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Abstrakt

Narkolepsie 1. typu (NT1) je chronické neurologické onemocnéni charakterizované pritomnosti
kataplexie a nadmérné denni spavosti. NT1 vznikd pravdépodobné autoimunitni destrukci
orexinergnich neuron( v hypotalamu. Tyto neurony jsou jedinymi zndmymi producenty neuro-
peptidl orexinu A a B, které se podileji na regulaci spanku a bdéni. NT1 ¢asto doprovazi komor-
bidity, jakymi jsou obezita, diabetes 2. typu, hormondlni poruchy, deprese a Uzkosti. Stfevni mi-
krobiota produkci riznych metabolitl ovliviiuje kvalitu spanku a uvaZuje se o jejim podilu na
patogenezi NT1 ¢i na rozvoji pridruzenych komorbidit. V nasi studii bylo pomoci sekvenovani
nové generace analyzovano sloZeni stfevni mikrobioty 41 pacient( trpicich NT1 a 32 zdravych
kontrol. Diverzita stfevni mikrobioty pacientd se vyznamné nelisila od zdravych kontrol. U paci-
entl byla odhalena pozitivni korelace mezi zastoupenim bakteriadlni celedi Coriobacteriaceae,
BMI a délkou onemocnéni. Dale existuje negativni korelace mezi mnozZstvim celedi Coriobacte-
riaceae a hladinou cholesterolu, coZ naznacuje vliv téchto bakterii na metabolismus lipidd. U
pacientl bylo oproti zdravym kontrolam dale zjisténo vyssi zastoupeni ¢eledi Leuconostocaceae
a Clostridiaceael, pricemz mnozstvi bakterii ¢eledi Clostridiaceae klesd s rostouci délkou one-
mocnéni. Bakteridlni Celed Clostridiaceae se produkci butyratu podili na zlepSovani kvality
spanku. Stfevni mikrobiota predstavuje vyznamny zdroj antigend, které mohou strukturné mi-
mikovat neuropeptidy a neurohormony hostitelského organismu. Protildtky vznikajici proti
témto mikrobidlnim antigenim mohou s témito latkami zkfiZzené reagovat a ovliviiovat tak jejich
funkci. Hladiny takovych autoprotilatek jsou asociované s vyssi prevalenci psychickych a meta-
bolickych poruch. U skupiny pacient( a zdravych kontrol byly stanoveny autoprotilatky proti
neuropeptidim, které by se mohly potencialné podilet na patogenezi NT1. U pacientl byly
oproti zdravym kontroldm nalezeny vyznamné snizené hladiny IgG autoprotilatek proti alfa me-
lanocty stimulujicimu hormonu (a-MSH) a IgA proti orexinu A. U pacientl nebyly detekovany
zvysené hladiny prozanétlivych cytokin( ani marker( poskozeni stfevni a hematoencefalické ba-
riéry. Vysledky této studie poukazuji na mozné propojeni stfevni mikrobioty, fyziologie spanku

a imunitniho systému.

Klicova slova: Narkolepsie 1. typu, stfevni mikrobiom, osa mikrobiom-stfevo-mozek, autoproti-

latky, molekularni mimikry, propustnost stfeva, hematoencefalicka bariéra



Abstract

Narcolepsy Type 1 (NT1) is a chronic neurological disease characterized by the presence of cat-
aplexy and excessive daytime sleepiness. NT1 probably arises from autoimmune destruction of
orexinergic neurons in the hypothalamus. These neurons are the only known producers of the
neuropeptides orexin A and B, which are involved in the regulation of sleep and wakefulness.
NT1 is often accompanied by comorbidities such as obesity, type 2 diabetes, hormonal disorders,
depression, and anxiety. Gut microbiota affects the quality of sleep by the production of various
metabolites. It is considered that it may be involved in the pathogenesis of NT1 or in the devel-
opment of related comorbidities. In our study, we analyzed the gut microbiota composition of
41 NT1 patients and 32 healthy controls using next-generation sequencing. The diversity of pa-
tients’ gut microbiota did not differ significantly from healthy controls. In patients, we revealed
a positive correlation between the abundance of the bacterial family Coriobacteriaceae, BMI,
and the disease duration. Besides, we observed a negative correlation between the Coriobacte-
riaceae family and cholesterol levels, suggesting that these bacteria are involved in host lipid
metabolism. Compared to healthy controls, a higher abundance of bacteria from the families
Leuconostocaceae and Clostridiaceael was detected in patients. In addition, the abundance of
the Clostridiaceae family decreased with the increasing disease duration. The bacterial family
Clostridiaceae is known to produce butyrate and its production improves the quality of sleep.
Gut microbiota represents an important source of antigens that can structurally mimic neuro-
peptides and neurohormones of the host organism. Antibodies produced against these micro-
bial antigens can cross-react with these neuroactive compounds and affect their function. Levels
of such autoantibodies are associated with a higher prevalence of psychological and metabolic
disorders. In a group of patients and healthy controls, we detected autoantibodies against neu-
ropeptides that could potentially be involved in the pathogenesis of NT1. We found lower levels
of IgG autoantibodies against alpha melanocyte-stimulating hormone (a-MSH) and IgA against
orexin A in patients compared to healthy controls. We did not detect increased levels of pro-
inflammatory cytokines or markers of gut or blood-brain barrier damage in patients. The results
of this study show a possible connection between gut microbiota, sleep physiology, and the im-

mune system.

Keywords: Type 1 narcolepsy, gut microbiome, microbiome-gut-brain axis, autoantibodies, mo-

lecular mimicry, gut permeability, blood-brain barrier
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Seznam pouzitych zkratek

a-MSH

A. muciniphila

ASO

BMI

CNS

EDS

ELISA

HCRTR2

HEB

HLA

HPA

I-FABP

IFN-y

IL

MCH

M. smithii

MSLT

NEI

NPY

NREM

Alfa melanocyty stimulujici hormon

Akkermansia muciniphila

Anti-Streptolysin O

Body mass index, index télesné hmotnosti

Centralni nervova soustava

Excessive daytime sleepiness, nadmérna denni spavost

Enzyme-linked immunosorbent assay

Gen pro hypokretinovy receptor 2

Hematoencefalicka bariéra

Human leukocyte antigens, systém lidskych leukocytdrnich

antigen(

Osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny

Intestinal fatty acid-binding protein, stfevni protein vazajici

mastné kyseliny

Interferon gamma

Interleukin

Melanin koncentrujici hormon

Methanobrevibacter smithii

Multiple sleep latency test, test mnohocetné latence usnuti

Neuropeptid kyselina glutamova-isoleucin

Neuropeptid Y

Non-rapid eye movement, klidny pohyb oci



NT1

NT2

OTU

OX1R

OX2R

PCR

PYY

gPCR

RBD

REM

$100B

SCFA

TNF-o

Narkolepsie 1. typu

Narkolepsie 2. typu

Operational taxonomic unit, operaéni taxonomickd jednotka
Orexinovy receptor 1

Orexinovy receptor 2

Polymerase chain reaction, polymerdazova fetézova reakce
Peptid YY

Kvantitativni PCR

REM sleep behavior disorder, poruchy chovani v REM spanku
Rapid eye movement, rychlé pohyby oci

Protein B vazajici vapnik z rodiny S100 proteint

Short-chain fatty acids, mastné kyseliny s kratkym retézcem

Tumor nekrotizujici faktor alfa



1 Uvod

Narkolepsie 1. typu je chronické neurologické onemocnéni charakteristické poruchou regulace
spanku a bdéni. Jedna se o heterogenni onemocnéni, pfi kterém maji pacienti ¢asto pfidruzené
metabolické, endokrinni a psychiatrické poruchy. U pacientl s NT1 je vysoka prevalence nadvahy a
obezity. Etiologie narkolepsie 1. typu neni zcela objasnéna, ale velmi pravdépodobné se jedna o
autoimunitni onemocnéni, pfi jehoz patogenezi hraji roli infekéni choroby a potencialné i slozeni
stfevniho mikrobiomu.

Stfevni mikrobiom skrze osu mikrobiom-stfevo-mozek ovliviiuje délku a kvalitu spanku,
chut k jidlu a metabolismus, dale endokrinni a imunitni systém a propustnost stfevni a hematoen-
cefalické bariéry. Dysbidza stfevniho mikrobiomu je mimo jiné asociovana s metabolickym syndro-
mem, obezitou, diabetem 1. typu a také s neurodegenerativnimi a psychiatrickymi nemocemi. Ob-
jasnénim etiologie a patogeneze narkolepsie by mohlo vést k formulaci novych terapeutickych pti-
stupll vedoucich ke zmirnéni symptom narkolepsie a zkvalitnéni Zivota pacientd.

Diplomova préce se zabyva vyzkumem sloZeni stfevniho mikrobiomu a autoimunitnich me-
chanism( u pacientl s narkolepsii 1. typu. Zejména se zaméfuje na odhaleni role stfevniho mikro-
biomu v patogenezi narkolepsie a na popsani specifického bakteridlniho sloZeni ve stfevé téchto
pacientl. Prace popisuje teoretické souvislosti mezi stfevnim mikrobiomem u skupiny pacientt
s NT1, vyvojem onemocnéni a tizi symptomu. Dale také popisuje hladiny autoprotilatek v séru, sé-
rovy cytokinovy profil a propustnost stfevni a hematoencefalické bariéry u pacientd a porovnava

tyto hodnoty se skupinou zdravych kontrol.



2 Prehled literatury

2.1 Regulace spanku a bdéni

Spanek je okamtzité reverzibilni funkéni stav organismu, pti kterém dochazi ke snizené reaktivité na
vnéjsi podnéty, k poklesu pohybové aktivity a ke zméné kognitivnich Cinnosti (1). Spanek se déli na
NREM a REM faze, které se odlisuji rozdilnou aktivitou mozkové kliry a regulaci svalového napéti
pfi spanku. BEhem NREM spanku dochazi ke snizeni metabolickych procesti mozku a ke snizeni
svalového tonu, zatimco pri REM spanku jsou aktivita mozkové kiiry a metabolické procesy mozku
srovnatelné se stavem bdélosti. Kosterni svaly jsou v REM spdnku zcela atonické s vyjimkou branice,
svall stfedousi, okohybnych svall a nékterych svall hrtanu. NREM spanek v dospélosti tvoti 75-80
% nocniho spanku (1). Spanek i bdélost jsou zavislé na cirkadidannim rytmu a tendenci organismu
spat, kterd se zvysSuje s délkou trvani pfedchozi bdélosti. Cirkadidnni rytmus je zajistén diky tzv. ho-
dinovym genlm. Hlavni mozkové centrum, kde se tento biorytmus generuje, je parové jadro
nucleus suprachiasmaticus, které se nachazi v pfednim hypotalamu. Tato mozkova oblast je aktivni
ve dne a je ovliviiovana tzv. synchronizatory, mezi které patfi napfiklad denni svétlo a melatonin (1;
2). Regulaci spanku a bdéni zajistuji neurony, které primo ¢i nepfimo aktivuji mozkovou karu a tim
bud’ navozuji ¢i udrzuji bdéni, nebo mozkovou kdru tlumi, ¢imz navozuji spanek (1).

Orexinergni (neboli hypokretinergni) neurony se nachazi v lateralni ¢asti hypotalamu a pro-
chazi do dalsich ¢asti mozku a michy (2; 3). Orexinergni neurony jsou esencialni pro udrZovani or-
ganismu v bdélosti, pfitemz jsou maximalné aktivni pfi pohybové aktivité a bdéni a neaktivni ve
vsech fazich spanku (3). Orexinergni neurony jsou aktivovany vsemi druhy budivych systému (no-
radrenergni, dopaminergni, serotoninergni, histaminergni, acetylcholinergni atd.) a zaroveri mohou
tyto budivé systémy podporovat v kontinudlni aktivité a tim udrZovat stav bdéni (1). Orexinergni

neurony také inervuji ¢asti mozku, ve kterych se nachazi centrum odmeén, chuti a metabolismu (4).

2.2 Narkolepsie 1. typu

Narkolepsie je chronické neurologické onemocnéni, které je charakteristické porusenou regulaci
spanku a bdéni. Narkolepsie patfi do skupiny onemocnéni oznacovanych jako centralni hyperso-
mnie (1). Narkolepsii rozliSujeme na narkolepsii 1. typu (NT1), dfive oznacovanou jako narkolepsie
s kataplexii, a narkolepsii 2. typu (NT2), dfive oznacovanou jako narkolepsie bez kataplexie. Typic-
kym projevem narkolepsie obou typl je nadmérna denni spavost (5; 6). NT1 je zpUsobena selektivni
destrukci orexinergnich neuron( v hypotalamu, které jsou jedinymi zndmymi producenty neuro-
peptidl orexinu A (neboli hypokretinu 1) a orexinu B (neboli hypokretinu 2). Orexin A i B ovliviuji
navazanim na orexinové receptory 1 (OX1R) a 2 (OX2R) aktivitu rliznych typl neurond. Destrukce

orexinergnich neuront zplsobuje snizeni hladin orexinu v likvoru, coZ vede k naruseni regulace



spanku a bdéni (7; 8). Kromé orexinergnich neuront nejsou u pacient s NT1 poskozeny Zadné jiné
neurony a celkové zastoupeni jednotlivych typ( neurond je srovnatelné se zdravymi kontrolami.
Vyjimku tvofi histaminergni neurony, které jsou u pacientd s NT1 ve vétsi mife (9). Histaminergni
neurony jsou stejné jako orexinergni neurony budivé, takZe jejich navyseni miZe u narkoleptickych
pacientl pUsobit jako kompenzace chybéjiciho budivého systému (10). Pfi¢ina destrukce orexinerg-
nich neurond jesté nebyla zcela odhalena, ale pravdépodobné se jednd o autoimunitni proces (viz.
Kapitola 2.2.4).

Orexiny byly objeveny jako regulatory pfijmu potravy a aZ pozdéji se zjistila jejich zasadni
role v regulaci spanku a bdéni. Kromé toho u mysi bylo zjisténo, Ze se podileji také na regulaci sr-
decniho tepu, termogenezi hnédého tuku, metabolickém obratu a obecné stimuluji organismus ke
stavu vysoké pozornosti, motivovanosti a pripravenosti k fyzické aktivité (11; 12). Orexinergni neu-
rony produkuji také dalSi neurotransmitery jako napfiklad glutamat a dynorfin. Neni zatim zfejmé,
jestli sniZzeni koncentrace téchto latek pfimo ovlivriuje vyvoj narkolepsie (13). NT2 ma velmi hete-

rogenni klinické projevy a v nékterych pripadech se postupem casu rozviji v NT1 (6; 14).

2.2.1 Klinické projevy NT1

Mezi typické projevy NT1 patfi kataplexie, nadmérnd denni spavost (EDS), ruseny nekvalitni noc¢ni
spanek, parasomnie, halucinace a spankova paralyza. Dalsi velmi casté projevy NT1 predstavuji psy-
chiatrické, emocionalni a metabolické poruchy. Méné ¢astymi projevy NT1 je nocni poceni, poruchy
traveni, bolesti hlavy, chronické bolesti zad, poruchy erekce a dalsi. Vzhledem k rozmanitym klinic-
kym projevim se zacina uvaZovat o narkolepsii jako o celkové hypotalamické poruse. Jedinym spe-
cifickym symptomem NT1 je kataplexie, coZ je stav nahlé ztraty svalového tonu ve stavu bdéni.
Kataplexie je ¢asto u pacienta vyvolana silnou pozitivni emoci a az u 50 % vSech pacient( se projevi
pfi lochtani (6).

Kataplexie muize byt celkova, pfi niz dochazi k padu pacienta a neschopnosti se hybat do
odeznéni ataky, nebo ¢asteénd, pri niz dochazi k ztraté svalového tonu pouze uréitych svald. Cas-
te¢nd ataka kataplexie obvykle trvd 2-10 sekund, ale v pfipadé, Ze se stdle vyskytuje spoustéc ataky,
kataplexie pretrvava. Castecnd kataplexie byvé ¢asto lokalizovana na svaly obli¢eje a miiZze se po
par sekundach rozvinout v celkovou ataku. Celkova kataplexie je pfitomna pfiblizné u tretiny paci-
entd a trva vétsSinou méné nez 2 minuty. Ataka delsi nez 5 minut je typicka spiSe pro nelécené paci-
enty nebo pro pacienty, u kterych prestane fungovat antikataplekticka |écba (16). Pri kataplektické
atace mlze, zejména u déti a nové diagnostikovanych pacient(l, dochazet k zaskubim obli¢ejového

svalstva, protazeni kréniho svalstva a opakujicim se zaskublm koncetin, coz muze vést k zaméné



diagndzy za epilepsii (17). Projevy kataplexie jsou u kazdého pacienta individualni, stejné jako cet-
nost téchto atak, kterd se pohybuje od poctu jednotlivych atak nékolikrat za rok az nékolikrat za
den. Pfi kataplektické atace z(istava vétsSinou pacient pfi védomi a pouze vyjimecné pacienti popisuji
rozmazané vidéni a duSeni. Kataplexie je, obzvlast pti delsi atace, sdruzena s dalsimi projevy NT1
jako napfiklad s halucinacemi, spankovou paralyzou, snénim a typickym chovdnim jako v REM
spanku (19). Kataplexie se vétsinou zacne projevovat po nékolika mésicich od zac¢atku projev( EDS.
Nékdy se ale zane projevovat az po nékolika letech, coz je nejspi$ zplsobené tim, Ze destrukce
orexinergnich neuronl probihad v rozmezi delSiho ¢asového Useku. Existuje predikce, Ze se de-
strukce méné nez 50 % orexinergnich neuron( projevi nadmérnou denni spavosti a destrukce vice
jak 80 % téchto neurond vyustuje v projevy kataplexie a rychlého pfechodu organismu do REM
spanku po usnuti (20).

EDS je charakterizovana jako chorobné usinani béhem dne. Mezi nej¢asté;jsi projevy EDS
patti pocit Unavy, nedobrovolné usindni neboli spankova ataka, prodlouzeni noéniho spanku, které
nevede k odpocinku, opakované usinani béhem dne a dlouhodobé zhorsené vstdvani, které je spo-
jené s podrazdénosti ¢i zmatenosti (21). EDS lze klasifikovat podle zavaZnosti, kde se hodnoti, jestli
pacient usina pfi monoténni ¢innosti, anebo také pfi interaktivni aktivité. EDS je u 80 % NT1 paci-
entl doprovazena nedobrovolnym usinanim (22). EDS se vétsinou znacné projevovat uz v rannich
hodinach a v odpolednich hodinach pfechazi v nekontrolovatelné nutkani spat. Po zdfimnuti, které
trva okolo 15-20 minut dochazi k odpocinku a EDS se zacne po 1-2 hodindch projevovat znovu (7). |
presto, Ze pacienti spi vice pres den neZ jedinci béZzné populace, nespi celkové vice, protoZe jejich
nocni spanek je fragmentovany (23).

U 25-50 % pacientl se vyskytuji poruchy chovdni v REM spanku (RBD), ndmésicnost, syn-
drom nocniho prejidani a poruchy dychani ve spanku (6). RBD se rfadi mezi parasomnie a jsou cha-
rakterizované nabitim svalového tonu v REM spdnku a abnormdlnim chovanim béhem této faze
spanku. Pro RBD je typické chovani, kdy pacient béhem spdnku vykondva podobné pohyby jako ve
snu, ¢imz ohroZuje sebe i své okoli (24). Néktefi pacienti také mohou trpét spankovou paralyzou,
coz je stav, kdy u pacienta dochazi k neschopnosti ovladdni kosterni svaloviny na zacatku nebo na
konci spanku. Vyskyt téchto poruch ve spanku pozitivné koreluje se zavaznosti EDS a mirou deficitu
orexinu (6). 50-60 % pacient( trpi halucinacemi spojenymi se spankem (7). Pfitomnost halucinaci u
pacientl muze zplsobit zaménu diagndzy za schizofrenii (25). EDS je také asociovana s depresi,
obezitou, Uzkosti, podrazdénosti a zejména u déti s poruchami pozornosti a chovani (26).

Narkolepsie je onemocnéni, které negativné ovliviiuje psychické rozpoloZeni pacienta. Pa-
cienti s narkolepsii maji obecné nizsi sebevédomi, nizké vykony v zaméstnani a ve Skole, horsi me-
zilidské vztahy a Casto trpi psychiatrickymi nemocemi. AZ 30 % pacient( s narkolepsii trpi depresemi

a Uzkostmi (27). Rozvoj narkolepsie miZe byt podnicen stresujici Zivotni situaci (6). Pacienti jsou i
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pres normalni kaloricky prijem a béZnou fyzickou aktivitu ¢asto obézni, maji o 10-20 % vyssi hodnoty
indexu télesné hmotnosti (BMI) oproti béZzné populaci, vyskytuje se u nich ¢astéji diabetes mellitus,
hypertenze, snizena schopnost lipolyzy a snizena funkce metabolismu (28; 29). Dale trpi endokrin-
nimi poruchami, a to hlavné poruchami stitné zlazy (6). Déti po rozvoji NT1 velmi rychle pfibiraji na

vaze, a to aZz o 15 kg béhem prvnich mésicl po zacatku rozvoje tohoto onemocnéni (30).

2.2.2 Epidemiologie a geneticky podklad NT1

Prevalence narkolepsie v Evropé a Severni Americe se pohybuje v rozmezi 0,02-0,18 %. Nejvyssi
bilita prevalence narkolepsie je pravdépodobné zplsobena odlisnou genetickou vybavou populace,
informovanosti obyvatelstva a I1ékar(l a ekonomikou statu (1). Narkolepsie se vétSinou zacne proje-
vovat v obdobi puberty ¢i po 35. roce Zivota. U 10-15 % pacientl se projevi jesté pred 10. rokem
Zivota (31). Typicky ma narkolepsie progresivni priibéh, nicméné existuje i akutni pribéh nemoci
(32; 33). Narkolepsie je silné asociovana s alelou HLA-DQB1*06:02, kdy 86-98 % pacient(l s NT1 a
40-50 % s NT2 jsou nositelé této alely. Tato alela se vyskytuje u bézné populace v 5-38 % (34). Aso-
ciace narkolepsie s alelou HLA-DQB1*06:02 je dosud nejsilnéjsi znamou asociaci mezi konkrétni HLA
alelou a onemocnénim. Dalsi asociace byly nalezeny s polymorfismy genl kodujicich napf. o fetézec
T bunécného receptoru, P2Y purinoceptor 11 a pro-katepsin H (35; 36). Narkolepsie je multifakto-
ridlni onemocnéni a samotna geneticka predispozice nemusi zpUsobit projeveni nemoci, coz vychazi
ze studii sledujicich jednovajecna dvojcata, u kterych se narkolepsie vyskytuje u obou jedincl pouze

v 25 % (6).

2.2.3 Environmentalni faktory ovliviujici rozvoj NT1

Rozvoj narkolepsie je u geneticky predisponovaného jedince pravdépodobné vyvolan dalSim spous-
técem, kterym muZze byt napftiklad infekce, vakcinace ¢i Uraz hlavy (32; 33). Zacatek projevl narko-
lepsie je ¢asto zaznamenan na jafe a v lété, coZz by odpovidalo tomu, Ze pacient prodélal béhem
zimniho obdobi infekci spoustéjici destrukci orexinergnich neuron(, ktera se zacala projevovat az
po nékolika mésicich (37). Nejvice je rozvoj narkolepsie spojovan s infekci zplsobenou B-hemoly-
tickym streptokokem a chfipkovym virem typu A HIN1. Existuje pfedpoklad, Ze tyto dvé infekéni
agens iniciuji ¢i katalyzuji autoimunitni destrukci vlastnich orexinergnich neuront (33; 38). Tento
predpoklad podporuje i zvySeny nalez protilatek proti streptolysinu O (ASO) u 51 % pacient(l (do 3
let od projeveni pfiznakd) oproti 19 % u zdravych kontrol. Titr protilatek proti ASO s dobou od za-
¢atku projeveni nemoci klesa (38). Asociace viru HIN1 s rozvojem narkolepsie byla poprvé pozoro-

vana po pandemii v letech 2009-2010, kdy doslo k vyznamnému zvySeni prevalence NT1. Nar(st



prevalence NT1 byl zaznamendn jak po infekci samotnym virem v Ciné (3x), tak po podani vakciny
Pandemrix (GlaxoSmithKline) proti viru HIN1 (2,54x) v severoevropskych zemich, kde se vakcina
pouzivala (33). K nejvyssimu narlstu nové diagnostikovanych pacient doslo po podani vakciny
Pandemrix ve Finsku (9,78x). ZvySeni bylo pozorovano nejprve u déti (39) a pozdéji v mensi mifeiu
dospélych. Vsichni pacienti, u kterych se NT1 rozvinula po pandemii virem H1N1, byly nositelé alely
HLA-DQB1*06:02 a onemocnéni se u hich projevilo béhem tydnd ¢i mésicl po infekci ¢i vakcinaci
(33; 37). Po pusobeni dosud neznamého faktoru byl v roce 2013 v Evropé zaznamenan dalsi narlst

(2,09x) vyskytu NT1 u déti a adolescent( (39).

2.2.4 Etiologie NT1

Pri¢ina rozvoje narkolepsie jesté neni zcela objasnéna, ale zd3 se, Ze se jedna o autoimunitni one-
mocnéni zplsobené selektivni destrukci orexinergnich neuront zprostfedkovanou T lymfocyty (Ob-
razek 1) (40). T lymfocyty mohou byt rozdéleny na dvé zakladni populace — na pomocné CD4+ a
cytotoxické CD8+ T lymfocyty. Oba typy T lymfocytll rozpoznévaji pomoci specifickych T bunéénych
receptorll peptidy navazané na MHC molekulach. CD4+ T lymfocyty rozpoznavaji peptidy navazané
na MHC molekuldch 2. tfidy, které jsou exprimované antigen prezentujicimi bunkami, tedy i glio-
vymi bufikami v mozku. CD8+ T lymfocyty rozpoznavaji peptidy navazané na MHC molekulach 1.
tridy, které jsou exprimované na vsech jadernych bunkach. Neurony exprimuji jen MHC molekuly
1. tfidy, a to pouze po stimulaci prozanétlivymi stimuly, kterymi mohou byt naptiklad cytokiny IFN-
vy a TNF-o.

Kvali asociaci NT1 s infekénimi nemocemi se uvazuje o uc¢inku molekularnich mimiker, které
by se mohly podilet na rozvoji autoimunitni destrukce orexinergnich neuront (20). Mechanismus
molekuldrnich mimiker je zaloZzeny na podobnosti mezi cizimi a vlastnimi strukturami, kdy aktivace
imunitniho systému proti cizorodému antigenu spusti u vnimavého jedince autoimunitni reakci
(41). Tuto teorii podporuje studie z roku 2018 (42), kdy bylo zjisténo, Ze se peptidy orexinu a chfip-
kového viru HIN1 vazi na DQB1*06:02 tetramery a jsou rozpoznavany CD4+ T burikami ve vétsi
mite u pacientl s NT1 neZ u zdravych kontrol. Orexiny se na DQB1*06:02 tetramery vazi s vyssi afi-
nitou, pokud jsou na svém C-konci posttranslaéné upraveny amidaci. Autofi také odhalili homologii
mezi hemaglutininem viru HIN1 (pHA273287) @ amidovanym orexinemsas.ee/ss-07 (42).

Pomocné CD4+ T lymfocyty nejsou pfimo cytotoxické a rozpoznavaji peptidy navazané na
MHC 2. tfidy, které nejsou exprimovany neurony. Destrukce orexinergnich neuron(i CD4+ T lymfo-
cyty tedy neni pravdépodobna. Predpokladana role CD4+ T lymfocytd v rozvoji NT1 je v produkci

prozanétlivych cytokind, které zpUsobi aktivaci jinych bunék imunitniho systému, zejména makro-



fagh, CD8+ T lymfocytl a NK bunék. Zvysené hladiny prozanétlivych cytokini mohou také induko-
vat vySsi propustnost hematoencefalické bariéry (HEB) a expresi MHC molekul 1. tfidy na neuron-
ech. Pfimou destrukci orexinergnich neuront by mohly zprostfedkovavat autoreaktivni cytotoxické
CD8+ T lymfocyty (20; 40). Schopnost cytotoxickych CD8+ T lymfocytl zplsobovat destrukci neu-
rond byla ovérena na transgennich mysich, které na svych orexinergnich neuronech exprimovaly
hemaglutinin. Po vpraveni specifickych CD8+ T lymfocytll rozpoznavajicich hemaglutinin do krve
téchto mysi doslo k destrukci orexinergnich neuronl a k rozvoji kataplexie a fragmentovaného

spanku (43).

HIN1

destrukce

orexinergni neuron

1 exprese MHC 1. tridy
J integrity HEB

HLA-DQB1*06:02

Obrazek 1 — Teoreticky mechanismus destrukce oreginergnich neuronl ucinkem molekularnich mimiker.
V tomto modelu exprimuje antigen prezentujici burika fragmenty chfipkového viru HIN1 ¢i bakterie rodu
Streptoccocus na MHC molekuldch 2. tfidy (pravdépodobné na HLA-DQB1*06:02). Takto prezentované frag-
menty rozpozndvd CD4+ T lymfocyt, ktery ndsledné zacne produkovat prozdnétlivé cytokiny (TNFo, IFNy atd.).
Prozanétlivé cytokiny zpGsobi rozvolnéni HEB a zvy$eni exprese MHC molekul 1. tfidy na neuronech. U¢inkem
téchto cytokinli dochazi k expanzi specifickych CD8+ T lymfocytl, které rozpoznavaji peptidy homologni
s peptidy z chripkového viru HIN1 ¢i bakterie rodu Streproccocus navazané na orexinergnich neuronech. Tyto
specifické CD8+ T lymfocyty zplsobuji destrukci orexinergnich neuronll. Obrazek byl vytvofen pomoci we-

bové stranky www.Biorender.com.



Roli T lymfocytl pfi etiologii NT1 potvrzuje studie z roku 2018, ve které byly stanovovany
specifické pamétové T lymfocyty pomoci velmi citlivé metody, pfi které se vytvori knihovna téchto
lymfocytl odebranych z periferni krve narkoleptickych pacientl a zdravych kontrol. Pomoci této
metody bylo zjisténo, Ze 17 z 18 narkoleptickych pacientl a 3 z 12 kontrol maji specifické pamétové
T lymfocyty rozpozndvajici orexin. Z typizace bylo zjiSténo, Ze se jednd o Th1 buriky, které rozpozna-
vaji peptidy navazané na HLA-DR molekulach. U jednoho pacienta s nedavnym rozvojem NT2 z této
studie se nasly také CD8+ T lymfocyty rozpozndvajici orexin v likvoru (44). Pti pitvé zemrelych paci-
entl s narkolepsii se v hypotalamu nenasli zvysené cytotoxické T lymfocyty Ci jiné zanétlivé bunky,
pouze zvySena aktivace astrocytl (45) s vyjimkou jednoho pacienta s nedavnym nastupem NT1, u
kterého byl zjistény velky infiltrat CD8+ T lymfocytl v hypotalamu (46).

U narkoleptickych pacientd byla v minulosti velka snaha nalézt autoprotilatky, nicméné vy-
sledky byly nekonzistentni a snaha replikovat nalezené vysledky jinymi laboratofemi byla ¢asto ne-
Uspésna (40). U narkoleptickych pacient( byly napriklad nalezeny autoprotilatky proti neuropeptidu
kyselina glutamova-isoleucin (NEI) a melanocyty stimulujicimu hormonu o (aMSH). NEl a aMSH jsou
navzdjem homologni a protilatky proti nim tedy mohou vdazat oba peptidy. V mozku krys se tyto
protilatky vaZzou na neurony produkujici melanin koncentrujici hormon (MCH) a na neurony produ-
kujici proopiomelanokortin, které se podileji na regulaci spanku a chuti k jidlu. Mysi, kterym byly
podavany IgG protilatky proti NEI/auMSH izolované z pacientskych sér do likvoru, mély snizenou
kvalitu spanku (47). Dale byly nalezeny autoprotilatky proti ORX2, prostaglandinovému receptoru
D2, neurexinu-1-alfa a proteinu tribbles homolog 2. VSechny autoprotilatky dosud nalezené u nar-
koleptikl ve vyssich hladinach nejsou specifické pouze pro orexinergni neurony a zda se tedy, Ze
nejspis vznikaji béhem autoimunitni reakce namitené proti orexinergnim neurontim, ale nepodileji
se pfimo na jejich destrukci (40). Role autoprotilatek neni zatim jasna, ale je mozné, Ze spoluucinkuji
jako spoustéc¢ nemoci, kdy by se mohly vazat na orexinergni neurony a oznacovat je tak k destrukci,
¢i nespecificky aktivovat mikroglie v jejich okoli (40; 48). U pacient(i s NT1 nejsou v likvoru nalezeny
oligoklonalni pasy ani zvysené protilatky jiného izotypu (20). Hodnoty ze séra pacientl obecné ne-
ukazuji zvysené hladiny protilatek, ale nasly se zvysené hladiny imunokomplex(i 1gG protilatek
s orexinem A (20; 49).

Nekonzistentnost vysledk( popisujicich autoprotilatky a malo publikaci popisujici autoreak-
tivni T-lymfocyty u narkoleptickych pacientl mlzZe byt vysvétlena tim, Ze primérna doba od prvnich
projevl narkolepsie po stanoveni diagnozy je 14 let, takZe stav imunitniho systému pfi vyzkumu
neodpovidd nastaveni systému pfi rozvoji onemocnéni ¢i v blizké dobé po ném (50). Pro Uspésné
vyhodnoceni stavu imunitniho systému narkoleptickych pacientd by bylo vhodné provadét studii se
vzorky ziskanymi od nové diagnostikovanych pacientl ¢i détskych pacient(, u kterych jesté nepro-
béhla kompletni destrukce orexinergnich neuron ¢i jsou u nich jesté pfitomné autoreaktivni klony
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T lymfocytl a autoprotilatky (20; 40; 48), cozZ je nicméné vzhledem k prevalenci onemocnéni po-

meérné obtizné.

2.2.5 Diagndza NT1

Narkolepsie je v populaci poddiagnostikovana, pfipadné casto diagnostikovana chybné. Pro dia-
gnostiku NT1 musi byt splnény tyto podminky: pfitomnost kataplexie, projev EDS po dobu delsi nez
3 mésice a hladiny orexinu v likvoru nizsi nez 110 pg/ml (6). U pacient( se pro spravnou diagnostiku
dale provadi test mnohocetné latence usnuti (MSLT) a polysomnografie (1; 6). BEhem MSLT dostane
jedinec pét pfrilezitosti usnout na 15 minut. Prvni moZnost dostdva do 3 hodin od ranniho probuzeni
a ddle vZdy ve dvouhodinovych intervalech. Vysledkem tohoto testu je hodnota priimérné latence
usnuti a informace o pritomnosti REM faze béhem spanku. Podminka pro diagnézu NT1 je hodnota
pramérné latence usnuti kratSi nez 8 minut a pfitomnost REM spanku alespon 2x v prlibéhu testu
(1; 51). K doplnéni diagndzy se u pacientll provadi stanoveni pfitomnosti alely HLA-DQB1*06:02.
Pritomnost této alely u pacienta neni podminkou pro stanoveni diagnézy NT1, nicméné pfi jeji ne-
pritomnosti je velmi pravdépodobné, ze se jednd o jiné onemocnéni, protoze tato alela zvysuje

pravdépodobnost rozvoje narkolepsie az 200x (6).

2.2.6 Terapie NT1

Lécba narkolepsie se da rozdélit na nelékovou a lékovou. Nelékova lé¢ba spociva ve spravné span-
kové hygiené (pravidelny noc¢ni spanek a planovany spanek béhem dne), dieté s nizkym obsahem
sacharidd, pravidelné fyzické aktivité a behavioralni terapii (52). Lékova terapie je pouze sympto-
matickd. Pacienti pouZivaji Iéky, které snizuji Cetnost a zavaznost kataplektickych atak a EDS. Jako
antikataplektické léky se pouZivaji Iéky s y-hydroxymdselnou kyselinou, ktera snizuje aktivitu ner-
vovych bunék ve svém okoli, pficemz nej¢astéji pouzivany |éCebny preparat s touto Ucinnou latkou
je Xyrem (53; 54). Déle se jako antikataplektické |éky daji vyuzivat antidepresiva na bazi selektivnich
inhibitord zpétného vychytavani serotoninu. Na Iécbu EDS se pouZivaji hlavné léky Vigil obsahujici
ucinnou latku modafinil, ktery inhibuje zpétné vychytdvani dopaminu, a Ritalin obsahujici methyl-

fenidat, coz je stimulant podobny amfetamin(m, ktery zvysuje v téle hladiny dopaminu (53).

2.2.7 Narkolepsie u zvirat

Narkolepsie s kataplexii se vyskytuje u pst, koni, ovci a krav. Nej¢astéji postizenym psim plemenem
jsou dobrmani a labradorsti retrivii. U psli pozorujeme dvé formy narkolepsie, a to dédi¢nou a spo-
radickou. Dédi¢na narkolepsie se od sporadické lisi zejména v tizi symptomu, které jsou zavaznéjsi

u sporadické formy, protoZe je spojena primo s Ubytkem orexinu v likvoru. Nicméné pficina jejiho
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vzniku neni jesté objasnéna. U dédicné formy byla nalezena mutace v genu HCRTR2, ktery kdduje
OX2R. Dédi¢nost je zde autozomalné recesivni s Uplnou penetraci (55; 56).

Dva nejcastéji pouzivané mysi modely pro studium narkolepsie jsou orexin knockoutované
mysi, které maji naruseny gen pro prepro-orexin a orexin/ataxin-3 mysi, u kterych se postnatalné
indukuje selektivni destrukce orexinovych neuront. Oba mysi modely vykazuji symptomy narko-
lepsie podobné tém u lidi. U mysiho modelu, kde chybi celé orexinové neurony, Ize navic pozorovat

také nastup obezity (57).

2.3 Strevni mikrobiom

Mikrobiom oznacuje soubor gen( vSsech mikroorganism( nachazejicich se v daném prostredi. V lid-
ském téle se nachazi 100-150x vice mikrobialnich neZ lidskych gen(. SloZzeni mikrobiomu se lisi
v rliznych anatomickych oblastech a je relativné stabilni na vyssich taxnonomickych urovnich.
Strevni mikrobiota se sklada z bakterii, archeii, hub, vird a dalSich mikroorganism0 (58). V lidském
téle se nachazi pfFiblizné 10 bakteridlnich bunék. SloZeni lidské mikrobioty se sklddd pfevainé
z Sesti bakteriadlnich kmend, z nichZ jsou nejvice dominantni kmeny Firmicutes, Bacteroidetes, Pro-
teobacteria a Actinobacteria. Ostatni bakteridlni kmeny u lidi tvofi méné nez 0,01 % z celkového
sloZzeni mikrobiomu (58; 59). Nejvice mikroorganismu osidluje oblast traviciho traktu, pficemz slo-
Zeni mikrobiomu se v rliznych ¢astech travici trubice lisi. Nejvyssi pocet bakterii a sou¢asné nejvétsi
bakterialni diverzita v lidském téle se nachazi v tlustém strevé, kde je az 1000 rliznych bakteridlnich
druh( (60; 61), které jsou prevazné anaerobni a az 80 % z téchto bakterii jsou béZznymi prostredky
nekultivovatelné (62).

SloZeni stfevniho mikrobiomu je vyznamné ovlivnéno zplisobem porodu a stravovanim no-
vorozence. Béhem vagindiniho porodu dochazi k inokulaci novorozence vagindlni mikrobiotou,
ktera se vyrazné lisi od sloZeni koZzni mikrobioty, se kterou se dostava do styku novorozenec béhem
cisarského fezu. Novorozenci, ktefi jsou narozeni vaginalni cestou, maji vice zastoupené kmeny Ba-
cteroidetes neZ Firmicutes oproti novorozencim narozenym cisafskym fezem (60; 63). Materské
mléko obsahuje mimo jiné slozky mikrobioty a nestravitelné oligosacharidy, které ve strevé plsobi
jako prebiotikum podporujici rast prospésnych bakterii, jako je napfiklad rod Bifidobacterium. Slo-
Zeni mikrobiomu se ustaluje okolo tfetiho roku Zivota, ale je dale ovliviiovano sloZzenim stravy, uzi-
vanim antibiotik a jiné medikace, stresem, pohlavnimi hormony, zemépisnymi podminkami a star-
nutim (58; 60).

Mikrobiota se podili na mnoha fyziologickych procesech, mimo jiné ovliviiuje vyvoj imunit-
niho systému, imunitni reakce v hostiteli a chrani hostitelsky organismus pred patogennimi mikro-

organismy diky kompetici o prostor a Ziviny (60; 62). Stfevni mikrobiota také napomaha traveni a
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ovliviiuje metabolismus hostitele. Nékteré bakterie napriklad dokazi ve stfevé fermentovat nestra-
vitelné polysacharidy, ze kterych vznikaji mastné kyseliny s kratkym retézcem (SCFA), mezi néz patfi
acetdt, propionat a butyrat. Tyto mastné kyseliny predstavuji vyznamny energeticky zdroj pro kolo-
nocyty a stfevni bakterie, podileji se na udrzovani stfevni bariéry, stimuluji maturaci protizanétli-
vych imunitnich bunék, Gcastni se glukoneogeneze v jatrech a metabolismu cholesterolu a hraji roli
v regulaci chuti k jidlu (64; 65). Stfevni mikrobiota se také ucastni zpracovani Zlu¢ovych kyselin, pfi
kterém vznikaji nekonjugované a sekundarni Zzlucové kyseliny a podili se na vyrobé vitaminl K, B2
(riboflavin), B9 (kyselina listovd) a B12 (kobalamin) (60; 62). Stfevni mikrobiota dokaZe de novo syn-
tetizovat esencidlni aminokyseliny s rozvétvenym rfetézcem, mezi které patfi leucin, izoleucin a valin
(65). Mikrobialnim rozkladem sloZek potravy, jakymi jsou cholin, lecitin a karnitin vznikaji trimethy-
laminy, které jsou asociované s prospésnymi, ale i negativnimi ucinky na zdravi hostitele (66).
Dysbidza mikrobioty, neboli mikrobidlni nerovnovaha, je charakterizovana snizenou mikro-
bidlni diverzitou, sniZzenym zastoupenim komenzalnich a prospésnych bakterii a nartistem patobio-
ntl. Dysbidza vede ke zméné produkce dllezitych mikrobialnich produktl ucastnicich se biologic-
kych reakci hostitelského organismu (67). Dysbidéza mikrobioty je asociovana s riznymi onemocné-
nimi, jako jsou idiopatické stfevni zanéty, metabolicky syndrom, obezita, alergie a také s revmato-
idni artritidou, diabetem 1. typu nebo roztrousenou sklerézou. Pfesny vztah mezi mikrobiomem a
autoimunitnimi onemocnénimi jesté nebyl zcela objasnén, ale zda se, Ze mikrobiota narusuje imu-

nitni toleranci i¢inkem molekularnich mimiker, bystander efektu a Sifenim epitopl (68).

2.4 Osa mikrobiom-stfevo-mozek

Stfevni mikrobiom je soucasti obousmérné osy mikrobiom-stfevo-mozek. Komunikace mezi stfevni
mikrobiotou a centrdlni nervovou soustavou (CNS) je zprostifedkovana signalizaci v ramci bloudi-
vého nervu, enterického a autonomniho nervového systému, dale neuroendokrinnim systémem,
imunitnim systémem, osou hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA) a rGznymi metabolickymi dra-
hami (69). Stfevo je silné inervované enterickym nervovym systémem a bloudivym nervem, coz je
desaty hlavovy nerv vychazejici z mozkového kmene, ktery inervuje krcni, hrudni a brisni dutinu
(70). Nervovou signalizaci ovliviiuje stfevni mikrobiota produkci rliznych neuroaktivnich latek, ja-
kymi mohou byt napfiklad neurotransmitery serotonin, dopamin, noradrenalin a kyselina y-amino-
maselna ¢i rGzné neurohormony a neuropeptidy. Vétsina z téchto neuroaktivnich latek zdstava
v prostredi stfeva a ovliviiuje signalizaci nerv( lokalné (66; 69; 70). Kromé ptimé produkce neuro-
transmiterl dokaze stfevni mikrobiota signalizaci naptiklad pres Toll-like receptory stimulovat pro-

dukci téchto latek také epitelidlnimi, nervovymi a imunitnimi burikami (71). Nékteré mikrobialni
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metabolity (napf. SCFA) volné prechazi pres HEB do mozku, kde ovliviiuji neurologické funkce, pro-
pustnost této bariéry, slouzi jako energeticky zdroj pro buriky, podileji se na maturaci mikroglii a
ovliviuji jejich cytokinovy profil (72).

Endokrinni a neuroendokrinni komunikace v rdmci osy mikrobiom-stfevo-mozek je zpro-
stfedkovanad z velké ¢asti enteroendokrinnimi burikami. Ty exprimuji receptory sprazené s G pro-
teiny vazajici mimo jiné bakterialni metabolity, pficemz spousti signalni drahy vedouci k produkci a
sekreci peptidovych hormonl a neuropeptidd, které ovliviiuji fadu fyziologickych procesi. Tyto
latky reguluji zejména motilitu stfeva, absorpci a sekreci latek a ovliviiuji homeostazu glukdzy a chut
k jidlu. Takto vzniklé neuropeptidy a neurohormony stimuluji enterické nervy a bloudivy nerv a také
vstupuji do periferni cirkulace, kde mohou aktivovat nervy inervujici portalni zilu. Nékteré z téchto
neuroaktivnich latek mohou dokonce z periferni cirkulace pfechazet pres HEB do mozku (66; 73;
74). Nékteré enteroendokrinni buriky se chovaji jako neuropody, cozZ jsou bunky, které vytvareji
synapse s mistnimi nervy a vytvareji tim neuroepitelidIni jednotky, které mohou prendset chemické
a elektrické signaly pfimo v reakci na vazbu metabolitu (75).

Stfevni mikrobiota ovliviiuje integritu stfevni bariéry a vyznamné se podili na vyvoji, matu-
raci a aktivaci periferniho imunitniho systému (66). Intaktnost stfevni bariéry mize byt narusena
probihajici infekci, dysbiézou mikrobioty, fyzikdlnim poskozenim a s vékem spojenou destrukci (76).
PFi naruseni stfevni bariéry se do periferni cirkulace mohou dostavat bakterie, jejich metabolity a
toxiny, ¢imz se spousti prozanétliva imunitni odpovéd. Pokud tento stav pretrvava delsi dobu, mlze
dochazet ke zvySeni hladin prozanétlivych cytokinl v séru, které mohou indukovat zvysenou pro-
pustnost HEB a zpfistupfiovat mozek rliznym toxindm a jinym mikrobidlnim produktim (77).
V mozku nasledné dochazi k aktivaci mikroglii a extravazaci perifernich imunitnich bunék, ¢imz se
podporuje zanétlivy proces a mliZze dochazet k poskozeni CNS. Stimulace imunitnich bunék mikro-
bidlnimi produkty, porucha intaktnosti stfevni bariéry a infekce mohou tedy hrat vyznamnou roli
pfi iniciaci autoimunitnich neurodegenerativnich onemocnéni (66). Modulace stfevni mikrobioty
pomoci probiotik, prebiotik ¢i transplantace stolice u pacient( s neurodegenerativnim onemocné-

nim by mohla mit prospésné Gc¢inky na zmirnéni progrese a symptom( téchto onemocnéni (70).

2.4.1 Mikrobiom a spanek

Spanek je ovliviiovan mnoha faktory, jakymi jsou cirkadidnni rytmy, stres, vék, propustnost streva,
zazivani, dieta, bakterialni diverzita, stav imunitniho systému a zanétlivé procesy v téle. SloZzeni mi-
krobioty a mnozstvi jednotlivych bakteridlnich druh(l ve stfevé béhem dne osciluje v zavislosti na

cirkadiannim rytmu (78). Mikrobiota ovliviiuje délku a kvalitu spanku produkci serotoninu, SCFA a
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dalSich bakteridlnich metabolitd, kterymi plasobi na bloudivy nerv, imunitni systém, a ovliviiuje pro-
pustnost stfevni a hematoencefalické bariéry (79). V experimentalnim mysim modelu bylo zjisténo,
Ze depleci stfevniho serotoninu pomoci antibiotické 1é¢by se zvysSuje fragmentace NREM spdnku
(80). Kromé toho jsou nizké hladiny SCFA asociované se spankovou fragmentaci. Vysoké hladiny
propionatu zlepsu;ji kvalitu spanku u novorozencd, butyrat prodluzuje délku NREM spanek u mysi
(81; 82). Spankova deprivace a fragmentace zvysuje hladiny zanétlivych cytokin(, produkci reaktiv-
nich forem kysliku imunitnimi burikami ve stfevé, nachylnost k infekcim a vydstuje v metabolické
dysfunkce a poruchy HEB (79). Prozanétlivy stav organismu po spankové deprivaci je pravdépo-
dobné navozeny stimulaci bloudivého nervu bakteridlnimi produkty. Dlikazem toho je pokus (83),
kdy se fekalni transplantaci mikrobiomu ze spankem deprivované mysi do mysi bez spankové re-
strikce prenesl i prozanétlivy fenotyp, ktery vymizel po provedeni vagotomie.

Nedostatecné dlouhy spanek a Spatna kvalita spanku jsou spojené s riznymi metabolickymi
dysfunkcemi, které jsou pravdépodobné regulovany pres osu mikrobiom-stfevo-mozek (79). U zvi-
fecich model(l bylo napfiklad zjisténo, Ze spankova fragmentace vede ke zvyseni denniho pfijmu
potravy, k hromadéni tukové tkané okolo organ, ke zvyseni zanétlivych procesu a k inzulinové re-
zistenci. Chronicka restrikce spanku vede k rozruseni energického metabolismu organismu (84; 85).
Upravou sloZenf stfevni mikrobioty uzivanim probiotik, zejména pFipravkd obsahujicich bakteridlni

druhy Lactobacillus a Bifidobacterium, dochazi ke zlepseni kvality spanku (79).

2.4.2 Mikrobiom a regulace chuti k jidlu

Regulace chuti k jidlu a energetického metabolismu je zprostfedkovana interakci perifernich signald
(hormony, bakteridlni metabolity, mediatory stresu) s CNS, zejména s hypotalamem, a také signaly
generovanymi z dopaminergniho centra odmén. Z téchto perifernich signall jsou velmi dllezité
gastrointestinalni a tukovou tkani produkované peptidové hormony, mezi které patfi ghrelin, insu-
lin, peptid tyrosin tyrosin (PYY) a leptin (86). V hypotalamu, predevsim v obloukovém jadre (nucleus
arcuatus), tyto peptidové hormony interaguji pfimo s neurony produkujicimi orexigenni a anorexi-
genni neuropeptidy ¢i stimuluji periferni nervy, které vysilaji signaly o hladu, nasyceni a o Uschové
energie do mozku. Obloukové jadro, lokalizované na spodiné hypotalamu, je ddleZité pro regulaci
chuti k jidlu, protoZe neni kompletné oddéleno od periferni cirkulace pomoci HEB, a tudiZz s nim
mohou interagovat latky s relativné velkou molekulovou hmotnosti, jako jsou cirkulujici hormony a
Ziviny, které by nemohly plsobit v jinych mistech CNS (87). Mezi orexigenni neuropeptidy patfi
neuropeptid Y (NPY), MCH, orexiny a agouti-signalni protein. Mezi anorexigenni neuropeptidy patfi
a-MSH, oxytocin, vasopresin a hormon uvoliujici kortikotropin. Kromé regulace chuti k jidlu tyto

orexigenni a anorexigenni neuropeptidy reguluji i stres, spanek a bdéni, chovani a emoce jednice
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(86).  Stfevni mikrobiota se produkci rlznych metabolitl podili na regulaci energetické ho-
meostazy, télesné hmotnosti a chuti k jidlu. Bakteridlni metabolity vzniklé procesem fermentace
zbytk( potravy mohou napriklad stimulovat enteroendokrinni burky k produkci orexigennich a
anorexigennich hormon(. V poslednich letech se objevuji studie popisujici nalez autoprotilatek
proti hormonim regulujicim chut k jidlu u pacientl s poruchami pfijmu potravy. Mozny vznik téchto
autoprotilatek je diky reakci imunitniho systému se stfevnimi antigeny, tedy diky u¢inkdm moleku-
l[arnich mimiker (88). V téchto studiich byly takovéto protilatky nalezeny i u zdravych kontrol, coz
naznacuje mozny vyznam téchto protilatek napriklad v Gpravé hormonl k jejich lepsi funkci.
Nicméné tvorba autoprotilatek je béZzné spojena s autoimunitnimi chorobami, a tudiz jejich pritom-

nost u zdravych kontrol musi byt blize prozkoumana (89).

14



3 Cil prace
NT1 je velmi pravdépodobné autoimunitni onemocnéni, pfi jehoz patogenezi a vyvoji symptoma

potencialné hraje roli stfrevni mikrobiom. Cilem této prace bylo blize objasnit roli stfevniho mikro-

biomu a autoimunitnich mechanismu u pacient( trpicich NT1 pomoci porovnani:

e sloZeni bakteridlniho zastoupeni ve stfevech pacient( a zdravych kontrol vyuZitim sekveno-

vani nové generace a kvantitativni PCR

e hladin autoprotilatek proti vybranym neuropeptidim ze séra pacientl a zdravych kontrol
detekovanych metodou ELISA

¢ hladin vybranych sérovych cytokinl pacient(i a zdravych kontrol pomoci multiplexové ana-
lyzy

e intaktnosti stfevni a hematoencefalické bariéry pacientl a zdravych kontrol detekci séro-

vych marker( metodou ELISA
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4 Metodika

4.1 Zisk a zpracovani vzorkU

4.1.1 Odbér, zpracovani a uskladnéni vzorka krve

Vzorky krve pouZité v této praci byly ziskany od pacientl s NT1 a zdravych kontrol ve spolupraci
s Neurologickou klinikou 1. lékafské fakulty a VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a Narodnim
ustavem dusevniho zdravi v Klecanech. Vzorky krve pro separaci séra byly odebrany do odbérovych
zkumavek znacky BD Vacutainer®SST™, které obsahuji oxid kfemicity a polymerni gel pro lepsi se-
paraci séra. Vzorky krve pro separaci plazmy byly odebrany do zkumavek stejné znacky vhodnych
na separaci plazmy obsahujici heparin. Ze vzork( krve byla oddélena plazma a sérum pomoci cen-
trifugace pfi 1200 x g (plazma) nebo 1600 x g (sérum) po dobu 10 minut. Vzorky séra i plazmy byly
rozpipetovany na alikvéty po 200 pl a uskladnény pfi teploté -80 °C.

4.1.2 Odbér, izolace DNA a uskladnéni vzork( stolice

Pacienti a zdravé kontroly odebrali vzorek stolice do odbérovych zkumavek znacky Sarstedt s 5 ml
roztoku DNA/RNA Shield™ (Zymoresearch, USA) stabilizujicim DNA. Vzorky stolice byly uchovany
do doby izolace DNA v chladniéce pfi teploté 4 °C. Ze vzorkd byla izolovana celkovd DNA pomoci
ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep kitu (Zymoresearch, USA) podle komeréniho protokolu. Kvalita a
koncentrace DNA ze stolice byla stanovena pomoci pfistroje NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scien-
tific, USA) podle navodu vyrobce pfistroje. 1zolovana DNA byla uchovana v mraznicce pfi teploté -

20 °C.

4.2 Polymerazova retézova reakce a DNA elektroforéza

Pro kontrolu kvality izolatli DNA byla pouzita metoda PCR, pfi které se DNA amplifikovala pomoci
degenerovanych univerzalnich primer0 vazajicich konzervovany usek bakteridlniho 16S rRNA (Ta-
bulka 1) a nasledné byla provedena agardzova elektroforéza. DNA izolaty se amplifikovaly pomoci
PPP master mixu (Top Bio, CR), ktery obsahuje Taq polymerazu, reakéni pufr a také barviva a aditiva,
kterd umozni po amplifikaci nasledné naneseni vzorku na gel bez nutnosti pfidavat vkladaci pufr.
Ke 12,5 pl PPP mixu je pro amplifikaci DNA nutno pfidat po 1 pl pfednich (tzv. forward, F) a zadnich
(tzv. revers, R) primer(i ohranicujicich amplifikovanou oblast, 1 pl vlastni DNA a 9,5 ul deionizované

vody. Po amplifikaci DNA byly vzorky naneseny na 1% agardzovy gel a byla provedena elektroforéza
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pfi 300 mA po dobu 40 minut. Velikosti vyslednych bandi jednotlivych vzorkd byly porovnany s DNA

markerem.

4.3 Kvantitativni PCR

Z izolatl DNA byla provedena kvantitativni PCR (dale jen gPCR) pomoci pristroje CFX96 Touch Real-
Time Detection System (BioRad) pro kvantifikaci vybranych bakteridlnich druha (Prevotella spp.,
Akkermansia muciniphila, Flavonifractor plautii), archea Methanobrevibacter smithii a celkového
poctu bakterii ve 40 ng DNA. Pro amplifikaci byl pouzit gbSG PCR Master Mix (Generi biotech, CR)
obsahujici SybrGreen. Ke 12 ul master mixu je nutno pridat 1 pl F a R primer(, 9,5 pl deionizované
vody a 1pul (40 ng) vzorku DNA izolovaného ze stolice. Pro stanoveni zastoupeni jednotlivych druh
bakterii byly pouZity odlisné sady primerd (Tabulka 1). Nastaveni qPCR bylo pro vSechny pouZzité
primery podobné s vyjimkou degenerovanych univerzalnich primer(, které je uvedeno samostatné
(Tabulka 2). Pro ostatni sady primer( bylo nastaveni qPCR nasledovné: pocatecéni faze (94 °C, 10
min), faze denaturace (94 °C, 10 s), faze nasedani primer( (58 °C nebo 60 °C v ptipadé F. plautii, 25
s), faze syntézy DNA (72 °C, 35 s). Faze denaturace, nasedani primer( a syntéza DNA se opakovaly
ve 40 cyklech. Po probéhlé qPCR reakci se postupné zvysuje teplota produktli z 55 °C na 95 °C. Timto
zjistime tzv. kfivku tani, ze které mazeme urdit specifitu produktd. Pro zpracovani dat byl vyuZzit
program Bio-Rad CFX Manager. Pro kvantifikaci vzork( byly vyuzity standardni kfivky pro jednotlivé

bakterie na zakladé DNA o znamé koncentraci.

Tabulka 1 - Sekvence F a R primerd pouZzitych pro kvantifikaci jednotlivych druhl bakterii, archea a celkového

poctu bakterii.

Velikost
Druh bakterie Sekvence F a R primert produktu po
amplifikaci

F: 5"-CAGTTCGGACTGGGGTCTGC-3’
Prevotella spp. 138bp
R: 5"-TTCAGGCACCCCCGGCTTTC-3’

F: 5- CAGCACGTGAAGGTGGGGAC -3’
Akkermansia muciniphila 329bp
R: 5°- CCTTGCGGTTGGCTTCAGAT -3’

F: 5- CCGGGTATCTAATCCGGTTC -3’
Methanobrevibacter smithii 123bp
R: 5'- CTCCCAGGGTAGAGGTGAAA -3’
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F: 5'-GAGTTACCTAGTGGCGGACG-3’
Flavonifractor plautii 386bp
R: 5-TCGTCGGGTACCGTCATTTG-3’

F: 5- CNACGCGAAGAACCTTANC -3’
F: 5- ATACGCGARGAACCTTACC -3’

Celkovy pocet bakterii F: 5°- CTAACCGANGAACCTYACC -3’ 79bp
F: 5- CAACGCGMARAACCTTACC -3’

R: 5’- CGACRRCCATGCANCACCT -3’

Pro zjisténi celkového poctu bakterii byly pouzity degenerované primery obsahujici variabilni mista, na ktera se mohou
vazat rlzné baze. Primery byly pfipraveny smichanim ¢tyf rlznych F primerd a jednoho R primeru v poméru 1:1.

Tabulka 2 — Nastaveni qPCR pro pouZziti degenerovanych primera.

Pocatecni denaturace 95 °C 3 minuty
Denaturace 95 °C 3 sekundy

40x
Nasedani primert a 64 °C 30 sekund —

syntéza DNA

4.4 Kontrola primeru

Pfed samotnou kvantifikaci byla provedena kontrola specifity primerl pro jednotlivé bakterialni
druhy. Tato kontrola probéhla pomoci TOPO® TA Cloning® kitu, ktery obsahuje pCR4-TOPO TA
plazmidovy vektor vybaveny topoizomerazou kovalentné vdzanou k tomuto vektoru a 2 volnymi
thyminovymi bazemi, na které se mlze navazat nasyntetizovany produkt vytvoreny amplifikaci DNA
pomoci kontrolovanych primer(. Plazmidovy vektor s navazanym produktem se vloZi do specialni
bakterie Escherichia coli (E. cloni® 10G Chemically Competent Cells; Lucigen, USA). MnoZenim
téchto bunék se mnozi i plazmidy, které byly nasledné izolovany pomoci PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep kitu (ThermoFisher Scientific, USA) a sekvenovany. Ziskanou sekvenci jsme porovnali s da-

tabazemi pomoci algoritmu Blast.
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4.5 Sekvenovani nové generace

Celkova DNA ziskana ze vzorku stolice byla pouzita pro vysoce vykonné sekvenovani (HTS, platforma
MiSeq, Illumina) bakterialni oblasti V3-V4 genu 16S rRNA. Kromé DNA byly pro kontrolu kvality sek-
venovany standardy mikrobialni komunity (obsahujici definovanou smés bakterii, ze které je DNA
izolovana stejné jako ze vzorku stolice) a DNA standardy mikrobidlni komunity (obsahujici defino-
vané koncentrace DNA konkrétnich bakterii; Zymoresearch, USA). Pro kontrolu Cistoty izolacniho
kitu byl k sekvenaci pfidan vzorek vody a vzorek roztoku DNA/RNA Shield™, které prosly izolacnim
kitem pouzitym pro izolaci DNA ze vzorku stolice. Pro sekvenaci byly amplifikaci DNA za pouZiti PCR
HiFi HotStart Ready mixu (Roche, Svycarsko) a specifickych degenerovanych primerd oznaéenych
¢arovymi kody (341F: 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3' a 806R: 5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') vy-
tvoreny dvé amplikonové knihovny. PCR reakce probéhla v 25 cyklech. Amplifikace byla provedena
pro kazdy vzorek tfikrat. Triplikdty byly spojeny do jedné jamky, normalizovany pomoci Sequa-
IPrep™ Normalization Plate kitu (ThermoFisher Scientific, USA) a nasledné byly vSechny vzorky spo-
jeny do jedné zkumavky a koncentrovany na koncentratoru 5301 (Eppendorf, Némecko) po dobu
priblizné 3 hodin pfi 30 °C ve vakuu. Knihovny byly potom purifikovany pomoci DNA Clean & Con-
centrator kitu (Zymoresearch, USA) a ligovany se sekvenacnimi adaptéry (TruSeq DNA PCR-free LT
Sample Preparation Kit, lllumina, USA) za pouZiti KAPA HyperPlus kitu (Roche, Svycarsko). Koncen-
trace knihoven s ligovanymi adaptéry byla validovana pomoci KAPA Library Quantification kitu (Illu-
mina, USA). Vysledné knihovny byly odeslany na vlastni sekvenaci, ktera probéhla na pfistroji Illu-
mina MiSeq s pouzitim MiSeq Reagent v3 kitu (lllumina, USA) v Centralni genomické laboratofi v

CEITEC v Brné.

4.6 Bioinformatickd analyza stfevniho mikrobiomu

Analyza sekvenacnich dat byla provedena pomoci programu SEED v2.0. V prvnim kroku analyzy byla
data ziskana ze sekvenace obou amplikonovych knihoven spojena do jednoho souboru a probéhlo
odstranéni sekvenci s nizkou kvalitou. Dale byly odstranény sekvence delSi nez 350 bp a kratsi neZ
200 bp, které nemaji bakterialni pavod. Nasledné probéhlo spojovani sekvenci na zakladé shodnych
¢arovych kédu a unikatni sekvence nukleotidl komplementarni k sekvenci pouzitych primera. Sek-
vence byly prejmenovany a sdruzeny s dalSimi podobnymi sekvencemi do klastrli neboli operacnich
taxonomickych jednotek (OTU). Jednotlivé klastry byly porovnany s offline databazi, ¢imz se k da-
nému klastru pfiradil konkrétni bakterialni druh. Z dat byly odstranény singletony, tedy klastry na-

chazejici se pouze v jednom vzorku a byla vytvorena OTU tabulka.
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4.7 Detekce autoprotilatek proti vybranym peptidim

Detekovali jsme autoprotilatky proti vybranym neuropeptidiim (a-MSH, MCH, NEI, Orexin A, Orexin
B, NPY) a stfevnimu peptidu PYY ve tfech izotypech (IgG, IgA, IgM). Hladiny sérovych autoprotilatek
byly stanoveny pomoci in-house metody ELISA. Viechny peptidy (Bachem AG, Svycarsko) pouZité
pfi detekci autoprotilatek byly skladovany v alikvétach v mraznicce pfi -80°C. Pro detekci autopro-
tilatek bylo pouZito stejné schéma detekce, pricemz se lisilo pouze fedéni séra (Tabulka 3). Séra byla

fedéna v 2% roztoku rybi Zelatiny s PBS.

Tabulka 3 — Redéni séra pro detekci autoprotilatek proti konkrétnim peptidaim.

IsG IgA IigM
a-MSH* | 1:50-1:400 | 1:50-1:400 | 1:50-1:400
MCH 1:50-1:100 | 1:25-1:50 | 1:25-1:50
NEI* 1:50 1:25 1:25
Orexin A | 1:50-1:100 | 1:25-1:50 | 1:25-1:50
Orexin B | 1:50-1:100 | 1:25-1:50 | 1:25-1:50
NPY 1:50 1:25 1:25
PYY 1:50 1:25 1:25

*séra, ktera vykazovala pozitivitu i pfi fredéni 1:400 (v pfipadé aMSH) ¢i 1:100 (v pfipadé NEI), byla pfemérena pfi redéni
1:100/1:400-1:3200

V prvnim kroku byla 96-ti jamkova desticka (Nunc Immunoplate Maxisorp, Thermo Scienti-
fic, USA) potaZena roztokem 2 pug/ml peptidu (a-MSH, MCH, NEI, Orexin A, Orexin B, NPY nebo PYY)
rozpusténého v potahovacim pufru (0,5 M Na.COs, 0,5 M NaHCOs, pH 9,6) v objemu 100 pl/jamka
a byla inkubovana po dobu 24 h pfi 4 °C. Po inkubaci byly desti¢ky 3x promyty v PBS roztoku s 0,05%
Tween (Sigma-Aldrich, USA) na automatické promyvaéce (Autobio, Cina). Po promyti byly desti¢ky
zablokovany 2% roztokem rybi Zelatiny v PBS v objemu 100 pl/jamka (Sigma-Aldrich, USA) a inku-
bovany 24 h pfi 4 °C.

Po inkubaci byly desticky znovu promyty stejnym zplsobem a nasledné bylo pfidano sérum
v rizném fedéni podle pouzitého peptidu v objemu 100 pl/jamka a nasledovala dalsi inkubace po
dobu 2 h pfi pokojové teploté. Desticky byly znovu promyty a byly pfidany kozi peroxidazou-konju-
gované protilatky proti lidskym protildtkdam Anti-Human Serum IgG (fedéno 1:8000 v 2% rybi Zela-
tiné, protildtka namifena proti Fcy fragmentu, Jackson Immuno Research, USA), Anti-Human Serum
IgA (fedéno 1:8000 v 2% rybi Zelatiné, namifend proti a fetézci protilatky, Jackson Immuno Re-

search, USA) nebo Anti-Human Serum IgM (fedéno 1:4000 v 2% rybi Zelatiné, namifena proti Fcsy
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fetézci protilatky, Jackson Immuno Research, USA) v objemu 50 pl/jamka. Desticky se nasledné ne-
chaly inkubovat ve tmé po dobu 2 h pfi pokojové teploté.

Po inkubaci byly desticky znovu promyty a byl pridan substrat (3,3',5,5'-tetramethylbenzi-
dine TMB; Sigma-Aldrich, USA) v objemu 50 pl/jamka. Desticky se takto nechaly inkubovat po dobu
20 min ve tmé pfi pokojové teploté. Reakce substratu s protilatkou byla zastavena pomoci 2M
H,S04 roztoku v objemu 50 pl/jamka. Opticka hustota vzorkd byla stanovena pomoci spektrometru
(Multiskan Ascent Plate Reader, MTX Lab Systems, USA) pfi 450 a 650 nm. Po naméreni byl od hod-
not optické hustoty vzorkl odecten slepy vzorek (tj. vzorek bez pfidaného séra). Vzorky byly analy-
zovany v duplikatech a kazda tfeti jamka na desce nebyla potazena peptidem. Hodnoty optické hus-
toty téchto nepotazenych jamek se ndsledné odecetly od jamek potazenych. Odeétenim téchto ne-
potazenych jamek mizZeme od vzorku odedist tzv. hluk pozadi, coZ je jev charakteristicky pro lidské
sérum, ktery mlZe zpUsobovat naméreni falesné pozitivnich vysledk(, a to kvali tomu, Ze lidské
sérum obsahuje velké mnozZstvi imunokomplexd, na které se mlzZe vazat sekundarni protilatka.
Smérodatna odchylka mezi duplikaty neprevysovala hodnotu 0,1. Vysledky jsou udavany jako titry
protilatek.

PFi optimalizaci metody byla provedena inhibi¢ni ELISA, ktera pomUzZe odhalit, jestli jsou
protilatky ze séra specifické pro dany peptid. Pfi inhibiéni metodé ELISA se pred pfidanim séra na
desticku sérum inkubuje se zvysujici se koncentraci peptidu. Pro dokazani specifity protilatek proti
danému peptidu museji vysledky inhibi¢ni metody ELISA ukazovat, Ze s narUstajici koncentraci pep-
tidu pridaného k séru se snizuje opticka hustota vzorku. Inhibi¢ni ELISA byla provedena pro odhaleni

specifity protilatek proti peptidiim aMSH a NEI.

4.8 Detekce intaktnosti biologickych bariér
Intaktnost stfevni bariéry jsme detekovali pomoci metody ELISA. Touto metodou jsme stanovovali
koncentraci stfevniho proteinu vazajictho mastné kyseliny (I-FABP) ze séra pacientu a zdravych kon-
trol. K analyze jsme vyutzili I-FABP Human ELISA kit (HyCult Biotechnology, Uden, Nizozemsko).
Vzorky séra byly analyzovany v duplikatech podle ndvodu vyrobce. Sérum bylo fedéno v poméru
1:5 s komercnim fedicim roztokem. Koncentrace I-FABP byla stanovena pomoci standardni k¥ivky
z vyslednych hodnot absorbance namérenych spektrometrem (Multiskan Ascent Plate Reader, MTX
Lab Systems, USA) pfi 450 nm.

Intaktnost HEB jsme detekovali pomoci metody ELISA za pouZiti SI00B Human ELISA kitu
(Abnova, Tchaj-wan). Pomoci tohoto kitu jsme stanovovali koncentraci proteinu B vazajiciho vapnik
z rodiny S100 protein( (S100B) ze séra pacientl a zdravych kontrol. Vzorky séra byly fedény v po-

méru 1:5 s komercnim fedicim roztokem. Koncentrace S100B byla stanovena pomoci standardni
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krivky z hodnot vyslednych absorbance namérenych spektrometrem (Multiskan Ascent Plate Rea-

der, MTX Lab Systems, USA) pfi 450 nm.

4.9 Detekce cytokinu

Ze vzorkl séra byla stanovena koncentrace vybranych cytokind (IL-1, TNF-g, IL-6, IL-12 p70, IL-10)
pomoci Human High Sensitivity Cytokine Premixed kitu A (R&D systems, USA). Tato metodika vyu-
zivd magnetické kulicky o velikosti 5,6 um, které se lisi typem protildtek navazanych na povrchu
kuli¢ky. Kulicky se mezi sebou odliSuji pomoci spektralniho kédu vytvorenym fluorofory. Po pridani
séra ke kulickam (inkubace 3h) dochazi k navazani cytokinu na konkrétni protilatku. Dale jsou k re-
akci pridany biotinylované protilatky (inkubace 1 h) specifické pro dany cytokin, a nakonec strepta-
vidin PE (inkubace 0,5 h), ktery se na tyto protilatky vaze. Kulicky pfi méreni protékaji v nosné teku-
tiné mezi dvéma spektralné odlisSnymi lasery. Prvni laser excituje fluorescencni barvu kulicky, ¢imz
dochazi k rozpoznani specifického typu kulicky, tedy konkrétniho detekovaného cytokinu. Druhy
laser excituje streptavidin PE, ¢imZ se naméfi mnoZstvi analytu navazaného na danou kuli¢ku.
Vzorky séra byly analyzovany v duplikdtech podle ndvodu vyrobce pouZitého kitu. Sérum bylo fe-
déno v poméru 1:1 s komerénim fedicim roztokem. Koncentrace cytokin( byla stanovena pomoci
standardni kfivky z vyslednych hodnot stfedni intenzity fluorescence (MFI) namérenych na pfistroji

Luminex (LABScan3D™, OnelLambda, Thermo Fisher Scientific, USA).

4.10 Statistické zpracovani vysledk(

Vsechna klinicka a antropometricka data ziskand od skupiny pacient( a zdravych kontrol byla vza-
jemné porovnana parametrickym t-testem kromé hodnot BMI, véku a hladin triacylglycerolu, které
byly porovnany neparametrickym Mann-Whitney testem.

Vysledky zastoupeni jednotlivych bakteridlnich druhi a archea detekovanych pomoci gPCR
a hladiny autoprotilatek, cytokin(, I-FABP a S100B u kontrol a pacientd byly porovnany neparame-
trickym Mann-Whitney testem.

Alfa diverzita stfevniho mikrobiomu pacientli a zdravych kontrol byla stanovena pomoci
Chao-1 indexu, Shannon-Weiner indexu a testu stanovujici celkovy pocet OTU. Rozdily v beta diver-
zité strevniho mikrobiomu pacientl a zdravych kontrol byly zobrazeny pomoci nemetrického vice-
rozmérného skalovani, pfi kterém byly pouZity dvé asocia¢ni matice podobnosti, a to Bray-Curtisova

a Jaccardova. Beta diverzita stfevniho mikrobiomu pacientl a kontrol byla dale porovnana pomoci
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testu PERMANOVA s Bonferoniho korekci, vyuZivajici opét Bray-Curtisovu a Jaccardovu matici. De-
tekce potencialnich biomarker( ze stfevniho mikrobiomu byla provedena pomoci linedrni diskrimi-
nacni analyzy (linear discriminant analysis effect size; LEfSE).

Korelace uvedené v této praci byly analyzovany pomoci Spearmanova a Pearsonova kore-
lacniho testu podle normalniho rozdéleni. K statistickému zpracovani a k vizualizaci dat byly pouZzity

programy GraphPad a PAST.
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5 Vysledky

5.1 Porovnani skupiny pacientl a kontrol

Skupinu pacientl tvofilo 41 jedincll (13 muz(i a 28 Zen) trpicich NT1. Skupinu zdravych kontrol tvo-
filo 32 jedincl (12 muZl a 20 Zen) z béZné populace. U viech pacientl byla pfitomna alela HLA-
DQB1*06:02. Vétsina pacient( uZivala vice Iék( zmirfiujicich symptomy narkolepsie v rlizné kombi-
naci. Nejcastéji uzivany |écebny ptipravek byl Vigil (21), Anafranil (8), Xyrem (8) a Ritalin (5). Tri
pacienti neuZivali pravidelné zadné lécebné pripravky. Priimérna doba od stanoveni diagndzy u nasi

skupiny pacient( Cini 12 let. Vybrané parametry zdravych kontrol a pacientl trpicich narkolepsii

byly statisticky porovnany (Tabulka 4).

Tabulka 4 — Porovnavani antropometrickych a klinickych hodnot NT1 pacient( a zdravych kontrol.

Referencni roz-

Kontroly (n=32) Pacienti (n=41) p-hodnota i
mezi
Vék (roky) 25,5 (21, 35) 32 (23; 46) * -
24,34 (21,53; 28,10 (22,98;
2 ’ ’ ’ ’ ’ ’ * % _
BMI (kg/m?) 26,46) 34,75)
Délka onen"\ocnenl (mé- i 144 (40,5; 208,5) i i
sice)
Celkova bilkovina (g/I) 69,50 (67; 71,75) 72 (69,80; 76,30) *ox 57-82
. 57,50 (55,68; 60,60 (58,80;
0, 3k k% _
Albumin % 59,28) 62,90) 52-65,1
al globulin % 2,3(2,1; 2,5) 3,7 (3,3; 4,150) * %k k 1-3
10,95
I 7 . %k %k k ok -
a2 globulin % (9,975:12,05) 8,9 (7,5;10,2) 9,5-14,4
B1 globulin % 9,3 (8,45; 9,8) 6 (5,6; 6,65) Hokkx 6-9,8
B2 globulin % 5,45 (4,725; 5,8) 5,4 (4,65; 5,75) ns 2,6-5,8
y globulin % 14,75 (12,83; 16,5) 15 (13,80; 16,45) ns 10,7-20,3
Cholesterol (mmol/I) 4,4 (3,85; 5,15) 4,86 (4,27; 5,54) ns 2,9-5
1 1,025;
Triacylglycerol (mmol/l) 1,21 (0,75; 1,745) '4f 5(96’50) > ns 0,45-1,7

Hodnoty byly statisticky porovnany Mann-Whitney testem a uvedeny jako median s kvartily. *p<0,05, **p<0,01,
**%p<0,001, ****p<0,0001, ns — nesignifikantni rozdil.

Pacienti méli oproti zdravym kontrolam zvySené hodnoty BMI, hladiny celkové bilkoviny,

albuminu a al globulind. SniZzené hodnoty u pacientl oproti zdravym kontrolam pozorujeme u hla-

din a2 globulinG a B1 globulind. Skupina pacientd je oproti skupiné kontrol v priméru o 6,5 let
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starsi, coz je dano hlavné tim, Ze velka ¢ast zdravych kontrol byla rekrutovana z fad student( Iékar-

skych fakult.

Hodnoty BMI byly statisticky porovnany a byla zjiSténa pozitivni korelace mezi BMI a délkou
onemocnéni pacientl (Obrazek 2). Hodnoty BMI pfi korelaci dat mizZeme oznacit jako tzv. zavadéjici
proménnou, tedy proménnou, ktera sama o sobé& muze mit vliv na sloZzeni mikrobiomu a na tvorbu

protilatek a je tedy potfeba v dalSich testech tento vliv vidy odlisit.
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Obrazek 2 — Korelace BMI s délkou onemocnéni. Hodnoty byly statisticky porovnany neparametrickou Spear-

manovou korelaci.

5.2 Sekvenace stfevniho mikrobiomu

V radmci pfipravy sekvenacnich knihoven byly pfidany kontroly o znamém mikrobidlnim slozeni. Slo-
Zeni standard( podle navodu a ziskana sekvenacni data standard( byly porovnany v Tabulce 5. Te-
oretické sloZeni ¢etnosti genu 16S rRNA bylo vypocteno z teoretického sloZzeni gDNA podle nasle-
dujiciho vzorce: pocet kopii 16S = celkova gDNA (g) x konstanta konverze jednotek (bp/g) / velikost
genomu (bp) x 16S kopii v genomu. Ziskané procentudlni zastoupeni genu 16S rRNA konkrétnich
mikroorganizm0 bylo vypocteno jako primér hojnosti danych bakterii z dat pfimého i zpétného
sekvenovani. Zastoupeni jednotlivych bakterii v téchto standardech pfiblizné odpovidala deklaro-
vanému sloZeni s vyjimkou zastoupeni bakterie Pseudomonas aeruginosa, kterd byla v analyzova-
ném vzorku pritomna ve vétsi mire oproti ocekavanému vysledku. To lze vysvétlit tim, Ze standardy

poskytuji pouze teoretické sloZeni vypoctené z teoretického slozeni DNA s prihlédnutim k velikosti
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genomu a poctem 16S rRNA kopii. V zavislosti na pouzitém standardu bylo 2,5-4,8 % bakterialnich
sekvenci zafazeno do jiné taxonomické tfidy nebo nebylo zarazeno vibec. U kontrolnich vzorki
vody a roztoku DNA/RNA Shield™ nebyla nalezena Zadna bakterialni kontaminace. Bakterialni da-
tovy soubor celkem tvofil 3885 OTU reprezentovanych 1.951.930 vysoce kvalitnimi sekvencemi s
prdmérnou hloubkou sekvenovani 24.901,71 datovych vystupl analyzy jednoho vzorku v rozmezi

10.584-76.355 datovych vystupd.

Tabulka 5 — SloZeni mikrobialnich standardd podle navodu v porovnani se ziskanymi sekvenacnimi daty.

Standardy mikrobialni komunity | % gDNA % 16S % ziskané 16S
Pseudomonas aeruginosa 12 4,2 6,8
Escherichia coli 12 10,1 13,2
Salmonella enterica 12 10,4 11,6
Lactobacillus fermentum 12 18,4 13,8
Enterococcus faecalis 12 9,9 9,0
Staphylococcus aureus 12 15,5 11,4
Listeria monocytogenes 12 14,1 12,7
Bacillus subtilis 12 17,4 16,6
Saccharomyces cerevisiae 2 / /
Cryptococcus neoformans 2 / /
Standardy mikrobidlni komunity Il % gDNA % 16S % ziskané 16S
Listeria monocytogenes 89,1 95,9 85,2
Pseudomonas aeruginosa 8,9 2,8 9,2
Bacillus subtilis 0,89 1,2 1,7
Saccharomyces cerevisiae 0,89 / /
Escherichia coli 0,089 0,069 0,39
Salmonella enterica 0,089 0,07 0,36
Lactobacillus fermentum 0,0089 0,012 0,007
Enterococcus faecalis 0,0089 0,00067 0
Cryptococcus neoformans 0,00089 / /
Staphylococcus aureus 0,00089 0,0001 0
DNA standardy mikrobidlni komunity I % gDNA % 16S % ziskané 16S
Pseudomonas aeruginosa 12 4,2 7,2
Escherichia coli 12 10,1 12,3
Salmonella enterica 12 10,4 10,7
Lactobacillus fermentum 12 18,4 12,1
Enterococcus faecalis 12 9,9 8,4
Staphylococcus aureus 12 15,5 16,6
Listeria monocytogenes 12 14,1 13,8
Bacillus subtilis 12 17,4 16,3
Saccharomyces cerevisiae 2 / /
Cryptococcus neoformans 2 / /
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DNA standardy mikrobidlni komunity I % gDNA % 16S % ziskané 16S
Listeria monocytogenes 89,1 95,9 78,5
Pseudomonas aeruginosa 8,9 2,8 14,8
Bacillus subtilis 0,89 1,2 1,4
Saccharomyces cerevisiae 0,89 / /
Escherichia coli 0,089 0,069 0,28
Salmonella enterica 0,089 0,07 0,34
Lactobacillus fermentum 0,0089 0,012 0,35
Enterococcus faecalis 0,0089 0,00067 0,01
Cryptococcus neoformans 0,00089 / /
Staphylococcus aureus 0,00089 0,0001 0,12

Slozeni stfevniho mikrobiomu pacientl se od zdravych kontrol na Zadné taxonomické
urovni vyznamné neliSilo. Obrdzek 3 zobrazuje zastoupeni bakteridlnich tfid tvoficich vice nez 1 %
z celkového mikrobiomu. U obou skupin byly nejvice zastoupeny bakterialni tfidy Actinobacteria,

Bacteroidia a Clostridia. Hladina vyznamnosti statistického tesu se pohybovala v rozmezi p=0,2084-

0,9780.
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Obrazek 3 — Procentualni zastoupeni bakterialnich tfid ve stfevnim mikrobiomu pacient( a zdravych kon-
trol. Jednotlivé bakterialni tridy byly porovnany pomoci neparametrického Mann-Whitney testu. CTRL —

skupina zdravych kontrol, NT1 — skupina pacient(.

27



Detekce potencialnich biomarkerd (Obrazek 4) ze stfevniho mikrobiomu pacientl odhalila
zvysené zastoupeni jednoho tadu (Lactobacillales) a dvou celedi kmene Firmicutes
(Leuconostocaceae a Clostridiaceael) a jedné Celedi kmene Bacteroidetes (Prevotellaceae). Bakte-
rie oznacené jako potencidlni biomarkery onemocnéni byly v kladogramu vyznaceny jako vyfrezy a
byly barevné a pisemné oznaceny. Graf LDA skére zobrazuje vybrané bakterie jako potencialni bio-

markery onemocnéni sefazené podle logaritmického ohodnoceni.

a: Prevotellaceae
I NT1 b: Leuconostocaceae
[

d:

Lactobacillales
Clostridiaceael

Lactobacillales
Prevotellaceae
Clostridiaceael

Leuconestocaceae | . : . !
[ | 1 I i | ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 40 45

LDA SCORE (log 10)

Obrazek 4 — Detekce potencialnich biomarker ze stfevniho mikrobiomu pacientt. Cervené jsou oznacené

bakterialni skupiny vyznamné vice zastoupené v mikrobiomu pacientd s NT1.

Stfevni mikrobiom skupiny pacient(l a zdravych kontrol byl porovnan za pomoci indexa alfa
a beta diverzity. Alfa diverzita porovnava rozmanitost druhl nalezenych v jednotlivych vzorcich
dané skupiny. Ke stanoveni alfa diverzity byly pouZity tfi statistické testy, které porovnavaji alfa
diverzitu na zakladé rlznych znak(. Test stanovujici Chao-1 index porovnava jednotlivé vzorky na

zakladé druhové rozmanitosti a dava vétsi diraz na pritomnost malo zastoupenych bakterii. Test
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stanovujici Shannon-Weiner index ve vzorcich porovnava typ a Cetnost bakterialnich druhd. Po-
sledni test stanovuje pocet jednotlivych OTU, tedy bakterialnich taxon( ve vzorku. Skupina pacient
se od skupiny kontrol v alfa diverzité stfevniho mikrobiomu pfi pouZziti téchto testli vyznamné neli-
Sila (Obrdzek 5). Jednotlivci obou skupin tedy méli pfiblizné stejné zastoupeni jednotlivych bakteri-

alnich druhl v podobné hojnosti.
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Obrazek 5 — Alfa diverzita stfevniho mikrobiomu pacientd a zdravych kontrol. A) alfa diverzita stanovena po-
moci Chao-1 indexu (p = 0,9580), B) Shannon-Wiener indexu (p = 0,4487) a C) celkového poctu OTU (p =

0,9593). Skupiny byly navzajem porovnany pomoci neparametrického Mann-Whitney testu.

Ze sekvenace stfevniho mikrobiomu byla ddle stanovena beta diverzita, kterd porovnava
odlisnost stfevniho mikrobiomu celych skupin, tj. zdravych kontrol a pacient( trpicich narkolepsii.
Beta diverzita stfevniho mikrobiomu byla porovndvdna pomoci Bray-Curtisova indexu nepodob-
nosti (Obrazek 6A), ktery porovnava podobnost skupin na zdkladé hojnosti bakteridlnich druhi a
Jaccardové indexu nepodobnosti (Obrazek 6B), kterd porovnava podobnost na zakladné pritom-
nosti ¢i nepfitomnosti jednotlivych bakteridlnich druh(. Beta diverzita stfevniho mikrobiomu se ani

v jednom z index0 vyznamné nelisila.
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Obrazek 6 — Beta diverzita stfevniho mikrobiomu pacientd a zdravych kontrol zobrazena vicemetrickym
Skalovanim pomoci A) Bray-Curtisovy a B) Jaccardovy matice. Skupina pacientll (zelena) se od skupiny zdra-
vych kontrol (modrd) v analyze variance Bray-Curtisovy (p = 0,2135) a Jaccardovy (p = 0,2981) vzdalenosti

vyznamné neliSila. Hodnoty byly porovnany pomoci statistického testu PERMANOVA.

Zastoupeni jednotlivych bakteridlnich kmenU tvoficich alespon 1 % zastoupeni ve stfevnim
mikrobiomu bylo u pacientl korelovéano s hodnotami BMI a s délkou onemocnéni (Obrazek 7). U
pacientl byla nalezena pozitivni korelace mezi délkou onemocnéni a kmenem Actinobacteria a ne-
gativni korelace mezi délkou onemocnéni a kmenem Firmicutes. Z téchto vysledk( vyplyva, Ze ¢im
déle pacienti narkolepsii trpi, tim maji vice zastoupeny kmen Actinobacteria a méné zastoupeny
kmen Firmicutes ve stfevnim mikrobiomu. Zastoupeni kmene Actinobacteria soucasné s délkou
onemocnéni pozitivné koreluje s hodnotami BMI, nicméné nebyla nalezena pfima souvislost mezi
zastoupenim tohoto kmene a vysokymi hodnotami BMI (Obrazek 8). Dale byly nalezeny asociace
mezi jednotlivymi kmeny: mezi kmenem Actinobacteria a Bacteroidetes, mezi kmenem Actinobac-
teria a Proteobacteria, mezi kmenem Bacteroidetes a Firmicutes a mezi kmenem Bacteroidetes a

Verrucomicrobia.
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Pozitivni korelace kmene Actinobacteria s délkou onemocnéni a hodnotami BMI si udrzuje
statistickou vyznamnost i na nizsich taxonomickych drovnich tohoto kmene pres tfidu Actinobacte-
ria, fad Coriobacteriales, ¢eled Coriobacteriaceae az do rodu Collinsella (Obrazek 9). U pacient( dale
pozorujeme negativni korelaci mezi zastoupenim Fadu Coriobacteriales a Celedi Coriobacteriaceae

s hladinami celkového cholesterolu (Obrazek 9A, B).
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Obrazek 9 — Korelace konkrétnich bakterialnich skupin s délkou onemocnéni, BMI a hladinou cholesterolu. A)
fad Coriobacteriales, B) ¢eled Coriobacteriaceae, C) korelace rodu Collinsella s délkou onemocnéni, D) kore-
lace rodu Collinsella s BMI. Hodnoty byly porovnany neparametrickou Spearmanovou korelaci. *p<0,05,

**p<0,1, ***p<0,001

Negativni korelace kmene Firmictutes s délkou onemocnéni byla také pozorovana na niz-
Sich taxonomickych urovnich tohoto kmene, konkrétné u tfidy Clostridia, ¢eledi Ruminococcaceae

(Obrazek 10A) a Clostridiaceae (Obrazek 10B). U celedi Clostridiaceae byla tato negativni asociace
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pozorovana az do rGznych rodovych linii této celedi (Anaerobacterium, Anaerosporobacter, Butyri-
cicoccus a Clostridium sensu stricto). U Celedi Ruminococcaceae byla tato asociace pozorovana s

rodem Acetivibrio (data nejsou zobrazena).
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Obrazek 10 - Korelace délky onemocnéni s procentudlnim zastoupenim bakteridlni celedi A) Rumino-
coccaceae a B) Clostridiaceae. Hodnoty byly porovnany neparametrickou Spearmanovou korelaci.

Pomér bakteridlnich kmenU Firmicutes a Bacteroidetes byl nesignifikantné snizeny u skupiny paci-

entl oproti skupiné zdravych kontrol (Obrazek 11).

Firmicutes/Bacteroidetes

0 | I

Kontroly Pacienti

Obrazek 11 — Pomér zastoupeni bakterialnich kmen( Firmicutes ku Bacteroidetes (p = 0,0974). Hodnoty byly

porovnany neparametrickym Mann-Whitney testem.
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5.3 Kvantifikace bakterii pomoci gPCR

Zastoupeni jednotlivych bakterialnich druht (Prevotella spp., Akkermansia muciniphila, Flavo-
nifractor plautii), archea Methanobrevibacter smithii a celkového poctu bakterii detekované po-
moci kvantitativni PCR u skupiny pacientl s NT1 se statisticky nelisSilo oproti skupiné zdravych kon-
trol (Obrazek 12). Nicméné primérné zastoupeni bakterie Akkermansia muciniphila je u skupiny

zdravych kontrol vyssi.

A Akkermansia muciniphila B Methanobrevibacter smithii C Prevotella spp.
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Obrazek 12 — Zastoupeni jednotlivych bakteridlnich druh(, archea a celkového poctu bakterii ve stfevé paci-
entl a zdravych kontrol. A) Zastoupeni bakterie Akkermansia muciniphila (p = 0,1037), B) archea Methanob-
revibacter smithii (p = 0,6287), C) bakteridlniho druhu Prevotella (p = 0,9054), D) bakterie Flavonifractor plau-
tii (p = 0,4571) a E) celkového poctu bakterii (p = 0,3671) u skupiny pacientl a zdravych kontrol. Hodnoty byly

porovnany pomoci Mann-Whitney testu. UNI — celkovy pocet bakterii.
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5.4 Detekce hladin sérovych protilatek

Inhibi¢ni ELISA byla provedena pro ovéreni specifity reakce pti detekci autoprotilatek proti peptidu
NEI. Bylo zjisténo, Ze s narlstajici koncentraci peptidu pfidaného k séru se sniZzovala vysledna OD
hodnota (Obrazek 13). Vysledky inhibi¢ni metody ELISA tedy potvrzuji specifitu sérovych protilatek
proti peptidu NEI. Inhibi¢ni metoda ELISA byla obdobné provedena i pro detekci specifity protilatek
proti peptidu aMSH.
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Obrazek 13 — Inhibi¢ni ELISA detekujici protilatky proti peptidu NEI. Na ose x je zobrazena zvysujici se kon-

centrace peptidu NEI preinkubovana se sérem. Barevné krivky zobrazuji rlizna redéni séra (1:200-1:1600).

Ze vsech sledovanych protilatek byly v sérech obou skupin nejvice zastoupeny protilatky
proti peptidiim aMSH a NEI (Obrazek 14). Hladiny titrd 1gG protilatek proti aMSH byly signifikantné
snizeny u pacientl oproti zdravym kontrolam. Hladiny IgA protilatek proti aMSH nebyly u skupin
vyznamné odlisné. IgM protilatky proti aMSH byly v sérech obou skupin zastoupené ve stejném
titru. Hladiny sérovych protilatek izotyp( 1gG, IgA i IgM proti peptidu NEI byly u skupiny pacient(

statisticky podobné se skupinou zdravych kontrol.
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Obrazek 14 — Hladiny titr( protilatek proti A) aMSH a B) NEI v sérech pacient( a zdravych kontrol. Hladiny
protilatek byly detekovany v izotypech IgG, IgM a IgA. Skupiny byly porovnany pomoci neparametrického
Mann-Whitney testu. *p<0,05

Protilatky proti Orexinu A a B, MCH, NPY a PYY byly v sérech nalezeny pouze zfidka a pouze
v nékterych izotypech (Tabulka 6). Skupina pacientdl méla statisticky vyznamné snizené hladiny IgA
protilatek proti Orexinu A oproti skupiné zdravych kontrol. Protilatky vSech pozorovanych izotypl
proti orexinu A i B byly u pacientd sniZzené. Protilatky vSech sledovanych izotyp( proti MCH byly u
obou skupin zastoupeny srovnatelné. IgM protilatky proti MCH nebyly detekovany ani u jedné sku-

piny. 1gG, IgA a IgM protilatky proti NPY a PYY byly srovnatelné zastoupeny u obou skupin.

36



Tabulka 6 — Procentualni zastoupeni sér pozitivnich na pfitomnost protilatek proti Orexinu A a B, MCH, NPY

a PYY.
18G % IgA % IgM %
Kontroly 9,4 18,8 9,4
Orexin A Pacienti 2,4 0 2,4
p hodnota 0,313 0,005** 0,313
Kontroly 6,3 6,3 18,8
Orexin B Pacienti 4,9 0 4,9
p hodnota >0,999 0,189 0,127
Kontroly 6,3 6,3 0
MCH Pacienti 2,4 4,9 0
p hodnota 0,578 >0,999 >0,999
Kontroly 0 0 6,3
NPY Pacienti 4,9 4,9 4,9
p hodnota 0,501 0,501 >0,999
Kontroly 6,3 9,4 18,8
PYY Pacienti 4,9 9,8 19,5
p hodnota >0,999 >0,999 >0,999

Hodnoty byly statisticky porovnany neparametrickym Mann-Whitney testem.

5.5 Koncentrace sérovych cytokin(

Koncentrace viech sledovanych cytokin( byly v sérech obou skupin zastoupeny ve fyziologickém

mnoZstvi (Obrazek 15). Hladiny sérového IL-12p70 byly u obou skupin pod detekénim limitem pou-

Zité metody. Hladiny TNFa, IL-6 a IL-10 byly srovnatelné u obou skupin. U skupiny pacientd byly

nalezeny tfi odlehlé hodnoty v koncentraci sérového IL-1B. Tyto odlehlé hodnoty zpUsobily zvyseni

IL-1B, nez skupina zdravych kontrol.
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Obrazek 15 — Koncentrace sérovych cytokinl u skupiny pacient( a zdravych kontrol. A) TNFa (p = 0,892), B)
IL-1B (p = 0,308), C) IL-6 (p = 0,115) a D) IL-10 (p = 0,437) v sérech pacientd a zdravych kontrol. Skupiny byly

statisticky porovnany pomoci neparametrického Mann-Whitney testu.

5.6 Koncentrace sérového I-FABP a S100B

Koncentrace sérového S100B a I-FABP byly u pacientl srovnatelné se skupinou zdravych kontrol
(Obrazek 16). Hladiny proteinu S100B se u 12 pacientt a 11 zdravych kontrol nachazely pod detekc-
nim limitem metody. VSechna séra obou skupin obsahovala fyziologické hodnoty proteinu S100B.
Pfi analyze dat byly u skupiny kontrol identifikovany a odstranény dvé velmi odlehlé hodnoty kon-
centrace sérového I-FABP. V séru jedné kontroly byly nalezeny patologicky zvySené hodnoty séro-

vého I-FABP. Koncentrace sérového I-FABP u ostatnich sér obou skupin byla fyziologicka.
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Obrazek 16 — Koncentrace sérovych protein S100B a I-FABP u skupiny pacientl a zdravych kontrol. A) S100B

v sérech 29 pacientll a 21 kontrol, B) I-FABP v sérech 41 pacientt a 30 kontrol. Hodnoty byly porovnany po-

moci neparametrického Mann-Whitney testu.
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6 Diskuze

V posledni dobé se stéle vice objevuji dikazy o tom, Ze mikroorganismy osidlujici lidské télo maji
velice vyznamny vliv na fyziologii a chovani ¢lovéka. Stfevni mikrobiota hraje dulezZitou roli v udrzo-
vani homeostazy hostitelského organismu, ale na druhou stranu se mize podilet na patogenezi né-
kterych onemocnéni. Stfevni mikrobiota ma vliv na délku a kvalitu spanku a je také spankem ovliv-
novana. Mnoho patologickych stavl, které vznikaji v disledku nedostateéného ¢i naruseného
spanku, se také vyskytuje ve spojeni s dysbidzou stfevni mikrobioty. Jedna se mimo jiné o metabo-
lické, kognitivni a behavioralni poruchy. Mezi tyto poruchy pat¥i i casté komorbidity NT1, jako jsou
obezita, diabetes 2. typu, deprese a Uzkosti. Existuje predpoklad, Ze vzhledem ke Spatné kvalité
spanku a pfitomnosti téchto komorbidit by pacienti trpici NT1 mohli mit odliSné slozeni mikrobioty
oproti bézné populaci. Vyzkum stfevniho mikrobiomu u pacienti s NT1 je novou oblasti zajmu a
jeho potencialni role v patogenezi tohoto onemocnéni z(stava otevienou otazkou.

V soucasné dobé existuji dvé publikované studie zabyvajici se stfevnim mikrobiomem paci-
entd trpicich NT1. Studie z roku 2020 (90), porovnava slozeni stfevniho mikrobiomu 35 pacient(
s NT1 se skupinou 41 zdravych kontrol. Pacienti v této studii maji zvySené BMI oproti zdravym kon-
troldam, uZivaji podobnou medikaci a od doby jejich diagndzy ubéhl podobny cas jako u pacient(
z nasi studie. Pacienti z této studie maji snizenou beta diverzitu, tedy sloZzeni stfrevniho mikrobiomu
oproti zdravym kontroldm, dokonce i po odecteni efektu zvySeného BMI. V nasi studii beta diverzita
stfevniho mikrobiomu pacient( oproti zdravym kontrolam nebyla vyznamné odlisna. Dvodem to-
hoto rozdilu mlze byt jina dieta a Zivotni styl pacient( ¢i néjaka z komorbidit ovliviiujici slozeni mi-
krobiomu, ktera neni v souboru nasich pacientl pfitomna ¢i neni zastoupend ve velké mire.
Nicméné prfitomnost téchto komorbidit ve studii popsana neni. Autofi studie dale popisuji snizené
mnozstvi bakteridlniho rodu Bacteroides a zvysené mnozstvi bakteridlniho rodu Flavonifractor,
které ale po odecteni efektu zvySeného BMI nezlstalo signifikantni. Na zakladé této studie jsme se
zaméfili na zastoupeni bakteridlniho druhu Flavonifractor plautii a zjistili jsme, Ze se zastoupeni této
bakterie u pacient vyznamné nelisilo od zdravych kontrol, a tudiz se nejspiSe jednalo o ndhodné
zvyseni tohoto bakterialniho druhu nezdvisle na NT1.

Druha studie z roku 2021 (91), se zabyva stfevnim mikrobiomem u 20 pacient( trpicich NT1
a 16 zdravych kontrol a je vyjimecna tim, Ze pacienti béhem studie neuZzivali Zadnou Ié¢bu na zmir-
néni symptomu narkolepsie, netrpéli Zadnymi typickymi komorbiditami NT1 a neméli zvysené BMI
oproti skupiné kontrol, coz autorim umoznilo prezentovat vysledky nezatizené témito faktory.
Doba od vypuknuti symptom0 narkolepsie u pacient( z této studie je v priiméru 3 roky, tedy vy-

razné kratsi nez u pacient( z nasi studie. Studie nepopisuje u skupin vyznamny rozdil v alfa ani beta
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diverzité, nicméné popisuje u pacientd vyssi zastoupeni rodu Klebsiella, které jsme v nasem sou-
boru nepozorovali, a nizsi zastoupeni bakterii Blautia, Barnesiellaceae, Barnesiella, Phocea, Lacto-
coccus, Coriobacteriia, Coriobacteriales, Ruminiclostridium_5 a Bilophila. Z tohoto vyctu bakterii je
pro nds zajimava bakterialni tfida Coriobacteriia, do které patfi bakterialni fad Coriobacteriales, ce-
led’ Coriobacteriaceae a rod Collinsella. V nasi studii zastoupeni téchto bakteridlnich skupin pozi-
tivné korelovalo s délkou onemocnéni a s hladinami BMI a negativné s hladinami celkového choles-
terolu. Zastoupeni tfidy Coriobacteriia v plGvodni studii negativné koreluje s délkou a kvalitou
spanku. Jiné korelace v souvislosti s touto bakteridlni tfidou popsany nejsou.

Ve studii, ktera se vénovala metabolickym zménam u spankové deprivovanych mysi, autofi
ukazali, Ze pfi naruseni cirkadiannich rytmu dochazi k deregulaci transkripce nékterych gen(, jenz
se v jatrech ucastni premény cholesterolu na Zlucové kyseliny (92). Ty jsou potom zasadni pro me-
tabolismus lipid{ a naruseni homeostazi téchto mechanism( vede k deregulaci akumulace ¢i mobi-
lizace lipid(. NarusSeni cirkadiannich rytm0 napfiklad fragmentaci spanku ¢i praci na smény muize
vést k vyvoji obezity a metabolickému syndromu (93). Ackoli u pacientl trpicich narkolepsii toto
dosud nebylo popsdno, je mozné, ze negativni korelace mezi rddem Coriobacteriales a celedi Cori-
obacteriaceae s hladinami cholesterolu, které jsme pozorovali, souvisi pravé s narusenym metabo-
lismem lipidd. U téchto bakterii byla totiz popsana vysoka resistence k Zlucovym kyselindm, které
jinak pUsobi vyrazné antimikrobialné (94). Pfredpokladame, Ze pacienti, ktefi méli v ramci nasi studie
vysSsi hladiny cholesterolu, méli zaroven ve stfevé nizsi hladiny Zlu¢ovych kyselin a tim padem se u
nich ve stfevé mohly mnoZit ve vétsi mite i bakterie, které takovou rezistenci ke Zlu¢ovym kyselinam
nemaji. Pozitivni korelace mezi zastoupenim téchto bakterii, BMI a délkou onemocnéni Ize dat do
souvislosti s obezitou a ¢astym metabolickym syndromem u téchto pacient(l, coZ opét pravdépo-
dobné souvisi s narusenim regulace exprese jaternich gena hrajicich dllezZitou tlohu v metabolismu
lipid( a glukdzy.

V dalSich studiich byly zjistény pozitivni korelace mezi zastoupenim ¢eledi Coriobacteria-
ceae a hladinou non-HDL cholesterolu na modelovém organismu kifecka zlatého (95) a pozdéji byl
tento objev ovéren také u lidi, kde byl blize uréen konkrétné rod Collinsella, ktery je pravdépodobné
zodpovédny za tento efekt (96). Zajimavé je, Ze zvysené mnozZstvi bakterii Coriobacteriaceae bylo
také popsano u muzl po vystaveni spankové deprivaci, takZze by zastoupeni této Celedi u pacientl
mohlo hrat roli i v regulaci spanku a bdéni (97). Collinsella je hojné zastoupena v lidském stfevnim
mikrobiomu a jeji mnozstvi je ovlivnéno dietou, a to zejména mnozstvim vlakniny v potravé, ktera
jeji mnoZstvi ve stfevech snizuje (98). Zvysené mnozstvi bakterie Collinsella bylo pozorovano u pa-
cient( s aterosklerdzou a u pacientt s diabetem 2. typu (99; 100). Collinsella je pozitivné korelovana

s hladinami insulinu a VLDL cholesterolu a negativné korelovdna s hladinami HDL cholesterolu té-
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hotnych Zen s nadvahou ¢&i obezitou. Zadné asociace viak nebyly nalezeny s hladinou LDL choleste-
rolu (101). Mechanismus, jakym bakterie ¢eledi Coriobacteriaceae ovliviiuji metabolismus lipid{i a
cholesterolu neni zcela objasnén, ale existuje predpoklad, Ze ve stfevé podporuji zpétnou absorpci
cholesterolu do krve (98). Objev negativni korelace mezi hladinami cholesterolu a zastoupenim bak-
terie Collinsella v nasi studii mUZe byt vysvétlen tim, Ze v ostatnich studiich se popisuje mnoZstvi
HDL/LDL ¢i non-HDL cholesterolu, nikoliv celkového cholesterolu, jako je to v nasem pfipadé. V na-
Sem souboru bohuZel tuto analyzu nelze provést kvili nedostatku dat. Gnotobiotické studie téz po-
ukazaly na to, Ze Collinsella sniZuje expresi proteind pevnych spojd u enterocytl a tim zvySuje pro-
pustnost stfeva (102), ¢imZ by mohla podporovat prozanétlivy stav organismu a podporovat rozvoj
NT1. Collinsella byva vice zastoupena u lidi s obezitou, coz bylo potvrzeno také v nasi studii u paci-
entl s NT1. Nicméné u zdravych kontrol jsme nepozorovali asociaci mezi mnozstvim bakteridlniho
rodu Collinsella a vysokym BMI, jeji zvySujici se mnoiZstvi u pacientl by tedy mohlo pfimo souviset
s vyvojem NT1. Na zékladé nasich vysledkl lze predpokladat, Ze zastoupeni téchto bakterii je ovliv-
néno kvalitou spanku a zaroven tyto bakterie ovliviiuji metabolismus lipid{, coZ by mohlo souviset
s vyraznym zvysenim hmotnosti pacientl brzy po propuknuti onemocnéni. Tuto nasi hypotézu pod-
poruje fakt, Ze u zdravych kontrol jsme zadné takové asociace nenalezli.

Cirkadianni rytmus je ovliviiovan mikrobialnimi produkty, naptiklad mnoZstvim SCFA, mezi
které patfi butyrat. Bylo popsano, Ze spankova fragmentace, kterd je u pacientd s NT1 pfitomna,
indukuje zvyseni bakterii produkujicich butyrat, coz zlepsuje kvalitu spanku a snizuje prozanétlivy
stav a inzulinovou rezistenci spojenou se spankovou deprivaci (103). U pacientl bylo zjisténo zvy-
Sené zastoupeni Celedi Leuconostocaceae a Clostridiaceael a zaroven negativni korelace mezi ce-
ledi Clostridiaceae a délkou onemocnéni. Pacienti tedy méli vyssi zastoupeni celedi Clostridiaceae,
ale zaroven se jeji mnoZstvis délkou onemocnéni snizovalo. Negativni korelace mezi celedi Clostridi-
aceae byla u pacientl pozorovdana az do riznych rodovych linii této ¢eledi (Butyricicoccus, Anaero-
sporobacter, Anaerobacterium a Clostridium sensu stricto). Zvysené mnoZstvi bakterii ttidy
Clostridia bylo popsano u mysi s narusenym spankovym rezimem (104). Ttida Clostridia je ve stievé
hojné zastoupena a je tvofena komenzalnimi i patogennimi druhy bakterii. Komenzalni bakterie
této tridy jsou ¢asto producenti SCFA, a to zejména butyratu (105). Bakterialni rod Butyricicoccus je
vyznamnym producentem butyratu a uvaZuje se o jeho pouzivani jako probiotického preparatu
(106). Bakterie celedi Leuconostocaceae, jejichz vyskyt byl v nasi studii u pacientdi s NT1 vy$sinez u
kontrol, jsou také producenti SCFA (107).

Kvalitni spanek byl ve stfevech zdravych jedinci pozitivné korelovan se zastoupenim bak-
terii Celedi Ruminococcaceae a rodu Blautia, coZ jsou anaerobni, gram pozitivni bakterie produkujici
butyrat. Nekvalitni spanek, obezita a inzulinova rezistence byly naopak asociovany se zvysenym

mnozstvim anaerobni, gram negativni bakterie Prevotella patfici do kmene Bacteroidetes (103).
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Proliferace bakterii Ruminococcaceae a Blautia je podporovana vyssimi hladinami sukcinatu, ktery
produkuji pravé bakterie rodu Prevotella. Zvyseni mnozstvi bakterii Prevotella pti spankové depri-
vaci by mohlo tedy byt kompenzaénim mechanismem organismu, jak zvysit ve stfevech mnozstvi
pro spanek prospésnych bakterii (103). V rdmci nasi studie jsme u pacientli s NT1 jsme pozorovali
zvySené zastoupeni bakterii z Celedi Prevotellaceae a bakterii produkujicich butyrat. Nicméné zaro-
ven jsme zjistili, Ze s rostouci délkou onemocnéni dochazi ke sniZzovani zastoupeni butyrat-produ-
kujicich ¢eledi Ruminococcaceae a Clostridiaceae. Je mozné, Ze kompenzacni mechanismy na Urovni
stfevniho mikrobiomu se odehravaji pfevdziné na pocatku onemocnéni a Ze pozdéji dochazi ke zmé-
nam na neuronalni drovni. A to konkrétné k navysovani histaminergnich neurond, jak bylo zminéno
v Uvodu.

Bakteridlni rod Anaerosporobacter je popisovan v souvislosti se zvySenym mnozstvi mast-
nych kyselin v séru, coZ naznacuje, Ze by se mohl u pacient( podilet na regulaci metabolismu lipidG
(108). Snizené zastoupeni rodu Anaerobacterium bylo pospané u pacientd s Alzheimerovou choro-
bou s neuropsychiatrickymi symptomy oproti pacientim s touto chorobou bez téchto symptoma.
Bakterialni rod Anaerobacterium ma imunomodulacni a protizanétlivé ucinky, coz maze hrat roli
v zmirfiovani symptomu této neurodegenerativni choroby (109). Podobny efekt by mohl probihat i
u pacientd trpicich NT1, nicméné neni jisté, zda se psychiatrické choroby vyskytujici se u pacientd

Spankova deprivace také vedla v rdmci jedné studie ke zvySeni poméru bakteridlnich kmend
Firmicutes/Bacteroidetes a zvySenému zastoupeni bakterii asociovanych s metabolickymi poru-
chami (97). V nasi skupiné pacient s NT1 jsme pozorovali nesignifikantni snizeni poméru bakterii
kmene Firmicutes/Bacteroidetes oproti zdravym kontroldm. Tento objev mizZeme diskutovat s tim,
Ze pro pacienty trpici NT1 je spiSe typicka spankova fragmentace a nikoliv deprivace. Zvyseny pomér
kmen( Firmicutes/Bacteroidetes je také ¢asto spojovany s obezitou, a to pravdépodobné z toho
dlvodu, Ze bakterie kmenu Firmicutes jsou efektivnéjsi v ziskavani energie z potravy. Pomér téchto
dvou bakterialnich kmenl muze byt ovlivnén sloZenim stravy. Vyssi zastoupeni kmene Bacteroide-
tes je asociovano se stravou bohatou na vlakninu a vy3si zastoupeni kmene Firmicutes je spojovano
se stravou s vysokym obsahem tuk, cukrd a proteind (110). | pfestoZe maji pacienti v naSem sou-
boru obecné zvysené hodnoty BMI oproti zdravym kontroldam a 46 % z nich trpi obezitou, nemaji
zvySeny pomér kmen( Firmicutes/Bacteroidetes. Souvislost tohoto poméru s obezitou je v posled-
nich letech zpochybriovana, protozZe se objevily studie zabyvajici se obéznimi jednici, u nichz tento
pomér zvyseny nebyl a v nékterych studiich byl dokonce snizeny (111; 112).

V nasi studii jsme se blize zaméf¥ili na zastoupeni bakterie Akkermansia muciniphila a archea

Methanobrevibacter smithii. A. muciniphila pattici do kmene Verrucomicrobia je bakterie degradu-
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jici mucin, ktera se podili na regulaci propustnosti stfevni bariéry, produkci sekrece antimikrobial-
nich peptidd a podporuje protizanétlivy stav ve stfevech hostitele (113). Zastoupeni této bakterie
je negativné korelovano s obezitou a s diabetem 2. typu (114) a proto nas zajimalo jeji zastoupeni
u pacient0 trpicich NT1. Zjistili jsme, Ze zastoupeni bakterie A. muciniphila je u nasi skupiny pacientt
oproti zdravym kontroldm pouze nesignifikantné snizené. Archeon M. smithii fermentaci sloZzek po-
travy produkuje metan a podporuje produkci SCFA stfevnimi bakteriemi (115). ZvySené mnozstvi
tohoto archeonu bylo popsano u pacientek s mentalni anorexii a bylo zjisténo, Ze se u lidi se zvySu-
jici hmotnosti jeho mnoiZstvi snizuje (116). Tyto informace naznacduji, Zze zastoupeni M. smithii by
mohlo byt u pacient(i s NT1 sniZeno, coZ v nasem souboru potvrzeno nebylo. | pfesto, Ze existuje
vice studii popisujici zastoupeni toho archeonu v souvislosti s nizkou télesnou vahou, existuji i stu-
die, které popisuji jeho zvySené mnoizstvi u lidi s obezitou (117), a je tedy potfeba jeho vztah s BMI
v budoucnu ujasnit.

Obezita obecné vznika dlisledkem nadmérného prejidani, nevhodného sloZeni stravy, dé-
di¢nych faktort, nedostatku pohybu, ale také metabolickych poruch, hormonaini nerovnovahy a
nékteré medikace (118). U pacientl trpicich NT1 neni pfibirani na vaze spojeno s vyssim pfijmem
kalorii ani se slozenim stravy podporujicim rozvoj obezity, a proto neni prekvapuijici, ze slozeni jejich
stfevni mikrobioty neodpovida sloZeni mikrobioty obéznich jedincl, u kterych jsou tyto faktory
hlavni pricinou jejich vysoké télesné hmotnosti. ZvySena télesna hmotnost u pacientt trpicich NT1
je pravdépodobné spojena s patofyziologii tohoto onemocnéni, ale mlize byt také dlsledkem zvy-
Sené spavosti ¢i fragmentace spanku (29). Zajimavé je, Ze mysi, kterym chybi celé orexinergni neu-
rony, pribiraji na vaze, ale mysi, kterym chybi pouze orexinové receptory, nikoliv. Zda se tedy, Ze se
i samotné orexinergni neurony podileji na regulaci metabolismu (119).

Je zndmo, Ze nékteré léky zpUsobuji pribirani na vaze, ovsem zda se, Ze medikace predepi-
sovana na zmirnéni symptom narkolepsie tento efekt nema (29). Medikace také ovliviiuje sloZeni
stfevniho mikrobiomu, a naopak stfevni mikrobiota ma vliv na tGcinek 1€kl na hostitelsky organis-
mus, protoze mlze produkci enzyma pozménit jejich chemickou strukturu, a tak ovlivnit jejich bio-
aktivitu a toxicitu. V poslednich letech roste zdjem o odhaleni uc¢inku antidepresiv na bazi selektiv-
nich inhibitor( zpétného vychytavani serotoninu na sloZeni stfevniho mikrobiomu, a to hlavné
proto, Ze tato antidepresiva ovliviiuji signalizaci enterickych nerv(, maji antimikrobialni Gcinky a
patrné ovliviuji produkci serotoninu stfevni mikrobiotou (120). Antidepresiva tohoto typu jsou
Casto uzZivana i pacienty s NT1, a to bud'jako antikataplektickd terapie nebo |écba deprese a Uzkosti.
V nasi skupiné pacientli ovsem léky tohoto typu nepatfi mezi ¢asto uzivané preparaty. Zatim nebylo
popsano, Ze by léciva uZivana skupinou pacientd v nasi studii zplsobovala dysbiézu stfevniho mi-

krobiomu.
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Deprese a Uzkosti, které byvaji ¢astou komorbiditou NT1, jsou také hojné studovany ve
vztahu s mikrobiotou. Depresivni a Uzkostné poruchy jsou charakterizované jako poruchy ndlady
s neschopnosti alostazy, tedy adaptacni Upravy na stresovou situaci. Alostaza zahrnuje regulaci neu-
roendokrinniho systému skrze HPA osu, kterd je ovliviiovana rlznymi mikrobidlnimi metabolity.
Stfevni mikrobiom tedy ovliviiuje HPA osu, ale také naopak aktivace této osy ma vliv na sloZeni
stfevniho mikrobiomu a propustnost stfeva (69; 121). Na rozvoj depresi u pacientli s NT1 se prav-
dépodobné podili psychicka zatéz spojena s onemocnénim, nedostatek kvalitniho spanku, spankova
fragmentace, patologické déje v mozku a v posledni dobé se ukazuje, Ze patrné i stfevni mikrobiota.
Jiz zminovana bakterialni tfida Coriobacteriia, ktera pozitivné koreluje s délkou onemocnéni u paci-
entd s narolepsii, je také popisovana v souvislosti s depresemi a jeji zastoupeni by mohlo mit vliv na
psychické zdravi pacient( (122).

Deprese zvysuji Sance na rozvoj diabetu 2. typu, ale také naopak. Spole¢nym patofyziolo-
gickym mechanismem téchto dvou ¢astych komorbidit NT1 je psychologicky stres, ktery ptsobi na
HPA osu a zpUsobuje hormondlni nerovnovahu. Hormonalni nerovnovaha nasledné ovliviuje i spa-
nek, komunikaci na ose mikrobiom-stfevo-mozek, metabolismus a naladu. Vyskyt téchto komorbi-
dit u pacientl se tedy muize podilet na zhorSovani symptom0 narkolepsie (123). Chronicky stres
ovliviiuje hladiny cirkulujicich orexigennich hormon, a muze prispivat ke zvysenému pfijmu kalorii
a k pfibirani na vaze (124), a tedy podporovat rozvoj obezity. Toto podporuje nase zjisténi, Zze s dél-
kou onemocnéni roste také BMI pacient s NT1. Depresivni porucha je asociovana s vyssi propust-
nosti stfevni bariéry a s vy$8imi hladinami prozanétlivych cytokint IL-1f3, IL-6 a TNF-a a rozdilnym
sloZzenim stfevniho mikrobiomu oproti zdravym kontrolam (69). V souboru nasich pacientd nebyly
pozorovany zadné rozdily v téchto stanovovanych parametrech, coz mlze byt vysvétleno tim, Ze
v naSem souboru pacientl trpi depresemi nebo Uzkostmi méné nez 10 % pacientQ.

U pacientll jsme zjistovali pfitomnost autoprotilatek proti riznym neuropeptidim, které by
mohly souviset s patogenezi narkolepsie. Tyto autoprotilatky by mohly vznikat u¢inkem molekular-
nich mimiker ve stfevé a mohly by se podilet na autoimunitni destrukci orexigennich neuront. U
pacientl jsme detekovali autoprotilatky proti jednomu stfevnimu (PYY) a Sesti hypotalamickym (o.-
MSH, NEI, Orexin A a B, NPY, MCH) neuropeptidiim, které se podileji na regulaci spanku a chuti
k jidlu. VSechny autoprotilatky byly stanoveny v izotypech IgG, IgM a IgA. Dlvodem stanovovani
protilatek izotypu IgA ze séra byla nedavno publikovana studie (125), ktera popisuje plazmatocyty
produkujici IgA protilatky v oblasti mozkovych blan, zejména v blizkosti Zil tvrdé pleny mozkové
(dura mater), kde je zpomaleny tok krve a tim zvySené riziko pristupu patogenl do mozku. Tyto IgA
protilatky rozpoznavaji mikrobidlni antigenni struktury, se kterymi se organismus setkdva ve strevé.
Plazmatocyty rezidujici v této oblasti zde pravdépodobné zabranuji rozvoji infekce v mozku zpUso-

bené stfevnimi patogeny.
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Autoprotilatky proti vybranym neuropeptidim mohou také ovliviiovat jejich funkce a
mohly by se potencialné podilet na rozvoji i progresi nékterych komorbidit NT1 (obezita, deprese
a uzkosti). Orexigenni a anorexigenni hormony hraji velmi dulezitou roli v regulaci pfijmu potravy,
chuti k jidlu a emoci. Zménéné mnozstvi téchto hormonl muze vést k poruchdm regulace spanku,
energetické homeostdzy, tukové tkané, chuti k jidlu a mozna také k rozvoji psychickych poruch (86).
Autoprotilatky proti takovymto hormonim byly nalezeny napfiklad u pacientek trpicich mentaini
anorexii. Konkrétné byly u téchto pacientek nalezeny zvysené hladiny autoprotildtek proti peptidu
a-MSH, ktery je strukturné podobny kaseinolytické protedze B, jenz je produkovdana bakteriemiz ce-
ledi Enterobacteriaceae (126).

U pacientl s narkolepsii byly nalezeny protilatky proti o-MSH a NEI, které se vazi na neurony
produkujici MCH (47). Hladiny MCH nejsou u pacient( s NT1 sniZzené ani proti tomuto hormonu
nebyly nalezeny zvysené hladiny autoprotilatek. U pacientl s narkolepsii byla velka snaha deteko-
vat autoprotilatky proti orexinm A i B, nicméné tyto protilatky nalezeny nebyly. U skupiny pacient(
i zdravych kontrol v nasi studii jsme detekovali autoprotilatky proti neuropeptiddm o-MSH a NEI,
mezi nimiz existuje strukturni homologie. Vzhledem k podobnosti téchto neuropeptidu Ize predpo-
kladat, Ze se budou protilatky proti obéma neuropeptidiim vyskytovat u stejnych pacient(, coz jsme
nicméné nepotvrdili. Stejny nalez jsme zjistili i u neuropeptidd NPY a PYY, které jsou také homologni
(127). Hladiny IgG autoprotilatek proti a-MSH a IgA proti orexinu A byly signifikantné zvysené u
zdravych kontrol. Tyto autoprotilatky vSak nemuseji plnit pouze patologickou roli, ale mohou se
Ucastnit fyziologickych proces(, takze jejich zvysené hladiny u zdravych kontrol nejsou nijak prekva-
pivé. Hladiny ostatnich protilatek, které jsme detekovali, nebyly vyznamné odlisné u pacientl a
zdravych kontrol. Vzhledem k pfedpokladu, Ze patogeneze NT1 je zprostifedkovana spise bunécnou
imunitou neni tento nalez neocekavany. Nicméné je mozné, Ze jsou u pacientd tyto autoprotilatky
pfitomné, ale jejich hladiny mohou byt detekované pouze v kratSim obdobi od za¢atku progrese
onemocnéni. Pro odhaleni pfitomnosti autoprotilatek u narkoleptickych pacient( je zapotrebi zlep-
Sit a zrychlit diagnostické postupy a zaméfit budouci vyzkumy na pacienty, u kterych potencialné
stale probiha autoimunitni reakce.

Vzhledem k predpokladu, Ze se pomocné CD4+ T-lymfocyty produkci prozanétlivych cy-
tokin( patrné podileji na patogenezi NT1, je snaha tyto cytokiny detekovat. Vétsina studii zabyvaji-
cich se narkolepsii vSak zahrnuje pacienty, u nichZ se onemocnéni projevilo jiz pfed dlouhou dobou
a u kterych tyto cytokiny jiz nejde detekovat. Zvysené hladiny prozanétlivych cytokinl lze u pacient(
predpokladat nejen z hlediska patogeneze onemocnéni, ale také vzhledem k symptomdim narko-
lepsie. Je zndmo, Ze cytokiny jako napfiklad IL-1, IL-6 a TNF-a hraji roli v regulaci spanku a bdéni a

vyskytuji se ve zvyseném mnoZstvi u pacientll s poruchami spanku (128; 129).
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Metaanalyza cytokin(i namérenych u narkoleptickych pacientli popisuje zvysené hladiny
plazmatickych IL-6 a TNF-q, nikoliv ale sérovych cytokind (129), cozZ je zvlastni, protoZe korelace
sérovych a plazmatickych cytokind byva vétsinou vysoka. V nasi studii byly méreny cytokiny IL-15,
IL-6, IL-10, IL-12 p70 a TNF-o. Hladiny prozanétlivych cytokint IL-1, IL-6 a TNFa. jsou obecné zvysené
v Casné fazi zanétlivé odpovédi a jejich mnoZstvi je pozitivné korelovano s autoimunitnimi a chro-
nickymi zanétlivymi onemocnénimi. IL-6 a TNF-a. mohou navic prochdazet pres HEB a neni tedy pre-
kvapivé, Ze jsou spojovany se zanétlivymi nemocemi CNS. IL-10 je vSeobecné zndmy jako protiza-
nétlivy cytokin, nicméné se také podili na aktivaci B lymfocytd, izotypovém presmyku a produkci
INF-y. Skupina pacientll v nasi studii neméla zvysené hladiny téchto sérovych cytokinl oproti sku-
piné zdravych kontrol, coz je v souladu s predchozimi studiemi.

Zvysené BMI je spojovano s vyssimi hladinami prozanétlivych cytokinG v perifernim obéhu.
Studie popisujici cytokinovy profil u pacientl s narkolepsii by pro odliseni tohoto efektu mély tedy
nalez vysokych hladin prozanétlivych cytokind korelovat s hladinami BMI. V nasi studii tyto hodnoty
korelovany nebyly z divodu nizkych hladiny sérovych cytokintd. Vysoké BMI u pacient by vlivem
cytokin( regulujicich spanek mohlo prohlubovat symptomy spojené s NT1. Dalsim faktorem ovliv-
nujicim hladiny cytokinG u pacientd je uzivani medikace. UZivani stimulacnich pripravk{ jako je na-
pfiklad Ritalin ma u pacientd vliv na hladiny TNF-a (129). Tento efekt jsme v nasi studii nepozorovali,
protoze stimulacni pfipravky uZivalo pouze 5 pacientl. Hladiny cytokin( jsou ovliviované cirkadi-
annimi rytmy a jejich mnoZstvi v téle osciluje. Pro presné popsani cytokinového profilu u pacientd
by bylo tedy zapotiebi provést vice krevnich odbért béhem dne, cozZ by bylo vzhledem k poctu sle-
dovanych subjektd komplikované.

Mozek patti meziimunoprivilegovana mista a je od periferni cirkulace oddélen pomoci HEB,
ktera za fyziologickych podminek omezuje migraci perifernich leukocytli do CNS. Nékteré cytokiny
jako napftiklad TNF-a stimuluji zvySeni exprese adhezivnich molekul na endotelidlnich burfikach a
podporuji tim extravazaci T lymfocytli pres HEB do CNS. TNF-a navic plsobi v synergii s INF-y na
zvySovani exprese MHC molekul 1. tfidy na burikdch CNS, ¢imz zvySuje nachylnost k jejich destrukci
pomoci CD8+ T lymfocytl. Rozvolnéni HEB béhem patogeneze NT1 muze byt disledkem probihajici
infekce (napftiklad chripkové ci streptokokové), ale mize se na ni také podilet stfevni mikrobiota,
ktera ovliviiuje produkci prozanétlivych cytokin( zvySujicich propustnost této bariéry (66). Velké
mnozstvi takovych cytokin( je produkovano pfi zvyseném prlichodu mikroorganismu a jejich meta-
bolitli do lamina propria v dlisledku porusené funkce strevni bariéry. Z téchto diivodu jsme se v nasi
studii zaméfili na méfeni intaktnosti stfevni a hematoencefalické bariéry. Intaktnost stfevni bariéry
byla stanovena detekci I-FABP, markeru poskozeni epitelidlnich bunék tenkého streva. I-FABP je
maly intraceluldrni protein vyskytujici se pouze v epitelidlnich burikach tenkého streva, kde se podili

na transportu, utilizaci a metabolismu mastnych kyselin. Pfi poskozeni epitelidlnich bunék tenkého
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stfeva se diky své velikosti dostava do séra, ze kterého ho Ize stanovit (130). Pro stanoveni intakt-
nosti HEB byl vyuZit protein S100B. Jedna se o maly protein pattici do rodiny S100 protein( vysky-
tujici v bunikdch nervového systému, kde plni rozli¢né funkce. S100B je exprimovan zejména astro-
cyty, oligodendrocyty a Schwannovymi burikami. Pfi poSkozeni hematoencefalické bariéry se tento
maly protein dostava do séra. Zvysené sérové koncentrace S100B byly naméreny u poranéni hlavy,
u pacientll po mozkové prihodé i pfi nadorovych onemocnéni mozku. Hladiny sérového S100B a I-
FABP byly u pacient( fyziologické a mizZeme tedy fici, Ze pacienti pravdépodobné nemaji narusenou
propustnost stfevni ani hematoencefalické bariéry. ZvySenda propustnost stfevni bariéry je kromé
mechanického poranéni popisovana také ve spojitosti s dysbiézou stfevni mikrobioty (130), kterd u
pacientl z nasi skupiny pozorovana nebyla. Pro odhaleni etiologie NT1 by bylo pfinosné odhalit stav
bariér v obdobi, kdy dochazi k rozvoji tohoto onemocnéni, coz je komplikované vzhledem k tomu,

Ze diagndza narkolepsie je ¢asto stanovena az nékolik let po jejim propuknuti.

48



7 Zavér

Cilem diplomové prace bylo bliZze objasnit roli stftevniho mikrobiomu a autoimunitnich mechanismu
u pacient( trpicich NT1. SloZeni stfevni mikrobioty bylo analyzovano pomoci sekvenovani nové ge-
nerace. Diverzita stfevni mikrobioty skupiny pacientl se vyznamné neliSila od skupiny zdravych kon-
trol. U pacientl byly detekovany bakteridlni skupiny, které se mohou potencialné podilet na pato-
genezi NT1, pfipadné na vzniku ¢i progresi pfidruzenych komorbidit. Mezi tyto bakterialni skupiny
patfi ¢eled Coriobacteriaceae z kmene Actinobacteria, jejiz mnoZstvi asociovalo s délkou onemoc-
néni, BMI a hladinami cholesterolu u pacientd, ale ne u zdravych kontrol. Zastoupeni této bakteri-
alni ¢eledi ve stfevech pacientl pravdépodobné ovliviiuje metabolismus lipidd a mozna se podili na
rozvoji obezity. U pacientd bylo déale nalezeno zvySené mnoistvi bakteridlnich celedi
Leuconostocaceae a Clostridiaceael. Bakterie obou téchto Celedi jsou vyznamni producenti buty-
ratu, ktery ma pfiznivé ucinky na kvalitu spanku. ZvySené mnozstvi téchto bakterialnich celedi u
pacientl pravdépodobné zlepsuje kvalitu jejich spanku a kompenzuje spankovou fragmentaci,
nicméné je nutno podotknout, Ze zastoupeni téchto bakterii ve stfevech pacientl s délkou onemoc-
néni klesa.

U pacientl nebyly detekovany vyssi hladiny autoprotilatek proti vybranym neuropeptidiim
stanovovanym pomoci in-house metody ELISA. Vyssi hladiny autoprotilatek proti a-MSH a orexinu
A oproti skupiné pacientl byly nalezeny u skupiny zdravych kontrol. Hladiny vybranych cytokint
stanovovanych multiplexovou analyzou byly podobné u obou pozorovanych skupin. U skupin paci-
entd i zdravych kontrol jsme detekovali markery poskozeni stfevni a hematoencefalické bariéry po-
moci komercnich ELISA kit(. U skupiny pacientl nebyly naméreny patologické hodnoty téchto mar-
ker( a miUzeme tedy fict, Ze nemaji narusenou strevni ani hematoencefalickou bariéru. Pro odhaleni
imunitnich mechanismU zodpovédnych za destrukci orexinergnich neuron( a popsani patogeneze
NT1 by bylo zapotiebi zaméfit studie na pacienty v zacatcich rozvoje NT1, coZ je ale vzhledem k pre-
valenci tohoto onemocnéni a dobé od propuknuti NT1 k jeji diagndze velice slozité. Diplomova
prace je pouze ¢asti vétsi studie popisujici sloZeni stfevniho mikrobiomu 92 pacient( trpicich NT1,
ale také pacientl trpicich NT2 a idiopatickou hypersomnii, ktera pfinese dalsi poznatky o vlivu

stfevni mikrobioty na tyto spankové poruchy.
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