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Neurofilamenty lahkych retazcov a aktivita
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Cielom ucinnej liecby sclerosis multiplex najnovsimi preparatmi je zabranit progredujucej disabilite pacienta. Nenaplnenou
potrebou pre dennu prax je absencia validnych laboratérnych biomarkerov, ktoré by ndm okrem zobrazovacich metéd, ako su
magneticka rezonancia mozgu a miechy, ukazali prave prebiehajicu aktivitu ochorenia u jednotlivého pacienta a efekt podavanej
liecby. Neurofilamenty lahkych retazcov (NfL) sa povaZzuju za nespecificky biomarker neurodegeneracie a daju sa lahko vysetrit
z krvi. V tejto praci predkladdme prehlad vysledkov studii hodnotiacich vztahy hladin krvnych NfL k parametrom aktivity ocho-
renia, zapalovej aj neurodegenerativnej manifestacii a odpovedi na liec¢bu.
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Neurofilament light chain and disease activity in patients with multiple sclerosis

The goal of effective treatment of multiple sclerosis with the latest drugs is to prevent the patient's progressive disability. Unmet
need for daily practice is the absence of valid laboratory biomarkers, which, in addition to imaging methods such as magnetic
resonance imaging of the brain and spinal cord, would show us the current activity of the disease in an individual patient and
the effect of treatment. Neurofilament light chain (NfL) is considered to be a non-specific biomarker of neurodegeneration and
is easily examined from the blood. In this work, we present an overview of the results of studies evaluating the relationships
between blood NfL levels and disease activity, inflammatory and neurodegenerative manifestations and response to treatment.

Key words: multiple sclerosis, disease activity, neurofilament, biomarkers.

Uvod

Sclerosis multiplex (SM) je ochorenie s va-
riabilnou manifestaciou a nepredvidatelnym
priebehom. V poslednych dvoch dekadach
doslo k vyraznej expanzii novych imuno-
supresivnych liekov s cielom predist zapalu
a neurodegeneracii pri SM. Aktivitu ochorenia
a responzivnost na liecbu DMT (disease modi-
fying therapy) stanovujeme v st¢asnosti hod-
notenim klinickych a radiologickych vysetreni
magnetickou rezonanciou (MR).

V klinickych parametroch sa posudzuje
vyskyt relapsu a jeho zédvaznost, miera celko-
vého funkéného postihnutia chorobou - disa-
bilita (vyjadrena stupriom v stupnici EDSS).

V radiologickych parametroch sa hodnoti
zmena na MR mozgu/miechy, t. j. nové alebo
zvacsené lézie v T2 vazenom obraze a v post-
kontrastnom naleze gadoliniom enhancujuce
1ézie (Gd+ |ézie). Je zname, Ze medzi klinic-
kym a radiologickym nélezom nie je priama
korelacia (klinicko-radiologicky paradox),
MR poskytuje nespecificky nalez a iba slabo
predikuje buducu aktivitu ochorenia. Dalsim
markerom aktivity SM je miera atrofie mozgu,
ktord predstavuje stratu objemu mozgové-
ho tkaniva. Tento parameter nie je sti¢astou
Standardného protokolu vyhodnotenia akti-
vity ochorenia a mé niekolko obmedzeni vo
vyuziti v beznej praxi. Pokles objemu moz-

gu je etiopatologicky nespecificky, zavisi od
mnohych faktorov, najméa hydratacie tkaniv.
Preto sa intenzivne hladaju biomarkery, ktoré
sa $pecificky tykaju Struktiry neurénov a ich
funkcie. Zapalovy proces je pri SM od zaciatku
sprevadzany neurodegenerativnymi zmenami
v CNS. Pozornost sa sustreduje na identifika-
ciu biomarkerov ochorenia, ktoré by dokazali
identifikovat mieru neurodegeneracie pri SM.
Zname laboratérne diagnostické biomarkery
SM st oligoklonalne pasy Ig v likvore.

Neurofilamenty
Neurofilamenty su cytoskeletalne pro-

teiny, Uzko viazané na neuroaxonalne kom-
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partmenty (Khalil et al., 2018). Tieto hetero-
polyméry tvoria triplety lahkych (NfL), stredne
tazkych (NfM) a tazkych (NfH) retazcov. Ich
rbzne zastupenie, kombinacie a koncentra-
cie zdavisia od jednotlivych typov neurénov,
lokalizacie v axéne a stupna vyvoja.

Koncentracie NfL su zvysené pri mno-
hych neurologickych ochoreniach spojenych
s poskodenim axénov (Khalil et al., 2018).
Neurofilamenty lahkych retazcov sa pova-
Zuju za nespecificky marker neurodegene-
racie a konecné Staddium neuro-axonalneho
rozpadu réznej etiopatogenézy. Poskodenie
neurdénov CNS vedie k ich uvolneniu a zvyse-
niu hladin v likvore a krvi, pricom ich koncent-
racia odraza rychlost uvolfiovania z neurénov.
Predpoklada sa, ze sa NfL dostéavaju do krvi
a likvoru prostrednictvom arachnoidalnych
granulacii, ako aj lymfatickymi cestami cez
subarachnoidalne a perivaskuldrne priestory.
Hladiny NfL v likvore st az 500-krat vyssie ako
v krvi. Pri sledovani pooperacnych hladin NfL
sa zistilo, Ze najvyssie hodnoty v likvore aj
sére boli 1 mesiac po operacii a na vychodis-
kovu hodnotu sa vrétili po 6 aZz 9 mesiacoch.
U pacientov so SM sa hodnoty NfL zvysovali
5 mesiacov pred relapsom, vrcholili pri klinic-
kom ndstupe relapsu a klesli v priebehu 4-5
mesiacov (Akgun et al., 2019). Tieto data su aj
vychodiskom k Uvahe, Ze Stvrtro¢né hodno-
tenie NfL by mohlo predstavovat optimalny
interval sledovania ich dynamiky.

Vek je hlavna fyziologickd premennd
ovplyvnujuca hodnoty NfL. Hladiny sa pri
zdravych kontrolach zvysuju o 2,2 % roc¢ne
(Disanto et al., 2017; Barro et al., 2018). U os6b
nad 60 rokov mozno pozorovat prudsi na-
rast hladiny sNfL spolu s interindividudlnou
variabilitou hladin NfL. Predpoklada sa, ze
tieto zmeny odraZaju proces starnutia, ako aj
komorbidity. Dal3ie faktory okrem samotného
neurologického ochorenia, ktoré mézu menit
hladinu neurofilamentov, st BMI a tiez vasku-
larne rizikové faktory (Manouchehrinia et al.,
2020). Je preto dolezité stanovit referencné
hodnoty podla vekovych skupin (z databazy
zdravych kontrol) spolu s vyhodnotenim efek-
tu komorbidit (cerebrovaskularne choroby,
diabetes, fajcenie) na krvné hladiny NfL.

Ultrasenzitivna, v sicasnosti preferovana
metodika stanovenia hladin NfL v sére (sNfL)
alebo plazme (pNfL) je SiMoA. Platforma
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Quanterix vyuziva technolégiu jednej mo-
lekuly (SiMoA), je komer¢ne dostupna a vy-
kazuje dobru analyticku presnost (interassay
koeficienty a variacné koeficienty su < 10 %)
(Kuhle et al., 2018). Okrem metddy SiMoA sa
pouzivaju aj dalsie vysoko citlivé platformy,
ako neuropanel na analyzu liga¢ného pro-
teinu Olink (Olink proximity ligation protein
analysis neuropanel). Medzi nové automati-
zované systémy patri systém Cobas Elecsys
od spolocnosti Roche aimunoassay systém
ADVIA od spolo¢nosti Siemens.

Koreldcia medzi hladinami NfL v sére/plaz-
me a hladinami v likvore bola preukazana vo
viacerych Studiach (Khalil et al., 2018) s pa-
cientmi s RRSM (relaps remitujuca sclerosis
multiplex), ako aj progresivnou SM (Disanto et
al., 2017). Koncentracie NfL v sére su priblizne
0 20 % vyssie v porovnani s plazmou.

Viac ako 15 rokov su predmetom vyskumu
protilatky proti NfL. Metodou ELISA (enzyme-
-linked immunosorbent assay) mozno stano-
vit v likvore aj sére protilatky proti lahkym,
strednym a tazkym retazcom neurofilamentov
(anti-NfL, anti-NfM, anti-NfH). Bartos a kol.
Vo svojej praci analyzovali sérové a likvorové
hladiny IgG a IgM protilatok anti-NfL a zistili,
ze hladiny protildtok IgG v likvore boli u pa-
cientov so SM zvy3ené v porovnani s inymi
zmieSanymi ochoreniami. Protilatky IgG boli
znizené u SM pacientov lie¢enych kombino-
vanou imunosupresiou na rozdiel od nelie-
cenych. Medzi hladinami protilatok anti-NfL
typu IgM neboli medzi skupinami SM a inymi
ochoreniami rozdiely, hodnoty IgM anti-NfL
boli vyssie u pacientov s neurodegenerativny-
mi chorobami. V zévere prace konstatuju, ze
protilatky IgG a IgM anti-NfL nie su uzito¢nym
biomarkerom axondlneho poskodenia alebo
subtypov SM (Bartos et al., 2007).

Klinické vyuzitie
neurofilamentov

Neurofilamenty su vysokosenzitivnym
biomarkerom poskodenia neurénov, bez
ohladu na pricinu. Pri pouziti NfL ako bio-
markera v klinickych studiach mozno vplyv
veku a komorbidit regulovat vyberom pa-
cientov alebo kovaria¢nou analyzou, avak
v redlnej praxi personalizovanej mediciny je
na spravnu interpretdciu potrebné poznat
presnejsie dynamiku NfL a vietky kofaktory.

Databaza noriem NfL je nevyhnutny nastroj,
ktory umoznil kvantitativne modelovanie pro-
gresie ochorenia SM a poskytol relevantny
ndstroj hodnotenia aktivity SM a odpovede na
lie¢bu. Tieto modely uz boli vyvinuté a st do-
stupné v klinickych Studiach pri Alzheimerovej
a Parkinsonovej chorobe. U pacientov
s Alzheimerovou chorobou a amyotrofickou
laterdlnou skler6zou sa priemerna koncent-
racia NfL v sére zvysuje mesiace alebo roky
pred objavenim sa prvych klinickych prejavov
(Preische et al., 2019; Benatar et al., 2018).

Neurofilamenty
a sclerosis multiplex

U pacientov so SM boli NfL analyzova-
né vo viacerych aspektoch a v poslednych
2 rokoch bolo publikovanych viac ako 200
prac o vztahu NfL k jednotlivym atribdtom
ochorenia. NfL sa javia ako citlivy biomarker
aktivity SM, progresie, odpovede na liecbu
a progndézy ochorenia.

Koncentracie NfL su u pacientov so SM
zvycajne ovela nizsie ako pri progresivnych
primarnych neurodegenerativnych ochore-
niach, ktoré vykazuju rychlejsiu stratu neurd-
nov. Priemerné koncentracie NfL v sére alebo
plazme su vyssie pri relapsujucich a progre-
sivnych formach SM v porovnani so zdravymi
kontrolami (Disanto et al., 2017; Kuhle et al.,
2019; Barro et al., 2018). Mnohé retrospektivne
studie a vysledky studii tretej fazy u pacientov
s relapsujucou SM ukazali, Ze pNfL, sNfL, ako
aj likvorové hodnoty su slubnym biomarke-
rom SM (Disanto et al., 2017; Barro et al., 2018;
Novakova et al., 2017; Kuhle et al., 2019). NfL
vykazuju asociacie s aktivitou ochorenia v ak-
utnej faze (vratane korelacie s vychodiskovym
objemom T2 lézii a po¢tom enhancujucich T1
1ézii) a su prediktivnym faktorom naslednej
aktivity na MR, miery straty objemu mozgu,
miery relapsov a zhor3enia disability. M6Zu
byt uzito¢né v identifikacii dlhodobo stabi-
lizovaného stavu pacienta na danej liecbe,
v odlieni pseudorelapsu ochorenia, pripadne
mézu nahradit kazdoro¢né vysetrenie magne-
tickou rezonanciou (Filippi et al., 2020).

Zvysena koncentracia NfL v likvore sa po-
zorovala u pacientov s radiologickym izolo-
vanym syndrémom, rizikovym faktorom pre
neskorsi prechod do klinicky definitivnej SM
(Matute-Blanch et al., 2018).
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Prierezové Studie ukazali vyznamné ko-
relacie medzi vysokymi hodnotami NfL a za-
palovymi faktormi, ako relaps SM a lézie na
MR (Barro et al., 2018; Novakova et al., 2017;
Kuhle et al., 2019). Okrem zépalovej aktivity
reflektujd hladiny NfL i neurodegenerativne
zmeny, progresiu a akumulaciu disability.
Pacienti s progresivnou formou SM maju
vyssie hladiny NfL ako osoby s RRSM rovna-
kého pohlavia a veku. Vyznamné korelacie sa
zistili medzi vysokou hladinou NfL a vd¢sou
progresiou choroby vratane skére disability,
konverzie do sekundarnej progresie, atro-
fie na MR mozgu a zhorsenim kognitivnych
funkcii (Disanto et al., 2017; Novakova et al.,
2017; Kuhle et al., 2019; Filippi et al., 2020;
Jakimovski et al., 2020). V prospektivnych
Studiach, ktoré sa zaoberali sledovanim dy-
namiky NfL v dlhodobom horizonte, sa po-
tvrdil vztah medzi zvy3enim NfL 5 mesiacov
pred objavenim sa klinického relapsu, s na-
jvyssimi hladinami NfL v dobe manifestacie
relapsu. Pokles hladin NfL na vychodisko-
vé hodnoty bol v rozmedzi 4-5 mesiacov
(Akgin et al., 2019). Najvyssie hodnoty NfL
boli spojené s takmer 80 % radiologickou
a klinickou aktivitou.

Neurofilamenty
a odpoved na liecbu SM

Na zéklade viacerych publikovanych prac
sa javia NfL ako vhodny biomarker farmako-
dynamiky a odpovede na lie¢bu, ukazova-
tel efektu hodnoteného lieku aj v klinickych
studiach so SM. Vysledky studii s relabuju-
cou SM naznacuju, Ze sérové a plazmatické
koncentracie NfL odpovedaju konzistentne
do 3-6 mesiacov od zaciatku protizapalo-
vej lie¢by a koreluju aj s datami klinickymi
a zobrazovacimi. Zmeny v hladinach NfL pri
liekoch s vy$Sou Gcinnostou, ako je alemtuzu-
mab a fingolimod, boli vd¢sie ako odpoved na
interferon-beta (Kuhle et al., 2019).

V odpovedi na DMT lie¢bu sa v retro-
spektivnych analyzach pozoroval dlhodoby
pokles hladin NfL v skupinach pacientov
s dobrym klinickym aj radiologickym efek-
tom lieku. Ukazali to pozorovania pri rela-
psujucich formach SM s lie¢bou injekénymi
preparatmi (Disanto et al., 2017), dimetyl-
fumaratom (Akgtin et al., 2019), fingolimo-
dom (Kuhle et al., 2019), natalizumabom
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(Gunnarsson et al., 2011), rituximabom (de
Flon et al., 2019), okrelizumabom (Cross et
al., 2019), ofatumumabom (Hauser et al.,
2020) a alemtuzumabom (Akgiin et al., 2019).
Pokles hladin NfL pozorovany pri rozdielnych
typoch DMT lie¢by zodpoveda priblizne hie-
rarchii uc¢innosti tychto liekov. V sulade s tym
sa ukdzali vysledky neddvno publikovanej
Svédskej Studie v kohorte s viac ako 1000
pacientmi lieCenymi niektorym zo Siestich
liekov, kde najvacsi pokles hladin pNfL bol pri
alemtuzumabe (48 %) a najmensi pri teriflu-
nomide (7 %), ostatné preparaty vykazovali
stredny pokles hladin NfL (Delcoigne et al.,
2020).

U pacientov so sekundarne progresivnou
SM sa pozoroval pokles NfL pri siponimode
(Kuhle et al., 2018), okrelizumabe (Bar-Or et al.,
2019) a natalizumabe (Kapoor et al., 2019). Pri
primérne progresivnej forme doslo k znizeniu
hladin NfL pri liecbe fingolimodom (Kuhle et
al., 2018) a okrelizumabom (Bar-Or et al., 2019).
Vzhladom na nedostatok validnych biomar-
kerov pri progresivnej forme SM sa NfL ¢oraz
viac povazuje za dolezity sekundédrny koncovy
ukazovatel v 2. a 3. faze studii novych liekov
(Kapoor et al., 2020).

NfL ako prediktivny
biomarker SM

Fialova a kol. analyzovala hladiny NfL v i-
kvore a sére a protilatky anti-NfL 1gG. Zistili,
Ze najvyssie hodnoty protildtok boli u paci-
entov s CIS (klinicky izolovany syndrém), ktori
konvertovali do SM (klinicky definitivnej), na
rozdiel od pacientov s CIS, u ktorych sa nasled-
ne SM nerozvinula (Fialovd et al., 2013).V tom-
to kontexte sa javia protilatky anti-NfL ako
vhodné potencialne biomarkery signalizujice
axonalne poskodenie uz vo vcasnej faze SM.

V mnohych studiach sa ukéazali NfL ako
prediktivny faktor nasledujucich relapsov,
aktivity v MR, progresie disability, atrofie
mozgu a miechy a zhorsenia kognitivnych
funkcii (Disanto et al., 2017; Barro et al., 2018;
Siller et al., 2018; Kuhle et al., 2017; Jakimovski
et al., 2020). Vysledky 5-ro¢nej Svajciarskej
longitudinalnej $tudie u viac ako 1 200 pa-
cientov s Upravou hodnét NfL vzhladom
na vek ukazali, ze vysoké hladiny NfL boli
spojené s vyssim rizikom relapsu a novej ak-

tivity na MR v nasledujicom roku dokonca
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aj u tych, ktori vykazovali status NEDA - No
Evident Disease Activity (Yaldizli et al., 2018;
Lublin 2012). Vyssie hodnoty NfL sa javia ako
nezavisly faktor zvyseného rizika klinickej
aj radiologickej (MR) aktivity choroby v na-
sledujucom roku, ¢o vedie k Uvahe, Ze NfL
moze byt uzitocny nastroj v predpovedi sub-
klinickej aktivity SM. NfL v skorej faze SM
boli asociované s klinickou aj MR aktivitou
ochorenia pozorovanou o 10 rokov neskor
(Chitnis et al., 2018).

Limity interpretacie hladin NfL
NfL je cytoskeletalny protein, ktory sa moé-
ze uvoliovat v dosledku takmer akéhokolvek
typu poskodenia mozgu. NfL nie je Specificky
pre SM, a teda akékolvek neurologické ocho-
renie alebo poranenie moéze skreslit interpre-
taciu NfL v populacii SM. Pochopenie vplyvu
roznych komorbidnych stavov, ako su cerebro-
vaskuldrne choroby, cukrovka a fajcenie na
sérové koncentracie NfL, je dalsim dolezitym
krokom vo vyvoji NfL ako ndstroja personali-
zovanej mediciny pri SM, najma u pacientov

s progresivnou SM.

Vyzvy vo vyskume NfL

Sucasné data ukazali, ze sNfL predsta-
vuju senzitivny biomarker sclerosis multi-
plex vyuzitelny pri vsetkych fenotypoch SM
v sledovani aktivity ochorenia a odpovede na
lie¢bu. Pred ich zavedenim do rutinnej praxe
je niekolko dolezitych otazok: Standardizacia
metédy odberu vzoriek a testov pre porov-
natelnost vysledkov NfL, stanovenie norma-
tivnej databéazy hladin NfL u zdravych os6b
s prihliadnutim na vek a komorbidity, hlbsia
analyza a objasnenie prediktivnej hodnoty
vychodiskovych hladin NfL, definovanie mo-
delov zmien hladin NfL pri roznych liekoch
DMT, vztah medzi hladinami NfL a klinickymi
a zobrazovacimi nalezmi. Osobitnym problé-
mom je urenie podielu zapalovej aktivity
vratane aktivovanej mikroglie a inych cho-
robnych procesov na zmenach NfL. Vietky
doterajsie nalezy si vyzaduju hibsiu analyzu
a udaje z prospektivnych dlhodobych sle-
dovani na interpretaciu vysledkov NfL na
individualnej drovni, na vytvorenie modelu,
ktory by mohol podporit vyuzitie NfL v klinic-
kych skusaniach. Tieto studie by mali objasnit
podiel neurodegeneracie a akltnej zapalovej
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aktivity v dlhodobych zmenéch disability
a NfL; rozsah a casovy priebeh trajektoérie hla-
din NfL po akutnej zapalovej prihode (relaps
alebo aktivita MR 1ézii). Koncentracie NfL su
dynamické, zvysené niekolko mesiacov po
relapse, preto je potrebné definovat prahovu
uroven zmeny koncentracie NfL.
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