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Laboratorni vysetfeni u neuromyelitis optica
a onemocnéni jejiho Sirsiho spektra

Neuromyelitis optica spectrum disorders — laboratory examination

Souhrn

Stanoveni neurdlnich autoprotilatek vyrazné zlepsuje a zrychluje diagnostiku nékterych
autoimunitnich onemocnéni CNS. Jednim z piikladd jsou protilatky proti akvaporinu-4 (AQP4-1gG)
u pacientll s neuromyelitis optica (NMO). Jejich objev umoznil ¢astecné porozumeéni patogeneze
tohoto syndromu, zlepsil terapeutické pfistupy a umoznil definitivni odliseni NMO od RS. Diky
metodam stanoveni protildtek proti proteinlim v jejich pfirozené prostorové konformaci pomocf
cell-based assays (antigen je exprimovan v membranach transfekovanych bunék) se vyrazné
zvysila jejich specificita a senzitivita. Toto se také potvrdilo u protildtek proti myelinovému
oligodendrocytarnimu glykoproteinu, u kterych byla plvodné predpoklddana asociace s RS. Je
znadmo, ze protilatky proti nativnimu myelinovému oligodendrocytarnimu glykoproteinu jsou
napf. asociovany s akutnf diseminovanou encefalomyelitidou nebo AQP4-1gG séronegativni NMO.
U pacientt s RS jsou tyto autoprotildtky vzacné.

Abstract

The assessment of neuronal antibodies improves diagnostic accuracy in a group of
autoimmune disorders of the CNS. One of these examples is the detection of autoantibodies
to aquaporin-4 (AQP4-IgG) in patients with neuromyelitis optica (NMO). The discovery of these
antibodies has improved understanding of the pathogenesis and therapeutic approach in this
syndrome. Furthermore, these antibodies facilitated the differentiation between NMO and MS. The
sensitivity and specificity of these antibodies increased thanks to the assessment using cell-based
assays in which antigen is expressed as a native protein in a membrane of the transfected cell.
This was confirmed by testing of other antibodies targeting myelin oligodendrocyte glycoprotein,
which are associated with acute disseminated encephalomyelitis or AQP4-IgG"*NMO. These
autoantibodies are rarely detected in patients with MS.
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Uvod movany v normalnich strukturdch CNS. Tyto

Antigenné specifické protilatky jsou soucasti
adaptivni imunitni odpovédi, kterd nas vy-
znamné chrani proti rlznym patogentm.
V nékterych pfipadech muze jedinec tvofit
protildtky, jejichZ terce (antigeny) jsou expri-

(auto)protildtky mdzeme rozdélit v neurolo-
gii s ohledem na klinické konsekvence na dvé
velké skupiny v zavislosti na lokalizaci cilového
antigenu. V prvni skupiné jsou autoprotilatky
namifeny proti strukturdm jadra nebo cyto-

solu bunék. Casto jsou paraneoplastické etio-
logie a nezasahujf vyznamné do funkci bunék.
Predpokladdme, Ze jsou spise epifenoménem
poskozujictho zédnétu nez klicovym patoge-
netickym hra¢em. Druhou skupinu tvoff poz-
déji objevené protilatky rozpoznavajici anti-
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antigen syntéza DNA DNA vlozeni DNA do plazmidu
plazmid DNA
transfekce do lidské
AQP4-1gG bunéené linie

exprese antigenu
——

transfekovana burka

A - S vAy o
protilatka (sérum pacienta) {.v:» fluorochrom (FITC) —< protilatka proti lidskému IgG <'v*.—< konjugat

Obr. 1. Schéma transfekce genu pro AQP4 (plazmid) do lidské bunécné linie (napf. HEK293) s jeho néaslednou expresi. Transfekované
bunky postupné inkubujeme se sérem pacienta a protilatkami proti lidskému imunoglobulinu znacené fluoresceinem (metoda NIF). Pokud je
sérum pozitivni na protildtky proti AQP4, dochdazi k zobrazeni pozitivnich bunék ve fluorescen¢nim mikroskopu (zde zelené). Volné dle L. KO-
morowski (Euroimmun).

AQP4 - akvaporin-4; NIF — nepiiméa imunofluorescence

Fig. 1. Diagram of the transfection of a plasmid encoding AQP4 in a human cell line. Transfected cells express AQP4 in the plasma
membrane. These cells are incubated with a patient’s serum and fluorescein-conjugated anti-human immunoglobulin G antibodies
(method of NIF) at the second step. If the serum is positive, we can see positive staining in a microscope (green, fluorescein-conjugated
anti-human immunoglobulin G).

AQP4 — aquaporin-4; NIF — indirect immunofluorescence

genni strukturu nativnich proteind, které jsou
dostupné na povrchu bunék v jejich membra-
nach. U téchto protildtek byl prokdzan ziejmy
efektorovy Ucinek, at jiz cytotoxicky (lytické
pUsobeni aktivace komplementu po vazbé na
imunitni komplex) ¢i ovlivnéni funkce bunék
blokadou ligand - receptorové interakce. Na-
vazani téchto protilatek vede ke zméné funkce
bunék a pfedpoklddéme jejich pfimy pato-
genni efekt [1]. Pochopeni tohoto zésadniho
rozdilu je dllezité i pro vybér adekvatni me-
tody pro jejich stanoven.

Zakladnf metody, kterymi stanovujeme
tyto autoprotilatky v neuroimunologii, jsou
ve zjednoduseni tfi:
1.tissue-based assays (TBA) — stanoveni na

tkdnovych fezech metodou nepiimé imu-

nofluorescence neboimunohistochemicky;
2. protein-based assays (PBA) — stanoveni
pomoci rekombinantniho proteinu, napf.

ELISA, imunoblot atd,

3. cell-based assays (CBA) — stanoveni na
bunkach transfekovanych vektorem ne-
soucim pfislusny antigen [2].

TBA je béZné pouZivana v neurologii pro
inicidIni identifikaci autoprotilatky, pfi jejich
pozitivité Ize pozorovat v mikroskopickém
obraze urcity charakteristicky obraz. Jednou
zvyhod mUZe byt i uréeni koexistujicich pro-
tildtek [3]. Toto klade vysoké naroky na &lo-
véka trénovaného v odecitanf nalezl a také
na standardizaci vysetfeni. Pokud je antigen
autoprotilatky znam, pak pouzivdme anti-
gen specifické metody, které vyuzivaji re-
kombinantni proteiny (napf. ELISA, imuno-
blot a dalsf) nebo je genetické informace pro
dany protein v podobé plazmidu vndsena
do bunék v tkanovych kulturdch pomoci
transfekce. Tento protein je pak bunkou ex-
primovan Vv jeji cytoplazmatické membrané
(CBA - obr. 1) [4]. CBA pfinasi jednu zésadni

vyhodu, a to expresi antigenu v jeho pfi-
rozené konformaci v membréné (tedy za-
chované tercidlni strukture). Toto je pravé
zadsadni pro stanoveni protildtek proti akva-
porinu-4 (aquaporin-4 immunoglobulin G;
AQP4-1gG) a myelinovému oligodendrocy-
tadrnimu glykoproteinu (myelin oligoden-
drocyte glycoprotein antibody; MOG-IgG)
u pacientd s klinickym obrazem odpovi-
dajicim neuromyelitis optica (NMO) a one-
mocnenim jejtho Sirsfho spektra (neuro-
myelitis optica spectrum disorder; NMOSD),
jako je opticka neuritida, myelitida, syndrom
area postrema nebo jiny kmenovy syndrom,
vzacné pak diencefalické nebo cerebréini
|éze [5,6].

Vysetieni autoprotilatek u NMO

a NMOSD

Vyznam vySetfeni autoprotildtek v dia-
gnostice autoimunitnfho postizeni CNS
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roste a pfi podezfeni na NMOSD je jednim
z klicovych momentd diferencidlné dia-
gnostického procesu.

Protilatky proti akvaporinu-4
(AQP4-1gG dfive NMO-IgG)

Tyto autoprotildtky byly popsany v roce
2004 v krvi nékterych pacientl splnujicich
Wingerchukova kritéria pro NMO z roku 1999,
Séra téchto pacientl byla inkubovéna na
tkdnovych fezech opic¢iho mozecku, v dalsim
kroku probéhla inkubace s protildtkami proti
lidskému imunoglobulinu G znac¢enymi fluo-
resceinem (fluorescein isothiocyanate; FITC).
U ¢asti pacientd bylo pozorovdno pomérné
typické perivaskuldrni barventi (obr. 2A). Tyto
autoprotilatky byly oznaceny NMO-IgG [7].
Senzitivita této metody (pfi velmi dobré spe-
cifité) viak byla maximalné 53 % [8].

V roce 2005 Lennon et al identifikovali ci-
lovy antigen téchto protildtek — akvapo-
rin-4 (AQP4) [9]. AQP4 je protein exprimovany
pfevazné astrocyty a vyskytuje se ve dvou
izoforméch M1 a M23 [10]. Tento objev umoz-
nil vyvijet specifictéjsi a senzitivnéjsi metody
stanoveni téchto autoprotilatek. Nékteré la-
boratofe zkousely vyuzit Western blotu, ale
ten detekuje linedrnf epitopy AQP4 [11] a pro
stanoveni téchto protildtek nenf vhodny, coz
plati i pro ELISA metody. Tento problém elimi-
nuje CBA, kdy dochdzi k expresi AQP4 v mem-
brané bunék (nejcasteéji se jednd o tkanové
kultury lidskych embryonalnich bunék led-
vin [human embryonic kidney; HEK]), kde ex-
traceluldrni antigenni ¢ast je pomérné mald
a protein je v ptirozené konformaci.

Nejvy3si senzitivitu maji metody CBAs hod-
nocené vizualné v imunofluorescencnim mi-
kroskopu (senzitivita 73 %) nebo prdtokovou
cytometrif (senzitivita 77 %) [8]. CBAs pouZi-
vajici M23 izoformu AQP4 maji vy3si senziti-
vitu nez CBA s transfekci izoformou M1. CBA
je vsoucasnosti povazovéna za zlaty standard
v detekci AQP4-IgG [12]. Je dUlezité si uvédo-
mit, ze pravé zlepsenf specificity metod de-
tekce AQP4-19G (> 99 %) umoznilo i rozsifent
klinického fenotypu projeva NMO. Metody
CBAs mohou byt komer¢né dostupné pro
standardni testovani v klinickych laboratofich
(obr. 2C, D) nebo CBAs na védeckych praco-
vistich, kde jsou vlastni protokoly pro trans-
fekce, barveni atd. (tzv. in-house metody)
(obr. 3A, B). V pfipadé pozitivniho nélezu je
mozné semikvantitativni stanoveni protilatek
v titrech. Tedy nejvyssi fedénf séra, kdy byla
pfitomna pozitivita protildtek.

Zcela zasadnf praci pak bylo multicen-
trické srovnani jednotlivych metod sta-

1) TBA

I1) CBA HEK-AQP4

-
-

Obr. 2. Tkénové fez a cell-based assay u AQP4-IgG pozitivniho pacienta.

Radek | - tkanovy fez mozkem potkana (A) a optickym nervem opice (B, transverzalni

fez) byly inkubovany se sérem pacienta s NMO a nasledné s protildtkami proti lidskému
imunoglobulinu G (anti-hlgG konjugované s FITC — zelend barva) s dobarvenim Evansovou
modfi (zvétseno 40 x 10). Typické perivaskularni barveni rozetovitého charakteru (A)

a barveni astrocytt optického nervu (B).

Radek Il - cell based assay — HEK293 bunky transfekované M1 izoformou AQP4

inkubované se sérem zdravého jedince (C) a NMO pacienta (D), metoda detekce nepiima
imunofluorescence (anti-hlgG konjugované s FITC).

anti-hlgG — protildtky proti lidskému imunoglobulinu; AQP4 — akvaporin-4; FITC — fluorescein;

NMO - neuromyelitis optica

Fig. 2. Tissue based assay and cell-based assay for AQP4-IgG.

Line | - rat hippocampus (A) and primate optic nerve tissue (B, transverse frozen section)
were incubated with NMO patient’s serum and FITG-conjugated anti-hlgG (indirect
immunofluorescence) at the second step and Evans blue (magnification 40 x 10). Typical
perivascular staining in a rim and rosette pattern (A) and staining of astrocytes of the optic

nerve (B).

Line Il = AQP4 transfected HEK293 cells (M1 isoform). These cells were incubated with a serum
of healthy control (C) or patient’s serum (D) and FITG-conjugated anti-hlgG (green colour).
anti-hlgG — anti-human immunoglobulin G antibody; AQP4 — aquaporin-4; FITC —

fluorescein; NMO — neuromyelitis optica

noveni AQP4-1gG [12]. Potvrzen{ velmi vy-
soké specificity AQP4-IgG pomoci CBAs na
rliznych pracovistich umoznilo tento bio-
marker postavit v rdmci diagnostickych kri-
térii pro NMOSD z roku 2015 na Uroven
znaku potvrzujictho diagnézu i v pfipade je-
diné ataky akutni myelitidy, optické neuritidy
nebo kmenové ataky, pokud vylou¢ime jiné
mozné diagndézy [5].

Stanoveni AQP4-1gG v séru je dostacu-
jici. AQP4-1gG jsou casto v likvoru nega-
tivni, objevuji se v obdobf tésné pred re-

lapsem a také je jejich pfitomnost zavisla
na mnozstvi protildtek v krvi [13]. Stano-
veni AQP4-IgG pomoci CBAs, u kterych se
fixované transfekované bunky inkubuji se
sérem pacienta, mUze nékdy mit sva uskali.
U pacientd s koincidenci s vysokymi titry
antinuklearnich protildtek mdze byt hodno-
ceni komplikovano pro prekryvajici se imu-
nofluorescen¢ni obraz, a proto je v téchto
pfipadech Iépe vyuzit CBA, kde se inku-
buje sérum pacienta s jesté nefixovanymi
burikami.
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Obr. 3. Cell-based assay, kde jsou HEK buriky transfekovany plazmidem kdédujicim
izoformu M23 AQP4. Soucasnd kotransfekce EGFP (zelené zbarveni). Tyto transfekované
burky jsou inkubovany se sérem pacienta s NMO a nasledné s anti-hlgG 594 Alexa Fluor
protildtkou (Cervené zbarveni dominantné membrany bunék) (A). Na obrazku B Ize vidét
slouceny obraz 3A s dobarvenim pomoci DAPI (46-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid),
které se véze na DNA a vizualizuje viabilni bunky. EGFP produkované kontrolnimi HEK
burikami je distribuovano z jadra do cytoplazmy.

anti-hlgG — protilatky proti lidskému imunoglobulinu; AQP4 — akvaporin-4

Fig. 3.In-house cell-based assay for AQP4-1gG (isoform M23) with cotransfection of
EGFP (green colour). These cells were incubated with patient’s serum and Alexa Fluor
594-conjugated anti-hlgG (red colour) (A). The patient’s AQP4-1gG binds to the plasma
membrane of cultured HEK cells transfected with AQP4. Figure B merged images. DAPI

4" 6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) is a cell permeable, fluorescent dye that
binds to DNA. EGFP produced in control transfected cells is distributed throughout the

nucleus and cytoplasm.

anti-hlgG — anti-human immunoglobulin G antibody; AQP4 — aquaporin-4

Obr. 4. Cell-based assay, kde jsou HEK293 bunky transfekovany plazmidem kédujicim
MOG. Na obrazku A je inkubace se sérem zdravého jedince a sekundarni protilatkou (anti-
hlgG konjugované s FITC) negativni ndlez. Na obrazku B Ize vidét pozitivni ndlez MOG-IgG
opét s vyuzitim metody nepiimé imunofluorescence (anti-hlgG konjugované s FITC)

s dobarvenim Evansovou modfri.

anti-hlgG - protildtky proti lidskému imunoglobulinu; FITC - fluorescein; MOG — myelinovy

oligodendrocytarn{ glykoprotein

Fig. 4. Cell-based assay for MOG-IgG. MOG transfected HEK293 cells were incubated
with serum of a healthy control (A — negative staining) or with patient’s serum (B — positive
staining) and with FITG-conjugated anti-hlgG (green colour) and Evans blue at the second

step.

anti-hlgG — anti-human immunoglobulin G antibody; FITC — fluorescein; MOG — myelin

oligodendrocyte glycoprotein

Nékdy mize byt analyza ovlivnéna i lé¢-
bou pacienta. Napt. pokud je pacient lécen
natalizumabem, tak mize dochazet k vazbé
této molekuly na povrch transfekovanych
bunék, pokud vyuzivame ke transfekci buriky

lidskych embryonalnich ledvin, kde je mole-
kula VLA4 (very late activation antigen-4, téz
integrin a4) pfirozené exprimovana [14]. Na-
talizumab je monoklonalni protildtkou va-
zajfci se na integrin a4p1 na povrchu akti-

vovanych lymfocytl a monocytd a blokuje
interakci s molekulou VCAM-1 na endo-
telu [15]. Jedna se o pfipady pacientd s RS,
u kterych je tato diagnoza revidovana na za-
kladé klinickych (napf. pretrvavajici aktivita
nemoci) a dalsich nélezd. Pokud tedy pro-
vadime odbér krve z diagnostickych dd-
vodd, je lepsi jej provést pred infuzi natali-
zumabu, popf. i jinou biologickou Ié¢bou
na principu protildtek. Otdzkou je vyznam
stanoveni titrd AQP4-IgG. Jsou préace, kde
titry mohou korelovat napt. s délkou misni
léze na MR pétefe, tizi neurologického defi-
citu a dalsimi parametry [16,17]. Na druhou
stranu longitudinéIni sledovani neumoz-
nilo predikovat relaps, byla prokdzana re-
dukce titr¥ protildtek u pacientt s NMO léce-
nych rituximabem [18]. Pozitivita AQP4-IgG
v séru pacientt s ON, myelitidami nebo jinou
symptomatikou jasné urcuje remitentni pri-
béh onemocnéni. Neexistuje dany titr proti-
latek, ktery by predpovidal relaps. Hodnoty
protildtek nelze srovndvat mezi pacienty ve
vztahu k aktivité choroby. Je také prokdzano,
7e pozitivita protilatek vztazend k véku a po-
hlavi vyznamné roste s dekadou Zivota, a to
zejména u zen nad 50. rokem Zivota. Naopak
nejnizsi hodnoty jsou okolo 20. roku Zivota
u muzd s NMO [19]. Interpretovat tato data
mUzZeme i tak, Ze mnozstvi protildtek u muzd
v nizsich dekddach Zivota jsou pod deteke-
nimi limity dané metody, popf. klinicky obraz
NMO je zejména v pediatrické kohorté aso-
ciovan s jinymi protilatkami (napt. MOG-1gG).
Pokud trva klinické podezieni na NMOSD, ale
pretrvava negativita AQP4-IgG, pak je jed-
nou z moznosti odeslani vzorkd do nékteré
z laboratofi vyuZivajicich CBA s transfekci izo-
formou M23, kterd ma vétsi senzitivitu nez
komer¢né dostupnéa CBA vyuzivana v CR.

Protilatky proti myelinovému
oligodendrocytarnimu
glykoproteinu (MOG-IgG)

Myelinovy oligodendrocytarni glykopro-
tein je exprimovany oligodendrocyty savct
v CNS a je povazovan za potencidlni mar-
ker maturace oligodendrocytl. Primati jej
exprimuji v nékolika izoforméach, ale presna
funkce MOG neni zndma. Predpoklada se
jeho role jako adhezivni molekuly s moznym
ovlivnénim organizace mikrotubuld [20].
C4sti tohoto proteinu se pouzivaji k indukci
modelu experimentalnich autoimunitnich
encefalitid (EAE) u hlodavcd. Zajem o de-
tekci protilatek proti MOG (MOG-IgG) trva
jiz nékolik desetileti. Prvni studie zabyvajicf
se pfitomnosti MOG-IgG u pacientl s kli-
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nicky izolovanym syndromem ¢i RS nazna-
Covala, Ze vyskyt téchto protildtek mize byt
az u 20 % pacientl [21,22]. Nicméné k de-
tekci se pouzivaly metody ELISA nebo imu-
noblot, kdy v kontrolnich skupinéch (zdravé
kontroly nebo jind nezénétliva neurologicka
onemocnéni) byl zachycen taktéz vysoky
vyskyt pozitivity. Navic byly mezi jednotli-
vymi pracemi zna¢né rozdily. A v soucas-
nosti se na protilatky proti strukturné zme-
nénému MOG (linedrnim epitoptm), které se
pomerneé ¢asto vyskytuji i v bézné populadi,
pohlizi jako na neasociovéné s onemocneé-
nim CNS [23]. AZ pozdéji se pfi vyuziti CBA
(obr. 4) ukézalo, Ze protildtky prokazované
touto metodou (tedy proti nativnimu MOG)
jsou asociovany s nekterymi zanétlivymi au-
toimunitnimi onemocnénimi CNS. Jednalo
se 0 pacienty s akutni diseminovanou ence-
falomyelitidou (ADEM), s NMOSD pfi nega-
tivité AQP4-1gG, popt. s recidivujicimi optic-
kymi neuritidami a dalsimi syndromy. Jejich
prikaz u ziskanych demyeliniza¢nich one-
mocnéni u déti predikoval non-RS prdbéh
onemocnéni. Zejména v pfipadech, kdy ne-
byly pfitomny ani oligoklondIni pasy v li-
kvoru [24]. Zd4 se v3ak, Ze u nékterych pa-
cientl s klinickym obrazem NMO mUze byt
pribéh monofazicky a pozitivita protila-
tek je tranzientni. Zde md vyznam opako-
vané stanoveni téchto protilatek. Pretrvava-
jici pozitivita MOG-IgG v séru v odstupu 3esti
mésicl od ataky predikuje spise relaps remi-
tentni prlibéh [23]. Vysetfeni MOG-IgG by se
mélo provadétiv likvoru. V kohorté pacient(
s ADEM nebo AQP4-1gG"*NMOSD byly
u sedmi procent pacientl tyto protilatky
prokdzany pouze v likvoru a nikoliv séru [25].
Duvod, pro¢ by meély byt stanovovany titry
MOG-IgGiv séru,je v urcité relevantnosti pro
diagnosticky proces. Z multicentrické studie
srovnavajici jednotlivé CBAs a laboratofe vy-
plyva, Ze je velmi dobra shoda vysledkd u sér
s vysokym titrem protildtek nebo jasné ne-
gativnimi vzorky. U vzork{ hrani¢nich tomu
tak nenf [26]. Bylo prokdzéno, Ze protildtky
MOG-IgG mohou aktivovat komplemento-
vou kaskadu [27]. Prkaz MOG-IgG ma pro-
kazatelny prognosticky vyznam.

Odchylky v ramci béznych
laboratornich parametrt
V ramci relapst se mizeme u pacientd
s AQP4-IgGP*NMOSD setkat s elevaci krea-
tin kindzy, poklesem koncentraci C3 nebo
(4 slozky komplementu.

Také se pomeérné casto setkavame s pfi-
tomnosti dalsich autoprotildtek nebo jiného

Remise

Tab. 1. Typické nalezy v mozkomisniho moku u pacientli s neuromyelitis optica
a onemocnénim jejiho SirSiho spektra [17,29].

Relaps

koncentrace bilkoviny v mezich normy

cytologie kvantitativné  normélni nalez

cytologie kvalitativné klidové lymfocyty

210-2 430 mg/I
median 19 bunék / Tul (rozmezi 6-380)

typickd pfitomnost granulocytt
(neutrofilnfich a eozinofilnich), aktivované
lymfocyty, popf. plazmatické bunky

autoimunitniho onemocnéni, které casto
o nékolik let pfedchazi vlastni neurologické
onemocneéni. Typickd je koincidence s au-
toimunitni tyreoiditidou, systémovym lupus
erythematodes, Sjogrenovym syndromem,
idiopatickymi stfevnimi zdnéty, celiakii atd.
Z toho vyplyvé i mozné spektrum autopro-
tildtek: proti tyreoproxidaze, transglutami-
néaze, acetylcholinovému receptoru, dvou-
fetézcové(ds) DNA, strukturdm bunécnych
jader (antinukledrni protilatky), fosfolipid@im
(antifosfolipidové protildtky) atd. [17,28].

Vysetieni mozkomisniho moku
u NMOSD
Vysetfeni mozkomisniho moku neni expli-
citné vyzadovano v ramci diagnostickych
kritérii pro NMOSD z roku 2015, nicméné
je velmi dulezité v rdmci diferencidlni dia-
gnostiky. Indikujeme jej nej¢astéji v oka-
mziku ataky prvnich neurologickych obtiZi.
Méné casto pak v situaci, kdy pacient pfi-
chézi v obdobi remise s nejasnou diagnézou
k dalsimu vysetfeni a zvazujeme diferen-
cidlné diagnosticky napt. RS. Dalsf indikacf
je vysetfenf likvoru pfi podezfeni na neu-
roinfekci u pacienta s jiz zndmou diagnézou
NMOSD a novou netypickou neurologickou
symptomatikou. Tyto rozdilné situace pak
odrazejf i odlisny likvorovy nélez (tab. 1).

Typickym nédlezem v mozkomisnim moku
v okamZiku relapsu NMOSD je syndrom cy-
toproteinové asociace. To plati zejména pro
stfedné tézké nebo tézké ataky. Vyssi kon-
centrace celkové bilkoviny a albuminu ja-
kozto marker poskozeni hematoencefalické
bariéry je typickym nédlezem v atace myelitid.
Pocet bunék v likvoru béhem atak je zvyseny,
median 19 bb/1 pl (6-380 bb /1 pl) [17,29].
Vzacngji viddme i normalni pocet bunék
(pfedevsim u Cisté senzitivnich atak). Nélezy
také nejsou tak vyrazné u izolovanych optic-
kych neuritid.

Jesté pfed objevem AQP4-IgG byl cytolo-
gicky nalez soucasti Wingerchukovych kri-

térif pro NMO z roku 1999, kde mezi hlavni
podplrnd kritéria patfila pleocytéza v lik-
voru > 50 leukocytt / 1 pl nebo > 5 neutro-
fild / 1l [30]. Mezi dalsi ndlezy podporujici
diagnozu NMO patii pfitomnost eozinofil-
nich, popf. neutrofilnich granulocyttd v cyto-
logickém nalezu.

Nélezy v mozkomisnim moku v okamziku
dlouhodobé remise byvaji ¢asto v normé.
Typickd je absence oligoklondlnich pasq,
nicméné jejich pfitomnost nevylucuje dia-
gndzu NMO. U nékterych pacientd mohou
byt OCB pozitivni pouze prechodné [17,29].

Nékdy pouze z klinického obrazu, neuro-
logického vysetfeni a anamnézy indikujeme
vysetfeni AQP4-1gG v séru pacienta (napf.
u transverzalnich misnich 1ézf, téZkych optic-
kych neuritid a dalsich syndrom). Jsou v3ak
také situace, kdy toto stanoveni dopliujeme
aZ na zakladé nalez( v mozkomisnim moku.
Mezi jedny ze zasadnich ,red flags” patfi ab-
sence oligoklonalnich past u pacientd s po-
dezfenim na demyeliniza¢ni onemocnéni
CNS. Dalsimi z podptrnych nalezd v akut-
nich fazich nemoci jsou vyssi pocty ele-
mentd, nez viddme u pacientl s RS, porucha
hematoencefalické bariéry a nalez granulo-
cytl (neutrofilnich nebo eozinofilnich).

Prognostické markery a markery
aktivity onemocnéni.

Interleukin-6 (IL-6) je prozédnétlivy cytokin
s fadou biologickych funkci, jako jsou napf.
podpora prezivani plazmablastd a produkce
protildtek. Sérova koncentrace IL-6 je vyssi
v okamziku relapsu. Koncentrace ILl-6 v séru
koreluje s poc¢tem leukocytl a koncentraci
glidIniho fibrilarniho acidického proteinu
(GFAP) v likvoru. Koncentrace IL-6 je v lik-
voru signifikantné vyssi u NMO v porovnéni
s pacienty s RS. Pomér IL-6 v likvoru/séru je
u NMO znacné vyssi, coz nasvédcuje jeho in-
trathekalnf produkci [31,32]. Ovlivnéni bio-
logické funkce tohoto cytokinu blokaci jeho
receptoru pomoci satralizumabu se nynf
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ukazalo jako efektivni ve snizenf rizika re-
lapst u AQP4-IgGP*NMOSD [33].

Vzhledem k primarnimu postizenf astrocytd
po navazani protildtek na AQP4 dochézi k uvol-
néni GFAP do likvoru/séra, coz je markerem
poskozeni astrocytl [31]. Markerem posko-
zeni neuronu jsou lehké fetézce neurofilament
(NfL), které mlzeme diky modernim meto-
dam stanoveni (ultrasenzitivni single-mole-
cule array assays; SIMOA) méfit i v séru [34].
Sérové koncentrace NfL korelovaly s tizi neuro-
logického deficitu a vysoké koncentrace byly
asociovany se $patnym outcomem pacientd,
coz ukazuje prace Watanabeho et al. Je zde
také dobréd korelace mezi koncentracemi obou
markerd v séru a likvoru. Sérovy kvocient kon-
centraci GFAP/NfL u pacientd s NMOSD v re-
lapsu byl vyssi nez u RS (cut-off value 5,71 se
senzitivitou 73 % a specificitou 75,8 %). V ob-
dobf remise u obou onemocnéni byly hod-
noty obdobné jako u zdravych kontrol [35].

Vzhledem k aktivaci komplementu po
navazani protildtek u AQP4-IgGP*NMOSD
jsou nadéjnym biomarkerem aktivity one-
mocneéni i produkty aktivace komplemen-
tového systému, napf. C3a nebo solubilni
C5b-9. Nicméné jejich stanoveni je potieba
provést ihned po odbéru nebo je nutné vzo-
rek plazmy uloZit do —80 °C do doby prove-
denf testu [36].

Zaveér

AQP4-1gG a MOG-IgG predstavuji velmi uzi-
te¢né markery autoimunitnich onemocnenti
CNS. VZzdy je viak potfeba je indikovat uvaz-
livé a hodnotit v kontextu s klinickym obra-
zem a dalsimi laboratornimi nalezy nebo vy-
sledky zobrazovacich metod.
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