (128, 146,
148). Pro nasSe piaby jsem pracovni postup upravila.

Séra paciefit byla fedkna 400xfedicim roztokem. Stejny roztok byl pouzit
i k blokovani jednotlivych jamek a Kipraw kalibr&ni fady. Moky byly nanaSeny
neredéné.

Jednotlivé jamky mikrotitrénich destiek (stripi) byly potazeny fisluSnym
antigenem. Antigeny byly rozpu$ty ve vazebném hydrogenutitanovém pufru
(pH 9,6), mnoZstvi a koncentrace pouzitych anfiggsou uvedeny v tabulce 3-1.
Navazovani probihalofp4 °C pres noc. Destky byly poté 1 hodinu blokovanytip
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laboratorni tepl@a blokovacim roztokem v mnoZzstvi 2Q0jamka. Nasledovalo
promyti. Promyvaci krok byl opakovan vzdy 3x. Kazdéanka byla napkna 350-
400l promyvaciho roztoku pomoci doi promyva&ky. Takto naplgné jamky jsem
pied odsatim nechavala cca 30 sekund odstat. Poi adg&bku v poslednim kroku
promyvaciho cyklu bylo nutné tllladré odstranit zbytky promyvaciho roztoku
vyklepanim do savého materialu (btita vata). Poté bylo naneseno fgonaredinych
vzorki sér, mok (nefedny) a standard. VSe v duplikatech. Vzorky byly ibkuéany
2 hodiny @i 37 °C v termostatu. Po promyti bylo do vSech jam@etovano 10Ql
pracovniho roztoku konjugatu a inkubovalo se&toptermostatu $ 37 °C po dobu
90 minut. Barevna reakce vyvolanéidavkem 10Qul substrdtu TMB probihala 15-
30 minut, podle intenzity vznikajiciho modrého zafeai. Inkubovalo seiplaboratorni
teplogé ve tme (vicko desttky se zakrylo alobalem). Reakce byla poté zastavena
pridavkem 10Qu 2 mol-I* H,SO,.. Mé&feni absorbanceiip450 nm a 620 nm jako
referergni vinové délce bylo prov&do s minimalni prodlevou pdigani stoptinidla.

Vzorky séra a mozkomisniho moku od daného pacigyltaanalyzovany vzdy
na téze desice sodasre.

Jako kalibrani standard  jednotlivych stanovenich bylo pouzito &smé
sérum. Srsné serum jsemiipravila smichanim &kolika vzorki sér pacierit, které
jsem pouzivala pro optimalizaci naSeho ELISA posiup které vykazovaly zvysSené
absorbance. Z takto ziskanéhoésmeého séra jsem skipravila alikvoty o objemech
50ul, které byly uchovavanyip-70 °C. Redinim geometrickouradou jsem ziskala
kalibratni kiivku o osmi kalibranich bodech. Koncentrace nejvyssi standardy je
definovana jako 100 arbitrarnich jednotek. Arbiigednotky pro jednotlivé vzorky sér
a MMM pacienti a kontrolnich skupin byly tedy zj8ty z kalibr&ni kivky; u sér
musely byt hodnoty vynasobeiigdicim faktorem 400. Na obrazku 3-1 (A, B, C) jsou

znazorrny piiklady kalibra&nich Kivek protilatek proti danému antigenu.
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Tabulka 3-1: Prehled pouZzitych antigén

Antigen NF-L NF-M Tubulin

koncentrace 2,5pug/ml 5 pg/ml 5 pg/ml
objem na jamku 50 pl 50 ul 50

Obrazek 3-1: Grafické znazorni kalibranich Kivek protilatek proti jednotlivym tyjm
antigeri

(A) Kalibra¢ni kiivka protilatek proti lehké (NF-L) podjednotce nefilament

(B) Kalibraéni kiivka protilatek proti sedre t¢Zké (NF-M) podjednotce neurofilament
© Kalibrani kiivka protilatek proti tubulinu; haszi tubulin.
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Kalibracni krivka - protilatky anti-NF-M
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3.4.3 ELISA-VIDITEST

Protilatky protiplli-tubulinu, specifickému pro neuronalni iky, byly méreny
pomoci komein¢ dodavané ELISA soupravy (VIDIA spol. s r.0.). Jédse
o kvantitativni sendvovou analyzu. Na povrchu jamek mikrotitnd destéky je
navazan antigen — synteticky oktapeptid tubulinusskvenci aminokyselin (441-448
AMK) specifickou pro neuronalni lidsky tubulin. Neeunspecifickacast tubulinu je na
povrch jamek imobilizovana pomoci cysteinového ggma“ na N-konci. AMK
sekvence tohoto oktapeptidu (H-Cys-Glu-Ser-Glu-Skr-Gly-Pro-Lys-NH) odpovida

C-koncové sekvenci lidskélftubulinu tidy IIl.
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ELISA byla provadna dle standardniho postupu. &ra zbarveni riena i
450 a 620 nm bylaipmo un®rna mnozstvi anti-tubulinovych protilatek v testoyeh
vzorcich.

Séra pacieiitbylatfedtna 100xtedicim roztokem pro sérum, mozkomisni moky
byly nanaseny rfecné.

Do prislusnych jamek bylo pipetovano v duplikatech 10®&ontrolnich vzork
(pozitivni a negativni kontroly), sér a mokPo inkubaci, kter4 probihala 1 hodinii p
laboratorni tepla@t a nasledném promyti, bylo do vSech jamek pipetova@Opl
konjugatu zn&ného peroxidazou (Px-konjugéat). Inkubovalo sétdp hodinu i
laboratorni teplat Promyvaci krok se opakoval vZzdy 4x. Promyvactakbylo nutné
vzdy dokonale odséat a destii vysusSit poklepanim naisty filtraéni papir. Barevna
reakce vyvolanaijfdavkem 100ul substratu TMB probihala 10 minutipaboratorni
teplot ve tne. Vicko destéky bylo zakryto alobalem. Reakce byla poté zastaven
piidavkem 10Qul stopcinidla. Méteni absorbanceripd50 nm a 620 nm jako referani
vinové délce bylo provamo s minimalni prodlevou od zastaveni reakce.

Vzorky séra a mozkomisniho moku od daného pacigyltaanalyzovany vzdy
na téze desice sodasre.

Vysledky byly vyjadeny jako index (v), ktery byl vygten podle vzorce:
absorbance vzorku / cut-off hodnota. Cut-off hodndiyla utena vynasobenim
pramérnych hodnot pozitivni kontroly korékim faktorem (Kf). Kf byl vyrobcem
definovan vzdy pro danou Sarzi ELISA soupravy.

3.5 Soubory pacient

A. Studie pacienfi s RS

Anti-tubulinové protilatky byly analyzovany v MMM aéru 34 pacieits RS
a 30 kontrolnich jeding ktei podstoupili lumbalni punkci (LP) na zaktadutinniho
diagnostického vyseni (tabulka 4-1). Diagndza klinicky potvrzené R§/m@ pribehu
onemocgni v dol LP byly uceny podle danych kritérii (165, 166). Na tomto aélkl
byli pacienti s roztrouSenou sklerézou réiedi do skupin podle formy onemasni.
Patnact paciefit bylo klasifikovano jako relaps-remitujici (RR), nespacient se
sekundaré progresivni (SP) RS a Sest paciesitprimar progresivni (PP) formou RS.
P&t pacientt mélo Klinicky izolovany syndrom (CIS) a splnilo kriié pro ¢asnou
diagnostiku roztrousené sklerozy (15). Jedenadeptics RS nebylo f&d LP I€eno,
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dvanact paciefituzivalo imunosupresivnidbu (steroidy a/nebo azatioprin) a jedenact
pacienti bylo l&eno sodasré imunomodul@nimi preparaty (interferon beta nebo
glatiramer acetat) a imunosupresiwMira invalidity u pacient s RS byla hodnocena
pomoci tzv. Kurtzkeho Expanded Distability Statesl8 (167).

Kontrolni jedinci byli rozdleni do dvou zakladnich skupin. Skupinu normalnich
osob (CN) tvaili pacienti s bolestmi hlavy (nespecifické, migéeni), zavraimi,
psychogennimi¢i Unavovymi syndromy. VyS#&#ni a podrobné zhodnoceni stav
pacienti vSak nefineslo konkrétni vysstleni pro jejich potize. Pacienti ganymi
neurologickymi onemocmimi, jako jsou naip polyneuropatie, mozkova mrtvice,

meningitida nebo encefalitida, b kontrolni skupinu oznévanou CD.

B. Studie pacienti s ALS

Ve studii protilatek proti lehké a istdni podjednotce neurofilamentového
tripletu u pacient s amyotrofickou lateralni skler6zou bylo analyzow&8 parovych
vzorki sér a MMM a 20 pérovych vzaikod kontrolnich jedint. Diagnéza klinicky
potvrzené ALS v dobLP byla utena podle platnych El Escorialnich kritérii (89,).90
Tato kritéria slouzi fedevsim k odliSeni dvou zakladnich dypnemocgni ALS —
koncetinové a bulbarni. Mira invalidity u paciéns ALS byla hodnocena zkuSenym
neurologem pomoci stupnice Amyotrophic Lateral ®dis Functional Rating Scale
(ALSFRS), ktera slouzi jako neurologicky skrininkowastroj (168, 169). Na zaklkad
kombinaci &chto hodnoceni byli pacienti s ALS ra#eni do dvou podskupin: pacienti
s bulb&rni formou onemoéni ALS (BO) a pacienti s kaetinovym postizenim (KO).

Kontrolni skupinu tvéilo 20 osob, které tiy pirevazr nespecifickymi
bolestmi hlavy, vertebrogennimi bolestivymi syndsominavovym syndromem a;.
Nebylo zde Zadné podi&ni na strukturalni zémy, krvaceni nebo zénh

VSichni pacienti podepsali informovany souhlasc¢asti ve studii. Studii
schvalila Eticka komise 3. LF UK v Praze. Vzorky s¢eMMM byly do doby analyzy

skladovany v mrazicich boxech na -80 °C.
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3.6 Stanoveni zakladnich biochemickych marléea vypaty

Koncentrace albuminu a celkovych imunoglobilitiidy G (IgG) u vSech
parovych vzork sér a MMM byly ngteny v Centralni biochemické labor#ttstavu
klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN.aLF UK, Praha s laskavou pomoci
prim. Benakové. Koncentrace albuminu a celkovydB igséru a MMM byla pouzita
k vypaitu albuminového kvocientu () a IgG indexu.

Qab: Funkce hematolikvorové bariéry byla hodnocenalgalbuminového

kvocientu Qy,, ktery bere v ivahu koncentraci albuminu v MMMéaus

Album

Qup= T
AlE Albsérum

Qab Se vyuzivd khodnoceni miry poskozeni hematolibvér bariéry
a k vypatu intratekalni syntézy imunoglobutin Alboumin se v MMM netvédi, jeho
syntéza probiha v jatrech a do MMM se dostavadpées hematolikvorovou bariéru.
Albumin tvori priblizné 57 % celkové bilkoviny v MMM. ZvySena koncentrace
albuminu je vzdy znamkou poruchy bariéry (170).

Fyziologicka hodnota albuminu v MMM se pohybujeozmezi 112-354 mg/I
(171, 172). Porr albuminu v krvi k albuminu v moku zavisi naku a dolse koreluje
s funkci bariéry a cirkulaci moku. U osob star$ich let, I1ze zavislost normalnich
hodnot Qi, na Wku vyjadit rovnici: Qup - 16 = 4 + (Wk/15). Normalni hodnoty £,
jsou dany: do 15 let 5 - 10° do 40 le 6,5 - 1¢ a do 60 lek 8 - 10°(172). Poruchu
funkce hematolikvorové bariéry odvozenou odémmalbuminového kvocientu lze
roz&lit na lehkou, dedni a &kou. Za lehkou poruchu se povazuje zvySenp Q
(piislusného dle dku pacienta) o 1,5 - T0za stedni poruchu zvySeni hodnotyQdo
dvojnasobku hodnot normalu a z&kou poruchu se povazuji hodnoty vysSi nez
dvojnasobek normalni hodnoty.

Zvyseny Qp se nachazi u roztrouSené sklerdzy, chronické Hisetlitidy
a u nezagtlivych polyneuropatii. Patologické hodnoty album@ho kvocientu se
stredré téZkou poruchou jsou pozorovany u virovych encefilitichronickych
diabetickych a hypertenznich encefalopatii a u e@stbkych malacii CNS. &ka
porucha hematolikvorové bariéry bylprokazana u Guillain-Barrého syndromu,

u bakteridlnich meningitid, meningoencefalitid, efiaditid zpisobenych viremherpes
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simplex, vaskulitid CNS, systémového lupusu erythemes a u dkterych tym
nadoi, kde zalezi nejen na druhu nadoru, ale i na ln&eli(170, 172).

lgG index: Od sedmdesatych let dvacatého stoleti je znamdkohcentrace
albuminu v MMM pozitivig koreluje s koncentraci imunoglobulitgG.

Imunoglobuliny mohou do mozkomiSniho moku ve zvgSemie prostupovat
z krve @ poruSe hematolikvorové bariéry, nebo mohou bybdpkovany pimo
intratekal®é pii  onemocinich CNS. Intratekalni syntéza protilatek probiha
v perivaskulara ulozenych B-lymfocytech, které se diferencuji &zwhocyty. Mira,
jakou do intratekalniho prostoru prostupuji imurmdgiliny z krve, zavisi na stavu
hematoencefalické bariéry. Je-li jeji funkce zadrma nebo jen mitn poskozena,
difunduji skrze ni bilkovinyiznou rychlosti dle své molekulové hmotnosti.

V roce 1972 zavedli Delpech a Lichtblau IgG-ind&%&orec, ktery zahrnuje

ponery koncentraci IgG a albuminu v mozkomisnim mokarnu (172):

IgG - IgGI&-Hh-HH & Albsérum
index =
A |bh-1 (] |g Gse'rum

Obvykla hranice mezi normalni a zvySenou hodnotdpowidajici intratekalni
syntéze IgG vmoku je 0,7. Refeten hodnoty pouzivané pro hodnoceni
imunoglobulinového indexu jsou dany: IgG index §4,nes¥d¢i pro intratekalni
syntézu IgG; IgG index v rozmezi 0,54-0,75 nenou§tna intratekélni syntéza IgG;
IgG index ukazuje pro intratekalsiyntézu IgG. Vyhodou pouziti tohoto indexoveho
systému je jeho jednoduchost, avSak systém je ameaeacienty s normalni nebo jen
mirn¢ poruSenou funkci hematolikvorové bariéry.

K posouzeni intratekalni syntézy anti-tubulinovy@nti-TU) protilatek tidy
IgG byl pouzit tzv. specificky index protilatek (§147, 148, 170):

anti- TU synteticky €i bovinni v MMM
anti- TU synteticky €ibovinni v séru

celkoveélgG v MMM
celkove IgG v séru

Hodnoty ASI> 1,5 indikuji intratekélni syntézu specifickych pildtek.
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Podil neuron-specifickych protilatek ke vSem patkébm proti tubulinu byl

vyjadren jako kvocient:

anti-TU synteticky neuron-specificky oktapeptid tubulinu
anti-TU hovézi tubulin

Tento podil byl vypéten jak pro sérum (sérovy kvocient), tak pro hoginotmoku
(MMM kvocient) vzhledem hladinam anti-tubulinovyphotilatek:

sérovy kvocient:

anti-TU synteticky oktapeptid tubulinu .z, * 100
anti-TUW havézi tubulin oz * 400

likvorovy kvocient:

anti-TU synteticky oktapeptid tubulinu g,

anti-TUW hovézi tubulin g

Obdobr, k posouzeni intratekalni syntézy anti-neurofilatogych protilatek
téidy IgG byl pouzit ASI ve tvaru (147):

anti-NF{(-L-MlgG v MMM
anti-MF(-L-IWM)lgG v séru

celkové lgG v MMM
celkovélgG v séru
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4  Vysledky

Stanoveni anti-tubulinovych a anti-neurofilamentdvy protilatek bylo
provedeno podle pracovnich posiupvedenych vySe (kapitola 3.4), které jsem zavedla

v ramci mé disertai prace.

4.1 Protilatky proti tubulinu

Zakladni klinické udaje v mozkomisnim moku a séaujshrnuty v tabulce
4-1.

Tabulka 4-1: Klinické a laboratorni ndlezy u paciérs roztrouSenou sklerézou

Skupiny pacient U RS CD CN
Pocet pacientu 34 13 17
Zenské pohlavi n (%) 19 (56) 12 (92) 15 (88)
Vék v dobé LP (roky) 39 (31 -50) 46 (38 — 53) 36 (26 — 45)
Trvéni choroby do doby
5,0(3-13) n.a. n.a.
LP (roky)
EDSS v dobé LP 3,5(1,5-5,0) n.a. n.a.
Lééba
Zzadna 11 n.a. n.a.
pouze imunosupresivni 12 n.a. n.a.
imunosupresivni a
] 11 n.a. n.a.
imunomodulaéni
IgG index 0,81 (0,6-1,13) 0,52 (0,47-0,58) 0,51 (0,49-0,60)

Hodnoty jsou uvedeny jako po¢et nebo median (rozsah, 25. a 75. percentil).

n = pocet; RS = roztrouSsenad skler6za; CD = kontrolni skupina, pacienti s rdznymi
neurologickymi onemocnénimi; CN = normalni kontrolni jedinci; EDSS = Expanded Disability
Status Scale; LP = lumbalni punkce; IgG = imunoglobulin; imunosupresivni |é¢ba = steroidy
nebo azatioprin nebo oboji; imunomodulaéni IéEba = interferon-beta nebo glatiramer acetét; n.a.
= data nejsou znama; IgG index = (IgG v MMM/IgG v séru) / (albumin v MMM/albumin v séru),

ukazujici intratekalni syntézu IgG. Patologické hodnoty jsou nad 0,7.
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4.1.1 Zhodnoceni protilatek

4.1.1.1 Vztah mezi hladinami anti-tubulinovych protilatek v zavislosti na

pouzitém antigenu v séru a mozkomisnim moku

Hladina protilatek proti tubulinu v MMM, kdy byl kd antigen pouzit hazi
tubulin, odpovidala hladinprotilatek proti neuron-specifickému oktapeptidibulinu
v ramci vSech sledovanych skupin padernRS: r = 0,8, p < 0,0001; CD: r = 0,8,
p < 0,005; CN: r = 0,5; p < 0,05). Byla také prakda slaba korelace mezidoha typy
téchto anti-TU protilatek v séru ve skupipacieni s RS. U kontrolnich skupin zadné
tyto korelace pozorovany nebyly; (RS: r =0,4; p,85; CD: r =0,2, n.s.; CN: r=0,4,
n.s.).

4.1.1.2 Hladiny anti-tubulinovych protilatek v séru a mozkomiSnim moku

Hladiny anti-tubulinovych protilatek byly hodnocesgmostat pro kazdy typ
pouzitého antigenu.

V pripact ELISA metody, kdy byl jako antigen pouzit Rav tubulin, byly
zjistény statisticky vyznamh zvySené hladiny protilatek v MMM u paciéns RS ve
srovnani s kontrolni skupinou CN (p < 0,001). Htadit¢chto anti-tubulinovych
protilatek (anti-TUb) byly také zvySeny v kontrolskupiré CD v porovnani s CN
(p < 0,05). Hladiny protilatek se vSak neliSily mskupinami RS a CD (obrazek 4-1A).
V séru nebyly pozorovany zadné rozdily mezi hladiinanti-tubulinovych protilatek,
v ramci sledovanych skupin (obrazek 4-1B).

P pouziti ELISA metody s oktapeptidem tubulinu, gakntigenu navdzaného
na povrch jamek, byly prokadzany statisticky vyznammssi hladiny protilatek (anti-
TUs) v MMM u skupiny RS ve srovnani s CN (p < 0,00Sebyly pozorovany zadné
odliSnosti mezi zbyvajicimi skupinami, v ramci karthich skupin CD a CN a skupinou
RS pacient v porovnani s CD. Hladiny sérovych anti-tubulinokiyprotilatek se mezi

sledovanymi skupinami neliSily (obrazek 4-2A, 4-2B)
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Obrazek 4-1: Hladiny anti-tubulinovych (anti-TUb) protilatekmozkomisnim moku a séru. Jako antigen byl poubitltn izolovany z ho¥zich mozk.

(A) Hladiny anti-TUb protilatek v mozkomisnim moku acgenti s roztrouSenou skler6zou (RS) a ve skéacient s tiznymi neurologickymi chorobami
(CD) byly zvySené v porovnani se skupinou normélikiantrolnich jeding (CN). Skupina paciefitRS a CN p < 0,001; CD a CN p < 0,05. Hladiny didb

protilatek v MMM se nijak neliSily v porovnani skinpRS a CD.
(B) Sérové protilatky byly podobné ve vSech skupinach.
Symbol ]- zndi median a 25. a 75. percentil. Jednotlivé boadgtavuji hodnoty pacient
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A Hladiny anti-TUs protilatek v MMM B Hladiny anti-TUs protilatek v séru

? 500
& e * 400 *
5
% 200
4
e * .
= 3 = 200 W
S 3
T 2 — u
= A 2 - #
£ . a 5 Y - *
= 2 188 #
= A =1n]
o Q .
1 ~ D n
) 3
E = 50
£ i
£ [ 30
&
t
& 20 ik
& &
i -
& 4 4
& 13 4
skupina RS skupina CD skupina CN skupina RS skupina CD skupina CN

Obrazek 4-2: Hladiny anti-tubulinovych (anti-TUs) protilatekmozkomiSnim moku a séru. Jako antigen byl pouhiteticky oktapeptid tubulinu specificky
pro neuronalni kiky.

(A) Hladiny anti-TUs protilatek v mozkomisnim moku acgenti s roztrouSenou skler6zou (RS) byly zvy3ené v pudioi se skupinou normalnich
kontrolnich jediné (CN); p < 0,005. Hladiny anti-TUs protilatek v M se nijak neliSily v porovnani skupin RS a CD jsteak i mezi skupinami CD a
CN.

(B) Sérové protilatky byly podobné ve vSech skupinach.

Symbol ]- zn&i median a 25. a 75. percentil. Jednotlivé baghdptavuji hodnoty pacient
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4.1.1.3 Intratekalni syntéza anti-tubulinovych protilatek

Intratekalni syntéza anti-tubulinovych protilatekofd neuron-specifickému
fragmentu tubulinu, vyjagna jako index ASI, byla vyznamnzvySena ve vSech
skupinach oproti intratekalni syntéze anti-tubuych protilatek proti ho¥zimu
tubulinu. Mezi jednotlivymi skupinami nebyly pozedny Zadné statistické
vyznamnosti ASI indexu pro oba typy ani-tubulinokiymrotilatek (tabulka 4-2).

Tabulka 4-2: Specificky index protilatek (ASI) pro anti-TUs ataTUb protilatky.

Specificky index protilatek

anti-TUb, median anti-TUs, median

Skupiny pacientd (25.-75. percentil) (25.-75. percentil) p
RS 1,6 (1,3-2,8) 7,7 (2,5-14,3) < 0,001
CD 1,8 (1,4-2,7) 6,7 (4,9-13,6) < 0,005
CN 1,8 (1,6-2,01) 9,4 (5,1-21,7) <0,001

RS = roztrouSenad skleréza; CD = kontrolni skupina, pacienti s rdznymi neurologickymi

onemocnénimi; CN = normalni kontrolni jedinci; p = hladina vyznamnosti

4.1.1.4 Podil neuron-specifickych protilatek k celkovym prdilatkhm proti

hovézimu tubulinu

Poner anti-TUs a anti-TUb protilatek byl vyjéen jako kvocient &hto
protilatek jednotli¢ pro sérum a mok. Kvocienty byly porovnavany mezemi
sledovanymi skupinami. Nebyl nalezen zadny vyzngéinrozdil mezi sérovymi
kvocienty @i porovnavani vSech skupin. U kvociént mozkomiSnim moku byl
zaznamendan statisticky vyznamny rozdfi porovnavani mezi skupinami RS a CN
(p <0,01), (obrazek 4-3). Obegnlikvorové kvocienty byly ve vSech pacientskych
skupinach statisticky vyznararevySené oproti kvocietin v séru; (RS, p < 0,0001;
CD, p <0,005; CN, p <0,001).
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Obrazek 4-3: Anti-TUs/anti-TUb kvocienty vyjailijici pongr neuron-specifickych protilatek vzhledem k prdkitivé odpowdi proti howzimu tubulinu.

Kvocienty pro mozkomiSni mok byly statisticky vymma zvySené u vSech skupin paciewiproti kvocientm sérovym. (RS, p < 0,0001; CD, p < 0,005;
CN, p < 0,001).

(A) ZvySeny likvorovy kvocient ve skupdmpacient s RS v porovnani s kontrolni skupinou CN (p < 9,01

(B) Nebyly zjis&ny Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinamvocient: v séru.

Symbol ]- gedstavuje median a 25. a 75. percentil. Jedndildeyy Fedstavuji hodnoty paciant
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4.1.1.5 Vztah mezi anti-tubulinovymi protilatkami t ¥idy IgG a celkovym IgG

v séru a mozkomiSnim moku

Korelaini analyzy poukézaly na statisticky vyznamné kaeelaérovychanti-
tubulinovych protilatek proti haizimu tubulinu a celkového IgG v séru ve vSech
sledovanych skupinach. V kontrolni skupi@N hladiny anti-tubulinovych protilatek
proti howzimu tubulinu odpovidaly koncentracim IgG v MMM.p¥fpact protilatek
proti neuron-specifickému oktapeptidovému fragmemebyly nalezeny Zadné vztahy
mezi protildtkami anti-TUs a celkovym IgG v sérdMdMM. U vSech ti sledovanych
skupin, bez ohledu na pouzity antigen, nalezy s@owanti-TU protilatek nekorelovaly
s nalezy protilatek v moku. Korelace anti-TUb ai-ditds protilatek v séru a MMM

ukazuje tabulka 4-3.

Tabulka 4-3: Korelace hladin anti-tubulinovych protilatek (amtb a anti-TUs) a celkového

IgG v séru a mozkomiSnim moku.

Anti -TUb Anti -TUs
Skupiny
_ . korelace r p r p

pacient

RS S-anti-TU x MMM-anti-TU 0,3 n.s. 0,2 n.s.
S-anti-TU x S-celkové 1gG 0,5 < 0,005 -0,1 ns.
MMM-anti-TU x MMM-celkové IgG 0,3 n.s. 0,2 n.s.

CD S-anti-TU x MMM-anti-TU 0,4 n.s. -0,03 n.s.
S-anti-TU x S-celkové 1gG 0,7 <0,01 0,4 n.s.
MMM-anti-TU x MMM-celkové IgG 0,2 n.s. -0,03 n.s.

CN S-anti-TU x MMM-anti-TU 0,3 n.s. -0,05 n.s.
S-anti-TU x S-celkové 1gG 0,6 < 0,05 0,4 n.s.
MMM-anti-TU x MMM-celkové IgG 0,6 < 0,05 0,4 n.s.

RS = roztrouSenad skleréza; CD = kontrolni skupina, pacienti s rdznymi neurologickymi
onemocnénimi; CN = norméalni kontrolni jedinci; S = sérum; MMM = mozkomisni mok; IgG =
imunoglobulin; anti-TU = anti-tubulinové protilatky; anti-TUb = protilatky proti hovézimu tubulinu;
anti-TUs = protilatky proti syntetickému neuron-specifickému fragmentu tubulinu; r =

Spearman(v korela¢ni koeficient; p = hladina vyznamnosti; n.s. = neni signifikantni.
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41.1.6 Korelace mezi ELISA metodami

Zajimaly n¢ také korelace mezi koncentracemi anti-TU protiate
stanovovanych aimma metodami ELISA. U vSech sledovanych skupin lgjiaténa
statisticky vyznamna korelace mezi¢alm ELISA metodami pro sledovani anti-TU
protilatek v MMM. U stanoveni sérovych protilatelorklace nebyla pozorovana
(tabulka 4-4).

Tabulka 4-4: Korelace mezi obma ELISA metodami

Korelace Sérum MMM
Skupiny

. p r p
pacientd
RS 0,06 n.s. 0,92 p<0,0001
CD 0,29 n.s. 0,83 p<0,0001
CN 0,23 n.s. 0,89 p <0,0001

RS = roztrouSena skler6za; CD = kontrolni skupina, pacienti s rdznymi neurologickymi
onemocnénimi; CN = normalni kontrolni jedinci; MMM = mozkomisni mok; r = Spearmaniv

korela¢ni koeficient; p = hladina vyznamnosti; n.s. = neni signifikantni.

4.1.1.7 Korelace mezi laboratornimi nalezy a demografickymukazateli

Byl nalezen pouze inverzni vztah mezi intratekéinitézou anti-TUb protilatek
a Wkem pacient ve skupig normalnich kontrolnich jediticCN (r = -0,73; p < 0,001).
Zadné jiné korelace s demografickymi pamymi pozorovany nebyly. Intratekalni
syntéza IgG anti-TUs a anti-TUb nezavisi na pohlatku, trvani choroby ani hodnot
EDSS.
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4.2 Protilatky proti neurofilamentim u pacienit s ALS

Zakladni klinické (daje pro skupinu pacignts amyotrofickou laterdlini
skler6zou a kontrolni jedince jsou shrnuty v tabules.

Tabulka 4-5: Klinické a laboratorni nalezy u paciérg amyotrofickou lateralni sklerézou

Skupiny pacient a4 ALS ALS BO ALS KO Kontroly
Pocet pacientu 38 22 16 20
Pohlavi (Zeny/muzi) 18/20 14/8 4/12 11/9
Vék (roky)* 62+9 65+8 60+9 46 + 17

Trvani choroby
) 9,0(7,0-12,00 10(7,0-20,0) 8,0 (6,5-11,5) n.a.
(mésice)**

ALSFRS skore 35,0 (33,0 — 37,0) 35,5(33,0—38,0) 34,5(31,5-37,0) n.a.

*Hodnoty vyjadreny jako primeér + SD

**Hodnoty vyjadreny jako median a 25. a 75. percentil

ALS = pacienti s amyotrofickou lateralni skler6zou; ALS BO = pacienti s bulbarni formou
onemocnéni ALS; ALS KO = pacienti s kon¢etinovym postizenim ALS; ALSFRS = Amyotrophic
Lateral Sclerosis Functional Rating Scale, stupnice slouzici k hodnoceni miry invalidity; n.a. =

data nejsou znama.

4.2.1 Zhodnoceni protilatek

4.2.1.1 Hladiny protilatek proti neurofilament a4m

Hladiny anti-NF-L protilatek v séru byly vyznamhrevySené jak u pacieint
S ALS, tak u obou podskupin ALS onemeoh (ALS BO a ALS KO) ve srovnani
s kontrolami; (ALS: p < 0,005; ALS BO: p < 0,05; 8LKO: p < 0,005), (obrazek 4-
4A). V pripact sérovych hladin anti-NF-M protilatek byly tyto wyamré zvySené
pouze u paciefit s bulbarni formou onemoémi ALS ve srovnani s kontrolami
(p < 0,05), (obrazek 4-4B). V mozkomisnim moku biylgdiny anti-NF-L a anti-NF-M
protilatek ve skupié pacientt s ALS zvySeny pouze mir{obrazek 4-5A, B). Hladiny
anti-NF-L protilatek zde korelovaly s hladinami iaNE-M jak u pacienti s ALS tak ve

skupire kontrol, zatimco v séru nebyly pozorovany Zzadnéuvsbosti anti-
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neurofilamentovych protilatek. Jednotlivé korgla vztahy anti-NF protilatek v séru
a MMM jsou shrnuty v tabulce 4-6. Z vysladie patrné, Ze sice nebyly pozorovany
Zadné vzajemné vztahy mezi sérovymi protilatkanti-lf (anti-NF-L a anti-NF-M),

ale hladiny &chto jednotlivych protilatek si v séru a moku odjulayi.

Tabulka 4-6: Korelace mezi hladinami anti-neurofilamentovyclotpatek (anti-NF-L a anti-

NF-M) téidy 1gG v séru a mozkomiSnim moku

ALS Kontroly
korelace r p r p
S-anti-NF-L x S-anti-NF-M 0,3 0,058 0,3 n.s.
MMM-anti-NF-L x MMM-anti-NF-M 0,6 < 0,001 0,8 < 0,0001
S-anti-NF-L x MMM-anti-NF-L 0,6 < 0,0001 0,5 < 0,05

S-anti-NF-M x MMM-anti-NF-M 0,5 < 0,001 0,5 < 0,05

ALS = amyotroficka lateralni skleréza; anti-NF-L = protilatky proti lehké podjednotce
neurofilament; anti-NF-M = protilatky proti stfedni podjednotce neurofilament; S = sérum; MMM
= mozkomiSni mok; r = Spearmanuv korela¢ni koeficient; p = hladina vyznamnosti; n.s. = neni

signifikantni.

4.2.1.2 Intratekalni syntéza anti-neurofilamentovych protilatek

Intratekalni syntéza anti-neurofilamentovych pétgk byla posouzena pomoci
indexu ASI. Za obvyklou hranici mezi normalni a Zegou hodnotou odpovidajici
intratekalni syntéze u ALS se povazuje hodnotaxndeS|> 1,5.

Intratekalni syntéza anti-NF-L protildtek byla poagdna u osmi pacieit(tti
pacienti s bulbarni formou ALS &ifppacientt s kor€etinovym postizenim u ALS).
Pouze dva pacienti ¢h mirn¢ zvySené hodnoty ASI indexu; 1,51 a 1,55. Intrakek
syntéza anti-NF-M protilatek byla pozorovanadti pacienti (jeden pacient s bulbarni
formou ALS actyii pacienti s kotetinovou formou onemo¢ni). Mezi jednotlivymi
pacientskymi skupinami nebyly pozorovany Zadnésiieité vyznamnosti ASI index

ve srovnani s kontrolni skupinou (obrazek 4-6A, B).
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A Hladiny anti-NF-L protilatek v séru B Hladiny anti-NF-M protilatek v séru

16000 14000 pm—
14000 |- S N b _ —_

= = 12000
E 5
% 42000 Fooorerrree o 4 g,
Z - E 10000
H >
> 40000 f-oocerreenefrere e T PO 4 o
L] =
= th Z 8000
;‘E 8000 boeerenansns []. .............................................................................................. 4 ,‘E.
z 0l £
= Z 6000 5
'._: o
& 6000 5
5 = 0
w L 4000
g = A —-—

2000 2000

0 . - 0
ALS ALS BO ALS KO kontroly ALS ALSBO ALS KO kontroly

Obrazek 4-4: Hladiny protilatek proti lehké (anti-NF-L) aietre t¢Zké (anti-NF-M) podjednotce neurofilament v séru.

(A) Hladiny anti-NF-L protilatek iidy 1gG v séru u pacietts amyotrofickou lateralni skler6zou (ALS) byly wamreé zvySené v porovnani s kontrolni
skupinou (p < 0,005). Obdobné, statisticky vyznammwySené hladiny protilatek byly zji&ty u skupin pacieiits bulbarni (ALS BO) a kdetinovou (ALS
KO) formou onemoac¥ni ve srovnani s kontrolami (p < 0,05; resp. pG0B).

(B) Sérové hladiny anti-NF-M protilatek byly stditky vyznamri zvySené pouze u skupiny pacieAtLS BO v porovnani s kontrolami (p < 0,05)

Symbolo znai median, I 25% - 75%. AU = arbitrarni jednotky.
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A Hladiny anti-NF-L protilatek v MMM B Hladiny anti-NF-M protilatek v MMM
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Obrazek 4-5: Hladiny protilatek proti lehké (anti-NF-L) aietre t¢Zké (anti-NF-M) podjednotce neurofilament v mozksniim moku.

(A) V MMM u v3ech skupin paciefits amyotrofickou lateralni skler6zou (ALS) nebylyzprovany Zadné statisticky vyznamné rozdily v imach anti-
NF-L protilatek, ve srovnani s kontrolami.

(B) Stejre tak nebyly zji&ny Zadné statisticky vyznamné rozdily v hladindahti-NF-M protilatek v MMM ve vSech pacientskychuglinach v porovnani
s kontrolami.

Symbolo znai median, I 25% - 75%. AU = arbitrarni jednotky.
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A Intratekdlni syntéza anti-NF-L protilatek tridy IgG
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Obrazek 4-6: Intratekalni syntéza protilatekidy IgG proti lehké (NF-L) a g¢dre t¢Zké (NF-M) podjednotce neurofilament.

(A) Intratekalni syntéza anti-NF-L IgG protilatelpacient s amyotrofickou lateralni skler6zou (ALS), u paties riznymi formami ALS onemocmi (ALS

BO, ALS KO) a ve skupiaikontrolnich jeding. Intratekalni syntéza byla ve vSech skupinach bbhédo

(B) Intratekélni syntéza anti-NF-M 1gG protilatekpacientt s amyotrofickou lateralni skler6zou (ALS), u paties tiznymi formami ALS onemocmi

(ALS BO, ALS KO) a ve skupiakontrol. Intratekalni syntéza byla ve vSech skapmobdobna.

Symbolo znai median, I 25% - 75%. ASI = specificky index tijétek; slouzi k posouzeni intratekalni syntézy.
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4.2.1.3 Ostatni korelace

Byl potvrzen vztah mezi hladinou anti-neurofilanwntch protilatek
v mozkomisnim moku a poruchou hematolikvorové barid-unkce bariéry byla
hodnocena pomoci albuminového kvocieniy, QVe skupir pacientt s onemoceénim
ALS byly statisticky vyznamné vztahy mezi hladinaamti-NF protilatek v MMM
a hodnotou Q@p; (anti-NF-L: r = 0,5; p < 0,005; anti-NF-M: r =4, p < 0,05).
Ve skupirg kontrolnich jediné nebyly Zadné tyto zavislosti pozorovany.

Krom¢ statisticky vyznamnych vztéhcelkového IgG a sérovych anti-NF-L
protilatek v kontrolni skupi (r = 0,5; p < 0,05) nebyly v séru pozorovany zadné
statisticky vyznamné korelace mezi celkovym IgGratifatkami anti-NF-L a anti-NF-
M. VMMM byla pozorovana statisticky vyznamna ka@aet¢ mezi celkovym IgG
a hladinou anti-NF-L protilatek pouze ve skuppacienti s ALS (r = 0,5; p < 0,005).

Vek kontrolnich jeding byl sice vyznamé& niZzsi v porovnani s ALS pacienty
(p < 0,01), nebyly ale pozorovany zadné souvislosizi w¥kem a hladinami anti-NF
protilatek v séru a MMM u pacieinta kontrol. Korel&ni analyzy nepotvrdily vztah
mezi intratekalni syntézou anti-NF &kem v Zadné nami sledované skuppacient
a kontrolnich jeding.

Byly zjistény vyznamné souvislosti mezi ALSFRS skore a hladinanti-NF-L
protilatek v séru ve skupirALS pacient (r = -0,3; p < 0,05). Ve skuprALS pacient:
byla také potvrzena souvislost ALSFRS skére a teka@ni syntézy anti-NF-M
(r=-0,4; p < 0,05). Nebyla pozorovana Zzadna lmelmezi dobou trvani onemdeain
a hladinami anti-NF protilatek v séru nebo MMM.
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5 Diskuze

V ramci této diseréni prace jsem pro naSe palty pizpasobila jiz dive
popsané (opublikované) ELISA postupy pro stanowetti-cytoskeletalnich protilatek
v séru a mozkomisnim moku (128, 146, 148). Antesleletalni protilatky jsem

studovala uiiznych onemoacini a na #iznych souborech paciént

5.1 Vysledky — antitubulinové protilatky

Ve studii anti-tubulinovych protilatek jsem sroviaéev d¥ ELISA metody liSici
se typem antigenu tubulinu, kterym byly potaZzenginglivé jamky mikrotitréni
desttky (stripi). Ke sledovani&chto protilatek byly pouzity antigeny tubulinu 5 (i
cely tubulin izolovany z haiziho mozku a (ii) synteticky neuron-specificky qeatid
tubulinu. Vysledky ukazuji, Ze hladiny protilatekop tubulinu v mozkomisnim moku,
jak proti ho¥zimu, tak proti syntetickému fragmentu, statistickznamr koreluji
u vSech iti sledovanych skupin. V séru byly pozorovany karelgpouze u skupiny
pacientt s RS. Bez ohledu na druh pouzitého antigenu bylgopvany obdobné
rozdily hladin anti-TU protilatek mezi jednotlivymskupinami. Tato zjighi jsou
piekvapujici vzhledem k otdzce imunitni odpdiva produkci protilatek na antigenni
podrét. Predpoklada se, Ze ve vaztprotilatek hraje dlezitou roli konformace
a terciarni struktura bilkovin. Cely protein tulmwli nabizi bezp®t antigennich mist,
kterd by mohla vyvolat silijSi protilatkovou odpod’, nez je u neuron-specifického
fragmentu tubulinu o osmi aminokyselinacle® vSechny tytoipdpoklady vysledky
této studie ukazuji, Ze je moZné pro stanoveni -tabtilinovych protilatek
v mozkomiSnim moku pacignpouZzit jak celkovy haszi tubulin tak jeho oktapeptid.

Byl také hodnocen Kklinicky vyznam anti-tubulinovyghotilatek. Sledovanim
hladin anti-TU protilatek se zabyval@kolik klinickych studii u pacierit s traumaty
mozku a neurodegenerativhimi onemsdmi (133, 144, 147). Vysledky ukazuji
zvySené hladiny anti-TU protilatek u pacierg roztrouSenou sklerézou v porovnéni
s hladinami &chto protilatek u kontrolnich zdravych jedincTerryberry a kol. (147)
popisuji zvySené hladiny anti-tubulinovych pro&étu 67 % paciefts RS ve srovnani

s kontrolami. Pouze 4,5 % kontrolnich jedino¢lo zvySené anti-TU protilatky.
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Na zvysSené hladingnti-TU protilatek u pacieits RS ukazaly i jiné studie, avSak bez
jakékoli statistické vyznamnosti (148).

Cilem této studie bylo porovnat dva druhy ELISA atetv zavislosti na
pouzitém typu antigenu. Vysledky ukazuji, zé pouziti ELISA metody s haszim
tubulinem byly zji&ny statisticky vyznamh zvySené hladiny protilatek
v mozkomiSnim moku jak u paciéns RS tak ve skupékontrolnich jeding s fiznym
neurologickym onemoemim ve srovnani s kontrolni skupinou normalnichirjeil
Tato pozorovani vSak spiSe obeécrodrazi axonalni posSkozeni doprovazené
uvolovanim tubulinu extracelula&nNaproti tomu statisticky vyznamné rozdily anti-
tubulinovych protilatek, u ELISA metody s pouZitimeuron-specifického oktapeptidu
tubulinu, byly pozorovany pouze mezi skupinami REN nikoli mezi skupinami CD
a CN. Tyto zavry nazn&uji pravdpodobnou wutSi specificitu anti-TUs protilatek
u onemocini RS. Nicmeéa tyto odhady by musely byt potvrzeny jinou rozsgile
studii. Je mozné, Ze t@ast tubulinu, které je schopna vyvolat syntézuiltek proti
neuron-specifickému fragmentu,iéte byt @i axonalnim poskozeni u RS usiovana
mnohem intenzivi. Nékteré studie dokonce popisuji souvislost mezi Inlaati anti-
tubulinovych protilatek a mirou postizeni dle hodB®SS (148). NaSe vysledky vSak
tato pozorovani nepotvrzuji. Je sice obtizné tg@y vys\wtlit, ale rozdily mohou byt
také zpisobeny pétem a slozenim skupin paciéra kontrol.

Pri sledovani anti-tubulinovych protilatek v séru wb zjiSteny zadné
vyznamné korelace. Sérové hladiny anti-TU protkatg/ly ve vSech sledovanych
skupinach obdobné a nebyly pozorovany také zadaéisdosti mezi obma typy anti-
tubulinovych protildtek anti-TUs a anti-TUb. Hlaglinprotilatek proti howzimu
tubulinu v séru odpovidaji sérovym hladinam celkavéyG ve vSechiéch skupinach,
ale tento vztah nebyl nalezen #igad anti-tubulinovych protilatek proti neuron-
specifickému fragmentu tubulini. séru pravdpodobré existuje heterogenni skupina
anti-TU protilatek, které s antigeny pouzitymi woob ELISA metodach reaguji
odliSnym zgisobem.

Vysledky této studie ukazuji, Ze populace anti-tutmwvych protilatek v MMM
a séru jsouiejme odlisSné. Vyhodnoceni ind@ASI ukazuje naievladajici intratekalni
syntézu protildtek proti neuron-specifickému ok tubulinu. Dale, vysledky
ziskané porovnanim pami anti-TUs a anti-TUb kvocieaitv MMM a séru ukazuiji,

Ze protilatky proti neuron-specifickému oktapeptidubulinu vyrazg prevazuji
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v mozkomisnim moku a to zejména ve skdpgRS. Nebyly pozorovany zadné vztahy
mezi hladinami anti-tubulinovycprotilatek v MMM a séru. Ukazuje se tak, Ze anti-TU
protilatky v séru a MMM pravipodobr nejsou na sabzavislé. Proto neni mozné, aby
stanoveni anti-TU protilatek v sérgjakym zpisobem nahrazovalo stanovovasihto
protilatek v mozkomiSnim moku.

V této studii anti-tubulinovych protilatek byly pozeny vyznamné korelace
mezi hladinami anti-TUs a anti-TUb protilatek v MMM vysledky také ukazuiji,
Ze protilatky proti neuron-specifickému oktapeptidubulinu jsou syntetizovany

pievazm intratekalr.

5.2 Vysledky — protilatky proti neurofilamesim u pacienz s ALS

V této studii jsem se snhazila posoudit a&itvvypovedni hodnoty protilatek

proti lehké a sedre t¢zké podjednotce neurofilamentového tripletu v seriMM
u pacienl s ALS v porovnani s kontrolami. A pokusit se t&ézat, jakou roli v tomto
onemocgni hraje imunitni systém v produkci protilatek.

Vysledky ukazuji zvySené sérové hladiny anti-NFbtpatek u pacierit s ALS
a zvySené hladiny anti-NF-M protilatek v podskupinpacient ALS BO.
V mozkomisSnim moku nebyly pozorovany zvySené hhkadamti-NF ani u jedné ze
sledovanych pacientskych skupin. Tato pozorovanhauovypovidat o moznosti
uvoliovani neurofilamenti jejich fragment do krevniho othu v disledku degenerace
motorickych neurom a tak niize byt imunitni odpoxI’ proti takovymto antigeim vice
prokazatelna v periferni oblasti nez v prostoru CNS

Zabyvat se stanovovanim intratekalni syntézy IgGotilatek proti
neurofilamenim pravd&podobr nema smysl. i analyzach byly sice uékolika mélo
jedinal pozorovany miré zvySené hodnoty indexu ASI pro anti-NFeL anti-NF-M.
AvSak obect nebyly nalezeny zadné rozdily v intratekalni syatéanti-NF 1gG
protilatek @i porovnani vSech pacientskych skupin s kontrolami.

To, Ze nebyl potvrzen zadny vztah mezi hladinanti-lMR-L a anti-NF-M
protilatek v séru, riwe byt zmsobeno na zaklgdrozdilnych antigennich podti
jednotlivych podjednotek neurofilament v séru a MMWVento zagr muze byt takeé

podporovan tim, Ze nebyly nalezeny vyznamné koeetaezi celkovym IgG a anti-NF-
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L (anti-NF-M) v séru pacieits ALS, na rozdil od statisticky vyznamnych korélac
celkového IgG a anti-NF-L protilatek v mozkomiSnimoku.

Potvrzené korelace mezi ALSFRS skoére, které ukazujeu invalidity,

a hladinami anti-NF-L protilatek v séru a intratlkésyntézou anti-NF-M u pacient
s ALS mohou zn&t o Uloze protilatek v hodnoceni stuppostizeni.

Neni zcela jasné, zda autoprotilatky hraji roli atqgenezi ALS, nebo jejich
piitomnost je epifenoménem imunitni odpdiv Nékteré experimenty ukazuji, Ze anti-
NF protilatky se na neurodegenerati gnemocini ALS podileji (173, 174). Lidsky
IgG izolovany ze séra ALS paciénimize mit cytotoxické &nky nebo zgsobit
neurondlni degeneraci biln Tato degenerace je doprovazena zvySenou hladinou
intracelularniho Cd a to jak v kultivovanych hikach tak u mysi s onemasrim
motoneuronu, kterym byly podavanizné davky pasivhprenesenych ALS IgG (173).

Ve studii protilatek proti neurofilameirn byly zjiS€ny zvySené hladiny anti-NF
protilatek v séru pacietit s ALS. Hladiny sérovych anti-NF-L protilatek rfépo

korelovaly se stupmm postizenim pacienta.
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6 Shrnuti

V ramci této diseriéni prace jsem pro naSe pokusy optimalizovala fied
popsané postupy pro stanoveni anti-cytoskeletalmictiatek metodou ELISA.

Na souboru pacietit(34 pacient s RS, 13 paciefits fiznym neurologickym
onemocgnim CD a 17 normalnich kontrolnich jedin€N; 38 paciernt s ALS a 20
kontrol) jsem porovnavala hladiny anti-neurofilarterych a anti-tubulinovych
protilatek sodasré v séru a mozkomisSnim moku.

Ve skupirg RS pacient byly pozorovany zvysSené hladiny anti-TU protilatek
ve srovnani s hladinami protilatek u zdravych koimich jediné. Na souboru RS
pacienti jsem se také pokusila porovnattdwzné ELISA metody pro stanoveni anti-
TU protilatek, které se liSily typem pouzitého getiu - howzi tubulin (anti-TUb
protilatky) a synteticky neuron-specificky oktapdpubulinu (anti-TUs protilatky).

Vysledky korel&ni analyzy ukazuji statisticky vyznamné korelacei-abls
a anti-TUb protilatek v rdmci vSeclhii tsledovanych skupin v mozkomisnim moku.
Korelace v séru byly pozorovany pouze u skupinyigrait s RS. V pipact pouZziti
ELISA metody s neuron-specifickym oktapeptidem tuhwu byly zjiStny statisticky
vyznamné rozdily v hladinach anti-tubulinovych jdédek pouze mezi skupinami RS
aCN. Toto niZze sedcit o pravdpodobrt vétSi specificit anti-TUs protilatek
u onemocini RS. Intratekalni syntéza anti-TUs protilatekabgignifikanti zvySena
ve vSech sledovanych skupinach oproti intratek@ntéze anti-TUb protilatek.

Sledovéani hladin protilatek proti tubulinu v mozkidmim moku nmiZe gispivat
k celkovému hodnoceni axonélniho poskozeni. U hogimicsérovych anti-tubulinovych
protilatek byly zagry zcela odliSné, tudiz takto ziskané vysledky mejpro sledovani
onemocgni RS uziténé.

U skupiny pacierit s onemocénim ALS byly pozorovany zvySené sérove
hladiny anti-NF-L protilatek u vS8ech ALS paciénProtilatky anti-NF-M byly zvySené
pouze v podskupipacieni ALS BO. V MMM nebylo pozorovano zadné zvyseni ani
u jedné ze sledovanych skupin pacdiel@tanovovani intratekalni syntézy IgG protilatek
proti neurofilamentm u ALS pravdpodob nema smysl. Vysledky této studie
neukazaly rozdily v intratekalrdyntéze anti-NF IgG protilatekiip porovnani vsech
pacientskych skupin s kontrolami.

Skupina pacierits ALS nebyla sice dost&t® pocetna, aby bylo mozné popsat

obecrjSi zavry o Uloze anti-NF protilatekiphodnoceni miry postizeni, ale vysledky
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ukazuji, Ze sérové protilatky proti neurofilamint mohou hrat roli v autoimunitnich

mechanizmech tohoto onemean
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7 Seznam pouzitych zkratek

ALS
ALSFRS

AMK
AMPA
anti-NF
anti-TU
APP
ASI
BAEP
BAD
BCG
BDNF
BO
BSA
CD
CDEG
CDMS
CIS
CN
CNF
CNS
Dg
DNA
EAAT2
EAE
EDSS
EEC
EMG
ELISA

amyotroficka lateralni skler6za

stupnice slouzici k hodnoceni miry invajigdmyotrophic
Lateral Sclerosis Functional Rating Scale)
aminokyselina
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-izoxazolpropionova kijsa
protilatky proti neurofilametitn

protilatky proti tubulinu

amyloidovy prekurzorovy protein

specificky index protilatek

sluchové evokované potencialy

brachialni amyotroficka diplegie

mykobakterie kmene bovis

mozkovy neurotrofni faktor (Brain-derived netrophic factor)
bulbarni forma amyotrofické lateralni sklerozy

howzi sérovy albumin

pacienti siznymi neurologickymi chorobami

pacienti s neurodegenerativnimi chorobami

Klinicky definitivni roztrouSena skleréza

klinicky izolovany syndrom

skupina normalnich kontrolnich jedinc

ciliarni neurotroficky faktor

centralni nervovy systém

diagndza

deoxyribonukleova kyselina

transportér excitanich aminokyselin

experimentalni autoimunitni encefalomyelitida
Kurtzkeho Skéla invalidity (Expanded Disapiffitatus Scale)
El Escorialska kritéria

elektromyografie

enzymoimunochemické stanoveni (Enzyme-Linked
Immunosorbent Asaay)
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EP
FALS
GFAP
GTP
IgG
KO
MAG
MAIFs
MAPs
MBP
MMM
MND
MOG
MR
MSA
MSFC

MSSS

MTOC
NAA
NF
NFG
NF-H
NF-L
NF-M
NMDA
PBP
PLP
PLS
PP
PSA
RP

evokované potencialy

familiarni forma amyotrofické lateralni sklegd
kysely glialni fibrilarni protein

guanosintrifosfat

imunoglobuliny tidy G

koncetinova forma amyotrofické lateralni sklerézy
glykoprotein asociovany s myelinem

inhibi¢ni faktory spojené s myelinem

proteiny asociované s mikrotubuly

myelinovy bazicky protein
mozkomisni mok

motor neuron disease

myelinovy oligodendrocytarni glykoprotein
magnetick& rezonance

monomericka muskularni atrofie

Skala podtestpro hodnoceni RS (Multiple Sclerosis Functional
Composite)

mira progrese invalidity u paci@istRS (Multiple Sclerosis
Severity Score)

mikrotubuly organizujici centrum
N-acetylaspartat

neurofilamenta

nervovy @istovy faktor

t¢zka podjednotka neurofilamentového tripletu
lehk& podjednotka neurofilamentového tripletu
stredre t¢Zka podjednotka neurofilamentového tripletu
N-methyl-D-asparagova kyselina

progresivni bulbarni paralyza

proteolipidovy protein

primarni lateralni skler6za

priméra progresivni forma roztrousené sklerdzy
progresivni svalova atrofie

relabujici-progredujici forma roztrousené rskdg
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RR

RS

S

SALS

SD
SDS-PAGE

SEP
SOD1
SP
TcR
TU
TUb
TUs
VEGF

VEP
WFN

relaps-remitujici forma roztrousené sklerézy
roztrouSena skler6za

sérum

sporadicka forma amyotrofické lateralni skigro
snérodatna odchylka

elektroforéza v polyakrylamidovém gelurdgmnosti
dodecylsiranu sodného

somatosenzorické evokované potencialy
superoxid dismutaza

sekundagprogresivni forma roztrouSené sklerozy
T-burgcny receptor

tubulin

bovinni tubulin

synteticky oktapeptid tubulinu

vaskularni endotelidlniistovy faktor (Vascular Endotelial

Growth Factor)

zrakoveé evokované potencialy

Swtova neurologicka federace (World Federation of iaiagy)
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Priloha 1:
Revidovana McDonaldova diagnosticka kritéria roa&ené sklerézy z r. 2005 (16)

Klinicky obraz
Doplnujici udaje potfebné k diagnoze roztrousené sklerozy
Objektivni
Ataky znamky léze (lézi)
2 nebo vice 2 nebo vice zadné, klinickd symptomatika je dostacujici
¢ diseminace v prostoru podle MR mozku nebo
2 nebo vice 1 e 2 (i vice lézi na MR mozku kompatibilni s RS a pozitivni MMM nebo
e dalsi klinicka ataka z jiné lokalizace
e diseminace v €ase na MR mozku nebo
1 2 nebo vice
e druha klinicka ataka
¢ diseminace v prostoru podle MR mozku nebo
1 (mono- * 2 nebo vice 1ézi na MR mozku kompatibilni s RS a pozitivni MMM a
1
symptomatickad) e diseminace v ¢ase podle MR mozku nebo
e dalsi klinicka ataka z jiné lokalizace
progrese nemoci po 1 rok (retrospektivné Ci prospektivné) a nejméné 2
ze 3 nasledujicich:
e pozitivni MR mozku (9 nebo vice T2 vazenych lIézi nebo 4 ¢i vice T2
O (progrese od
1 vazenych lézi s pozitivnimi VEP)
zacatku)
e pozitivni MR michy (2 nebo vice fokalnich T2 lézi)
¢ pozitivni MMM

Co znamena pozitivni nalez na MRI? [(175, 176)]

Musi byt splnéna 3 ze ¢tyt ndsledujicich kritérii:

¢ 1 Gd-enhancujici 1éze mozku ¢i michy nebo 9 T2 hyperintenznich mozkovych a/nebo misnich lézi v pfipadé, ze
neni Zadna Gd-enhancujici

¢ 1 nebo vice infratentoridlnich mozkovych nebo misnich lézi

¢ 1 nebo vice juxtakortikdlnich lézi

* 3 nebo vice periventrikuldrnich lézi

Co znamena diseminace v Case:

¢ Gd-enhancuijici l1éze detekovana na MRI nejméné 3 mésice po zacatku prvnich klinickych priznakd, a to vjiné
lokalizaci nezZ léze, ktera zpUlsobila prvni ataku nebo
e nova T2 vazena léze detekovana MRI (ve srovnani s prvnim MRI) nejméné 30 dni po zacatku prvnich klinickych

priznakd
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Co je pozitivni MMM:

¢ oligoklonalni IgG pasy v MMM (neptitomné v séru) nebo zvyseny IgG index

Co je pozitivni VEP:

¢ prodlouzeny, ale dobfe zachovany tvar viny
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Ptiloha

2. Revidovana ElI Escorialskd kritéria  dopéumjici  vyuZziti

elektrofyziologickych test pro diagnostiku ALS (88)

1

2

podminky pro diagnostiku ALS
* A. Prfitomnost
1. degenerace dolniho motoneuronu (LMN) — Kklinicka, elektrofyziologicka,
neuropatologicka
2. degenerace horniho motoneuronu (UMN) — klinicka
3. progresivni rozvoj pfiznak(l v postizené oblasti nebo jejich Sifeni do dalSich
oblasti — trvani onemocnéni, fyzické a elektrofyziologické testy
e B. Nepritomnost
1. dalSich chorobnych procesu, které by mohly vysvétlit degenerace LMN ¢i UMN
— elektrofyziologicka a patologickych nélez(
2. dalSich onemocnéni, ktera mohou byt vysvétlena na zakladé zobrazovacich

metod — klinickd, elektrofyziologicka

Diagnostika — kategorie

e klinicky jistd ALS — klinicky nebo elektrofyziologicky dokazana pritomnost postizeni
LMN i UMN v bulbarni oblasti a nejméné dvou oblasti soucasné, nebo postizeni
LMN a UMN ve tfech oblastech.

¢ klinicky pravdépodobna ALS - znamky postizeni LMN a UMN ve dvou oblastech

e pravdépodobnd, laboratorné podporenad ALS — klinické znamky postizeni UMN a
LMN pouze jedné oblasti a EMG dikaz akutnich denervacnich zmén ve dvou nebo
vice svalech dvou nebo vice koncetin

e klinicky mozna ALS — zndmky postizeni LMN a UMN spolecné pouze v jedné oblasti
nebo postizeni UMN ve dvou ¢i vice oblastech nebo znamky postizeni LMN

rostralné k UMN
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