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Abstrakt

Do nedavnej doby bola diagnostika Alzheimerovej choroby a dalSich neurodegenerativnych ochoreni
zavisla iba na klinickom prejave, ktorého definitivne potvrdenie bolo mozné iba post-mortem. V sticasnej
dobe predstavujii  biofluidné biomarkery spolahlivy zdroj pre diagnostiku zavaznych
neurodegenerativnych ochoreni uz behom zivota pacienta. Identifikacia spolahlivych biomarkerov je
nevyhnutna pre zvySenie diagnostickej presnosti, monitorovanie klinického stavu, presnej$i vyber
jedincov do klinickych stadii a s tym spojeny aj vyvoj kauzalnej liecby. Cielom bakalarskej prace bylo
vypracovat’ dokladnu literarnu reSer§ so zameranim na klinicky aj experimentalne vyuzivané biologické

markery v diagnostike neurodegenerativnych ochoreni a ich roli v patofyziologii tychto ochoreni.

Krucové slova: Neurodegenerativne ochorenie, biomarkery, proteinopatie, neurokognitivna porucha,

kognicia



Abstract

Until recently, the diagnosis of Alzheimer's disease and other neurodegenerative diseases was dependent
only on clinical expression, the definitive confirmation of which was possible only post-mortem.
Currently, biofluid biomarkers represent a reliable source for the diagnosis of serious neurodegenerative
diseases already during the patient's lifetime. The identification of reliable biomarkers is essential for
increasing diagnostic accuracy, monitoring the clinical condition, more precise selection of individuals for
clinical trials and the associated development of causal treatment. The aim of the bachelor's thesis was to
conduct a thorough literature review focusing on clinically and experimentally used biological markers in

the diagnosis of neurodegenerative diseases and their role in the pathophysiology of these diseases.
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ZOZNAM SKRATIEK

a-Syn alfa-Synuklein

AB amyloid beta

ACH Alzheimerova choroba

ALS amyotroficka lateralna skleroza

APP amyloidovy prekurzorovy protein

bvFTD behavioralna varianta FTLD

CaM kalmodulin

CID Creutzfeldova-Jakobova choroba

CNS centrdlna nervova ststava

CSF mozgomie$ny mok

EOAD Alzheimerova choroba so skorym nastupom
FTD frontotemporéalna demencia

FTLD frontotemporalna lobarna degeneracia

GRN Granulin Precursor gén

IMR imunomagneticka redukcia

LB Lewyho telieska

LBD ochorenie s Lewyho telieskami

LOAD Alzheimerova choroba s neskorym nastupom
MAPT Microtubule Associated Protein Tau gén
MCI mierna kognitivna porucha

MRI zobrazovanie magnetickou rezonanciou
MSA multisystémova atrofia

Nf neurofilamenty

NfH tazké retazce neurofilamentového proteinu
NfL l'ahké retazce neurofilamentového proteinu
NfM stredne tazké retazce neurofilamentového proteinu

NFT neurofibrilarne klbka



Ng
NRGN
0-0-Syn
p-a-Syn
PET
PCH
PKC
PPA
p-tau
RBD
RT-QuIC
SUV
SUVR
t-0-Syn
TARDP
TDP-43

t-tau

neurogranin

Neurogranin gén

oligomérny a-Syn

fosforylovany a-Syn

pozitronova emisna tomografia
Parkinosonova choroba

proteinkinaza C

primarna progresivna afazia
hyperfosforylovany tau protein

porucha spankového spravania v REM fazi
konverzia vyvolana trasenim v skuto¢nom case
Standardizovana hodnota absorpcie

pomer $tandardizovanej hodnoty absorpcie
celkovy a-Syn

TAR DNA binding protein gén

TAR DNA-viaztci protein 43

celkovy tau protein
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1 UVOD

Neurodegenerativne ochorenia predstavuji rozsiahlu skupinu poruch so Sirokou skalou klinickych
a patologickych prejavov, ich spolo¢nou charakteristikou je vSak progresivna strata Struktary a funkcie
neurdénov veduca ku kognitivnemu poklesu a napokon aj demencii. Spolo¢ne so stale rastiicou priemernou
dizkou Zivota sa zvySuje aj prevalencia neurodegenerativnych ochoreni, ktoré v dneSnom svete
predstavuji obrovskil ekonomickl a spolocenski zataz a st jednou z veducich pri¢in zdravotného

postihnutia a smrti star§ich I'udi po celom svete.

Biomarkery su potrebné pri diagnostike a liecbe neurodegenerativnych ochoreni, pretoze su
dolezitymi ukazovatelmi normalnych i abnormalnych biologickych procesov a odrazaju centralne
patogénne procesy. Vac¢Sina neurodegenerativnych ochoreni sa vyvija postupne a samotnému nastupu
prvych priznakov predchadza dlhé asymptomatické obdobie, pocas ktorého dochadza k hromadeniu
patologickych proteinov v mozgu. Detekcia pociatoénych faz patofyziologickych kaskad je kl'i¢ova pre
ucinna liecbu, pretoze v momente, kedy sa objavia prvé symptémy, je ochorenie uz Castokrat v Stadiu
progresie, ktoru je tazké zvratit'. Je preto klI'iCové vyvinat taky sposob diagnostikovania, ktory by
umoznil véasni lieCbu a zastavenie, ¢i aspon spomalenie progresie tychto smrtelnych ochoreni.
Identifikacia biomarkerov ako objektivnych, 'ahko meratelnych a presnych ukazovatel'ov patogénnych

procesov pri tom nepochybne zohrava kl'icovu tlohu.

Cielom bakalarskej prace je zhrnit’ najdolezitejSie poznatky o Glohe biomarkerov v diagnostike
a patofyziologii vybranych neurodegenerativnych ochoreni. V prvej Casti tejto prace je struéne popisana
Struktura a funkcia proteinov a mechanizmy vedice k ich patologickému ukladaniu v mozgovom tkanive.
Dalej popisujem najpouzivanej$ie metody na detekciu abnormalnych hladin patologickych proteinov
v 'udskom tele. V poslednej Casti prace sa zameriavam na konkrétne ochorenia a ulohu tychto proteinov
pri ich diferencialnej diagnostike.



2 BIOMARKERY NEURODEGENERATiIVNYCH OCHORENI

Neurodegenerativne ochorenia s oznaCované ako proteinopatie, pretoZze pri nich dochadza
nespravnemu skladaniu a hromadeniu proteinov, ktoré st v zdravom mozgu nesStruktirované a ich
naslednému ukladaniu v mozgovom tkanive vo forme oligomérnych ¢i fibrilarnych agregatov. Takto
modifikované proteiny stracaju svoje fyziologické funkcie, stdvaju sa toxickymi a vedd k postupnej
neurodegeneracii. Schopnost’ detekovat’ hladiny proteinov odrazajicich procesy odohravajice sa v mozgu
v biologickych tekutindich ako mozgomiesneho moku (CSF; zangl. cerebrospinal fluid) alebo krv ma
potencial vysoko spresnit’ diagnostiku tychto ochoreni, pretoze diagnéza je z dévodu prekryvajicich sa
klinickych prejavov naprie¢ ochoreniami ¢astokrat nejednoznac¢na.

Biomarker je definovany ako ,,objektivne meratel'na a vyhodnotite'na charakteristika, ktora slazi
ako indikator normalnych biologickych procesov, patologickych procesov alebo farmakologickych
odpovedi na liecbu“ (Atkinson, 2001). Idealny biomarker by mal mat isté vlastnosti, vd’aka ktorym je
vhodny pre presnti diagnostiku a sledovanie progresie konkrétneho ochorenia. Mal by 1) priamo stvisiet’
so zakladnymi ¢rtami patologie, 2) byt validovany v neuropatologicky potvrdenych pripadoch, 3) schopny
detekovat’ ochorenie skoro v jeho priebehu a odlisit’ ho od inych neurodegenerativnych ochoreni, 4) byt’
neinvazivny, 'ahko pouzitelny a lacny (Lewczuk et al., 2018).

U fluidnych biomarkerov sa moze lisit’ kinetika toho, akou sa vyskytuju vo vzorkach (t.j. ako je
protein spracovany a akym sposobom prechadza do CSF alebo krvi) (Ehrenberg et al., 2020). Zatial’ ¢o
v CSF dochadza k voInej vymene molekil z mozgu, do krvi z nich pradi iba zlomok. Z tohto dévodu
odrazaju proteiny v krvi molekularne mechanizmy odohravajuce sa v mozgu pri ovela nizSich
koncentraciach ako proteiny v CSF, ¢o predstavuje hlavni vyzvu pri vyvoji spolahlivych krvnych
biomarkerov (Blennow, 2017). Pretoze je ale krv pristupnejSia ako CSF a jej odber je omnoho mene;j

invazivny, je vhodnej$im nastrojom pre klinicka diagnostiku a skrining (Blennow a Zetterberg, 2015).
2.1 AMYLOID BETA

Amyloid beta (AB) je bezny produkt bunkového metabolizmu (Haass et al., 1993), ktory vznika
proteolytickym Stiepenim transmembranového amyloidového prekurzorového proteinu (APP) pomocou
B- a vy-sekretaz. K Stiepeniu  APP moze dochddzat dvoma alternativnymi cestami (Obr. 1).
V neamyloidogénnej ceste je APP v jeho plnej dizke Stiepeny a- a y-sekretizami. Amyloidogénne
Stiepenie prostrednictvom B- a y-sekretdz moze byt réznorodé a produkuje niekol'ko druhov fragmentov
AP (Sadigh-Eteghad et al., 2015). Prevladajucimi formami AP produkovanymi amyloidogénnou cestou su
AP38, ApP40 a AP42, pricom posledny z vymenovanych ma tendenciu agregovat’ sa a je zdrodkom pre
ukladanie plakov (Iwatsubo et al., 1994).

AP zahrnuje skupinu peptidov s vel’kost'ou od 37 do 49 aminokyselinovych zvySkov (Chen et al.,
2017). Monoméry AP sa agreguju do roznych typov Struktir a na zéklade dizky, molekulovej hmotnosti
a mikroskopickych rozmerov st rozdelené do troch skupin: 1) kratke oligoméry, 2) amyloidové fibrily, 3)
protofibrily (Sadigh-Eteghad et al., 2015). Amyloidové fibrily su vécsie, nerozpustné a moézu sa d’alej
zhromazd’ovat’ do amyloidovych plakov charakteristickych pre Alzheimerovu chorobu (ACH), zatial’ ¢o
amyloidové oligoméry st rozpustné a mozu sa §irit’ po mozgu (Chen et al., 2017).
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Obrazok 1: Schematické zndzornenie tvorby amyloidu beta (AB). Neamyloidogénnou cestou je amyloidovy prekurzorovy

protein (APP) stiepeny o sekretdzou na solubilny APP (sAPP- a) a karboxytermindiny fragment 83 (CT83). Amyloidogénnou cestou
dovchddzu k stiepeniu APP [3 sekretdzou na sAPPf3 a CT89 a CT99. CT99 je ndsledne stiepeny y sekretdzou za tvorby A (prevzaté
z Cechovd et al. 2019).

Sekundarna $truktura AP je dolezitym determinantom jeho toxicity. AP sa sklada do prevazne
a-helikalnej Struktiry, avSak v pociatoénych Stadiach tvorby amyloidovych plakov pri ACH moéze
dochadzat’ aj k jeho prechodu do Struktary B-listu (Talafous et al., 1994). Rozpusteny AP je maximalne
toxicky prave ked’ zaujima B-konformaciu (Simmons et al., 1994). AB40 a Ap42 mézu zaujimat’ niekol’ko
konformacii obsahujicich ako a-helixy, tak aj B-listy, a medzi tymito Strukturalnymi stavmi dokazu rychlo
prechadzat’. B-Struktura AP42 je stabilnejSia ako AP40 a jeho konformacna rovnovaha ho posuva smerom

k B-Struktare, ¢o moze byt dovodom, pre¢o ma AP42 vacsi sklon k tvorbe plakov (Yang et al., 2008).

Napriek tomu, ze v poslednych rokoch bola amyloidova kaskddova hypotéza z niekolkych
dovodov spochybnend, stile ostdva prevladajicou a vSeobecne uzndvanou teodriou vysvetlujiicou
patogenézu ACH. Podla tejto hypotézy je prave agregicia AP do plakov spusStacom, ktory vedie
k naslednej depozicii tau, strate neurénov a synaptickych vlakien a kognitivnemu poklesu pri ACH (Hardy
& Higgins, 1992). Mnoho usilia pri vyvoji liecby ACH sa zameralo prave na odstranenie domnelého
kauzalneho AP z mozgu. Ziadnemu z testovanych liediv sa viak v klinickych tudiach zatial’ nepodarilo
zastavit’ priebeh choroby (Cao et al., 2018).

Dalsou z moznych hypotéz je, Ze za naruSenti synaptick plasticitu a zhorSenie paméti su skor neZ
nerozpustné fibrily ¢i plaky zodpovedné rozpustné oligoméry AP (Walsh et al., 2002). Rozpustny AP sa
mdze viazat’ na pocetné molekuly v extraceluldirnom priestore, vratane receptorov na bunkovom povrchu.
Akondhle AP interaguje s receptorom, toxicky signdl sa prenasa do neurénov, co vedie k stresu
endoplazmatického retikula a mitochondridlnej dysfunkcii (Carillo-Mora et al., 2014). Nie je vSak zname,
¢i sa oligoméry zhromazd’uji do fibril alebo su len v rovnovahe s monomérmi, ktoré sami priamo

vytvaraju fibrily, bez prechodnej oligomérnej Struktary (Chen et al., 2017).

Posledné dokazy vsSak naznacuji, ze skor nez tvorba fibril, je hlavnym spolutcastnikom
prispievajucim k toxickému ukladaniu proteinu v mozgu zlyhanie alebo nerovnovaha v odstraniovani Ap.
Produkcia AP je obvykle vyvédzena jeho eliminiciou prostrednictvom proteolytickej degradacie, bunkami
sprostredkovaného Cistenia, pasivneho a aktivneho transportu z mozgu a depozicie do nerozpustnych



agregatov (Saido & Leissring, 2012), pricom pacienti s ACH skuto¢ne vykazuju poruchy v odstranovani

AP v centralnej nervovej sustave (CNS) (Mawuenyega et al., 2010).
2.2 TAU PROTEIN

Tau je neuronalny protein objaveny v roku 1975 ako hlavny regulator zostavovania mikrotubulov
v bunkach (Weingarten et al., 1975). V nervovych bunkach je tau koncentrovany hlavne v axénoch, kde
stabilizuje mikrotubulové zviazky (Binder et al., 1985), ale fyziologicku ulohu zohrava aj v dendritoch
(Ittner et al., 2010).

V mozgu dospelého ¢loveka je exprimovanych Sest’ tau izoforiem (Goedert et al., 1989), ktoré st
produkované alternativnym zostrihom mRNA génu MAPT (Microtubule Associated Protein Tau). Tau
izoformy sa od seba navzdjom liSia pritomnostou alebo nepritomnostou jednej ¢i oboch inzercii:
29- alebo 58-aminokyselin dlhej sekvencie v amino-koncovej polovici (Goedert et al.,, 1989)
a 31-aminokyselinovej repeticie kdédovanej exonom 10 MAPT génu v karboxy-koncovej polovici
proteinu. Inkluzia exonu 10 generuje izoformu so Styrmi mikrotubuly-viazicimi doménami (4R), zatial’ Co
absencia tejto inkluzie produkuje izoformu s tromi mikrotubuly-viazicimi doménami (3R) (Avila et al.,
2016). V zdravom mozgu dospelého Cloveka sa izoformy 3R a 4R nachadzaji v rovnakom pomere. 4R
tau je izofoma G¢innejSia v podpore zostavovania mikrotubulov nez 3R tau (Goedert & Jakes, 1990).

Vizba tau na mikrotubuly, rovnako ako jeho sklon k agregacii, je ovplyvnend mutaciami
a posttranslaénymi modifikaciami, najmi hyperfosforylaciou. Fosforylacia hra rozhodujiucu ulohu pri
regulacii fyziologickych funkcii, priom tau ma velké mnoZstvo potencialnych fosforylaénych miest
a stav jeho fosforylacie je vyvojovo regulovany (Avila et al.,, 2016). Hyperfosforylacia znizuje afinitu
a schopnost’ tau interagovat’ s mikrotubulmi (Lindwall & Cole, 1984). Abnormalne fosforylovany tau
inhibuje polymerizaciu mikrotubulov nielen tym, ze je funk¢ne neaktivny pri vézbe na tubulin, ale aj
preto, Ze interaguje s normalnym, nefosforylovanym tau v bunke, ¢o sposobuje, ze ani ten nasledne nie je
k dispozicii pri podpore zhromazd'ovania tubulinu do mikrotubulov (Alonso et al., 1994). Aj ked sa
predpoklada, Ze posttranslacné upravy podporuju agregaciu tau — nie je vSak zname, ¢i su modifikacie
samotné dostato¢né na vyvolanie agregacie. Je vysoko pravdepodobné, ze si k tomu su potrebné aj d’alSie
kofaktory (Wang et al., 2016).

Tau je v jeho nativnom stave rozvinuty protein, ktory sa zhromazd'uje do vlakien prostrednictvom
svojich tandemovych repeticii (Wischik et al., 1988). Nativne rozvinuty tau vykazuje nizku tendenciu
k agregacii, ale jeho agregacia do parovych helikalnych filament a neurofibrilarnych klbiek (NFT; z angl.
neurofibrillary tangles) charakterizuje Siroku Skalu neurodegenerativnych chorob zndmych ako tauopatie
(Wang et al., 2016). Tvorba fibrilirnych tau agregatov je Skodlivd a moéze vyvolat' neurotoxicitu
(Khlistunova et al., 2006), aj ked” NFT st do istej miery bezné aj pri normalnom starnuti (Braak & Braak,
1997). Ako mozné toxické latky boli tiez opisané viacSie granulované tau oligoméry zlozené z priblizne
36 molekul tau, ktoré mozu predchadzat’ tvorbe tau filamentov (Maeda et al., 2007). Stale je nejasné, ¢i je
agregacia tau toxicka, aké st mechanizmy toxicity a ¢i je odstranenie agregatov prospesné (Khlistunova et
al., 2006).



2.3 ALFA-SYNUKLEIN

Alfa-Synuklein (a-Syn) je maly, 140 aminokyselin dlhy protein, exprimovany najmé v neurénoch
CNS, koncentrujuci sa na presynaptickom terminale (Jakes et al., 1994). In vitro ma a-Syn prirodzent
tendenciu polymerizovat’ do fibril (Giasson et al., 1999). Za oligomerizaciu a-Syn je zodpovedna jeho
12 aminokyselin dlha centralna hydrofébna oblast’ (Giasson et al., 2001). Prave nachylnost a-Syn
oligomerizovat’ pravdepodobne suvisi s jeho Skodlivym posobenim na mozog (Fauvet et al., 2012)
a vysvetl'uje jeho pritomnost’ v patologii skupiny ochoreni sihrnne nazyvanych ako synukleinopatie.

Vo svojom monomérnom stave je a-Syn rozpustny a predstavuje najbeznejSiu formu
nachadzajicu sa v cytoplazme (Fauvet et al.,, 2012). Agregacia nickol’kych monomérov a-Syn vedie
k vzniku oligomérov, ktoré mézu zaujimat’ rézne morfologie. Trojrozmerna Struktara, ktord moéze a-Syn
vytvarat, sa 1i§i od monomérov a oligomérov az po fibrilarne agregaty, pricom Stidie naznacuju, ze skor

nez samotné fibrily moze byt’ neurotoxickd najmi akumulacia oligomérov (Conway et al., 2000).

Proces agregacie zahfnajuci vizbu medzi a-Syn a inymi proteinovymi komplexmi, ako st tau
protein a AP, nazyvany ,,cross-seeding®, je hlavnym mechanizmom tvorby Lewyho teliesok (LB; z angl.
Lewy bodies) (Ono et al, 2012). LB s abnormalne neuronalne intracytoplazmatické inkluzie
pozostavajuce z viac ako 70 proteinov, ktorych jadro tvoria hlavne a-Syn fibrilarne agregaty (Spillantini et
al., 1998). Charakteristicka konformacia a-Syn fibril je vo forme paralelne usporiadanych B-listov (Serpell
et al., 2000). Siet’ a-Syn vlakien moéze slazit’ ako molekularna ,,pasca“ na proteiny ur¢ené na transport
v axonoch, zabranujuca ich prechodu z tela neurénu do terminalnych Casti axénu. Vo vysledku tak mézu
byt distalne oblasti axénov a dendritov pripravené o proteiny nevyhnutné pre ich fungovanie, ¢o ma za

nasledok stratu ich Struktarnej a molekularnej integrity (Galvin et al., 2001).

V stcasnosti je zname, ze a-Syn je hlavnou stucastou patologickych zhlukov rozmanitej skupiny
neurodegenerativnych ochoreni tiez znamych ako synukleinopatie, vratane Parkinsonovej choroby (PCH),
ochorenie s Lewyho telieskami (LBD; z angl. Lewy body disease), multisystémovej atrofie (MSA)
a variante ACH s Lewyho telieskami (Galvin et al., 2001). V neurénoch moze abnormalny a-Syn tvorit’
LB, Lewyho neurity, gliové cytoplazmaticke inkluzie a axonalne sféroidy (Giasson et al., 2001). Usilie
v liecbe synukleopatii je zacielené na a-Syn a prevenciu jeho nesprdvneho poskladania sa a agregacie
bud’: 1) znizenim jeho expresie, 2) podporou jeho vyluCovania, 3) stabiliziciou monomérnej formy

proteinu alebo blokovanim jeho zhromazd'ovania do toxickych oligomérov a fibril (Fauvet et al., 2012).
2.4 CAHKE RETAZCE NEUROFILAMENTOVEHO PROTEINU

Lahké retazce neurofilamentového proteinu (NfL; z angl. neurofilament light chain) st jednou
z troch podjednotiek neurofilamentov (Nf). Nf st obligdtne heteropolyméry patriace do rodiny
intermedidrnych filament a pozostavaji z l'ahkej (NfL), stredne tazkej (NfM; z angl. neurofilament
medium chain) a tazkej (NfH; zangl. neurofilament heavy chain) podjednotky (Petzold, 2005).
Podjednotky maji rozdielne biochemické vlastnosti, priCom najvyraznejSimi znakom, ktory ich od seba
odlisuje, je ich koncova karboxylovd doména. NfL. ma tto oblast’ vysoko acidicku (Lee & Cleveland,
1996). Vsetky podjednotky ale zdielaju a-helikalnu centrdlnu doménu, ktord je spolocne s N-koncovou
doménou nevyhnutna pre spravne zostavenie Nf. a-helikdlna doména je ohranicena hlavovou (N-koniec)

a koncovou (C-koniec) doménou, ktoré sa lidia svojou dizkou aj postupnostou podjednotiek
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a zodpovedaju za funkéné vlastnosti Nf, ako s napr. interakcie s d’al§imi proteinmi (Lee & Cleveland,
1996; Petzold, 2005). Tvorba intermediarneho filamenta s priemerom 10 nm je podmienena spravnym
zostavenim podjednotiek. NfL in vitro polymerizuje aj sam, zatial' ¢o NfM a NfH to nedokazu (Liem &
Hutchinson, 1982) a polymerizovat mézu iba v spojeni s NfLl (Geisler & Weber, 1981). Potencial NfLL
polymerizovat’ aj samotny, bez pritomnosti ostatnych podjednotiek, mdze viest’ k akumulacii proteinov,

tvorbe agregatov a naslednému chorobnému patologickému stavu (Petzold, 2005).

Nf st hlavnymi zlozkami neuronalneho cytoskeletu a hraju dolezit ulohu v neuronalnej Strukture
(Petzold, 2005). St vnutornym determinantom radialneho rastu axénov. Po uspe$nej tvorbe synapsii je
expresia Nf vyrazne zvySend, zaCina myelinizacia a pocas radialneho rastu sa Nf stavaju najhojnejSim
cytoskeletalnym prvkom (Lee & Cleveland, 1996). ZviacSenie axonalneho priemeru je dolezité pre
normalnu funkciu nervu, pretoze priemer je hlavnym determinantom rychlosti, akou sa nervové impulzy
§iria pozdiZ axénu. K degradacii Nf dochadza potom, ¢o pridu na koniec axénu. Rozpad Nf zavisi od ich
Stiepenia proteazou (Schlaepfer et al.,, 1985) — za fyziologickych podmienok je to sprostredkované
kalmodulinom (CaM) (Maxwell et al., 1997). Citlivost Nf na Stiepenie proteazou klesa so zvySovanim
fosforylacie (Goldstein et al., 1987). To ma désledky najmé pre NfL a nefosforylované formy NfM a NfH
v telesnych tekutinach bohatych na proteazy, ako je CSF (Petzold, 2005).

Za normalnych podmienok st nizke hladiny NfL neustale uvolfiované z axonov, pricom vo
vy$Som veku dochadza k uvolnovaniu vysSich hladin NfL, ¢o sa da najlepSie vysvetlit pokracujicou,
vekom podmienenou neuronalnou degeneraciou (Véagberg et al., 2015; Disanto et al., 2017). AvSak
v reakcii na axonalne poSkodenie CNS v désledku neurodegenerativneho ochorenia sa uvoliovanie NfL
prudko zvySuje (Deisenhammer et al., 2009). Pretoze NfL sa nachiadza hlavne vo velkych
myelinizovanych axénoch, jeho zvysena hladina v CSF odraza patologické zmeny v bielej hmote mozgu
a axonalnu degeneraciu (Sjorgen et al., 2001). Uvol'iovany NfL sa dostdva do intersticialnej tekutiny,
ktord vol'ne komunikuje s CSF a do krvi, kde je jeho koncentracia zhruba 40-krat nizSia ako v CSF
(Disanto et al., 2017). NfL je najhojnejSou, najmensou a najrozpustnejSou z podjednotiek, ¢o z neho robi

zarovei aj najspol’ahlivejSie meratel'nt podjednotku Nf v biofluidoch (Petzold, 2005).
2.5 NEUROGRANIN

Neurogranin (Ng) je relativne maly, postsynapticky protein, pozostdvajiuci zo 78 aminokyselin
(Watson et al., 1990). Je exprimovany primarne v mozgu, kde dochadza k jeho hromadeniu najmi
v dendritickych tfiioch neostriatalnych neurénov, ale mozno ho pozorovat’ aj v tele neurénov, zriedkavo
v axonoch (Represa et al, 1990; Watson et al., 1992). V l'udskom tele ho koduje gén NRGN
(Neurogranin), pricom hormony $titnej zl'azy su hlavnym fyziologickym regulatorom expresie tohto génu
(Martinez de Arrieta et al., 1999).

Ng je termo- a acido-stabilny (Huang et al., 1993). Pri absencii CaM alebo proteinkindzy C (PKC)
sa vyskytuje vnezloZenej forme, iba jeho centrdlna oblast vykazuje pohybové obmedzenia zhodné
s pritomnost'ou helikalnej Struktary. Helikalna Struktira pomaha znizit' stratu entropie pri vizbe Ng na
svoje ciele (Ran et al., 2003) a vykazuje vysoki homoldgiu s inymi proteinmi obsahujucimi 1Q motivy,

ako je napriklad neuromodulin (Baudier et al., 1991).



1Q motiv Ng obsahuje fosforylacné miesto pre PKC a umoziuje interakciu s CaM (Baudier et al.,
1991; Huang et al., 1993). Interakcia ma dva afinitné stavy - vysoko afinitny stav v nepritomnosti Ca2"
a nizkoafinitny stav pri vysSich koncentraciach Ca2’. V pritomnosti sekundarneho posla Ca2” je Ng
fosforylovany, CaM sa uvolni a modze interagovat’ s inymi proteinmi a aktivovat' nasledné signalne
molekuly (Gerendasy et al., 1994). PKC fosforyluje Ng na jedinom mieste - Ser36 - v ramci 1Q motivu
(Baudier et al., 1991; Huang et al., 1993).

Prave regulaciou lokalnej dostupnosti CaM a riadenim ¢asopriestorovych vzorcov postsynaptickej
Ca*"/CaM signalizacie Ng reguluje synapticky prenos, plasticitu a synapticka funkciu (Kubota et al., 2007;
Zhong & Gerges, 2010). Ng reguluje kinetiku vizby Ca”>" na CaM a ovyplviiuje tak priemerna dobu, ktort
molekula CaM potrebuje na to, aby dosiahla svoj Ca*-nasyteny stav (Kubota et al., 2007). ZvySenie
synaptickej sily sprostredkované Ng je dané jeho schopnostou =zacielitt a naviazat sa na CaM
v dendritickych tfiioch, ¢im CaM postva blizSie k synaptickej membrane (Petersen & Gerges, 2015).
Prostrednictvom modulacie Ca*/CaM dependentnych signaliza¢énych drah sa taktiez podiel'a na regulacii

dlhodobej potenciacie, procesu dolezitého pre ucenie a pamat’ (Zhong & Gerges, 2010).
2.6 TAR DNA-VIAZUCI PROTEIN 43

TAR DNA-viazuci protein 43 (TDP-43) je 414 aminokyselin dlhy RNA-viazuici protein kddovany
génom TARDBP (TAR DNA Binding Protein). Tvori ho niekol'ko funkénych domén: N-terminalna
doména s jadrovym lokalizaénym signalom, dva RNA rozpoznavajlice motivy, jadrovy exportny signal
a C-terminalna doména bohata na glycin (Prasad et al., 2019). TDP-43 je multifunkény podiel'a sa na
mnohych aspektoch metabolizmu RNA (Freibaum et al., 2010). Fyziologicky stav TDP-43 v jadre je
oligomérny, sprostredkovany jeho N-terminalnou doménou. Tato oligomerizacia je nepostradatelnd pre
funkénu rolu proteinu v metabolizme RNA a antagonizuje tvorbu patologickych agregitov (Afroz et al.
2017).

Ked'Zze TDP-43 interaguje s niekol’kymi proteinmi v jadre aj cytoplazme (Freibaum et al., 2010),
jeho bunkové koncentracia je prisne autoregulovand pomocou mechanizmu negativnej spitnej viazby, aby
sa udrzali jeho stabilné hladiny (Ayala et al., 2011). Jednym z vyznamnych znakov TDP-43 proteinopatie
je strata funkéného TDP-43 v jadre a jeho nadmerné ukladanie do cytoplazmatickych inkliznych teliesok
v neuréonoch (Arai et al.,, 2006; Neumann et al., 2006). TDP-43 v inkliziach je hyperfosforylovany,
polyubikvitinovany a nachadza sa v nich ako zmes kompletného a fragmentovaného proteinu (Neumann et
al., 2006). Aj ked’ sa predpoklada, Ze prave tento jav spdsobuje znacnu stratu funkcie TDP-43 a nasledna
neuronalnu dysfunkciu (Neumann et al., 2006), Wobst a kolegovia neboli schopni reprodukovat’ patologiu
prostou delokalizaciou TDP-43 do cytoplazmy (Wobst et al., 2017).

C-koncova doména sa zd4 byt mimoriadne relevantnd pre patologické spravanie TDP-43.
Doména ukryva véacsinu mutacii génu TARDPB asociovanych s amyotrofickou lateralnou skler6zou
(ALS) a ma vysoky sklon k vlastnej agregacii (Neumann et al., 2006; Dewey et al., 2011). Generovanie
C-koncovych fragmentov proteolytickym Stiepenim kaspdzou a kalpainovymi protedzami sa javi ako
jeden z hlavnych mechanizmov sposobujucich toxicitu TDP-43 (Zhang et al., 2009). C-terminalna oblast’
tiez obsahuje kratku, vysoko dynamicku a nestabilnu oblast’ helix-turn-helix (Jiang et al., 2013). Peptidy

z tejto oblasti mézu GCinne vytvarat amyloidné fibrily, ktoré moézu vykazovat' pridonova infekénu



ockovaciu schopnost’ (Chen et al., 2010). Napriek intenzivnemu vyskumu stale neexistuje jednoznacny
konsenzus o tom, ¢o spdsobuje nespravnu lokalizaciu a agregaciu TDP-43, ani ako prispieva k neuronalne;j
toxicite (Afroz et al., 2017).

3 METODY K DETEKCII BIOMARKEROV
3.1 ELISA

ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je citliva a jednoducha imunochemicka
metdda vyuzivajica protilatky na detekciu pritomnosti a na kvantifikaciu antigénu vo vzorke. Prvkykrat ju
pouzili a popisali $§védski vedci Engvall a Perlmann vroku 1972 (Engvall & Perlmann, 1972) ako
alternativu k radioimunotestovym metdédam. V sucasnosti ELISA jednozna¢ne dominuje oblasti detekcie
a kvantifikacie proteinov a je Siroko vyuzivand v laboratoriach po celom svete na rutinné merania
mnozstva roznych analytov vo vzorkach pacientov (Aydin, 2015). Medzi vzorky rutinne pouzivané pri
ELISA testoch patri napriklad sérum, plazma, CSF, sliny alebo mo¢. Hlavné vyhody ELISA testu
spoCivaju v dlhej zivotnosti pouzivanych reagencii, nizkej cene a moznosti analyzovat’ viacero vzoriek
v kratkom ¢asovom obdobi (Aydin, 2015).

Existuje viacero typov ELISA testov, liSiacich sa modifikdciami v zakladnych krokoch testu
(Voller et al., 1978). Kazdy z réznych typov ma svoje vyhody aj nevyhody. Medzi 4 zakladné typy patri
priama ELISA, nepriama ELISA, sendvicova ELISA a kompetitivna ELISA (Lin, 2015). VSetky typy
vSak vyuzivaju rovnaky zakladny princip zaloZzeny na vdzbe antigénu na Specificki protilatku, ¢o
umoznuje detekciu aj vel'mi malého mnoZstva antigénu (ako s napr. proteiny, peptidy, hormony alebo
protilatky), vo vzorke tekutiny (Gan & Patel, 2013).

enzymom znacena @
detekéna protildtka

zachytavacia @
protilatka

Obrdzok 2: Schematické zndzornenie sendvicového ELISA testu. Jednotlivé kroky protokolu su oznacené Cislom 1-4 podla
poradia, v ktorom sa odohrdvaju.Krok 1 — Pokrytie dosticky zachytdvacou protildtkou. Krok 2 — Pridanie vzorky a naviazanie
cielového antigénu na zachytdvaciu protilatku. Krok 3 — Pridanie enzymom oznacenej detekcnej protildtky a jej naviazanie na
komplex zachytdvacia protildtka-antigén. Krok 4 — Pridanie substrdtu, v rekacii s enzymom znacenou protildtkou dochddza
kzmene  farby  substrdtu  (prevzaté a  upravené podla  www.immunology.org/public-information/bitesized-
immunology/experimental-techniques/enzyme-linked-immunosorbent-assay).
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Protokol ELISA testu zahfiia postupné pridavanie ¢inidiel medzi krokmi premyvania (Voller et al.
1978). Antigén, testovana vzorka, konjugovana enzymom-znacena protilatka a substrat sa obvykle
pridavaju postupne (Obr. 2) (Schrijver & Kramps, 1998). ZvyCajne sa pouzivaju 96-jamkové
mikrotitraéné dosti¢ky, ktorych povrch je pokryty imobilizovanym antigénom. Antigén moéze byt bud’
naviazany priamo na jamky mikrotitracnych dosticiek, alebo moze byt zachyteny antigén-Specifickymi
protilatkami imobilizovanymi na dosticke (Schrijver & Kramps, 1998). Cielovy antigén je nasledne
inkubovany s enzymom znacenou protilatkou. Aktivita enzymu sa meria pomocou substratu, ktory po
modifikacii enzymom zmeni farbu. Zmena farby alebo svetelny signal koreluje s mnozstvom antigénu

pritomného vo vzorke (Lin, 2015).
3.2 SIMOA

SIMOA (z angl. Single Mollecule Array) je ultrasenzitivna technoldgia na detekciu biomarkerov
zalozena na pouziti drobnych magnetickych gul'6¢ok. V porovnani s tradicnymi testami zalozenymi na
prinicpe vizby ligandu vyuziva na zvySenie citlivosti digitalne pocitanie. Aj ked’ princip je vel'mi podobny
sendvicovej ELISE, v porovnani s niou ponika SIMOA az 1000x vicsiu citlivost’ a umoznuje detekciu az

na urovni fentogramu na mililiter v CSF a krvi (Fischer et al., 2015).

Protokol SIMOA testu sa sklada z dvoch faz. Prvym krokom je zachytenie antigénu, ktoré je
sprostredkované paramagnetickymi gul'6¢kami pokrytymi zachytavacou protilatkou, ktoré st pridané do
biologickej vzorky. Dalej sa pridiva sekundarna, enzymom-znagend detekéna protilatka, priom cielom je
vytvorit imunokomplex pozostavajici z magnetickej gul6¢ky a naviazaného proteinu oznaceného
detek¢nou protilatkou (Rissin et al., 2010). Len ¢o sa vytvori imunokomplex, enzymova znacka

transformuje substrat na fluorescenény produkt.

Po pridani substrdtu s enzymom-znaenou protilaitkou je vzorka rozprestretd na Specialnu
dosticku, ktora obsahuje az 239 000 mikroskopickych jamiek. Kazda jamka je dostato¢ne vel'ka na to, aby
pojala iba jednu gul'6¢ku. Jednotlivé gul'6cky sa usadzuju do jamiek na dosticke, priCom kazda guldcka
modze naviazat’ iba jednu, prip. zZiadnu molekulu proteinu. Po usadeni gul’6cok sa pridd olejovy roztok,
ktory slizi na zapecCatenie kazdej jamky a na odstrdnenie prebytocnych gul'6¢ok. Na detekciu aktivity
enzymu sa pouziva jeho fluorescencnd aktivita (Fischer et al., 2015). Fluorescen¢ny obraz ziskany
rozptylom bieleho svetla na dosticku a nasledne zachytenie obrazu kamerou identifikuje jamky obsahujuce
gul’'6¢ky s naviazanym enzymom, pretoze rozptyl'uju svetlo inak, ako tie bez neho. Spocitanim jamiek
obsahujucich gul’'6cku s fluorescenénym produktom vo vztahu k celkovému poctu jamiek mozno urcit’

koncentraciu proteinuv testovanej vzorke (Rissin et al., 2010).
3.3 AMYLOID PET

Pozitronovad emisna tomografia (PET; zangl. Positron Emission Tomography) je vysoko
senzitivna, neinvazivna zobrazovacia metoda. UmozZiuje trojrozmerné mapovanie konkrétneho organu
alebo tkaniva pomocou pozitron emitujucich radiofarmak, ktoré su podavané v minimalnych (mg)
mnozstvach bez toho, aby spdsobovali akékol'vek neziadice fyziologické ¢i farmakologické ucinky. PET
vizualizuje a meria zmeny v metabolizme, ¢o umoZiiuje vyhodnotit informécie o pripadnych

abnormalitach vo fyziologii, anatomii alebo biochemickych vlastnostiach tkaniva (Lameka et al., 2016).



Po dlhé roky bolo mozné pritomnost’ alebo nepritomnost’ amyloidovych plakov hodnotit’ iba post-
mortem pomocou farbiv, ktoré dokazali tieto mikroskopické Struktiry v mozgu identifikovat’. S objavom
amyloid-PET vSak uz dnes mozno tuto patologiu detekovat’ aj ante-mortem. V stcasnosti st komer¢ne
dostupné a pre klinické pouzitie schvalené tri amyloid PET radioaktivne indikatory, ktoré umoziuji
presni detekciu amyloidovych plakov in vivo: 18F-Florbetapir, 18F-Florbetaben a 18F-Flutemetamol
(Barthel & Sabri, 2017).

Data ziskané pomocou PET st v klinickej rutine hodnotené vizudlne. Hodnotia sa na binarnej
urovni, to znamena, ze zobrazené mozgy sa interpretuji bud’ ako amyloid pozitivne alebo negativne
(Barthel & Sabri, 2017). Na vyhodnotenie PET skenu sa pouziva aj Standardizovana hodnota absorpcie
(SUV; z angl. standardized uptake value), pomocou ktorej sa meria absorpcia radioaktivnych indikatorov
v organe alebo tkanive. Konkrétne sa vyuziva pomer $tandardizovanych hodnét absorbcie (SUVR; z angl.
standardized uptake value ratio) z dvoch rdznych oblasti — ciel'ovej, ktorou st oblasti mozgu najcastejSie
postihnuté amyloidézou ako Celny, temenny a spankovy lalok; a referenCnej, ktorou je najCastejsie cely
mozog — v ramci rovnakej PET snimky. Vyuzite SUVR navySe znizuje variabilitu medzi ¢itatel'mi pri
vyhodnocovani 18F-Florbetapir PET skenov (Nayate et al., 2015). PET radiofarmaka mézu taktiez
poskytovat’ tdaje o pradeni krvi v mozgu. Meria sa mozgova perflzia, ktora je u pacientov s ACH
v dosledku ukladania AP plakov znizena (Johnson et al., 1987; Maier et al., 2014).

Amyloid-PET moze byt obzvlast uzito¢na pri diagnostike ACH v inkonkluzivnych pripadoch,
rovnako aj zvySené ukladanie amyloidovych plakov detekovatel'né pomocou amyloid-PET u mladych
pacientov s genetickou nachylnostou k ACH mo6ze byt dobrym prognostickym markerom rozvoja ACH
so skorym nastupom (EOAD; z angl. Early onset Alzheimer’s disease) (Suppiah et al., 2019).

4 BIOMARKERY PRI DIFERENCIALNEJ DIAGNOSTIKE NEURODEGENERATIVNYCH
OCHORENI

Neurodegenerativne ochorenia st charakterizované progresivnym poklesom motorickych a/alebo
kognitivnych funkcii spdsobenym selektivnou dysfunkciou a stratou neurénov. Postupna klinicka
progresia ochorenia odraza pokracujicu stratu nervovych buniek a mozgovu dysfunkciu. Kognitivne
priznaky neurodegenerativnych ochoreni st Castokrat nejednoznacné a prelinaju sa s inymi poruchami, ich

klinické progresia je pomald a variabilnd, a to aj medzi pacientmi s rovnakym ochorenim.

Pouzivanie laboratorne meranych biomarkerov v klinickom vyskume je stile pomerne novou
praxou a najlepSie pristupy sa stale vyvijaju a zdokonaluju. V kombindcii so zakladnymi vedeckymi
poznatkami a neuropatologickym vySetrenim st biomarkery nedocenitelnym nastrojom pre budovanie
celkového obrazu o patofyziologii, etiologii a stratégiach intervencie neurodegenerativnych ochoreni
(Ehrenberg et al., 2020). V nasledujticej kapitole zhrniem doteraz znadme poznatky o tlohe rdznych

biomarkerov pri diferencidlnej diagnostike vybranych neurodegenerativnych ochoreni.
4.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (ACH) je najbeznejSou pric¢inou demencie. V roku 2005 medzinarodna
skupina odbornikov dosiahla konsenzus o prevalencii demencie v dosledku ACH — vysledky naznacuju, ze
v tom Case zilo s demenciou 24,2 miliéna l'udi, pricom kazdy rok odhadovali pribudnutie zhruba 4,6
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miliona novych pripadov. To znamena, Ze v minulom roku sa toto ¢islo vySplhalo na 42,3 miliéna a v roku
2040 to moze byt az 81,1 milionov ludi s demenciou v doésledku ACH (Ferri et al.,, 2005). Miera
prevalencie ACH taktiez stiipa exponencialne s vekom a po dosiahnuti 65 rokov sa vyrazne zvysuje: 3 %
Pudi vo veku 65-74 rokov, 17 % T'udi vo veku 75-84 rokov a 32 % l'udi vo veku 85 rokov alebo viac trpi
demenciou spdsobenou ACH (Hebert, 2013).

Demencia spdsobena ACH je charakterizovand citelnou poruchou paméti, myslenia alebo
spravania, ktord sa zhorSuje a eventualne znemoznuje pacientovi samostatne fungovat’ v kazdodennom
zivote. Spolu s patologickymi zmenami v mozgu sa objavuje aj mnozstvo réznych symptomov, ktoré sa
v priebehu rokov menia a odrazaju stupen poskodenia neurénov v réznych castiach mozgu. Rychlost,
akou symptomy demencie postupuju z miernej na stredne tazka az tazka je individualna (Alzheimer’s
Association, 2020).

Na zaklade veku nastupu sa ACH klasifikuje na ACH so skorym nastupom (EOAD, nastup < 65
rokov, 1-5 % pripadov) a ACH s neskorym nastupom (LOAD, nastup > 65 rokov, > 95 % pripadov)
(Alzheimer’s Association, 2020). Rozsah patologie ACH (tj. AP plaku a NFT) je najva¢si u pacientov
s EOAD, zatial’ ¢o u pacientov s LOAD sa zavaznost neuropatologickych zmien medzi pripadmi znacne
liSi a vo vySSom veku sa navySe urovenn zmien prekryva so zisteniami u starSich osdb s neporuSenou
kogniciou (Mann et al., 1984; Price et al., 2009). Vacsina LOAD pacientov netrpi Cistou patologiou ACH,
ale vykazuju tieZ r6znu mieru a kombinaciu depozitov a-Syn, TDP-43 a d’alSich mikrovaskularnych zmien
v mozgu (Kovacs et al., 2013). Patofyziologicka heterogenita ochorenia sposobuje, Ze klinické priznaky st
variabilné a nesSpecifické a z tohto dovodu existuje zna¢na potreba nastrojov na podporu presnej klinickej
diagnozy ACH, ktorymi mdzu byt prave biomarkery.

4.1.1 Klasifika¢na schéma AT(N)

V roku 2018 pracovna skupina Narodného institutu pre starnutie a ACH aktualizovala a zjednotila
svoje smernice diagnostickych odportcani pre ACH. Zjednocujucu aktualizaciu oznacili ako ,,vyskumny
rdmec*, pretoze zatial’ nie je urCeny pre vSeobecnu klinicku prax, ale iba pre potreby vyskumu, a pred
zavedenim do beznej klinickej rutiny je potrebné ho otestovat’ a v pripade potreby modifikovat’ (Jack et
al., 2018). Revolu¢nost’ tohto vyskumného ramca spociva v tom, Ze ACH je v iom mozné definovat’ ako
biologicky konstrukt, ktory je mozné identifikovat hodnotenim zmien v hladindich biomarkerov
odrazajucich neuropatologiu ochorenia nezavisle od klinickych priznakov. Vznika tak novy algoritmus na
identifikaciu a klasifikaciu patologickych $tadii v celom spektre ochorenia. V tomto rdmci st biomarkery
zoskupené do tried podl'a klasifikdcie AT(N) (Jack et al., 2018).

V AT(N) systéme su hlavné biomarkery ACH rozdelené do 3 bindrnych kategérii na zéklade
povahy a patofyziologie, ktorti kazdy z nich odzrkadl'uje. ,,A“ oznacuje biomarkery pre AR (amyloid PET
alebo CSF AP42); ,, T oznacuje biomarker tau (CSF hyperfosforylovany tau protein (p-tau) alebo tau
PET); a ,N“ oznauje biomarkery neurodegenericie alebo poskodenia neurénov ([18F]-
fluorodeoxygluk6za—PET, Strukturdlne zobrazovanie magnetickou rezonanciou (MRI; z angl. magnetic
resonance imagining), CSF celkovy tau protein (t-tau)). Kazda z kategorii je hodnotena ako pozitivna (+)
alebo negativna (-) v zavislosti na pritomnosti alebo nepritomnosti danej patologie, pricom validacia

$pecifickych hrani¢nych hodnét je stale prebiehajicim procesom. Napriklad abnormélne hodnoty AP
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v kombinacii s normalnymi hodnotami p-tau definuji ,,Alzheimerovska patologickil zmenu*, zatial’ ¢o
depozicia AP a patologického p-tau sucasne uz identifikuji ,,Alzheimerovu chorobu®, ¢im sa rozliSuje
skorSia a neskorSia faza ,,Alzheimerovského kontinua“ (Jack et al., 2016). Pouzitim nezaujatého
deskriptivneho pristupu mozno systém AT(N) pouzit’ v akomkol'vek subore diagnostickych kritérii, ktoré
v sucasnosti existuju alebo sa vyvini v budicnosti. Aj ked’ sa systém zameriava na kI"ai¢ové biomarkery

ACH, je mozné do neho pridat’ biomarkery inych proteinopatii, ked’ budu dostupné.
4.1.2 Biomarkery Alzheimerovej choroby
4.1.2.1 Ap42, celkovy tau, hyperfosforylovany tau

AP42, t-tau ap-tau tvoria zakladni skupinu biomarkerov ACH, ato z dovodu, ze odrazaju
klaicové aspekty patogenézy ochorenia - agregaciu a depoziciu AB42 do plakov; fosforylaciu tau a tvorbu
NFT a neuronalnu degeneraciu (Obr. 3) (Blennow & Hampel, 2003). Tieto biomarkery boli hodnotené
v stovkach s§tadii s mimoriadne konzistentnymi vysledkami, pricom pri ACH je pozorované vyrazné
zvysenie t-tau aj p-tau v CSF, sprevadzané poklesom AB42 (Olsson et al., 2016). Doélezitou skutocnost'ou
je aj to, ze tato zakladna skupina biomarkerov rovnako preukazuje vel'mi vysoka diagnosticku citlivost’ az
95 % pri predikcii ACH este v prodromalnom S$tadiu ochorenia a s vysokou $pecifickostou dokaze odlisit’
ACH od frontotemporalnej lobarnej degeneracie (FTLD) alebo LBD (Hansson et al., 2006).
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Obrazok 3: Hypoteticky model vyvoja zmien v hladindch biomarkerov v priebehu casu pri AN. Ako prvé sa stdvaju abnormdine
hladiny solubilného AB842 v CSF, ndsledne dochddza ktvorbe A8 plakov detekovatelnych pomocou amyloid-PET. Nasleduje
zvysenie hladiny solubilného p-tau v CSF, neskér sa tvoria NFT viditelné aj na Tau PET. Eventudlne dochddza k neurodegenerdcii,
ktord sa dd detekovat pomocou zvysenych hladin CSF t-tau, MRI alebo [18F]FDG PET. Nakoniec v dosledku neurodegeneracie
dojde ku kognitivnemu poklesu (prevzaté z Leuzy et al., 2018; upravené podla Jack et al., 2010).

4.1.2.1.1 Ap42, celkovy tau, hyperfosforylovany tau v mozgomieSnom moku

Depozicia AP do plakov je pomald a zdihava. Jej zagiatok moZe nastat’ uz 15-20 rokov pred
samotnym klinickym prejavom ochorenia a v dobe, kedy djde k nastupu kognitivneho poklesu, dosahuje
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svoje platd (Villemagne et al., 2013). Kognitivne zdravi jedinci s vy$Sou depoziciou AP s vystaveni
vyznamne vysSiemu riziku kognitivneho poklesu (Petersen et al., 2016). Amyloidova patologia je vSak
pritomna aj u kognitivne zdravych osob, priCom prevalencia sa s vekom zvysuje — u 10 % osob vo veku
50 rokov, ale az u 44 % os6b vo veku 90 rokov sa v mozgu nachadzaju AP plaky (Jansen et al., 2015).
Zatial’ nezodpovedanou otdzkou preto zostava, ¢i by pritomnost’ amyloidnej patologie u os6b bez ACH
nakoniec do ochorenia vyustila a tejto progresie sa dani jedinci jednoducho nedozili, alebo je depozicia A

so zvySujucim sa vekom prirodzenym javom, ktory nema vplyv na rozvoj ACH.

Nizke hladiny AB42 v CSF silno korelujii s mierou zat'azenia amyloidovym plakom v neokortexe
a hipokampe (Strozyk et al., 2003). Na detekciu depozicie Ap v mozgu a na rozliSenie ACH od inych
typov neurodegenerativnych ochoreni sa javi ako eSte ucinnejs$i nez samotny CSF AP42, pomer CSF
AP42/AB40 a AP42/AP38. Pomery lepSie odrazaji patoloégiu ACH, pretoze pri ostatnych
neurodegenerativnych ochoreniach dochadza k poklesu vsetkych CSF AP, vratane AB42 (Janelidze et al.,
2016a). AP40 v kombinacii s AP42 navySe mdze slazit' ako ukazovatel’ celkovych hladin A v mozgu
aako akysi ,normalizaény faktor“ pre celkovii produkciu APB. Vdaka tomu je vyrazne niZSia
pravdepodobnost’ faloSne pozitivne alebo falo$ne negativnych vysledkov u jedincov s vysokou alebo
naopak nizkou celkovou produkciou AP (Lewczuk et al.,, 2014). CSF AB42 moze sluzit' ako skorsi
biomarker amyloidozy nez amyloid PET (Palmgqvist et al., 2016), ¢o naznacuje, ze CSF AP42 sa stava
abnormalnym vo velmi skorych S$tadiach ACH, eSte pred samotnym zaciatkom neurodegeneracie
a predtym, nez ho dokaze detekovat amyloid PET.

T-tau a p-tau v CSF st najmé biomarkermi stavu ochorenia, neurodegeneracie a fosforylacie tau
proteinu a k zvySeniu ich hladin dochadza podobne ako u CSF AB42 este v preklinickom $tadiu ochorenia
predtym, ako je mozné identifikovat agregaty tau na PET skenoch (Mattsson et al., 2017a). V spektre
ACH predpovedaja vyssie hladiny t-tau a p-tau v CSF rychlejSiu klinicka progresiu ochorenia (Wallin et
al., 2010).

V CSF mozno citlivo detekovat’ rozne fosfoepitopy tau. Najnovsi vyskum sa zameriava na
skutocnost’, ze niektoré¢ z nich mozu byt Specifické pre konkrétne ochorenie a mézu odrazat’ zakladné
patofyziologické procesy. Pozorované zvySené hladiny p-tau su pravdepodobne désledkom aktivnej
produkcie a sekrécie z neurénov v reakcii na AP patologiu pri ACH (Sato et al., 2018). ZvySené hladiny
t-tau st oproti tomu pozorované naprie¢ mnohymi neurodegenerativnymi ochoreniami. Je to spdsobené
tym, Ze zatial’ o p-tau je markerom stavu fosforylacie tau a jeho agregicie do NFT, t-tau je neSpecifickym
markerom odrazajiicim celkovi mieru neurodegeneracie, o com sved¢i aj skutocnost’, ze k prudkému
zvySeniu hladin t-tau dochddza pri pacientoch s akatnou mozgovou prihodou (Hesse et al., 2001). Napriek
tomu, ze CSF t-tau nedokaze spolahlivo diagnositkovat ACH, moze zohravat’ prognosticki tlohu pri
hodnoteni stavu pacienta a v kombinacii s d’al§$imi biomarkermi sa méze uplatnit’ aj pri diferencialnej
diagnostike. Prikladom moze byt diferencialna diagnostika Creutzfeldtovej-Jakobovej choroby (CID;
z angl. Creutzfeld-Jacobs disease), kedy pomer p-tau/t-tau spolahlivo odliSuje CJD od pacientov s ACH
a FTLD (Riemenschneider et al., 2003).

Pravdepodobne najrozsiahlejSie preskimanou formou hyperfosforylovaného tau pri diferencialne;
diagnostike AN je p-taul81. Ten sa preukazal ako spolahlivy marker na rozliSenie pacientov s ACH od
pacientov s LBD (Vanmechelen et al., 2000). Stadia skiimajiica diagnosticky vykon 3 réznych epitopov
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tau (p-tau231, p-taul81 a p-taul99) v CSF sucasne potvrdila, Ze koncentracia vsetkych epitopov je
vyznamne zvySena u pacientov s ACH v porovnani s LBD, FTLD a ostatnymi neurodegenerativnymi
ochoreniami. P-taul99 sice nedosiahol pozadovani hladinu $pecificity, avsak p-tau231 aj p-taul81
spifajt kritéria pre senzitivitu aj $pecificitu (Hampel et al., 2004). Epitop p-tau231 vyznamne zlepsuje
diferencialnu diagnostiku medzi ACH a FTLD, kde spravne rozdelil az 91 % pacientov, v porovnani so
66 % pri pouziti len CSF t-tau (Buerger et al., 2002b). Koncentracia p-tau231 v CSF klesa v priebehu casu
pocas klinickej progresiec ACH a koreluje s kognitivnym vykonom na zaciatku liecby (Hampel et al.,
2001), pricom zvysené hladiny CSF p-tau231 pri pociatocnom vysetreni predpovedaju kognitivny pokles
u pacientov s miernou kognitivnou poruchou (MCI; z angl. Mild Cognitive Impairment) (Buerger et al.,
2002a).

4.1.2.1.2 Ap42, celkovy tau, hyperfosforylovany tau v krvi

AP je mozné merat’ aj v plazme, ale korelacia s cerebralnou f-amyloidézou je bud’ nepritomna,
alebo len slaba. Studie plazmatického AP42 ako biomarkeru odraZajiiceho amyloidovi patologiu v mozgu
prinasaju protichodné vysledky, s velkymi presahmi hladin Ap42 a AB40 medzi pacientmi a kontrolami
(Olsson et al., 2016). Pomer AB42/AP40 v plazme vSak moze sluzit' ako prekurzor identifikujici rané
patologické zmeny ACH u kognitivne zdravych jedincov so subjektivnym kognitivnym poklesom - nizsi
pomer sa vyskytuje u jedincov s abnormalnymi hladinami CSF A a je spojeny s az 2-nasobne zvySenym
rizikom progresie do $tadia MCI alebo demencie v dosledku ACH (Verberk, 2018). Posledné stadie
rovnako naznacuju, Ze nielen pomer fragmentu AB42/AB40, ale aj APP669-711/Ap42 v krvnej plazme
identifikuje AB-pozitivnych jedincov s 96 % citlivostou a 81 % Specifickostou (Nakamura et al., 2018).
Problémom zostava znacna variabilita medzi Stadiami — zatial' Co §tGdia analyzujica vzorky pomocou
SIMOA technolodgie zistila u pacientov trpiacich ACH slabu pozitiviu korelaciu medzi hladinami Ap42
v CSF a plazme (Janelidze et al., 2016b), d’al$ia $tadia pouZzivajica metédu imunomagnetickej redukcie
(IMR) prisla k opacnému zéveru a zistila miernu negativnu korelaciu (Teunissen et al., 2018). Na
stanovenie tlohy plazmatického AP ako spolahlivého biomarkeru je preto potrebny d’alsi vyzkum.

Okrem CSF tau ma potencial pre vyuzitie pri klinickej diagndze aj plazmaticky tau. Rozsiahla
meta-analyza z roku 2016 zistila, Ze plazmaticky t-tau je jedinym krvnym biomarkerom, ktory odliSuje
pacientov s demenciou pri ACH od kognitivne zdravych kontrol (Olsson et al., 2016). Vyssie hladiny
plazmatického t-tau st spojené s vacSim kognitivnym poklesom u pacientov v stadiu MCI, ale asocidcia
medzi celkovymi t-tau v plazme a kogniciou je nezavisla od zvySenej hladiny AP v mozgu (Mielke et al.,
2017).

Skutocne Specifickym biomarkerom ACH, ktory ju dokaZze odlisit” od inych neurodegenerativnych
ochoreni a moZze sluzit’ na predikciu nielen tau, ale aj AP patologie, je p-taul81. K zvySovaniu jeho hladin
v plazme dochadza eSte v preklinickom §tadiu ACH a tento trend d’alej pokracuje pri progresii do Stadia
MCI a napokon demencie pri ACH, takze moze identifikovat’ ACH aj v priebehu jej klinického kontinua.
Hladina plazmatického p-taul81 dokaze s vysokou presnostou odliSit’ pacientov s ACH od pacientov
s FTLD akoreluje s depoziciou kortikalneho tau meranou pomocou tau-PET. Okrem toho hladiny
p-taul81 v plazme koreluju s cerebralnou AP patologiou, pricom vySsie hladiny su asociované s AP-
pozitivitou, ¢o znamend, ze plazma p-taul81 by mohol byt lacnejsim a dostupnej$im nastrojom na
identifikdciu AB-pozitivnych jednotlivcov nez amyloid-PET (Karikari et al., 2020; Thijssen et al., 2020).
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Kombinacia plazmatického p-taul81 a NfL sa ukazuje ako vysoko uc¢inna pri identifikacii pacientov
v §tadiu MCI, u ktorych v najblizsich 4 rokoch dojde k rozvoju demencie v dosledku ACH. Prognosticky
vykon kombinacie tychto plazmatickych biomarkerov nielenze nie je hor$i v porovnani CSF biomarkermi,

ale preukazal sa minimalne ako rovnako dobry alebo dokonca lepsi (Cullen et al., 2021).

Novym nadejnym kandidditom na diferencialnu diagnostiku ACH za pouzitia biomarkeru
ziskaného z krvi je p-tau217. Nedavna stidia potvrdila, Ze hladiny plazmatického p-tau217 dokazu rozlisit’
nielen pacientov s ACH od inych neurodegenerativnych ochoreni, ale aj pacientov s preklinickou ACH
a ACH v stadiu MCI od AB-negativnych kontrol a AB-negativnych pacientov v §tadiu MCI. Podobne ako
sa postupne zvySuju hladiny p-taul81 v priebehu progresie ochorenia, dochadza aj k zvySovaniu hladin
p-tau217. Diagnosticka presnost’ p-tau217 pri rozliSeni jedincov s ACH a identifikacii, ¢i s amyloid-PET
alebo tau-PET pozitivni ¢i negativni je dokonca vysSia ako pri pouziti p-taul81 (Palmgqvist et al., 2020).
Plazmaticky p-tau217 sa preto zda byt vhodnym adeptom na krvny biomarker $pecificky sledujici
progresiu a schopny odlisit ACH od inych neurodegenerativnych ochoreni a v budicnosti by mohol

nahradit’ v stiCasnosti pri diferencialnej diagnostike najviac vyuzivanil formu p-taul81.
4.1.2.2 Neurogranin

Aj ked’ zakladné biomarkery ACH odrazaju centralne patogénne mechanizmy ochorenia, jednou
z dalSich dolezitych zloziek patofyziologie ACH je synapticka dysfunkcia, ktora je pravdepodobne
priamou pric¢inou kognitivneho poklesu. Miera kognitivneho poklesu pri ACH totizto viac koreluje so
zavaznostou straty synapsii ako s mmnozstvom plakov ¢i NFT (DeKosky et al., 1990). Spol'ahlivy
biomarker na sledovanie synaptickych a dendritickych funkcii a straty priamo u pacientov s ACH by preto

bol cennym doplnkom do zakladného stiboru diagnostickych biomarkerov.

Prave hladina Ng v CSF moze sluzit ako marker synaptickej degenericie. MnoZstvo §tadii
uskuto¢nenych v poslednych rokoch prislo k rovnakému zisteniu — hladina Ng v krvi a CSF tzko suvisi
s vyskytom a naslednou progresiou ACH (Liu et al., 2020). Pri patologickych stavoch sposobenych
neurodegenerativnym ochorenim dochadza k znizeniu hladiny Ng v mozgu a jeho hladina v CSF naopak
stupa, ¢o je spojené so zhorSenou kognitivnou vykonnostou (Thorsell et al., 2010). Vysoké hladiny Ng
v CSF st pod’la vsetkého Specifické pre ACH a nevyskytuju sa pri inych neurodegenerativnych poruchach
ako FLTD, LBD, PCH, progresivnej supranuklearnej obrne alebo MSA (Wellington et al., 2016). ZvySené
hladiny Ng v CSF taktiez korelujii s rychlostou kognitivneho poklesu v prodromalnom Stddiu ACH
(Kvartsberg et al., 2015). Najmd pomer CSF Ng P75 a beta-sekretizy BACEl moéze slizit' ako
potencialny marker kognitivneho poklesu pri progresii ACH (de Vos et al., 2016). ZvySena koncentracia
Ng v CSF koreluje s nadmernou tvorobu AP plakov v hipokampe a amygdale, ¢o pravdepodobne odraza
synaptické poskodenie vyvolané agregiciou AP a jeho akumulaciou v plakoch (Portelius et al., 2018).
TaktieZ je pozorovana silnd pozitivna koreldcia medzi Ng, t-tau ap-tau v CSF pacientov s ACH
(Wellington et al., 2016). Hlavné oblasti mozgu postihnuté pri ACH (temenny a spankovy lalok,
amygdala, hipokampus) st taktiez oblastami s najvySSou expresiou Ng (Represa et al., 1990), ¢o moze
byt dovodom zjavnej Specificity zvySenych hladin CSF Ng pri ACH (Wellington et al., 2016).

Exozomy si transportné mikrocCastice vylu¢ované mnohymi typmi buniek, vratane neurénov.

Vdaka svojej malej vel'kosti (30-100 nm) mozu 'ahko prechadzat’ hematoencefalickou bariérou (Wood et
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al., 2011) a odstranovat’ patologické proteiny z CNS (Rajendran et al., 2006). Koncentracia Ng
v exozomoch krvnej plazmy sa ukazuje ako spolahlivy marker kognitivneho poklesu u pacientov s ACH
(Liu et al., 2020). Koncentracia Ng v exozomoch krvnej plazmy pacientov s ACH je signifikantne niz$ia
a koreluje s progresiou od MCI do syndromu demencie (Winston et al., 2016; Liu et al., 2020).
Kombinacia neuroexozomalnych synaptickych proteinov v neurénovych exozémoch v krvnej plazme
dokaze predikovat ACH v asymptomatickej fazi 5 az 7 rokov pred nastupom kongnitivneho poklesu. Ng
odliSuje pacientov so syndrémom demencie pri ACH od pacientov s amnestickou MCI a zdravych kontrol
s najvyssou presnostou spomedzi proteinov GAP43, SNAP25 a synaptotagminu 1 (Jia et al., 2021).

Na objasnenie potencidlnej ulohy Ng ako patofyziologického biomarkeru je potrebna d’alsia
klasifikacia a dlhodobé studie. V porovnani so zauzivanymi biomarkermi ACH vSak dokaze detekovat’
patologické zmeny v skorSom §tadiu. Ng ma preto potencial monitorovat’ progresiu ochorenia a moze

sluzit’ ako biomarker pri sledovani u¢inkov liecby (Headley et al., 2018).
4.1.2.3 Lahké ret'azce neurofilamentového proteinu

Na rozdiel od tau proteinu je korelacia medzi plazmatickymi hladinami a hladinami CSF NfL
vel'mi tesna (Gisslén et al., 2015). Sledovanie hladiny NfL v CSF moZe hrat’ ulohu v diagnostickom
vySetreni pacientov s EAOD a FTLD, najmé v kombinacii s analyzou biomarkerov AB42 a p-taul81 (De
Jong et al., 2007). Pri FTLD st hladiny NfL v CSF zvySené a v kombinacii s p-taul81 a Ap42 ma analyza
pridanu diagnosticku hodnotu pri diferenciacii EOAD od FTLD. Pozitivna korelacia medzi hladinami NfL
v CSF a stupniom kognitivneho poSkodenia bola zistena u LOAD a FTLD (Sjorgen et al., 2000). Pri LBD
v porovnani s LOAD vsak hladiny NfLL v CSF od seba tieto dve ochorenia neodliSuju (De Jong et al.,
2007).

Nedavna Studia preukédzala vyrazné zvysenie plazmatického NfL pri ACH (149 % kontrolnych
hladin) s hodnotou AUC 0,87, €o je porovnatel'né so zdkladnymi CSF biomarkermi ACH (Mattsson et al.,
2017b). Vyssie hladiny NfL v plazme st spojené s vys$§im rizikom rozvoja ACH, pricom u jedincov,
u ktorych sa neskor doslo k rozvoju ACH sa tieto hladiny zacinaju zvySovat uz 10 rokov pred diagnézou

a zvySuju az 3,4x rychlejsie (de Wolf et al., 2020).

Pretoze NfL je citlivym, ale neSpecifickym markerom axonalneho poskodenia (Sjorgen et al.,
2000; Disanto et al., 2017), jeho diagnostickd hodnota nespociva v schopnosti rozliSovat medzi
neurodegenerativnymi ochoreniami charakterizovanymi podobnym stupiiom straty neurénov, ale skor
medzi ochoreniami CNS sroéznym stupfiom poSkodenia velkych myelizovanych axoénov, s inou
rychlost'ou progresie alebo intenzitou ochorenia (Gaetani et al., 2019). Tesna pozitivna koreldcia medzi
hladinami CSF NfL a NfL v sére potvrdzuje, ze sérové hladiny Gzko odrazaju uvoliiovanie NfL v CNS
(Disanto et al., 2017). Pri ACH spociva potencial NfL najmé v monitorovani stupfia neurodegeneracie

a rychlosti progresie ochorenia.
4.2 OCHORENIE S LEWYHO TELIESKAMI

Ochorenie s Lewyho telieskami (LBD) sa spolu s PCH radi do skupiny neurodegenerativnych
ochoreni nazvanych ako synukleinopatie, pretoze pri nich dochddza k akumulécii patogénneho a-Syn
v mozgu do LB. Po ACH je LBD druhou najbeznejsou pric¢inou demencie u l'udi starsich ako 65 rokov,
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pricom odhady prevalencie hovoria, Ze by mohlo tvorit’ az 30,5 % zo vsetkych pripadov demencie (Zaccai
et al., 2005). Pacienti s LBD mo6zu vykazovat’ patologicku heterogenitu, najméi pokial’ ide o pritomnost’

sprievodnej patologie ACH (Colom-Cadena et al., 2017).

LBD je v mnohych svojich klinickych prejavoch podobna ACH, avsak existuju urcité kI'icové
znaky, ktoré ich od seba odliSuju. Medzi hlavné klinické prejavy LBD patria napadné fluktuacie v kognicii
s vyraznymi zmenami pozornosti a bdelosti, ktoré sa mézu vyskytovat’ v priebehu niekol’kych hodin alebo
dokonca minat. Dal§im distinktnym symptémom st opakujuce sa vizudlne halucinacie. Rovnako sa
u pacientov s LBD casto objavuju znaky parkinsonizmu a porucha spankového spravania v REM fazi
(RBD; z angl. REM sleep behaviour disorder), ktorda méze predchadzat’ kognitivnemu poklesu (McKeith
et al., 2017).

4.2.1 Biomarkery ochorenia s Lewyho telieskami
4.2.1.1 AB42, celkovy tau, hyperfosforylovany tau

Zatial' ¢o FTLD nevykazuje ziadnu AP patologiu, velky pocet pacientov s LBD vykazuje
kortikalny distribu¢ny profil depozicie A do plakov podobny ACH (Gomperts et al., 2008). Zhruba 40 %
vsetkych pacientov s LBD ma pri pitve dostatoéne rozsiahlu patologiu AP plaku a NFT na sprievodni
diagnézu ACH (Irwin et al., 2018). Preto je logické, Ze uloha zakladného suboru biomarkerov
vyuzivanych na diagnostiku ACH je rozsiahlo prestudovana aj ako nastroj diferencialnej diagnostiky
u pacientov s LBD. Velka multicentricka kohortova stidia zistila u takmer 25 % pacientov s LBD profil
CSF biomarkerov kompatibilny s ACH (tzn. nizky AB42 v kombinacii s vysokym t-tau a / alebo p-tau)
(Van Steenoven et al., 2016).

Napriek tomu, Ze pacienti s LBD vykazuji niz$ie hladiny CSF AB42 v porovnani so zdravymi
kontrolami, samotna hladina CSF AB42 ich uz neodliduje od pacientov s ACH. Co ale tieto dve ochorenia
od seba odlisit’ dokaze je pomer AP42/AB40, s 85% senzitivitou aj Specificitou (Spies et al., 2010). Pomer
AP42/AB40 je rovnako vel'mi dobrym ndstrojom na rozliSovanie LBD od ACH eSte v prodromédlnom
Stadiu ochorenia (AUC=0,95) (Bousiges et al., 2018).

U pacientov s LBD su priemerné hladiny t-tau v CSF signifikantne nizsie ako u pacientov s ACH,
ale vyssie ako u zdravych kontrol, a pozitivne koreluji s mierou zdvaznosti demencie (Vanderstichele et
al., 2006; Kaerst et al., 2014). Hladina p-taul81 je pri LBD signifikantne nizs$ia nez pri ACH a samotny
p-taul81 je najdodlezitejSou premennou spomedzi t-tau, p-taul81 a AP42 v diskriminacii medzi ACH od
LBD, vykazujtci 80% senzitivitu a 79% Specificitu (Vanderstichele et al., 2006).

Hladiny t-tau a p-taul81 sa u pacientov s LBD vyznamne nemenia bez ohladu na Stadium
ochorenia. V priebehu ochorenia ale dochadza k vyznamnému poklesu hladin AB42 v CSF, na rozdiel od
ACH, kde hladiny CSF Ap42 dosahuju vel'mi nizke hodnoty uz pri prodroméalnom §tadiu, u pacientov
s LBD nastava pokles az neskdr, medzi Stadiom MCI a §tadiom demencie (Bousiges et al., 2018). Nizke
hladiny CSF AB42 navySe u pacientov s LBD predikuju rychlejsi kognitivny pokles (Abdelnour et al.,
2016). Neskorsi pokles hladin CSF AB42 u pacientov s LBD mozno vysvetlit' skutocnost'ou, ze depozity

AP sa objavia neskér, tj. az po agregacii o-Syn (Ballard et al., 2006), ¢o naznacuje silné prepojenie medzi
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synukleinopatiou a amyloidopatiou (Colom-Cadena et al., 2017), ktoré ale eSte musi byt dalej

preskiimané.
4.2.1.2 Alfa-Synuklein

Znizené hladiny CSF o-Syn st zaznamenané nielen pri patologickych stavoch spojenych so
synukleopatiami, ale aj u starSich, zdravych jedincov, pricom vek je nezavisle spajany s niz§imi Groviiami
a-Syn. Pozorované zniZzenie CSF a-Syn moze byt spdsobené jeho intracelularnou agregaciou a naslednou
akumuldciou v postihnutych neurénoch (Tokuda et al., 2006). Dalsie z moznych vysvetleni je, Ze
dochadza k zvyseniu rychlosti absorpcie a-Syn z CSF do neurénov, ¢o potencidlne umoznuje tvorbu

intracelularnych inklizii a Sirenie synukleinopatie z bunky na bunku (Mollenhauer et al., 2011).

Ako biomarker synukleinopatii méze mat’ diagnosticka niekolko réznych foriem a-Syn vratane
celkového (t-a-Syn), oligomérneho (o-a-Syn), fosforylovaného (p-a-Syn) a pro-agregujiceho o-Syn.
Vseobecnym trendom su relativne rovnorodé hladiny CSF t-a-Syn pacientov so synukleinopatiami, ktoré
su ale celkovo nizsie ako u pacientov s ACH (Tateno et al., 2012). Oproti tomu hladiny CSF o-a-Syn su
pri LBD aj PCH vyssie v porovnani s pacientami s ACH. V hladinach p-a-Syn nie je medzi LBD, PCH,
ACH ¢i zdravymi kontrolami Ziadny rozdiel (Van Steenoven et al., 2018). Kombinacia réznych foriem
a-Syn s dalsimi biomarkermi méze zlepsit ich vykon pri diferencidlnej diagnostike LBD. Najméi
v kombinacii s t-tau st dobrym prediktorom LBD — pomer t-tau/t-a-Syn ma vyrazne lepSiu presnost’ pri
rozliSovani LBD od kontrol v porovnani s pouzitim samotného t-a-syn alebo t-tau (Llorens et al., 2016).
Test na t-a-Syn v CSF teda mdze byt’ relevantny pri diferencialnej diagnostike medzi LBD a ACH, ale je
uz vyrazne menej uzito¢ny v pripade samotnej etiologickej diagndzy LBD.

Dalsim kandidatom pre diferencidlnu diagnostiku LBD je a-syn fosforylovany na serine 129
(pSer129-a-Syn). pSerl129-a-Syn je Specificky spojeny s patologiou LB, pretoze priblizne 90 %
nahromadeného o-Syn v LB pozostdva z pSer129-a-Syn (Anderson et al., 2006). ZvySené hladiny
pSer129-a-Syn boli zistené v CSF pacientov s PCH v porovnani s kontrolami (Wang et al., 2012), na
Studie skiamajuce hladiny pSer129-a-Syn v CSF pacientov s LBD si ale eSte musime pockat’.

Detekcia pro-agregujiicich sa foriem o-Syn pomocou ultrasenzitivnych testov ma potencial
diagnostikovat’ pacientov este v asymptomatickej faze. Studii merajicej stupei agregacie a-Syn pomocou
metddy konverzie vyvolanej trasenim v skutonom case (RT-QulC; z angl. Real-time quaking-induced
conversion) sa podarilo detekovat’ agregaty vo vzorkdch CSF u pacientov postihnutych RBD, u ktorych sa
synukleinopatie vyvinuli az o niekol’ko rokov neskér. Detekcia pomocou RT-QulC dokazala zistit’
agregaciu o-Syn u pacientov trpiacich LBD so senzitivitou 92 % a pri PCH so senzitivitou 95 %,

s celkovou $pecificitou 100 % v porovnani s ACH a zdravymi kontrolami (Fairfoul et al., 2016).

Podobne ako pri CSF a-Syn, aj jeho hladina v plazme je u pacientov s PCH a LBD nizSia ako
uACH alebo zdravych kontrol, ale jeho senzitivita a Specificita pri odliSeni pacientov so
synukleinopatiami od pacientov s ACH ¢i kontrol je iba 58 % a 85 %, v tomto poradi (Senanarong et al.,
2020).

Aj ked’ a-Syn kl'acovu tlohu patogenéze LBD, jeho spolahlivost’ pri diferencialnej diagnostike
tohto ochorenia je diskutabilna. Hladina CSF a-Syn, a Specialne jeho réznych foriem, mdze byt uzito¢na
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pri diskriminacii synukleinopatii od ACH, ale uz nedokaze odlisit’ jednotlivé synukleinopatie od seba
navzajom. Doposial’ nebol objaveny ziadny jediny biomarker, ktory by vykazoval skutocni Specifickost’
pre LBD, nadejné sa ale zdaju testy sledujiice stupen jeho agregacie v CSF ¢i kombinacie jeho foriem
s d’als$imi biomarkermi. V sucCasnosti su vyvijané nové testy, ktoré dokazu s vysokou citlivost'ou
a Specifickostou detekovat’ aj malé mnozstva patogénneho oligomérneho a-Syn cirkulujiceho v CSF
pacientov (Shahnawaz et al., 2017; Kang et al., 2019). Takéto testy maji potencial poniknut’ konkrétnu
diagnoézu, rozlisit’ aj pacientov so zmieSanymi patologiami (Shahnawaz et al., 2017), a ked’ze sleduja
proces ustredny pre patogenézu ochorenia, mézu sluzit' aj na vyhodnotenie ucinkov variant liecby

zameranych na sledovanie hladiny alebo agregaciu a-Syn (Kang et al., 2019).
4.3 FRONTOTEMPORALNA LOBARNA DEGENERACIA

Frontotemporalna lobarna degeneracia (FTLD) je zastreSujucim vyrazom pre klinicky,
patologicky a geneticky roznorodu skupinu ochoreni postihujucich predovsetkym frontalne a temporalne
laloky mozgu (Hernandez et al., 2017). Syndromy sposobené FTLD maju vysoko heterogénne
a prekryvajuce sa klinické priznaky a netvoria samostatné navzajom sa vylucujuce kategorie, ale naopak
existuju vo viacrozmernom spektre (Murley et al., 2020). Stanovenie spravnej diagndézy FTLD nie je
z dovodu klinickej heterogenity a prekryvu s inymi neurodegenerativnymi ochoreniami 'ahkou ulohou.

Neuropatolégia FTLD sa moze prejavit ako jeden z troch Kklinickych syndromov
frontotemporalnej demencie (FTD): behavioralna varianta (bvFTD), ktorda je zaroven aj najcastejSim
fenotypom (Perry et al., 2017); reCova varianta - primarna progresivna afazia (PPA), ktora sa d’alej deli na
sémanticku, agramaticka a logopenicku variantu (McKhann et al., 2001; Gorno-Tempini et al., 2011);
alebo ako motoricka porucha - FTD so syndromom progresivnej supranuklearnej obrny, FTD
s kortikobazalnym syndrémom, alebo FTD s ochorenim motorickych neurénov (Neary et al., 1990;
Lomen-Hoerth et al., 2002).

BvFTD sa prejavuje zmenou osobnosti, Casto spojenou s impulzivnhym alebo nevhodnym
spravanim sa, apatiou, stratou zaujmu o svoj zoviajSok. Pre PPA st charakteristické tazkosti
s vyjadrovanim sa, problém najst’ vhodné slova, vratane pomenovania osdb a veci. Objavuju sa aj tazkosti
pri pisani a ¢itani (McKhann et al., 2001). U behavioralneho aj reCového variantu zostdva najmi

v pociatocnych Stadiach ochorenia pamét relativne zachovana (Forman et al., 2006).

FTLD je narozdiel od ACH prevazne ochorenim presénia. Priemerny vek pri nastupe symptomov
je 58 rokov a medzi jednotlivymi syndromami FTLD sa signifikantne neli$i, s vynimkou agramatickej
primarnej progresivnej afazie, ktord ma priemerny vek nastupu takmer o 10 rokov vyssi (Rosso et al.,
2003; Hodges et al., 2003). Pacienti postihnuti FTLD majii pomaly a progresivny priebeh ochorenia,

pricom doba prezitia po stanoveni diagnozy je priemerne 6 rokov (Hodges et al., 2003).

Syndromy FTLD je mozné subkategorizovat’ do troch molekularnych skupin v zavislosti na
proteinovom zlozeni inkliznych teliesok v bunkdch CNS: FTLD-Tau, FTLD-TDP, FTLD-FUS
(MacKenzie et al., 2010). Kazda patologickd skupina je d’alej rozdelena na niekolko subkategorii

v zavislosti od distribucie v mozgovych lalokoch a $pecifickych histologickych charakteristikach.
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4.3.1 Biomarkery frontotemporalnej lobarnej degeneracie
4.3.1.1 Ap42, celkovy tau, hyperfosforylovany tau

FTLD nie je patologicky charakterizovana cerebralnou amyloidozou, a vyrazné tau inklazie su
charakteristické iba pre FTLD-tau. Meranie hladiny CSF t-tau a AB42 preto mdéze mat diagnostickil
uzito¢nost’ najmd pri vyliceni neuropatologiec ACH (Irwin et al., 2013). FTLD v porovnani s ACH
vykazuje nizSie hladiny t-tau a p-taul81 v CSF, $pecialne p-taul81 ma vysokd diagnostickl presnost’
(Koopman et al., 2009). Nielen CSF p-taul81, ale aj plazmaticky p-taul81 je zvysSeny pri ACH, ale nie pri
FTLD (Thijssen et al., 2020). Pomer t-tau/AP42 ma lepSiu senzitivitu a Specificitu (78,9 % a 96,6 %,
v tomto poradi) v porovnani so samotnym t-tau v CSF pri odliSeni pacientov s FTLD od pacientov s ACH
(Grossman et al., 2005; Bian et al., 2008). I ked’ tieto biomarkery odlisuju FTLD od ACH, pri diferenciacii
FTLD od zdravych kontrol uz nie s také ucinné (Grossman et al., 2005). Pri diagnostike FTLD st teda
okrem biomarkerov, ktoré si pouzivané pri diagnostike ACH potrebné aj d’alsie, prediktivne Specificky
pre FTLD.

4.3.1.2 Cahké ret’azce neurofilamentového proteinu

NfL st Struktirne axonalne proteiny a ich zvySené hladiny v CSF s znakom neurodegeneracie
a neuronalneho poskodenia (Petzold, 2005). Hladina NfL je signifikantne vyssia pri FTLD nez pri ACH,
¢o zvySuje diagnosticka presnost’ dosiahnutt iba so samotnou skupinou biomarkerov ACH (Goossens et
al., 2018). NavySe by NfL mohol slazit na rozliSenie jednotlivych molekularnych subtypov FTLD.
Pacienti s patologiou typu FTLD-TDP maji vyssie hladiny NfL ako pacienti s FTLD-tau (Abu-Rumeileh
et al., 2018), aj ked’ iné Stadie zatial’ nemohli tieto vysledky potvrdit’ (Goosens et al., 2018; Meeter et al.,
2018). U pacientov s FTLD je pozorovana zvySena koncentracia NfL rovnako aj v krvnom sére, avSak
koncentracia vykazuje velku variabilitu v rdmci kazdej klinickej skupiny. VysSie koncentracie NfL
odrazaju mieru intenzity ochorenia a su spojené s rychlejSou atrofiou Celnych lalokov (Rohrer et al.,
2016). Aj ked’ je NfL neSpecifickym biomarkerom, jeho hladiny v krvi a CSF sa dynamicky menia
a spol'ahlivo odrazaju mieru neuroaxonalneho poskodenia v CNS, ¢o z neho robi dobry prognosticky
marker prebiehajucej neurodegeneracie nielen pri FTLD, ale aj pri mnohych d’al§ich neurologickych
ochoreniach.

4.3.1.3 TAR DNA-viazici protein 43

TDP-43 je hlavnou proteinovou zlozkou patologickych ubikvitinovanych cytoplazmatickych
inklazii pri FTLD-U a ALS (Neumann et al., 2006). Imunoreaktivita TDP-43 spojend s patologiou
v mozgovom tkanive sa odrdza na zvySenych urovniach TDP-43 v CSF. Aj ked’ existuje signifikantny
rozdiel v hladindich CSF TPD-43 medzi FTLD, ALS a kontrolnymi skupinami, TDP-43 nevykazuje
dostatocntl diagnostickll presnost’ na odliSenie tychto ochoreni od seba navzajom (Steinacker et al., 2008).
Dalsej stadii sa vsak podarilo detekovat’ zvysené hladiny CSF TDP-43 u pacientov s ALS v porovnani
s FTLD (Junttila et al., 2016), a aj ked’ neskor$i vyskum toto zistenie potvrdil, rozdiely medzi tymito
dvoma hodnotami nedosiahli $tatisticki vyznamnost’ (Bourboli et al., 2017). Kombinovana analyza TDP-
43 a pomeru t-tau/ p-taul81 v CSF sa ale preukazala uzito¢na na rozliSenie medzi ALS a FTLD (Bourboli
et al., 2017). Samotna hladina TDP-43 CSF teda pravdepodobne nie je dostatocne Specifickd na pouzitie
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proteinu ako diagnostického biomarkeru, avSak v kombinacii s inymi biomarkerami neurodegeneracie

modze mat’ vypovedna hodnotu.

Hlavna frakcia CSF TDP-43 je odvodena z krvi (Feneberg et al., 2014). Ked” bol TDP-43 merany
v plazme pacientov s FTLD a ACH, zvySené plazmatické hladiny sa zistili u 46 % pacientov s FTLD a 22
% pacientov s ACH, v porovnani s kognitivne zdravymi jedincami a pacientmi s ACH maju teda pacienti
s FTLD vyssie absolitne hladiny TDP-43 v plazme (Foulds et al., 2008). Pacienti s tauopatiami maja
tendenciu mat’ niz§iu hladinu p-tau a t-tau ako pacienti s TDP-43 proteinopatiami (Bian et al., 2008). TDP-
43 by preto mohol slizit’ pri odliSeni pacientov FTLD s ubikvitin-pozitivnou patologiou od pripadov
s tauopatiou. Zatial' je ale jeho diagnostickd presnost obmedzena najmid z dovodu nedostatku vysoko
citlivych kvantifikacnych metdd, a vyzaduje si d’alsie §tdium a validaciu. S'ubnym pristupom pre budtci
vyskum by mohlo byt blizSie sa pozriet na TDP-43 v krvnych exozémoch pochadzajucich z mozgu,

pretoze pravdepodobne lepSie odrazaju mozgovi patoldgiu (Feneberg et al., 2014).
4.3.1.4 Progranulin

Hladiny progranulinu v CSF a krvnom sére zavisia od stavu mutacie génu pre progranulin GRN
(Granulin Precursor). Nizky sérovy progranulin moéze identifikovat pacientov trpiacich FTLD
s patogénnou mutaciou v GRN, ktord vedie k haploinsuficiencii progranulinu (Ghidoni et al., 2008).
Nosi¢i tejto mutacie maji vyznamne nizsie hladiny progranulinu v porovnani s inymi pacientmi s FTLD,
s ACH 1 s kontrolami a st postihnuti zavaznejSou neurodegeneraciou (Goosens et al., 2018). Znizené
hladiny st navySe so 100 % senzitivitou a Specificitou detekovatelné nielen u pacientov s klinickou
FTLD, ale aj u presymptomatickych nosic¢ov (Ghidoni et al., 2008; Goosens et al. 2018).
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5 ZAVER

Za uplynulé roky vyzkum biomarkerov vyrazne zlepsil nase chapanie komplexnej patofyziologie
mnohych neurodegenerativnych ochoreni. Z dovodu vysokého stupna prekryvu roznych patologii
a variability klinickych fenotypov tychto ochoreni spociva prinos biomarkerov v schopnosti identifikovat’
patologické substraty naprie¢ réznymi klinickymi fenotypmi, dokazu poukazat' na skryté mechanizmy
choréb a interakcie medzi réznymi patolégiami. Biomarkery moézu v klinickej praxi v kombinacii
s neurologickym, neuropsychologickym vySetrenim a zobrazovacimi metdédami mozgu vyznamne zvysit
diagnosticku presnost. Dobre validované biomarkery st kritické nielen pre diagnostiku a prognézu u
pacientov, ale zohravaju dolezitu lohu aj v procese vyvoja lieiv. Zaclenenie biomarkerov do planovania
klinickych $tadii umoznuje vytvorit homogénnejsiu skupinu pacientov, ktora v prvom rade zahina iba
tych, ktori konkrétnym ochorenim naozaj trpia, a vdruhom rade aj pacientov v presymptomatickych
Stadiach ochorenia, u ktorych eSte nedochadza k rozsiahlej strate neurdonov, takze liecba ma v tomto

Stadiu najvyssiu pravdepodobnost’ byt’ G¢inna.

Je teda zrejmé, ze je nevyhnutné pokracovat’ v hl'adani spolahlivych biomarkerov, ktoré mézu
nielen zlepsit’ diagnosticku presnost’, ale aj predikovat’ a monitorovat’ progresiu ochorenia a odpoved’ na
liecbu a usmernit’ vyvoj lieiv pre mnohé neurodegenerativne ochorenia. Do dnesného dna je vo vyskume
validovanych niekol’ko biomarkerov odrazajicich patologiu konkrétnych ochoreni (AP, tau, a-Syn),
rozsah neurodegeneracie (NfL), ¢i rozsah synaptického poskodenia (neurogranin). Aj ked vytvaranie
citlivych a spolahlivych testov na presné meranie agregujucich proteinov je problematické, dnes uz
moézeme vdaka ultrasenzitivnym detek¢nym technikam, ako je IMR ¢i SIMOA, presne analyzovat’
biomarkery nielen v mozgomie$nom moku, ale aj v krvnych vzorkach. Vyskum sa v sti¢asnosti zameriava
najmd na hladanie krvnych biomarkerov, ktoré by mohli slazit' na jednoduché a Siroko dostupné
skriningové testy, pri ktorych by sa urcilo, ¢i by sa u pacientov s priznakmi kognitivneho poklesu mala
zacat’ liecba.

Pouzivanie biomarkerov nielen vo vyskume, ale aj v klinickom prostredi si vyzaduje nepretrzité
usilie o ich validaciu a preukédzanie Specificity pre dané ochorenie. Oblast’ biomarkerov bude nepochybne
nad’alej napredovat’ a bude ¢oraz dokladnejSie preskimand. Ked’Ze je stdle pomerne novou a neustale sa
inovuje a vyvija, budice vyzvy zahfiiaju okrem iného aj Standardizaciu spdsobu, akym sa zbieraji,
spracuvaju a skladuji biologické vzorky. Dlhodobé Studie odoberajuce vzorky od tych istych pacientov
v priebehu ¢asu a prepdjanie meniacich sa hladin biomarkerov s klinickymi informaciami umoznia urcit’,
ako sa menia hladiny Specifickych biomarkerov pocas progresie ochorenia a ako koreluju s jeho

klinickymi prejavmi.
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