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Abstrakt

Vliv kumulace kovl v patofyziologii neurodegenerativnich onemocnéni je dlouhodobé
diskutovanym tématem zejména kvili moznosti ovlivnéni pomoci chelati. Ackoliv mechanismy
neurodegenerace jsou dobie prozkoumané, role kovl v nich je stale nejasna. Hlavnim uskalim je
omezena vysetfitelnost koncentrace kovli v CNS in vivo. Nejdostupnéjsi neinvazivni metodou je
magnetickd rezonance (MR). NaSim cilem bylo posouzeni moznosti uziti transkranialni sonografie

(TCS) v diagnostice neurodegenerativnich onemocnéni a blizsi zkoumani podkladu echogenity.

V prvni studii jsme pomoci fuze TCS se snimky MR oveéfili presnou lokalizaci bézné
hodnocenych struktur (zejména substantia nigra a nucleus lentiformis) a zaméfili se na pritomnost
loziskovych strukturdlnich zmén potencialné ovlivitujicich TCS nalezy u Wilsonovy nemoci (WN) a
Parkinsonovy nemoci (PN). Ziskané snimky MR byly pouzity i k semikvantitativnimu porovnani
s TCS. Ackoliv se potvrdila vysokd prinosnost TCS v diferencialni diagnostice WN a méla by se stat
b&Znym screeningovym vysetfenim extrapyramidovych pacientl s atypickym obrazem, zjevnou vazbu
na depozita kovil se nepodafilo prokazat. Druha studie vyuzila ziskanych vysledkd fuze k navrzeni
méteni echogenity dalsi mozkové struktury — inzularni oblasti — pro diferencialni diagnostiku WN.
V posledni studii jsme porovnavali TCS nalezy u idiopatické formy poruchy chovani v REM spanku

(iIRBD) a synukleinopatii s projevy a bez projevii RBD. Hodnotili jsme korelaci s DAT-SPECT.

Dosud nebyl proveden dostatek fiznich studii, které by oziejmily zvazovany vliv kovili na
echogenitu. Na zéklad¢ naSich vysledkt pfedpokladame, ze zmény na TCS odrazi kovy indukované
sekundarni zmény, s predilekci k ur¢itym oblastem: zelezo k SN a méd’ k nucleus lentiformis a insule.

Kwvili jejich uzkym interakcim vSak neni mozné jejich roli v neurodegenerace separovat.

Klicova slova: neurodegenerace, transkranialni sonografie, substantia nigra, akumulace kovt, Zelezo,

meéd’, mangan, zinek, Wilsonova nemoc, Parkinsonova nemoc



Summary

The role of metal accumulation in the pathophysiology of neurodegenerative diseases has been
a hot topic in recent years due to the possibility of its treatment by chelating agents. Although the
mechanisms of neurodegeneration are well known, the role of metal accumulation is still unclear. The
main limitation are unsatisfactory methods for in vivo metal imaging; the most widely used technique
is magnetic resonance imaging (MRI). Our aim was to assess the possibility of using transcranial
sonography (TCS) in differential diagnosis of neurodegenerative diseases and to further explore the

underlying factors of echogenicity.

In the first study, using TCS fusion with MRI, we focused on location verification of the
commonly assessed structures (substantia nigra and nucleus lentiformis) and exclusion of possible
focal structural changes affecting the echogenicity in WD and PD patients. Moreover, obtained MRI
were used for semi-quantitative comparison with TCS images. Although TCS has been confirmed to
be highly beneficial in differential diagnosis of Wilson's disease and it should be recommended as a
screening method for extrapyramidal patients with atypical course of the disease, the direct
relationship between TCS and metal deposits could not be proven. The obtained results from the
ultrasound fusion imaging allowed the assessment of further structural changes and revealed
hyperechogenicity of insula as another potential diagnostic marker of Wilson's disease. In the last
study, we compared TCS findings in idiopathic REM sleep behavior disorder (iRBD) and
synucleinopathy with and without RBD. We evaluated the correlation between TCS and SPECT.

Only few ultrasound imaging fusion studies have been published. Thus, we do not have
enough data yet to evaluate the direct effect of metals on TCS. Nevertheless, based on our findings, we
assume that TCS changes reflect metal-induced secondary changes, with predilection to certain areas:
iron to SN and copper to nucleus lentiformis and insula. However, due to close interactions of metals,

it is not possible to separate their role in neurodegeneration.

Key words: neurodegeneration, transcranial sonography, substantia nigra, metal accumulation, iron,

copper, manganese, zinc, Wilson's disease, Parkinson's Disease
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1 Uvod
1.1 Neurodegenerace

Neurodegenerace je souhrnnym oznacenim pro hereditdirni nebo sporadické choroby
s postupnym rozvojem klinickych obtizi na podklade ubytku specifickych populaci nervovych bunék.
Mechanismus, kterym k zaniku bunék dochazi se 1isi. Mezi hlavni procesy neurodegenerace patii
konformac¢ni zmény proteind, oxidativni stres s formaci reaktivnich kyslikovych radikali (ROS),
poruchy mitochondrii, poruchy energetického metabolismu nebo zanétlivé zmény.(Jellinger 2010)
Spoleénym kone¢nym vysledkem je spusténi kaskady vedouci k bunééné smrti (apoptdzy, nekrozy
nebo feroptdzy, které jsou popsany dale v textu).(Galluzzi, Vitale et al. 2018) Klinicky obraz je vice
zavisly na misté postizeni nez na primarnim mechanismu, ktery k nému vedl. Stejné populace
mozkovych bunék mohou byt poskozovany néekolika odlisnymi zplsoby (napf. v neurofibrilarnich
klubkach je obsazen jak o-synuklein [aS], tak fosforylovany tau protein [t protein]). Vyvolavajici
pfi¢iny neurodegeneraci mohou byt geneticka predispozice, vliv prostfedi nebo endogenni zmény

podminéné starnutim.(Castillo, Castro-Obregon et al. 2019)

1.1.1 Agregace proteini

Patologické shlukovani proteinti podminuje vznik intracelularnich i extracelularnich depozit
obsahujicich nerozpustna vlakna. To vede nejen k naruseni interakei nejen mezi jednotlivymi proteiny
a bunkami, ale i k poskozeni synaptické plasticity a transmise. Za normalniho stavu jsou proteiny,
nove vzniklé v endoplazmatickém retikulu, skladany do funkéni molekuly chaperony.(Buchner 2019)
Jedna se o ligand nespecifické ATPazy, jejichz ukolem je kromé sklddani proteinti do spravného
prostorového usporadani, branéni jejich predcasné interakci s okolnimi strukturami a jejich precipitaci.
Jsou schopny také opravy chybné struktury proteinu vzniklé v disledkti bunécného stresu. Mezi
dalezité chaperony patii napt. ,,heat shock proteiny nebo ubiquitin, ktery hraje roli v patogenezi
neurodegenerace.

Pokud dojde ke vzniku chybné sbaleného proteinu, byva degradovan intracelularnimi
protedzami nebo v lysozomech autofagii.(Lee 2009, Martinet, Agostinis et al. 2009) Dal$im
vyznamnym mechanismem zajistujicim dohled nad bunéénymi procesy je ubiquitin-proteazomovy
systém,(Amm, Sommer et al. 2014) substratoveé specificky nelysozomalni proteolyticky komplex
aktivovany oxidativnim stresem nebo bunécnym poskozenim. Jeho funkei je kontrola genové exprese,
bunécné signalizace nebo opravy DNA. Pfi selhani zminénych kontrolnich systémi buriky nebo pfi
chronickém stresu endoplazmatického retikula, se proteiny shlukuji do toxickych struktur a indukuji
neurodegeneraci.

Mezi proteiny spojované s neurodegeneraci patii beta-amyloid (AB), aS, t-protein nebo
priony. Mezi nejCastéjsi nerozpustné konformace proteinti patii usporadany beta-skladany list nebo

neusporadané amorfni shluky.(Ecroyd and Carver 2008) Bylo prokazano, Ze existuje nékolik



odlisnych podtypu AP, znichZz nékteré maji toxicky efekt a jiné pouze vytvaii oligomery bez
Skodlivého vlivu na jejich okoli.(Harmeier, Wozny et al. 2009) K ,malignizaci“ depozit vétSinou
ptispivaji dalsi faktory. Negativnim mediatorem je napiiklad APLP1 (amyloid precursor like protein
I)(Lauren, Gimbel et al. 2009) nebo apolipoprotein E £4(Gunzburg, Perugini et al. 2007). Naopak
protektivni vliv mohou mit jednodoménové protilatky, které se specificky vazi na malé oligomery AP,
brani jim sekundarné hyperfosforylovat t protein a inhibuji formaci neurofibril, ¢imz brani vzniku
neurotoxicity.(De Felice, Wu et al. 2008, Kellner, Matschke et al. 2009, Lafaye, Achour et al. 2009)
Nerozpustné shluky aS jsou detekovany pfi post mortem vysetfeni u pacientii a Parkinsonovou nemoci
(PN)(Uversky 2007, Kazantsev and Kolchinsky 2008) nebo demenci s Lewyho télisky
(DLB).(Paleologou, Kragh et al. 2009) Jak u abnormalné¢ konformovaného a-synukleinu, tak u 1-
proteinu a jejich meziproduktli se ptredpoklada schopnost Sifeni z builkky na bunku.(Clavaguera,

Bolmont et al. 2009, Danzer, Krebs et al. 2009, Frost, Jacks et al. 2009, Ren, Lauckner et al. 2009)

1.1.2 Oxidativni stres

Oxidativni stres nastava v situacich, kdy produkce volnych radikali a jejich produktt
prevySuje kapacitu antioxidacnich systémli a dochazi k molekularnimu poskozeni, dysfunkci
energetického fetézce s poskozenim mitochondrii, nardstu intracelularniho vapniku a k produkci
dalsich radikald. Tvorba volnych kyslikovych radikalia (ROS — reactive oxygen species; viz Obr.1) je
jednim z mechanismil zapojujicich se do Casnych fazi agregace proteini a oxidativni poskozeni
jaderné 1 mitochondrialni DNA, a je pruvodnim jevem u vétSiny neurodegenerativnich
onemocnéni.(Uttara, Singh et al. 2009, Fang, Gu et al. 2017) Hlavnim zdrojem ROS jsou elektrony
uvolnéné z dychaciho fetézce lokalizovaného na vnitfni membrané mitochondrii. Dychaci fetézec je
findlni fazi bunéného dychani zajistujici tvorbu bunécné energie ve formé¢ ATP. Kromé interakci
s kyslikem dochéazi k tvorb¢ radikalt také pii Zelezem asociované Fentonové reakci,(He, Yang et al.
2016) lipidové peroxidaci nebo nitrosylaci. Nejagresivngjsi jsou hydroxylovy radikal a peroxynitraty,
které buniku poskozuji oxidaci proteint, lipidii, mastnych a nukleovych kyselin.

Mezi narusenim metabolismu kovil a zvySenou tvorbou ROS je pifimé souvislost. Redox-
aktivni Zelezo, které je uvolilovano do cytosolu z poSkozenych mitochondrii, katalyzuje vznik
peroxidu vodiku (H>O>) a superoxidu (02°), a je silnym induktorem oxidativniho stresu. Jeho hlavnim
cilem jsou proteiny a vzniklé proteinové ROS indukuji reaktivni glidézu a oxidaci glutathionu

poskozeni vapnikového metabolismu.(Bond and Greenfield 2007, Ballatori, Krance et al. 2009)
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Obr.1 — Prehled vztahii zakladnich reaktivnich forem kysliku a dusiku

1.1.3 Mitochondrialni dysfunkce a poruchy energetického metabolismu

Mitochondrie jsou hlavnim producentem bunééné energie. V procesu neurodegenerace
predstavuji jak producenty kyslikovych radikalt, tak cile jejich pisobeni.(Murphy 2009, Zorov,
Juhaszova et al. 2014) V prubehu fyziologického starnuti dochazi k postupnému snizovani
mitochondriadlniho metabolismu v neuronech i glii.(Boumezbeur, Mason et al. 2010) K patologickému
poskozeni mitochondrii dochazi nejcastéji poskozenim mitochondrialni DNA nebo enzymi bunééného
dychaciho fetézce. S ohledem na heterogenitu mitochondrialnich funkci danou specifickymi potfebami
ruznych tkani a vlastnostmi okolniho prostfedi vykazuji selektivni vulnerabilitu.(Dubinsky 2009)
Oxidativnim stresem poSkozené mitochondrie se zapojuji do bludného kruhu, ktery vede ke
generovani ROS.

U PN vedou mitochondrialni dysfunkce k destabilizaci mikrotubulti a akcentaci oligomerizace
aS.(Esteves, Arduino et al. 2010) Zajimavosti je role parkinu, ubiquitinové ligazy koédované genem
PARK?2, jehoz mutace zplsobuje dédicnou PN s ¢asnym pocatkem (early-onset Parkinsonova nemoc,
EO-PN). Zvysené hladiny parkinu plsobi u mitochondridlnich poruch a neurodegeneraci obecné
protektivné(Davison, Pennington et al. 2009). Pacienti s Alzheimerovou nemoci (AN) vykazuji
vyrazné redukovany obsah mitochondridlni DNA (az na 50 %), specificka kauzalni mutace zatim
nebyla nalezena.(Mancuso, Calsolaro et al. 2009, Swerdlow and Khan 2009) U Huntingtonovy nemoci
(HN) jsou popisovany vicecetné delece mitochondridlni DNA az u 60% pacientl,(Banoei, Houshmand
et al. 2007) coz je vysvétlovano patologickym vlivem nestabilnich CAG repetic a mutovaného

huntingtinu na mitochondrie.(Quintanilla and Johnson 2009)

1.1.4 PoSkozeni transportnich funkci
Poruchy neurondlniho a axonalniho transportu hraji vyznamnou mechanistickou roli u vétSiny

neurodegenerativnich onemocnéni.(De Vos, Grierson et al. 2008) Neni vSak jasné, jestli je naruseny
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transport pri¢inou nebo nasledkem neurodegenerace. Poskozeni mohou zpusobovat mutace
transportnich proteint, kinesinu (anterogradni transport) nebo dyneinu (retrogradni transport), nebo
stabilizatoru systému mikrotubuld (dystrofinu). Axondlni pohyb t proteinu probiha rychlym
transportem s vyuzitim kinesinu, aS vyuziva v neuronech jak kinesinu, tak dyneinu.

Abnormalni axonalni transport je dilezity zejména v patofyziologii tauopatii. T protein slouzi
jako mikrotubuly véazajici protein. Jeho hyperfosforylovana forma, vytvéiejici klubka, neni této vazby
schopna, mikrotubuly se stavaji nestabilnimi a dochazi k jejich ruptute.(Terwel, Dewachter et al. 2002,
Millecamps and Julien 2013, Rodriguez-Martin, Cuchillo-Ibanez et al. 2013) Ptikladem odlisného
mechanismu poSkozeni je snizena neurondlni reakce na nervovy riustovy faktor (NGF) pfi poruse
retrogradniho transportu, ktera vede ke zmenseni cholinergnich neuronti.(Huang and Reichardt 2001,

Harrington and Ginty 2013, Maor-Nof, Romi et al. 2016)

1.1.5 Zanétlivé zmény

Na patogenezi chronického zanétu centralniho nervového systému (CNS) se podili hlavni
histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex I, MHC II), glialni aktivace a porucha
hematoencefalické bariéry.(Skaper, Facci et al. 2018) Vékoveé vazané zanétlivé zmeény se negativné
podileji na postizeni neurondlnich funkci.(Lynch 2010) Neni jasné, zda k poSkozeni neuronti dochazi
hyperaktivitou zanétlivych a imunitnich procesi nebo naopak nedostatecnou imunitni reakci na

s vékem se zvysujici stresovou zatéz.(Stolp and Dziegielewska 2009)

Mikroglie se dokaze dle okolnosti, stavu okolniho prosttedi a véku pfepinat mezi

prozanétlivym stavem M1 (kdy produkuji prozanétlivé molekuly, napt. tumor necrosis factor alfa nebo

~~~~~

-----

-----

Podil zanétlivych zmén je dobfe prostudovan u AN,(Sondag, Dhawan et al. 2009) kde se na
ném podili mikroglie, astrocyty, komplement, proteiny akutni fadze a prozanétlivé cytokiny a
chemokiny. Mikroglie a astrocyty mohou generovat AP, ktery sam o sob¢ plisobi prozanétlivé a zpétné
aktivuje glie i1 dalsi slozky zanétlivé kaskady. Dle nékterych studii mohou imunitni zmény ukladani

amyloidu a neuronalni degeneraci ptedchazet.(Salminen, Ojala et al. 2009)

U PN jsou obecné zanétlivé zmény srovnatelné s AN, ale navic se konzistentné zapojuje
aktivita mikroglie poskozujici specificky dopaminergni neurony SN.(Gao, Kotzbauer et al. 2008) Na
experimentalnich modelech byla nejen potvrzena vyssi zranitelnost této populace bunck pii deficitu
parkinu, ale také skodlivy efekt neuromelaninu na zanétlivé zmény a neurodegeneraci.(Zecca, Wilms

et al. 2008)
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1.2 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni poruchy vznikaji Casto pdsobenim nekolika vySe uvedenych principt.
Vedou k ukladani depozit proteinii a zmén¢ morfologie bunck a struktur CNS. Nasledujici prehled

nemoci je zaloZzen na tradi¢nim déleni podle ukladaného patologického substratu.

Diky zptesnéni vySetfovacich metod bylo zjisténo, Ze fada neurodegenerativnich onemocnéni se
klinicky i molekularné-biologicky navzajem prekryva (overlap syndrome),(Uitti, Berry et al. 1995,
Imamura, Wszolek et al. 2007, Lim, Park et al. 2013) coz cini jejich diagnostiku v nékterych
ptipadech nesnadnou. Mnoho patogennich 1ézi charakteristickych pro neurodegenerativni poruchy se
navic do jisté miry objevuje i u starnoucich zdravych mozkl (napi. ukladani AB) bez klinického
korelatu.(Mann and Jones 1990, Price, Davis et al. 1991, Delaere, He et al. 1993, Armstrong 1995)

Finalni diagndza je n¢kdy stanovena az neuropatologickym vysetfenim.(Love 2004)

1.2.1 Onemocnéni s hromadénim beta-amyloidu

Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) je transmembranovy glykoprotein, ktery se
zapojuje do rdstu a reparace neuronti a podili se na pamétovych procesech.(Meziane, Dodart et al.
1998, Thinakaran and Koo 2008) Za normalnich okolnosti je §tépen a-sekretdzou a y-sekretazou na
solubilni fragmenty o délce 39-40 aminokyselin. Za patologickych okolnosti dochazi ke St€peni -
sekretdzou a y-sekretazou, vysledny peptid obsahujici 42-43 aminokyselin je nesolubilni a polymeruje
v extracelularnim prostoru jako AP (viz Obr.2).(Chow, Mattson et al. 2010) Vznikajici plaky narusuji
viabilitu pfilehlych neuronti a vedou k jejich zaniku. Ten aktivuje glie, v misté vznika sterilni zanét
s aktivuje se cyklooxygenaza 2 a prozanétlivé cytokiny. Na konci tohoto fetézce dochazi k Sifeni
neurodegenerace indukované vytvorenymi volnymi kyslikovymi radikaly a zvysené produkovanymi

excitaénimi aminokyselinami.(Sastre, Walter et al. 2008)

1.2.1.1 Alzheimerova nemoc

AN je progresivni neurodegenerativni onemocnéni charakterizované demenci, poruchami
paméti a chovani a postizenim béznych Zivotnich Cinnosti. Zanik populace cholinergnich neuroni
v predilekénich oblastech mozkové kiry (temporalni lalok, hipokampus, asociacni oblast neokortexu)
a podkofti (ncl. basalis Meynerti) vede k nedostatku acetylcholinu v mozku. U AN dochazi k ukladani
abnormalnich proteinti: AP extracelularné¢ do plak a abnormdlné fosforylovaného 1 proteinu do
neurofibrilarnich klubek intracelularné.(Francis 2005, Kumar, Singh et al. 2015, Bondi, Edmonds et
al. 2017, Dos Santos Picanco, Ozela et al. 2018)

Jedna se o nejcastéjsi pri¢inu demence se zvySujici se prevalenci mezi 65. a 85. rokem véku.

Kazdych 5 let se riziko rozvoje zdvojnasobuje (3% riziko v 7.dekad¢, 30 % v 9.dekad¢).(Brookmeyer,
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Gray et al. 1998) Mezi rizikové faktory rozvoje AN patii kromé véku také Zenské pohlavi, opakované
urazy hlavy, vaskulédrni rizika nebo nikotinismus.(Chen, Siddarth et al. 2014, Ostergaard, Mukherjee et
al. 2015) Vétsinou se jedna o sporadické formy, ale existuji i familidrni s autozomalné dominantni
dédi¢nosti. Genetickym podkladem jsou mutace APOE-4, amyloidového prekurzorového proteinu

nebo presenilinu.

A) g

extraceluldrni prostor

{:] amyloidovy prekurzorovy protein (APP)

[

intracelularni prostor

B) C)

nesolubilni

rrereT | PYRY YRRy | SRy

sohibilni
fragment;

Obr. 2 — A) mista Stepeni amyloidového prekurzorového proteinu (APP); B) fyziologické stépeni APP a-

sekretazou,; C) patologické Stépeni f-sekretazou

1.2.2 Tauopatie

Tau je pfirozena bilkovina podilejici se na vystavbé a stabilizaci mikrotubulii. Réznou
transkripci jednoho genu vznika nékolik izoforem, které se o sebe lisi poctem AMK (29-58) a vytvari
odlisné vazby. Zména poméru mezi izoformami vede k poruse jejich seskupovani, naruseni
axonalniho transportu a zaniku neuront.(Goedert and Jakes 2005) Mutovany T protein se nachazi
nejen v axonech, ale i v t€le neuronu a v dendritech. V navdzané formé ma mutovany 1 protein
tendenci k hyperfosforylaci a shlukovani, coz je podklad vzniku intracelularnich neurofibrilarnich

klubek.(Lippens, Sillen et al. 2007, Fontaine, Sabbagh et al. 2015)
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1.2.2.1 Progresivni supranuklearni obrna

Progresivni supranuklearni obrna (PSP) je sporadické neurodegenerativni onemocnéni
charakterizované v pocatcich instabilitou stoje a chiize s casnymi neprovokovanymi pady, poruchami
okulomotoriky (vertikdlni pohledové parézy se zachovalym okulocefalickym reflexem) a chovani a
kognitivnim deficitem. Postupné se ptidavaji dalsi symptomy: axialni rigidita, celkova bradykineze,

dystonie, dysfagie a dysartrie. Klinické obtize zacinaji obvykle mezi 50.-70. rokem véku.

1.2.2.2 Kortikobazalni degenerace

Kortikobazalni degenerace je vzacné neurodegenerativni onemocnéni vyznacujici se
asymetrickym parkinsonskym syndromem, koncetinou apraxii n¢kdy doprovazenou dystonii nebo
myoklonem (alien hand) a tézkym kognitivnim deficitem. Obvykly vek zac¢atku onemocnéni je 65 let
s prumérnym piezitim 8 let.(Armstrong, Litvan et al. 2013, Parmera, Rodriguez et al. 2016, Saranza,

Whitwell et al. 2019)

Nékdy je u pacienti s kortikobazalni degeneraci pfitomna také porucha okulomotoriky
charakteru parézy vertikdlniho pohledu. Tento pfiznak je siln€ asociovan s patologii TDP-43
(transactive response DNA-binding protein) v oblasti tekta a tegmenta a Casto vede k chybné diagndze
progresivni supranuklearni obry (PSP). Patologie TDP-43 byla popséna u 45 % kortikobazalni
degenerace a u 18 % PSP.(Koga, Kouri et al. 2018) Obé onemocnéni vykazuji piekryvajici se
neuropatologické zmény s prokazanymi mnohocetnymi neuronalnimi a glidlnimi lézemi Sedé i bilé
hmoty. Jsou tvofeny depozity nerozpustného fosforylovaného t proteinu. Tyto shluky se nachazeji

v celém mozku a indukuji neuronalni degeneraci SN a kortexu.(Dickson, Bergeron et al. 2002)

1.2.3 Alfa-synukleinopatie

aS je protein podilejici se na synaptické plasticité, ktery dosahuje v mozku vysokych
koncentraci. Pii mutaci genu PARK-1 pro tvorbu a-synukleinu na 4.chromozomu vznikéd defektni
bilkovina s tendenci k oxidativnimu poskozeni, oligomerizaci a agregaci.(Meade, Fairlie et al. 2019)
Nékdy mize pusobit patologicky i nemutovany protein, ktery ma nepravidelnou Sroubovicovou
strukturu. Napftiklad vlivem oxidativniho stresu nebo ptitomnosti reaktivnich forem Zeleza vznikaji
v oblasti dopaminergnich bunék SN shluky, tzv. Lewyho téliska, které jsou neuropatologickou
znamkou zaniku neuront.(El-Agnaf and Irvine 2000, Barker and Williams-Gray 2016) Jejich
pritomnost je popisovana u PN, DLB, multisystémové atrofie (MSA) a AN.
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Spole¢nym piiznakem synukleinopatii, ktery miize pomoci s jejich diagnostikou, je porucha
chovani v REM spanku (RBD, viz Kapitolu 4.3.1).(Boeve, Silber et al. 2001, Boeve, Silber et al.
2003, Boeve 2010)

1.2.3.1 Parkinsonova nemoc

PN je nejcastéjsi synukleinopatii vyznacujici se obvykle pomalu progredujicim
parkinsonskym syndromem a dal$imi motorickymi i non-motorickymi pfiznaky. Prevalence PN v
populaci je 1-2:1000 obyvatel s vyraznym narastem ve vékové kategorii nad 65 let (1-2:100).(Clarke
2007, Poewe, Seppi et al. 2017) Geneticky podminénych forem je cca 5-10 % (zejména PARK
geny).(Kumar, Lohmann et al. 2012) Primérny veék na pocatku klinickych obtizi je 50 let a pomér
muzi a Zen je 1,2:1. Onemocnéni snizuje pieziti oproti ostatni populaci o cca 10 let u EO-PN (cca 10
%) a o cca 3—5 let u PN s pozdnim zacatkem (>75let véku). V zacatku onemocnéni byva postizeni
hybnosti jednostranné, s progresi v Case dochazi k rozsifeni i na druhostranné koncetiny. U PN je
ptitomna odpovidavost na dopaminergni lécbu.(Armstrong and Okun 2020)

PN se mtize manifestovat né€kolika odliSnymi formami: 1. tremor dominantni (klidovy tremor
o frekvenci 4-6 Hz) s obvykle pomalejsi progresi a lepsi prognézou; 2. forma s dominujici akinezou a
rigiditou a 3. forma s dominujici posturalni instabilitou a poruchou chtize (PIGD), u které je prib¢h
rychlejsi s ¢asnéj$im nastupem demence.(Schiess, Zheng et al. 2000, Selikhova, Williams et al. 2009,
Prodoehl, Planetta et al. 2013)

Mezi nonmotorické priznaky PN patii: 1. poruchy spanku (porucha chovani v REM fazi
spanku [RBD], syndrom neklidnych nohou [RLS], fragmentace spanku, zvySend denni spavost nebo
imperativni spanky); 2. senzorické ptiznaky (parestezie koncetin, bolest, hyposmie, poruchy zraku); 3.
neuropsychiatrické piiznaky (deprese, psychoza, apatie, demence,) a 4. autonomni piiznaky (zacpa,
sexualni poruchy).(Chaudhuri, Healy et al. 2006, Salawu, Danburam et al. 2010, Rana, Ahmed et al.
2015, Schapira, Chaudhuri et al. 2017)

Absence odpovidavosti na levodopu, anebo pfitomnost ptiznakl jako jsou pady, instabilita,
dysartrie, dysfagie, autonomni dysfunkce, demence v Casné fazi onemocnéni signalizuji moznost
atypického parkinsonského syndromu (MSA, PSP, DLB).(McFarland 2016, Deutschlander, Ross et al.
2018)

1.2.3.2 Multisystémova atrofie

MSA je sporadické neurodegenerativni onemocnéni, postihujici osoby starsi 30 let (nejéastéji
kolem 55 roku véku), u kterého dochazi k akumulaci alfa-synukleinu predominantné v gliich. Glialni
intracytoplazmatické inkluze jsou pfitomné v bazalnich gangliich, mozecku, motorickych oblastech
kary, kmeni a autonomnich gangliich. (Lynch and Sima 1996, Tu, Galvin et al. 1998, Ishizawa,
Komori et al. 2008)
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Podle klinicky dominujiciho poc¢ateCniho obrazu rozliSujeme 2 formy onemocnéni
s dominujicimi parkinsonskymi pfiznaky (MSA-P, okolo 70 % piipadi) nebo mozeckovym
postizenim (MSA-C, okolo 30 % ptipadt). V prubéhu dalsi progrese onemocnéni obvykle dochazi ke
kombinaci obou syndromti.(Naka, Ohshita et al. 2002, Ozawa and Onodera 2017) Motorickym
projeviim casto pfedchdzi RBD a autonomni dysfunkce (ortostatickd hypotenze, poruchy sfinkterd,
erektilni dysfunkce). Patognomickym piiznakem MSA je laryngealni stridor.(Yamaguchi, Arai et al.
2003, Ozawa, Sekiya et al. 2016, Cortelli, Calandra-Buonaura et al. 2019)

1.2.3.3 Demence s Lewyho télisky

Kromé¢ parkinsonského syndromu se DLB vyznacuje fluktuujicimi kognitivnimi a
behavioralnimi poruchami. Néstup prvnich ptiznakd byva po 70. roku veéku s primérnym pétiletym
prezitim. Pacienti trpi také vizudlnimi halucinacemi a strukturovanymi nevyvratitelnymi bludy.
Zajimavosti je soucasné paradoxné piitomna hypersenzitivita k antipsychotiklim. (Ferman, Smith et al.

2004, Donaghy, Barnett et al. 2017, McKeith, Boeve et al. 2017)

V patogenezi DLB se krom¢ ukladani synukleinu uplatiiuje i porucha syntézy acetylcholinu, a
proto pacienti mohou docasné profitovat z [éCby inhibitory acetylcholin-esterazy.(Kim, Kagedal et al.

2014)

1.2.4  Polyglutaminova onemocnéni

Skupina neurodegenerativnich onemocnéni zplsobena expanzi CAG tripleti vedoucich
k prodlouzeni polyglutaminového fetézce a vzniku proteinti s abnormalni strukturou a funkei. U téchto
onemocnéni dochazi pii mezigeneracnim pifenosu k narlistu poctu tripletll, zejména pfi paternalni
dédi¢nosti (fenomén anticipace).(Carpenter 1994) S rostoucim poctem triplett klesa vék klinického
pocatku nemoci a urychluje se progrese postizeni. Mezi tripletova onemocnéni patfi napt. HN a
nekteré spinocerebelarni ataxie (SCA 1,2,3,6,7,17).(Fan, Ho et al. 2014, Stoyas and La Spada 2018,
Lieberman, Shakkottai et al. 2019)

1.2.4.1 Huntingtonova nemoc

HN je kauzdln€¢ nelécitelné autozomalné dominantné dédicné onemocnéni podminéné
zmnozenim tripleti CAG (>36-39 opakovani) v genu huntingtinu na 4. chromozomu. Onemocnéni se
manifestuje nejcastéji ve stiednim véku, ale u juvenilni, Westphalovy, formy se pfiznaky objevuji do
20. roku véku a u late onset formy po 60. roku véku.(Nance and Myers 2001) Pro HN jsou typické

poruchy volni motoriky, mimovolni pohyby, kognitivni a behavioralni poruchy.(Roos 2010,
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Pringsheim, Wiltshire et al. 2012, McColgan and Tabrizi 2018) Nejvice postizenymi oblastmi mozku

jsou striatum a kortex.

1.2.5 Metabolicky podminéné neurodegenerace s akumulaci kovii

1.2.5.1 Wilsonova nemoc

WN je autozomalné recesivni porucha metabolismus médi podminénd mutaci genu
ATP7B.(Chen, Shen et al. 2015, Chang and Hahn 2017) Dusledkem je defekt inkorporace médi do
ceruloplasminu, porucha exkrece médi do Zzlu¢i a kumulace kovu ve tkanich (mozek, jatra,
descementskd membrana rohovky atd.). Dle dominujici symptomatologie rozliSujeme cerebralni,
hepatalni a smisenou formu. Cerebralni forma vznika typicky po 18. roku veéku a postupné se
projevuje poruchami hybnosti, kognice a chovani. Hepatalni forma vznika ¢asto jiz pied 10. rokem
veku, n€kdy az pod obrazem akutniho jaterniho selhani nebo postupnym rozvojem fibrézy az cirhdzy.
Mezi dalsi systémové projevy kumulace médi patii postiZzeni rendlni, hematologické, kostni, kozni a
o¢ni (Kayser-Fleischerav [K-F] prstenec).

Ptiznaky cerebrdlni formy WN jsou wvelice pestré, patii mezi né tremor, dysartrie,
parkinsonismus, mozeckové projevy, posturdlni poruchy nebo dystonie. U cca 75 % pacientl se
projevuji psychiatrické symptomy jako tzkost, deprese, psychotické projevy nebo kognitivni deficit
charakteru exekutivni dysfunkce.(Wu, Wang et al. 2015, Ferenci and Ott 2019, Hermann 2019)
Diagnostika je zalozena na Lipskych kritériich (viz Tabulku 1).(Ferenci, Caca et al. 2003)

Tabulka 1 - Bodovaci systém 8. Mezinarodniho setkani zaméreného na WN, Lipsko 2001

Typické klinické symptomy a priznaky Ostatni testy

K-F prstenec Obsah suSiny médi v jatrech
pritomny 2 >4 umol/g 2
nepfitomny 0 0,8-4 umol/g

Neurologické priznaky normalni (<0,8 umol/g) -1
zavazné 2 pfitomnost rhodanin pozitivnich granul 1
stfedné vazné 1 | Odpady médi do moci
mirné 0 normalni 0

Hladina ceruloplasminu v séru 1-2x vyS§si 1
normalni (> 0,2 g/l) 0 > 2x vySsi 2
0,1-0,2 g/l 1 normalni, ale po podéani penicilaminu> 5x vyssi 2
<0,1 g/l 2 | Genetické vySetireni mutaci

Coombs negativni hemolytickd anémie mutace na obou chromozomech 4
pfitomna 1 mutace na jednom chromozomu 1
nepiitomna 0 mutace nezjisténa 0

SOUHRNNE SKORE - HODNOCEN{

4 avice diagnoéza jista

3 diagnéza mozna, nutné dalsi vysetieni

2 améne diagn6za nepravdépodobna
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K béznym laboratornich abnormitam patii hladina ceruloplasmin <0,2g/1; volné méd’ v séru>
1,6 umol/l; odpady médi v moc¢i> 1,6 umol/24 hod. V jaterni biopsii koncentrace médi >250 ng/g
(zanétlivé zmény, depozita médi) a na o¢ni vySetfeni Stérbinovou lampou K-F prstenec (limbus
rohovky). Genetické vySetfeni je limitovano velikosti genu a vysokym mnozstvim zndmych, a nejspise

dalsich, zatim nezjisténych, mutaci.

Spravna a vCasna diagnéza WN je zcela zasadni a musi byt zvaZzovana u kazdého pacienta
s Casnym nastupem komplexni (zejména extrapyramidové) neurologické symptomatiky. Pocatek
onemocnéni je obvykle mezi 15.-45. rokem véku. Diive vSeobecné pfijimana hranice do 45 let véku
byla vyvracena, k primomanifestaci WN muze dojit i ve vyznamné vysSim véku(Ferenci and Ott
2019) (v nasi studii bylo nejstarSimu de novo pacientovi 58 let; viz Kapitolu 4.1). Prognoéza, tize
klinického postizeni a dal$i vyvoj jsou siln€ zavislé na vCasném zahdjeni terapie chelaty nebo

zinkem.(Delangle and Mintz 2012)

1.2.5.2 Neurodegenerace s akumulaci zeleza

Neurodegenerace s akumulaci Zeleza (neurodegeneration with brain iron accumulation,
NBIA) jsou heterogenni skupinou vzacnych geneticky podminénych onemocnéni (viz Tabulku 2).
Postihuji  jak proteiny piimo zapojené v metabolismu zeleza (napf. aceruloplasminémie a
neuroferitinopatie), tak proteiny zapojené v jinych signalizacnich ¢i metabolickych cestach
(neurodegenerace asociovana s pantotenatkinazou — PKAN). VétSina onemocnéni se projevu jiz
v détském veku, ale adultni formy nejsou vyjimkou. Z klinickych ptfiznakii dominuje extrapyramidova
symptomatika (dystonie, dysartrie, ataxie), spastickd paréza, dale retinopatie a psychické
poruchy.(Gregory and Hayflick 1993, Goldman, Eichenseer et al. 2013, Hogarth 2015, Meyer, Kurian
et al. 2015, Batla and Gaddipati 2019)

Nejcastéji se vyskytujici NBIA je PKAN (dfive Hallervordentiv-Spatziiv syndrom) zplisobena
mutaci genu pro pantothenatu-kindzu typ 2 (PANK2), ktery koduje mitochondridlni enzym nutny
k syntéze koenzymu A, syntéze lipidi a spravné funkci Krebsova cyklu. PKAN se manifestuje
poruchami chiize spady, generalizovanou dystonii, parkinsonskym syndromem, postizenim
pyramidové drahy a kognitivnim deficitem. Prvni pfiznaky se objevuji u typické formy kolem 6.roku

veku, ale existuji i pacienti s pocatkem priznakl ve 3. dekade.(Gregory and Hayflick 1993)

DalSim pfedstavitelem NBIA je neurodegenerace asociovana s mitochondrialnim
membranovym proteinem (mitochondrial membrane protein-associated neurodegeneration, MPAN),
ktery je z patologického hlediska synukleinopatii s pfitomnosti Lewyho télisek a Lewyho neuritl
v bazalnich gangliich a neokortexu a akumulaci Zeleza v globus pallidus a SN.(Gregory, Hartig et al.

1993)
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Neuroferitinopatie je zplsobena autozomalné dominantni mutaci genu kddujiciho lehky
tetézec feritinu (ferritin light polypeptide, FTL). Poucha jeho funkce vede ke kumulaci zeleza v globus
pallidus, putamen, nucleus dentatus a mozecku. Klinicky se manifestuje obvykle az kolem 40. roku
kognitivnimi a motorickymi ptiznaky (parkinsonismus, dystonie, chorea, lehky kognitivni deficit).
Klinicky obraz €asto pfipomina ptiznaky pozorované starnoucich lidi ve vysokém veku(Wills, Sawle
et al. 2002), ale v ne¢kterych ptfipadech mtze piipominat HN.(Chinnery 1993, Levi and Rovida 2015,
Kumar, Rizek et al. 2016)

Aceruloplasminémie je podminéna mutaci genu pro ceruloplasmin, ktera vede ke snizeni
nebo kompletnimu vymizeni jeho enzymatické feroxidazové funkce. Manifestuje se v dospélém veku
pestrym multiorganovym postizenim (mozek, jatra, pankreas, slezina). Typickymi laboratorni nalezy
jsou elevace feritinu v séru, sniZzeni sérového Zeleza a médi (s normalni hladinou odpadt médi v moci)
a mikrocytarni anémie.(Piperno and Alessio 2018, Marchi, Busti et al. 2019, Vroegindeweij, Boon et

al. 2019)

Tabulka 2 — Prehled vybranych neurodegeneraci s akumulaci Zeleza

Nazev nemoci PostiZeny gen Typ dédic¢nosti
PKAN PANK?2 AR
PLAN PLA2G6 AR
MPAN C19orf12 AR
BPAN WDR45 XD
FAHN FA2H AR
Neuroferitinopatie FTL AD
Aceruloplasminémie CP AR
CoPAN COASY AR
PKAN — neurodegenerace asociovand s pantotendtkinazou, PLAN — neurodegenerace spojend s fosfolipdazou
A2; MPAN - neurodegenerace asociovanda s mitochondrialnim membranovym proteinem; BPAN -

neurodegenerace asociovand s beta-propeller proteinem, FAHN — neurodegenerace asociovand s hydroxylazou
mastnych kyselin; CoPAN — neurodegenerace asociovana s proteinem syntetizujicim koenzym A; AR —
autozomdlné  recesivni; XD  —  dominantni  X-vdzana;, AD  —  autozomdlné  dominantni
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1.3 Kovy v centralni nervovém systému

Kovy, jako kofaktory mnoha proteinti, hraji v lidském téle vyznamnou roli, zejména
v energetickém metabolismu, regulaci genové exprese, neurotransmisi ¢i ochrané organismu proti
tvorbé kyslikovych radikali.(Lakatos, Szentmihalyi et al. 2004, Zoroddu, Aaseth et al. 2019) Na
druhou stranu zvySena akumulace kovi pisobi v nervovém systému toxicky a vede k neurodegeneraci

(jednotlivé mechanismy jsou uvedeny v Kapitole 1.1).

K bunécné smrti dochazi nékolika riznymi zpiisoby: 1) nekrozou, dojde k otoku cytoplazmy a
organel a ruptufe bunécné stény; 2) apoptdzou se smrsténim bunky, kondenzaci jadra a vytvoreni

apoptickych télisek; nebo 3) feroptdzou.
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misto plisobeni > @ aktivatory feroptozy
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chelatoru

o0 (napft.: RAS-selective lethal 3)

@
.@. J— glutathion < cystein
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Obr. 3 — Princip indukce feroptozy

Feroptoza je v roce 2012 nové objevenym zpusobem programované bunééné smrti zavislym na
zvySenych hladinach Zeleza. U feroptozy hraji vyznamnou roli mitochondrie, dochazi nejen ke
zmenSeni jejich objemu, ale také k redukci mitochondrialnich krist. Ac¢koliv se propustnost bunécné
membrany zvySuje, zlstava neporuSena stejné jako bunééné jadro. Mechanismem smrti buiky u
ferroptozy je snizeni antioxida¢ni funkce glutathion peroxidazy 4 vedouci k zvysené koncentraci Fe*',
produkci kyslikovych radikalti a peroxidaci lipidi (viz Obr.3). Feroptoza je adaptivnim procesem

odstraiiujicim maligni nebo zanétem a stresem poskozené builky. Z neurodegeneraci se
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pravdépodobné podili na rozvoji AN, PN a HN.(Yang and Stockwell 2016, Stockwell, Friedmann
Angeli et al. 2017, Han, Liu et al. 2020, Li, Cao et al. 2020)

Hlavni zplisobem vstiebani kovi je piijem potravou nebo inhalaci. Toxicita se odviji od
vnitiniho prosttedi (pH), formy kovu a rychlosti jeho prichodu organismem. Vstfebavani kovi
probiha aktivnim i pasivnim transportem, krvi jsou transportovany k detoxikaci do jater a ledvin a jsou
vylucovany moci a stolici. Kromé jater dochazi ke kumulaci kovt také v mozku a kostech.(Clarkson

1987)

Zmeény hladin jednoho kovu maji signifikantni efekt na homeostdzu ostatnich. K ovliviiovani
dochazi sdilenim transportnich systémut a signalizacnich drah. Interakce mezi kovy mohou jejich
toxicitu zvySovat i snizovat (typickym ptfikladem jsou interakce médi a zinku u WN).(Sharp 2004,

Arredondo, Martinez et al. 2006, Gulec and Collins 2014)

Hladiny kovi v lidském téle jsou ovliviiovany kov vazajicimi nizkomolekularnimi,
intracelularnimi proteiny s vysokym podilem cysteinu — metalothioneiny (MT). U savci jsou zndmky
4 izoformy (MT1-MT4) znich MT1 a MT2 jsou exprimovany téméf ve vSech organech a tkanich a
jejich produkce je indukovana riznymi stresory (t€zkymi kovy, oxidaénim stresem nebo
prozanétlivymi cytokiny). Méné zastoupené MT3 a MT4 jsou exprimovany hlavné v mozku. VSechny
metalothioneiny obsahuji dvé vazebné domény: N-terminalni f-doménu a C-terminalni a-doména (viz
Obr.4). Tyto domény se li§i schopnosti vazat kovové ionty a jejich konformace je ovliviiovana
interakci mezi nimi. NejCastéji vazi zinek a méd’. Kromé transportu, skladovani a detoxikace kovi
maji MT schopnost vychytavat volné radikaly. ZvySena exprese MT chrani buiiky i pted planovanou
apoptozou a miZe byt spojena s nadorovym bujenim (napf.: ca prsu, GIT nebo prostaty). SniZzena
exprese vazebnych peptidi je spojena se zhorSenou detoxikaci zejména té€zkych kovii a mnoha

neurologickymi onemocnénimi.(Coyle, Philcox et al. 2002, Thirumoorthy, Shyam Sunder et al. 2011)

beta doména

alfa doména

Obr.4 — Molekularni struktura metalothioneinu
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1.3.1 Zelezo

Zelezo je vt&le vyznamnym kofaktorem mnoha buné&nych procesii — transportu kysliku,
oxidativni fosforylace, produkce myelinu, syntézy neurotransmiterd. Jeho nadmérné koncentrace,
zejména v piipad¢ volného metabolicky aktivniho kovu, mohou vést k tvorbé kyslikovych radikali a

sekundarnim strukturalnim zménam, napt. peroxidaci lipidi..(Abbaspour, Hurrell et al. 2014)

Zelezo je pfijimano primarné potravou a zejména u déti mize dojit k alimentarni otravé.(Yuen
and Becker 2020) U dospélych dochazi ke zvySené kumulaci Zeleza v CNS obvykle sekundarné, pfi
naruSeni jeho metabolismu a homeostazy. Ze stfeva piijaté trojmocné Zelezo (Fe*") je v enterocytech
duodena redukovano cytochromem B na dvojmocnou formu (Fe*"). Do krevniho ob&hu je uvoliiovano
diky feroportinu, kde je opét oxidovano feroxidazou ceruloplasminem (pfipadné hephestinem) na
Fe** a navazano na cirkulujici apo-transferin. Z ob&hu je do bunék Zelezo vstiebavano endocytozou
ptes transferinové receptory. Po vstupu do bunék je zelezo transportovano endosomem, odkud je
transportérem dvojmocnych kovii (divalent metal transporter, DMT1) uvolnéno do cytoplazmy. Cést
volného zeleza se zapoji do metabolickych procesii (napi. v mitochondriich), zbytek se navdze na
feritin, hemosiderin nebo je ulozen do lysozomi (viz Obr.5).(Cook 1990, Hentze, Muckenthaler et al.

2010, Tandara and Salamunic 2012)

f P ™
TKANE

Fe2+ absorbované
v tenkém stieve feritin hemosiderin

—* |11

-
komplex <= | volné Zelezo
L - k J
Zelezo/transferin
| PLAZMA ) »

¥

EXKRECE ‘ degradace )
GIT, obnova koZnich bunék hemo gln binu * YO lné ze1ez0

a sliznic, mog¢, Zlué

MAKROFAGY

Obr. 5 — Metabolismus zeleza v lidském organismu
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Vv vy

Feritin je nejb&éznéjsi skladovaci protein Zeleza. Je tvoien dvéma podjednotkami — lehkym a
tézkych fetézcem. Pomér jejich zastoupeni se lisi podle tkdn€ a aktualni potfeby organismu. Tézka
podjednotka je schopna zZelezo rychleji vazat a uvolilovat a je tedy zastoupena ve tkanich k vysokou
potiebou Zeleza a nizkou schopnosti jeho skladovani. Lehka podjednotka je molekularné stabilnéjsi a
slouzi ke skladovani zasobniho Zeleza (jedna molekula pojme az 4500 iontil).(Wang, Knovich et al.
2010) Za fyziologickych okolnosti nejvice Zzeleza potfebuji a skladuji pro axonalni myelinizaci
oligodendrocyty. V nich ulozené Zelezo navazané na feritin a transferin neni reaktivni.(Qian and Shen

2001, McCarthy and Kosman 2015, Qian and Ke 2019)

Homeostaza Zeleza je regulovana v krvi cirkulujicim hepcidinem ovlivitujicim feroportin. Pfi
nadbytku Zeleza v krvi je feroportin internalizovan a degradovan, ¢imz se zamezi dalSimu uvoliiovani
zeleza z bunék. Naopak pii poklesu koncentrace cirkulujiciho Zeleza syntéza hepcidinu klesa.(Ganz
and Nemeth 2012) Pfi kumulaci potencialné toxického zeleza se v CNS do udrZeni rovnovahy
zapojuje také neuromelanin (zejména v SN a locus coeruleus), ktery ptisobi jako chelator a vychytava
volné Zelezo z cytosolu neuroni.(Zecca, Casella et al. 2008) Pokud je volné Zelezo konvertovano do
méné stabilni zasobni molekuly hemosiderinu, je situace opacnd. Hemosiderin ma tendenci k vyméng
elektronti s okolnim prostfedim, ¢imz muze iniciovat vznik volnych radikali (zejména Fentonovou

reakci: H,O, + Fe?" — HO¢ + OH— + Fe*").(Iancu 1992)

V téle existuje nckolik endogenni antioxidanti a enzyml redukujicich volné radikaly.
V mozku je jednim z nich glutathion, jehoZ redukovana forma interaguje s peroxidem vodiku a dal§imi
organickymi peroxidy, ¢imz snizuje pravdépodobnost jejich reakci s zelezem. Reakci katalyzuje
glutathion peroxidaza. Dal§im antioxidantem je o-tokoferol, derivat vitaminu E, ktery omezuje
peroxidaci lipid darovanim svého protonu reaktivnim formam kysliku, ¢imz jim poskytuje veétsi

stabilitu. (Rizzo, Berselli et al. 2010, Liu, Ren et al. 2018)

Fe3+

L

cytochrom B

‘ TRANSFERINOVY

RECEPTOR
feroportin

DUODENUM KREVNI OBEH HEMATOENCEFALICKA
BARIERA

Obr.6 — Enzymy a transportéry zapojené v metabolismu Zeleza;, DMT 1 — divalent metal transporter 1; TRPML 1

— transient receptor potential mucolipin 1
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Komplex transferin-Fe neni schopen prochdzet hematoencefalickou bariérou, musi tedy
vyuzivat alternativnich transportnich moZnosti — DMTI, transferinového receptoru (procesem
endocytozy) nebo laktoferinového receptoru (viz Obr.6). Buiikami s hlavni roli v regulaci absorpce
zeleza do mozku jsou, kromé endotelu mozkovych kapildr, astrocyty, jejichz vybézky jsou soucasti
hematoencefalické¢ bariéry. Protoze neexprimuji transferinovy receptor, absorbuji za béznych
okolnosti Zelezo pomoci DMT1 nebo kandly kanonické signalizace (transient receptor potential
canonical channel, TRPC).(Pelizzoni, Zacchetti et al. 2013) Pii aktivaci prozanétlivymi cytokiny
exprimuji astrocyty odliSnou izoformu DMTI1 (DMTI1-1A), kterd je za fyziologickych okolnosti
exprimovana na apikalni membran¢ enterocytti.(Hubert and Hentze 2002) Vydej Zeleza z astrocytii
probihad pomoci feroportinu a ceruloplasminu (jeho nedostatek tedy vede ke kumulaci Zeleza primarné

v astrocytech).

V mozku zelezo cirkuluje mezi neurony, mikroglii a astrocyty. Piesny mechanismus této
cirkulace ani princip transportu Zeleza z bunééného t€la do axonu nejsou zndmy. Transferin je
v mozku exprimovan pouze choroiddlnimi plexy a oligodendrocyty. Feritin je pfijimam pfestupem
z krevniho ob&hu pies hematoencefalickou bariéru (HEB), mezi kandidaty jeho piimé endogenni

produkce v mozku patii mikroglie(McCarthy, Sosa et al. 2018).

-----

hepcidin 4

Zelezo

@
feroportin '.

feroportin

Obr. 7 — Zmeny vyuziti Zeleza v zavislosti na reakci glie na zanét: vlevo v prozanéetlivem (M1) stavu a vpravo

.....

Piijem Zeleza do neuront a glie je zavisly na jeho aktualni koncentraci, kterd je ovlivnéna
nejen vékem, ale i pripadnymi neurodegenerativnimi procesy.(Bradbury 1997, Jimenez-Jimenez,
Molina et al. 1998, Molina, Jimenez-Jimenez et al. 1998) Behem zanétl se v neuronech a mikroglii
koncentrace Zeleza zvySuje (viz Obr.7). Zejména u astrocytli dochéazi pfi nadbytku Zeleza k aktivaci
dalsich mechanismu jeho odstrafiovani ze synaptické Stérbiny, aby nedoslo k sekundarnimu poskozeni

neurontl.(Pelizzoni, Zacchetti et al. 2013)
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Mechanismy vstupu Zeleza do neuronu nejsou zcela objasnény a pravdépodobné se mezi
jednotlivymi oblastmi mozku mohou lisit.(Codazzi, Pelizzoni et al. 2015) U excitacnich synapsi
hippocampu je Zelezo do neuront pfijimano pfimou aktivaci podskupiny glutamatovych NMDA
receptorit (N-methyl-D-asparagova kyselina) a nepfimou aktivaci napétové fizenych vapenatych
kanalt.(Pelizzoni, Macco et al. 2011, Lopin, Gray et al. 2012) V jinych oblastech mozku se do pfijmu
zeleza do neuronil zapojuje DMT1. Jeho aktivita je ovliviiovana synaptickou aktivitou a je zvySené

exprimovan pfi patologickych stavech (naptiklad u PN).(Codazzi, Pelizzoni et al. 2015)

Vzhledem k tomu, ze k hromadéni Zeleza v organismu za normalnich okolnosti nedochazi,
nejsou ani mechanismy jeho exkrece piilis efektivni. Z organismu je Zelezo vylu¢ovano krvacenim
nebo ztritou koznich a gastrointestindlnich bunék. Piipadny nadbytek byva za fyziologickych

okolnosti kompenzovan zvysenim erytropoézy nebo zvySenym ukladdnim do tkani.(Hunt, Zito et al.
2009)

Tabulka 3 — Prehled zapojeni bunék centralniho nervového systému do metabolismu Zeleza

Neurony Astrocyty Oligodendrocyty Mikroglie
" L, skladovani zeleza
utilizace a prijem skladovani a (M1 stav);
Vztah k Zelezu . z krevniho utilizace zeleza TR
skladovani N o uvoliovani zeleza
ob¢hu do CNS pro myelinizaci
(M2 stav)
Exprese
transferinového ano ne ano ne
receptoru
ano
Exprese DMT1 . . n n n
prese (dominantn¢) ano © ©
Produkce
. ne ne ano ne
transferinu
ZviSeni .
v ysemvs.po’t rgby ano ano ne ano
Zeleza pri zanétu
Zavislost obsahu
N N ano ano ne ano
Zeleza na véku

DMT1 — divalent metal transporter 1; CNS — centralni nervovy systém

1.3.2 Méd

M¢d’ je po Zeleze a zinku tetim nejhojnéjSim kovem obsazenym v jatrech.(Lewinska-Preis,
Jablonska et al. 2011) V lidském tela plsobi jako vyznamny kofaktor mnoha enzymi (napf.
cytochromu ¢ oxidazy nebo superoxiddismutazy) a podili se také na syntéze neurotransmitert.
Nicméné redoxni potencidl meédi zn& zaroven ¢ini kov svysokym potencidlem
neurotoxicity.(Turnlund 1998, Bost, Houdart et al. 2016) Vstup médi do bunék je zprostiedkovan bud’
DMT1 nebo transportérem specifickym pro méd’ (copper transport protein, Ctrl).(Prohaska 2008,
Gupta and Lutsenko 2009)
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Prisna homeostaza médi je nezbytné nutna, protoze pro mozek skodlivé jsou jak vysoké, tak
nizké hodnoty médi. ZvySené hladiny médi, kterd se do téla primarné dostavd potravou, vedou ke
vzniku reaktivnich kyslikovych radikdli. Hlavnimi homeostdzu zajistujicimi buikami mozku jsou
astrocyty. Za normalnich okolnosti nepfevysuje obsah volné médi v buiice vic nez jeden iont.(Rae,
Schmidt et al. 1999) Tato nizka koncentrace je dana vazbou témeér veSkeré médi na metalothioneiny,
glutathion a chaperony.(Inesi 2017) Ulohou chaperonii je nejen ochrana buiky pred $kodlivymi
ucinky reaktivni volné meédi, ale i jeji pfenos k cilovym proteinim.(Harrison, Jones et al. 2000,
Palumaa 2013) Pii vysokych koncentracich reaguje volnda méd’ s o-synukleinem, zvySuje jeho
agregabilitu in-vitro a mize se teoreticky podilet na rozvoji synukleinopatii.(Opazo, Barria et al. 2003,

Sung, Rospigliosi et al. 2006, Wright, Wang et al. 2009, Binolfi, Rodriguez et al. 2010)

Meéd  je dilezitym kofaktorem dopamin beta-hydroxyliazy nutné pro produkci
noradrenalinu. Ten je primarn€é produkovan neurony v locus coeruleus, proto je v této oblasti
koncentrace meédi fyziologicky nejvyssi.(Rihel 2018) Vysoky obsah meédi je vSN a
hipokampu,(Dobrowolska, Dehnhardt et al. 2008) se snizujici se tendenci pak v §edé a v bilé hmoté
mozkové (1,6-6,5 mg/g vs. 0,9-2,5 mg/g).(Becker, Zoriy et al. 2005) Obsah médi je vyznamné vyssi
v glidlnich bunkach (zejména v okoli mozkovych komor) nez v neuronech.(Szerdahelyi and Kasa

1986)

Mozek ziskava méd’ pirestupem ze séra dvéma zpusoby. Bud’ prochazi hematoencefalickou
a hematolikvorovou bariérou ve formé volného iontu(Choi and Zheng 2009) nebo vyuziva specificky
transportér Ctrl. Prvni zminény transport probiha mnohem pomaleji, ale z ného ziskana méd’ je pro
mozkovou tkan sndze pouzitelnd. Transport pies Ctrl probiha bud’ v endotelovych bunkach
mozkovych kapilar (exprimovan na lumindlni stran€) nebo cestou choroidalnich plexti (exprimovan na
apikdlni membrang). Provedené studie naznacuji, ze ve vyzralém mozku je pfestup pies
hematoencefalickou bariéru vyuzivan k ziskdvani médi pro enzymatické procesy, zatimco piestup pies
hematolikvorovou bariéru spise k vylou¢eni médi zpét z mozku do krve.(Monnot, Behl et al. 2011) Ve
fazi vyvoje nezralého mozku je situace opacnd a dominujici vstupni cestou pro méd je prave

hematolikvorova bariéra.

Vylucovani médi z bun€k zavisi na funkci transmembranovych proteinii — ATP7A a ATP7B.
Ty umoznuji jeji vystup z bunék a inkorporaci do méd’ vazajicich enzymi. Za normalnich okolnosti se
proteiny vyskytuji na membrané Golgiho aparatu, kam je méd’ z cytosolu pfenaSena. Pti zvySovani
obsahu médi v cytosolu se oba transportni proteiny piesouvaji z Golgiho aparatu do blizkosti bunééné
membrany, kde zprostiedkuji vylouceni kovu z bunky.(Turnlund 1998, Gupta and Lutsenko 2009)
Naruseni funkce ATP7A zplsobuje Menkesovu nemoc, mutace ATP7B WN. U Menkesovy nemoci
nejsou buniky stievni sliznice schopny prenaset meéd’ pies ser6zni membranu do krevni cirkulace, jeji

sérové i tkanové hladiny jsou nizké a dochazi k poruse funkce enzymii vyzadujicich méd jako
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kofaktor.(Tumer and Moller 2010) Naopak u WN je naruSeno vylucovani médi a ta se v téle

patologicky kumuluje (viz Kapitolu 1.2.5.1).(Rodriguez-Castro, Hevia-Urrutia et al. 2015)

1.3.3 Mangan

Mangan je esencialnim prvkem(Takeda 2003, Erikson, Syversen et al. 2005), ktery je do téla
vstiebavan ze stravy a inhalacni cestou. Jeho intoxikaci jsou ohroZeni zejména prumyslovy pracovnici
v provozech, kde vznikd aerosol s manganem. Chronickd expozice manganu nejen indukuje

sekundarni parkinsonsky syndrom, ale je pravdépodobné také rizikovym faktorem pro rozvoj

PN.(Gorell, Johnson et al. 1999)

Podobné¢ jako ostatni uvedené kovy je mangan kofaktorem mnoha enzymi (naptiklad pyruvat
dekarboxylazy, superoxiddismutazy nebo glutamin syntetazy), prostiednictvim kterych se podili
napiiklad na regulaci glykémie, imunitni odpovédi nebo syntéze neurotransmiterd. Mangan katalyzuje
autooxidaci dopaminu, ovlivituje hladiny GABA a glutamatu.(Chen, Bornhorst et al. 2018) Je

pottebny také pro spravnou funkci neuronti i glie.

Mangan se predispozi¢n¢ uklada v oblasti bazilnich ganglii, zejména v globus pallidus a
SN, kde indukuje neurodegeneraci a souvisejici motorické postiZeni (tfes, poruchy feci a stability stoje
a chiize, psychoza). Akumulace manganu v bazalnich gangliich byla zaznamenana také u pacientt
s chronickym deficitem Zeleza, coz potvrzuje predpoklady o interakcich kovi zalozenych mj. na

sdilenych transportérech. (Uchino, Noguchi et al. 2007, Tuschl, Mills et al. 2013)

Piitomnost manganu v buiice se zdd byt induktorem programované bunééné smrti. Zadny
z dosud objevenych mechanism@ vstupu manganu do bun¢k (DMT1, ZIP-8, transferinovy receptor
nebo kalciové kanaly) se nejevi pro tento kov specificky. K vystupu zbunék uziva 3 odlisné
transportni systémy — feroportin, Ca-ATPaza 1 a solubilni protein SLC30A10 (Solute Carrier Family
30 Member 10).(Myers, Nield et al. 2012) Homozygotni mutace posledniho zminéného transportéru
vede krozvoji familiarntho manganem indukovaného parkinsonismu.(Tuschl, Mills et al. 2008,
Quadri, Federico et al. 2012, Tuschl, Clayton et al. 2012, Lechpammer, Clegg et al. 2014) PostiZeni
vykazuji az dvacetinasobné hodnoty sérového manganu i pifi absenci zvySené¢ho pifijmu. Hlavnim
problémem je tedy jeho retence. Depozita manganu se ukladaji vmozku a jatrech. Pacienti
s manganem indukovanym parkinsonskym syndromem se od klasické PN lisi absenci dopaminergni
odpovidavosti (byl vSak popsan efekt chelata¢ni 1écby na zmirnéni priznakd(Quadri, Federico et al.
2012, Tuschl, Clayton et al. 2012)), disperzné€j$im postizenim mozku a pfiznaky nad ramec nervového

systému (napf. vyvojové nebo reprodukéni poruchy).

Specifickym ptikladem vlivu manganu na mozek je manganismus indukovany napf. u

uzivateld intravendzniho metcathinonu (ktery vznikd oxidaci pseudoefedrinu za pouziti
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hypermanganu)(Herrero, Barcia et al. 2002, Fitsanakis, Zhang et al. 2008) nebo u pacienti
s chronickym jaternich selhanim nebo na plné parenteralni vyzivé.(Hauser, Zesiewicz et al. 1994,
Krieger, Krieger et al. 1995, Fitzgerald, Mikalunas et al. 1999, Bertinet, Tinivella et al. 2000, Aschner,
Erikson et al. 2009)

1.3.4 Zinek

nachdzi ve svalech, jatrech a ve varlatech, ale nejvys§i koncentrace dosahuje v mozku, kde se
odhaduje na 150 umol/l, coz predstavuje 10x vyssi hodnoty nez v séru.(Mocchegiani, Bertoni-Freddari
et al. 2005) Stejn¢ jako ostatni zminéné kovy je vyznamnym kofaktorem az 300 enzymi a

metaloproteind a je také sloZzkou myelinu.(Nuzzo, Meneghini et al. 2002)

Role zinku v lidském téle je ambivalentni, zavisla na jeho koncentracich. V nizkych
koncentraci snizuje zinek precipitaci meziproduktt, shlukovani AP a pfi jeho suplementaci bylo
pozorovano zpomaleni progrese AN.(Potocnik, van Rensburg et al. 1997) Ve vysokych koncentracich
naopak zinek amyloidovou agregaci zvysuje,(Rezaei-Ghaleh, Giller et al. 2011) indukuje tvorbu
kyslikovych radikaltt a podili se na rozvoji neurodegenerace.(Portbury and Adlard 2017) Akutni
intoxikace zinkem, projevujici se zejména poruchami Citi, chuti nebo Cichu,(Taylor 1996, Taylor
1997) je velice vzacna a po odstranéni expozice jsou ndsledky toxicity zinku reverzibilni.(Ducray,

Bondier et al. 2002)

Role zinku byla prokazana nejen pii vzniku vaskularniho typu demence,(Mizuno and Kawahara
2013, Kawahara, Mizuno et al. 2014) ale také v demyelinizaci. V modelu experimentalni autoimunitni
encefalomyelitidy byl prokdzan pozitivni vliv podavani antioxidantu zinek-metalothioneinu II na
snizeni mortality, zlepSeni klinickych pfiznakl i leukocytarni infiltrace CNS.(Penkowa and Hidalgo
2001) Ackoliv mechanismus efektu neni pln¢ znam, podkladem je nejspise kompetitivni vztah zinku a
ostatnich kovl. ZvySeny pfijem zinku sniZuje vstfebavani médi i Zeleza. Pfi abnormalné vysokych
hodnotéach soupeti zinek o spolecné prenaSece se zelezem, které je nezbytné pro tvorbu a spravnou

funkci myelinu(Connor and Menzies 1996).

29



1.4 Role kovii ve fyziologickém starnuti a v patofyziologickych stavech

Zelezo je nejvice prozkoumanym a diskutovanym kovem v lidském téle. V pribéhu Zivota
dochazi k jeho fyziologickému ukladani v predilekénich oblastech mozku(Ward, Zucca et al. 2014)
jako jsou SN, putamen, globus pallidus, nucleus ruber, nucleus caudatus a nucleus dentatus. K nizsi

Tvvr

zeleza v CNS jsou v pontu a prodlouzené mise.(Reinert, Morawski et al. 2019)

Dle provedenych studii se obsah Zeleza v mozku b&hem zivota zvySuje.(Hallgren and
Sourander 1958, Drayer, Burger et al. 1986) Prvni znamky depozit se objevuji kolem 6. mé&sice véku
v globus pallidus, mezi 9.-12. mésicem v SN, mezi 18.-24. mésicem v nucleus ruber a mezi 3.-7.
rokem véku v nucleus dentatus. Difuzni zvySovani koncentraci zeleza v mozku probihd v nékolika
odlisnych fazich. Postupny nardst se objevuje do tfeti dekady, po které nasleduje mnohaleté obdobi
»klidu“, a dal$i mirngjsi vrchol se znovu objevuje u osob kolem 60. roku veéku (viz Obr.8).(Aquino,
Bizzi et al. 2009, Wang, Li et al. 2014) Rychlost akumulace neni ve vSech hlubokych mozkovych
strukturdch stejnd. Ptikladem je locus coeruleus, které s ptibyvajicim vékem kumuluje zelezo jen
velmi pomalu, zatimco v SN dochézi v ¢ase k linedrni progresi uklddani zeleza.(Bilgic, Pfefferbaum et
al. 2012, Ward, Zucca et al. 2014) Pfi porovnani obou jader byly zjistény podobné koncentrace
neuromelaninu, feritinu i superoxiddismutdzy. Neuromelanin v locus coeruleus obsahoval vyssi
mnozstvi medi, coz sveéd¢i pro jeji vyS$i mobilizaci v jadru. Pfesny vyznam tohoto zjisténi pro
odlisnou dynamiky ukladani zeleza v SN a locus coeruleus vSak neni znam.(Zecca, Stroppolo et al.
2004, Zucca, Bellei et al. 2006) U glii se vyvoj ukladani zeleza 1isi podle jejich typu. U mikroglii a
astrocytti obsah Zeleza s vékem koreluje, u oligodendrocytii se vliv starnuti neprokazal.(Nnah and

Wessling-Resnick 2018, Ashraf, Michaelides et al. 2019, Reinert, Morawski et al. 2019)

Zajimavosti je, ze zeny maji v nucleus caudatus, thalamu a bilé hmoté mozkovych hemisfér
mensi obsah feritinu nez muzi.(Bartzokis, Beckson et al. 1997, Bartzokis, Tishler et al. 2007) Tato
skute¢nost by teoreticky mohla mit vliv na méné Casty vyskyt a pozdéjsi nastup neurodegenerace u

zen (zejména PN a AN).

Akumulace Zeleza v mikrogliich vede k zanétlivym zménadm a produkci prozanétlivych
cytokint. Zanétlivé zmény podporuji dalsi zadrzovani Zeleza v bunkach. Jedna se tedy o uzavieny
kruh potencujici neurodegeneraci. (Fu, Jiang et al. 2015, Pamphlett, Bishop et al. 2018) Krom¢
neurodegenerativnich onemocnéni se s patologickym vlivem Zeleza setkdvame také u kraniotraumat
nebo cévnich mozkovych piihod. Pfi globalni anoxii nebo lokalni ischemii se zvySuje produkce
kyseliny mlécné, ktera snizuje schopnost transferinu vazat Zelezo.(Millerot, Prigent-Tessier et al.
2005) Souvisejici zména bunééného prostredi navic vede k uvolnéni Zeleza z jeho vazby na feritin, a
to se mize transformovat do reaktivni formy. U traumatickych stavli miize byt oxidativni poskozeni

potencovano také rozkladovymi produkty hemu.(Daglas and Adlard 2018)
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Faktorem ovliviiujicim akumulaci kovt ve vy$§im véku mize byt naruSeni jejich homeostazy
a metabolismu, zvySena propustnost hematoencefalické bariéry nebo opakované zanéty.(Kostial, Kello

et al. 1978)

Teorie o vlivu kovii na neurodegeneraci vedly k experimentalnimu podavani chelatacni
terapie. In vitro studie, zamétené na podavani desferrioxaminu (DFO-B) u AN, prokazaly snizeni
toxického piisobeni Zeleza, zinku a médi na produkci patologického Ap.(Rottkamp, Raina et al. 2001)
V klinickych studiich vedla chelata¢ni 1écba u nekterych pacienti s AN k signifikantnimu zpomaleni
postiZzeni béznych dennich aktivit.(Crapper McLachlan, Dalton et al. 1991) Navazujici 1ékové studie
vSak pfinesly rozporuplné vysledky a 1é¢ba DFO-B se do bézné praxe nedostala. V soucasné dob¢ je
DFO-B pouzivan hematology a hepatology u stavt s pietizenim Zelezem (dédi¢na hemochromatéza,
talasémie, myelodysplasticky syndrom). Dal§im nadéjnym chelatorem bylo antimykotikum Clioquino!
(iodochlorhydroxyquin), které v porovnani s placebem zpomalovalo zmény typické pro proces starnuti
a snizovalo sérovou hladinu AP u AN. Ukdzalo se jako potencialné prospésné i u dalSich
neurodegenerativnich onemocnéni jako PN a HN. Jeho terapeutickému rozsifeni zabranil slozity
vyrobni proces a neurotoxicita pozorovand pii dlouhodobé&j$im uzivani vysSich davek vedouci

k subakutni optické neuropatii.(Meade 1975)

1.4.1 Parkinsonova nemoc

U PN je zvySena koncentrace Zeleza v oblasti SN je zndmym a mnoha studiemi potvrzenym
nalezem. Kvantitativni studie uvadi zvySeni obsahu Zeleza o 25-100% proti zdravym kontrolam.(Berg
and Hochstrasser 2006) Semikvantitativni histochemické metody prokézaly zvySeny vyskyt depozit
zeleza v neuronech a glii nejen v SN, ale také v putamen a globus pallidus. V depozitech vyrazné
pfevazuje na feritin bohatd mikroglie. Na zakladé spektroskopickych vysetfeni byla navrzena korelace
mezi kumulaci Zeleza a progresi PN.(Dexter, Wells et al. 1989, Riederer, Sofic et al. 1989) In vivo
zobrazovaci metody (magnetickd rezonance a transkranidlni sonografie) bohuzel neumoziuji

dostate¢nou kvantifikaci obsahu Zeleza k potvrzeni této teorie.

Existuje n€kolik mechanismt, kterymi se zelezo stava u PN pro mozek toxickym. V in vitro
studiich bylo prokédzano, ze Zelezity ion katalyzuje konverzi aS zkonformace z o-helixu do B-
skladaného listu, ktery tvoii Lewyho téliska.(Wan, Jin et al. 2017, Xiao, Chen et al. 2018) Pfi vysoké
expozici zeleza a prevySeni saturacnich schopnosti feritinu a neuromelaninu v neuronech a gliich
dochazi ke kumulaci reaktivnich forem Zzeleza arozvoji neurotoxicity s vazné€jsi neuronalni
ztratou.(Salvador, Uranga et al. 2010) Dle zvifeciho modelu PN jsou dalSimi faktory, ovliviiujici
intracelularni hladinu zeleza, zvySena aktivita DMT1 nebo sniZzend feroxidazova aktivita

ceruloplasminu.(Salazar, Mena et al. 2008)
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I pfes vSechny popsané negativni aspekty kumulace reaktivnich forem Zeleza v mozkové
tkani, pisobi vy$$i hodnoty sérového zeleza pii potencidlnim rozvoji PN spiSe protektivné, coz
potvrzuje ambivalentni piisobeni vétSiny kovii.(Pichler, Del Greco et al. 2013) Vysvétlenim toho jevu
je funkce zZeleza jako kofaktoru mnoha enzymt, v€etné tyrosin hydroxyldzy, hlavniho enzymu syntézy

dopaminu.

Multicentrické randomizované studic FAIR-PARK I a II studovaly efekt chelata¢ni 1é¢by
deferipronem (DFP) u pacientll s PN. Piedbézné vysledky nasvédcuji, Ze chelat snizuje regionalni

siderozu v SN a zpomaluje progresi motorického postiZeni.

1.4.2 Wilsonova nemoc

Pfi naruseni transmembranového proteinu ATP7B, jehoz funkci je: 1) pfenos médi z Golgiho
aparatu hepatocytd a jeji inkorporace do apoceruloplasminu; 2) exkrece médi do Zluce, dochazi ke
kumulaci médi v hepatocytech. Hromadici se méd’ je v mitochondriich zpocatku pufrovana thioly
(Yin, Sancheti et al. 2012), organickymi slou¢eninami siry odvozenymi od alkoholu, které se ochotné
slucuji s tézkymi kovy. Pfi piekroceni jejich kapacity dochazi k poskozeni mitochondrialni membrany
a dychaciho cyklu s neschopnosti tvotit ATP. Po rozpadu mitochondrii se méd’ §ifi do okoli a zvySuje
oxidativni stres. Postupn€ se rozviji steatéza a fibroza, ktera muize vygradovat az do jaterni
cirth6zy.(Scheiber, Bruha et al. 2017) Poskozené hepatocyty uvoliiuji méd’ do krve, odkud se dostava
k dal$im organtim. Pfi akutnim jaternim selhani dochazi k sekundarni hyperamonémii.(Ferenci, Litwin
et al. 2015) Amoniak volné prostupuje hematoencefalickou bariérou do mozku, kde naruSuje Krebstiv

cyklus a navazujici metabolické procesy poskozuji neurony i podplrné buiiky.(Ott, Clemmesen et al.

2005, Bosoi and Rose 2009)

Bylo prokazano, ze ATP7B je exprimovan také v mozku, kde jeji nedostatek piisobi odlisnym
mechanismem nez v hepatocytech.(Roberts, Schilsky et al. 2008, European Association for Study of
2012) V mozku je protein zakotven na povrchu astrocytl a reguluje bunécny eflux, véetné meédi a

zeleza, ¢im zabranuje jejich nadmérmému hromadéni v bunkach.

WN neni jen poruchou metabolismu médi, protoZe jeji metabolismus je silné provazan také
s zelezem. Zelezo a méd u WN spolu na bunééné urovni interaguji mnoha odlinymi
mechanismy.(Hayashi, Yano et al. 2006, Motonishi, Hayashi et al. 2006, Hayashi, Fujita et al. 2009)
Ceruloplasmin je také feroxidazou nutnou pro transport zeleza.(Osaki, Johnson et al. 1971, Attieh,
Mukhopadhyay et al. 1999) Hypoceruloplazminémie mize vést k systémové akumulaci

zeleza.(Shiono, Wakusawa et al. 2001)

Kromé casto udavané role v metabolismu médi a Zeleza se ceruloplasmin, jakoZzto koenzym

dopamin beta-hydroxylazy, podili také na regulaci neurotransmiterti (napf. noradrenalinu).(Pandey,
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Sreenivas et al. 1981) Nedostatek ceruloplasminu v mozku, kde se podili na oxidaci katecholaminu, se

muze podilet na rozvoji PN ¢i jiné neurodenegerace.(Floris, Medda et al. 2000)

1.4.3 Neurodegenerace s akumulaci Zeleza v mozku

U NBIA dochazi ke kumulaci kovli zejména v bazalnich gangliich (viz kapitolu 1.2.5.2),

mechanismus a postizené buniky se lisi.

Pantotenatkinaza je zodpovédna za fosforylaci pantothenatu a produkt této reakce nasledné
reaguje s cysteinem. Pii jeji mutaci u PKAN dochazi k nariistu cysteinu, ktery ve spojeni s zelezem
produkuje volné radikaly, coz vede k poskozeni bun¢k, predilekéné v globus pallidus.(Dansie, Reeves
et al. 2014) Histologicka wvySetieni potvrdila loziskové korelujici pfitomnost depozit Zzeleza.
Z chelatorti se u PKAN zkousi napiiklad deferipron, deferoxamin a deferasirox.(Gomber, Saxena et al.
2004) Zvlasté nadejnych se zda byt deferipron, ktery dokaze prostoupit hematoencefalickou bariérou a
vychytavat v mozku Zelezo.(Olivieri, Brittenham et al. 1998, Boddaert, Le Quan Sang et al. 2007)
V dosud provedenych studiich byl jeho 1ékovy profil shledan jako bezpecny.(Zorzi, Zibordi et al.
2011, Cossu, Abbruzzese et al. 2019, Klopstock, Tricta et al. 2019)

U aceruloplasminémie hodnoty Zeleza v mozku obvykle piekracuji normu 5-10
nasobné.(Morita, Ikeda et al. 1995) Jeji kumulaci je nejvice postizena mikroglie, zejména astrocyty,
které nejsou schopné efluxu zeleza k jeho dalsi utilizaci neurony.(Roberti Mdo, Borges Filho et al.
2011, Marchi, Busti et al. 2019) Efekt chelata¢ni terapie u aceruloplasminémie byl hodnocen pouze
v nékolika studiich a pfinesl rozporuplné vysledky.(Miyajima, Takahashi et al. 1997, Yonekawa,
Okabe et al. 1999, Hida, Kowa et al. 2010) Deferoxamin a deferasirox normalizuji hodnoty sérového
feritinu a u néckterych pacienti prokazala kvantitativni MR redukci depozit zeleza o 20-30
%.(Miyajima, Takahashi et al. 1997, Pan, Tang et al. 2011) Zda se, ze z chelata¢ni 1éCby profituji
zejména pacienti odhaleni v presymptomatické fazi neurologického postizeni. (Chen, Chen et al. 2008,

Vroegindeweij, van der Beek et al. 2015)

U neuroferitinopatie je naruSena vazebna schopnost feritinu, coz vede ke zvySovani
koncentraci Fe*" a volného Zeleza, které piispiva ke vzniku volnych radikald.(Curtis, Fey et al. 2001,
Vidal, Ghetti et al. 2004, Levi and Finazzi 2014) Krom¢ oxidativniho stresu se na poSkozeni neuronti
podili i mitochondrialni dysfunkce.(Mancuso, Davidzon et al. 2005, Chinnery, Crompton et al. 2007,
Storti, Cortese et al. 2013) Efekt chelatacni terapie ani venesekci nebyl prokazan.(Mancuso, Davidzon

et al. 2005, Chinnery, Crompton et al. 2007, Kubota, Hida et al. 2009, Storti, Cortese et al. 2013)
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1.4.4 DalSi neurodegenerativni onemocnéni s akumulaci kovii

Alzheimerova nemoc

Genetické studie prokazaly, Ze mutace genii zapojenych v metabolismu Zeleza zvysuji
riziko rozvoje AN.(Lumsden, Rogers et al. 2018) Pacienti s AN s ¢asnym pocatkem vykazuji vyssi
hodnoty zeleza v mozkové tkani nez ti, u kterych se priznaky objevuji pozdéji.(Bartzokis, Sultzer et al.
2000) Ke zvysenému ukladani zeleza u pacienti s AN dochazi jak vnucleus caudatus, tak
v nerozpustnych amyloidovych plakdch i v neurofibrilarnich klubkach, kde se navic kombinuji
s depozity médi a zinku.(Lovell, Robertson et al. 1998) Paradoxné jiné ¢asti mozku pacienti s AN
mohou patologickou redistribuci kovii do oblasti bazalnich ganglii, temporalnich lalokti a hipokampii

trpét jejich nedostatkem.

Huntingtonova nemoc

Mutovany gen huntingtin pisobi v embryonalnich kmenovych bunikéch jako regulator zeleza
a podili se tedy na fizeni jeho metabolismu.(Schulte and Littleton 2011) Jeho dysfunkce vede
k nadmérnému ukladdani Zeleza v nejvice postizenych oblastech (striatum, kortex).(Bartzokis,
Cummings et al. 1999, Vymazal, Klempir et al. 2007, van den Bogaard, Dumas et al. 2013, Niu, Ye et
al. 2018)
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1.5 Zobrazovaci metody ke stanoveni kovii v centralni nervové soustavé

Nejcitlivejsi neinvazivni metodou hodnoceni kumulace kovii v mozku zlstava magneticka
rezonance. Transkranidlni sonografie, ktera si v poslednich letech nasla uplatnéni v diagnostice PN i
jinych neurodegenerativnich onemocnéni, umoziuje detekovat zmény echogenity mozkového
parenchymu. Podklad zmén echogenity mozkové tkdné€ neni jasny, ale podle nekterych teorii odrazi
zmény v koncentraci kovil.(Bartova, Skoloudik et al. 2008, Berg, Godau et al. 2008, Walter, Dressler
et al. 2008, Walter and Skoloudik 2014)

V lidském mozku je vSak obsazeno nejen mnoho kovi, ale i dalsi latky s magnetostatickym
ucinkem, napf. myelin ¢i deoxyhemoglobin, které ovliviiuji MR signal a mohou byt zdrojem
desinterpretaci.(Duyn 2013, Duyn and Schenck 2017) VétSina latek v lidské téle je minimalné
diamagnetickda a vyznamné tedy magnetické pole neovliviiuje. Oproti tomu kovy jsou nejCastéji
paramagnetické, a tedy vykazuji magnetizaci po umisténi do magnetického pole skeneru, ¢imz
zpusobuji lokalni nehomogenity magnetického pole. Vétsina depozit kovi zkracuje T2, T2* a/nebo T1
relaxaéni cCasy, coz vede k zvySeni signalu na T1 a sniZzeni signalu na T2/T2* vazenych

obrazech.(Kanda, Nakai et al. 2016)

A)

Obr. 8— A) koronalni ez s histochemickym barvenim na zelezo (Chlorocebus Aethiops DAB-enhanced Pearls
staining, http.://brainmaps.org); B+C+D): korelace hyposigndlnich zmén a intenzity barveni na Zelezo v mozku
na post-mortem skenu. T2* vazena sekvence gradientiho echa (GRE): B) korondrni vez mozkem; C) detail
nucleus lentiformis (zevné svétlejsi putamen s pruhovitymi hypointenzitami odpovidajicimi svazkim
myelinizovanych viaken s vysokym obsahem Zeleza (Sipka), medidlné tmavsi globus pallidus); D) detail bilé a
Sedé hmoty s jejich hyposignalnim rozhranim odpovidajicim vyssi koncentraci zeleza v subkortikalnich vidknech

(Sipka) (skenovano na 7T MR pristroji v BUFF MDC, Berlin)

Hlavni formy nehemového Zzeleza, které jsou v mozku v dostateéném mnozstvi pro ovlivnéni
MR signalu, jsou feritin a hemosiderin. Pfestavuji 33-88 % vSeho nehemového zeleza

v mozku.(Haacke, Cheng et al. 2005, Dusek, Dezortova et al. 2013) Mira hyposignalnich zmén na T2
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a T2* vazenych obrazech koreluje s obsahem Zeleza (intenzitou histochemického barveni) v bazalnich
gangliich a nékterych dalSich strukturdch (viz Obr. 8).(Chen, Hardy et al. 1989, Chen, Hardy et al.
1993) Jiné T2/T2* hyposignalni zmény nejsou zplsobeny zelezem, ale obsahem myelinu, vody,
kalcia, deoxyehmoglobinem a susceptibilnich artefakti v okoli vzduchovych dutin kalvy(Dusek,
Dezortova et al. 2013) (viz Obr. 9).

rozhrani tkané a vzduchu

huste myelinizovane
drahy

kalcifikace

deoxyhemoglobin

Obr. 9 — Zdroje hyposignalnich zmeén na MR na T2* vazeném obrazu magnetické rezonance (skenovano na 7T

MR pristroji v BUFF MDC, Berlin)

Mira zmén, které plisobi Zelezo na MR, je ovliviiovana kromé jejich koncentrace i dal$imi
faktory, mj. kolisanim magnetismu v zavislosti na oxidacnim stavu(Dietrich, Levin et al. 2017) a
velikosti CasteCek Zeleza (clustering effect).(Tanimoto, Pouliquen et al. 1994, Vymazal, Brooks et al.
1996, Tanimoto, Oshio et al. 2001) Pro detekci nehomogenit magnetického pole jsou citlivéjsi
techniky odvozené od gradientniho echa, T2* vazené a susceptibilné vazené zobrazovani (SWI)(Yao,
Li et al. 2009, Langkammer, Krebs et al. 2010) a pouziti silngjsiho magnetického pole. Ve vodé
rozpustné formy Zeleza zkracuji i T1 relaxacni Cas, coz je naptiklad patrné jako hypersignalni zmény v

T1 vazenych obrazech v urcitém stadiu vyvoje cerebralnich hemoragii.(Ginat and Meyers 2012)

Konven¢ni MR byva u pacientii s PN obvykle normalni. Jeji vyznam spociva zejména ve

vylouceni jinych neurodegenerativnich onemocnéni(Hotter, Esterhammer et al. 2009, Mahlknecht,
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Hotter et al. 2010) ¢i strukturalnich piic¢in postihujicich bazalni ganglia (cévni ¢i demyeliniza¢ni 1éze,
normotenzni hydrocefalus, manganismus). Az pfi pouziti R2* a QSM bylo zjisténo, Ze typickym
nalezem u PN je zvySené R2* relaxivity i susceptibility SN podminéné zvySenym obsahem Zeleza.
Navazujici komparativni studie prokazaly vyssi senzitivitu a lep$i korelaci zmén s klinickym obrazem
pfi pouziti QSM, ktera by mohla byt pouzivéna jako biomarker zelezem indukovanych zmén u
PN.(Du, Liu et al. 2016) Na MR senzitivni k neuromelaninu je u PN s vysokou pfesnosti snizena
velikost i signadl SN(Castellanos, Fernandez-Seara et al. 2015) a prekvapivé i1 signal locus

coeruleus.(Sasaki, Shibata et al. 2006)

Pacienti s MSA i PSP maji na MR v oblasti putamen hypointenzity, u kterych byla vySetienim
SWI potvrzena korelace se zvySenym obsahem zZeleza v mozkové tkani.(Lee and Baik 2011, Han, Lee
et al. 2013) U MSA-P se zelezo v putamen a pulvinaru thalami ukladd vice nez u pacientd s PN a
zdravych subjektli. Depozita zeleza v SN byla u MSA-P a PN srovnatelnd a vyrazné vyssi nez u
kontrol.(Wang, Butros et al. 2012) U pacienti s PSP byva v porovnani s PN snizeny SWI signal
v nucleus ruber a dentatus(Meijer, van Rumund et al. 2015), v jedné studii i v putamen.(Meijer, van
Rumund et al. 2015) Pfi porovnani pacientii s atypickymi parkinsonskymi syndromy jsou patologické
jsou zmény v nucleus ruber, SN, nucleus caudatus, globus pallidus i v thalamu(Han, Lee et al.

2013)(viz Obr.10).

Obr. 10 — Zobrazeni zeleza u atypickych parkinsonskych syndromii: A) hypersignalni putaminalnim lem u
multisystéemova atrofie; B) symetricka akumulace feritinu v globus pallidus u progresivni supranuklearni obrny

na T2 vazenych obrazech (skenovdno na 3T MR pristroji v IKEM, Praha)
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Uvedené rozdily v kumulaci Zeleza u APS na MR neodpovidaji echogennim zménam na TCS.
I pfes na MR popisovanou kumulaci zeleza v SN u PSP, byva echogenita dané oblasti u pacient
s touto diagnozou v normé. U pacientd s MSA je stanoveni korelace MR depozit pro inkonzistentni

TCS nalezy obtizné hodnotitelné (viz Kapitolu 1.5.2.1).

Konzistentné¢ udavanych MR nalezem u PKAN je ,,0ko tygra™ (viz. Obr.11), na T2 obrazech
viditelné hypersignalni zmény 1éze globus pallidus obklopené hyposignalnim okolim. Centralni
hyperintenzita odrazi lokalni gliozu v globus pallidus a okolni hypointenzita depozita
zeleza.(Savoiardo, Halliday et al. 1993) V pocatecnich fazich onemocnéni musi byt typicky obraz

pfitomen, ale s progresi onemocnéni se vyviji.

Obr. 11 — Obraz PKAN na T2 vazenych obrazech magnetické rezonance, na prvnich dvou snimcich priznak

., tygitho oka“ (skenovano na 3T MRI pristroji v IKEM, Praha)

Mangan je vysoce paramagneticky a jeho kumulace je zdrojem zvySeného signalu v T1
vazeném obraze, typicky v globus pallidus, SN nebo v hypothalamu(Newland, Ceckler et al. 1989)
(viz Obr.12). Zajimavosti je, Zze deficitem Zeleza vyvoland zvySend absorpce manganu ze stieva
nevede k uvedenym hypersignalnim zménam pozorovanym pii intoxikaci manganem.(Kim Y 2005)
Také manganem podminény zvySeny signal ve striatu na T1 vazeném obraze po prob¢hlé ischemii ma

pouze piechodny charakter s normalizaci v ¢ase.(Fujioka, Taoka et al. 2003)
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Obr. 12 — ZvysSeny signal v Tl vazeném obraze podminény depozity manganu v globus pallidus u pacienta
s manganismem zpusobenym intravenoznim uzivanim methcatinonu (skenovano na 3T MR, Ustav medicinského

vyzkumu, Tbhilisi)

Méd je kovem s relativné malym paramagnetickym vlivem. Jeho akumulace pravdépodobné

nevede k pfimym signalovym zménadm na MR.(Dusek, Roos et al. 2015)

U WN jsou nejcastéji popisovanymi nalezy na MR mozku difuzni hypersignalni zmény a
priznak pandy (panda sign; viz. Obr.13) podminény hypointenzitami nucleus ruber a SN obklopenymi
hyperintenznim mezencefalem. Zminéné T2 hyperintenzity nejspiSe podminuje edém nebo
gliéza.(Roh, Lee et al. 1994, Kim, Kim et al. 2006, Sinha, Taly et al. 2007) Hypointenzity na T2
vazenych obrazech jsou podminény kumulaci jak médi, tak Zeleza, coz bylo potvrzeno v post mortem
studiich.(Cumings 1948, Litwin, Gromadzka et al. 2013) Zachyt ptfiznaku pandy je ve skutecnosti
relativné raritni(Sinha, Taly et al. 2006) a ukazalo se, Ze je pfitomny i u dal§ich onemocnéni.(Prayer,
Wimberger et al. 1990, Magalhaes, Caramelli et al. 1994, King, Walshe et al. 1996, Litwin,
Gromadzka et al. 2013) V néekterych studiich byla naznacena odlisnost MR nalezl v zavislosti na
pohlavi, ktera zvazovala nejen hormonalni podil, ale také rozdilné hladiny Zeleza. Nalezy u muzskych
pacienti s WN byly téz81 s vyraznéjsi atrofii, zatimco u Zen bylo cast&ji pozorovano loziskové

postizeni putamen.(Litwin, Gromadzka et al. 2013)

Hlavni limitaci zobrazovani jednotlivych kovi je nizka specificita MR, ktera detekuje kovy
pouze nepfimo diky jejich vlivu na relaxa¢ni Casy nebo susceptibilni vlastnosti tkané, a jejich
vzajemné interakce jsou jejich vzajemné interakce (hromadéni jednoho kovu Casto vede k poruse
absorpce jinych, a naopak naptiklad nedostatek Zeleza zvySuje expresi nespecifickych transportéri a
vede ke zvySenému vstiebavani manganu, nikl nebo olova).(Knopfel, Zhao et al. 2005, Bressler, Olivi

et al. 2007)
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Obr. 13 — Typicky ndlez u Wilsonovy nemoci: A) panda sign v mezencefalu na T2 vazeném obraze; B)

hypersignalni claustrum na T2 vazeném obraze; C) hyperintenzity v tectu mezencefala na FLAIR; (skenovano na

1.5T MRI, VFN, Praha) D) hypointenzity bazalnich ganglii na FLAIR (skenovano na 3T MRI, VFN, Praha

1.5.1 Kvantitativni metody magnetické rezonance

Pro kvantitativni hodnoceni obsahu kovil, zejména Zeleza, ve tkanich byla vyvinuta fada MR
technik, mezi nejcastéji pouzivané patii méfeni relaxaénich Casti a susceptibility. Kvantifikace obsahu
zeleza v mozkovych strukturach je pouzitelna jako biomarker neurodegenerativnich onemocnéni a je

uzite¢nou metodou ke kontrole efektu chelata¢ni terapie.
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MR relaxometrie

Relaxometrie je kvantitativni metoda, ktera pouziva opakovaného stanoveni MR signalu pfi
zmeéné parametrii (napf. echo ¢asu nebo inverzniho Casu) pulzni sekvence ke stanoveni relaxac¢nich
¢asu (T1, T2, a T2*) v dané tkani. Casto se pouzivaji z nich odvozené hodnoty, tzv. relaxivity R1, R2,

R2*, které jsou inverznimi hodnotami k relaxa¢nim ¢astim (viz Obr. 14).

T2* mapa (ms) R2* mapa (= 1/T2%)

Obr. 14 —T2* a R2* mapy zdravého mozku (skenovano na 7T MR pristroji v BUFF MDC, Berlin)

R2* mapovani je mozné pouzit ke sledovani depozit zeleza p¥i fyziologickém starnuti (viz
Obr.15). V pribéhu zivota kumulace zeleza v mozku, s maximem v bazalnich gangliich, nardista a
nejvyssich koncentraci dosahuje v (Hallgren and Sourander 1958) pallidus. Vysoké koncentrace jsou

také v SN, putamen, nucleus caudatus a nucleus dentatus. Obsah Zeleza v thalamu se zvySuje asi do 35

svvr

Sedé hmot€ mozkovych hemisfér.(Hallgren and Sourander 1958, Drayer, Burger et al. 1986, Ghadery,

Pirpamer et al. 2015, Baranovicova, Kantorova et al. 2017)

ms!

—0.15
0.10
0.05

0.00

Obr. 15 — R2* mapa (v ms-1) dokumentujici naristajici depozita zeleza v bazalnich gangliich ve zdravém

mozku: A) v 18 letech; B) v 38 letech,; C) v 68 letech (skenovano na 7T MR pristroji v BUFF MDC, Berlin)
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Hodnoty R2 a R2* jsou zvySovany pritomnosti nehemového Zeleza. Silna korelace mezi R2 a
lokélni koncentraci zeleza v Sedé hmot¢ byla potvrzena i vysledky histologickych vysetfeni v mnoha
studiich in vitro i in vivo.(Bartzokis, Mintz et al. 1994, Bartzokis, Sultzer et al. 1994, Bartzokis and
Marder 1995, Bartzokis, Beckson et al. 1996, Bartzokis, Beckson et al. 1997, Bartzokis, Cummings et
al. 1999, Bartzokis, Sultzer et al. 2000, Bartzokis and Tishler 2000) Korelace pro bilou hmotu je
slabsi, coz je nejspiSe zptisobeno nizkym obsahem zZeleza a vys$§im obsahem vody a tukt.(Whittall,
MacKay et al. 1997) Pravé vliv obsahu vody na R2 ztéZuje jeho pouziti o neurologickych onemocnéni,
ktera jsou spojena s jeji zvySenou kumulaci, naptiklad u zanétlivych zmén, glidzy, otoku nebo lokalni

reakce na ztratu neuronti (viz Obr.16).

014
()
0%

0.00

kontrola Wilsonova nemoc PKAN

Obr. 16 — R2* mapa (v ms-1) dokumentujici rozdily v obsahu zeleza na MR mozku u zdravého mozku, Wilsonovy

nemoci a PKAN (skenovano na 7T MRI pristroji v BUFF MDC, Berlin)

SWI/QSM (Susceptibility-Weighted Imaging/Quantitative Susceptibility Mapping)

SWI je MR technika vyuzivajici ke zlepSeni kontrastu rozdilné susceptibility jednotlivych
vySetfovanych tkani. Magneticka susceptibilita je fyzikalni veli¢ina odrazejici rozsah, v jakém je
material magnetizovan aplikovanym magnetickym polem. Ackoliv je magneticka susceptibilita
zdrojem artefaktl pii vySetfeni MR, poskytuje pii spravném zpracovani specifické informace o
struktufe a funkci zobrazované tkané. Vysledny obraz vznikd kombinaci magnitudového a fazového
obrazu gradientniho echa. Pfi vytvateni SWI je fazovy obraz nejdfive filtrovan a poté transformovan
do fazové masky, kterd je velikostné nekolikrat znasobena, ¢imz se vytvofi zvySeny kontrast mezi
tkanémi s rtiznou susceptibilitou (viz Obr.12). Oproti T2* vazenému obrazu je mozno ve fazovém
obrazu rozlisit paramagnetické a diamagnetické latky, které generuji rizny fazovy posun frekvence
rotace protonli v magnetickém poli. Diamagnetické latky (napf. kalcifikace) maji negativni a
paramagnetické latky (napf. krvéaceni, gadolinium nebo Zelezo) pozitivni susceptibilitu.(Halefoglu and

Yousem 2018)
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SWI nasla uplatnéni pfi vySetfovani zilnich abnormit, zobrazeni intracerebralnich krvaceni,
tumort, cévnich mozkovych piihod, poranéni mozkovych tkani a mineralovych depozit, mj. slouzi

k odliseni kalcifikaci od microbleedingu.

magnitude sSwi mIP-SWI

Obr. 17 — Vztahy jednotlivych zobrazovacich sekvenci magnetické rezonance

Sama o sobé vSak SWI neposkytuje moznosti kvantitativniho hodnoceni magnetické
susceptibility, proto byla vyvinuta metoda kvantitativniho mapovani suspcetibility (QSM). QSM
pocita z fazového obrazu pokroc€ilymi matematickymi metodami susceptibilitu kazdého voxelu (viz.
Obr. 17). Mikroskopicka magneticka pole uvniti hodnocené¢ho voxelu jsou vyrazné ovliviiovana nejen
obsahem para a diamagnetickych molekul, ale i mikrostrukturou dané tkané, usporadanim organel a

bunéénych prostorti v ni.(Wang and Liu 2015)

QSM se jevi jako vhodny nastroj ke kvantitativnimu hodnoceni obsahu Zeleza v mozku
komplementarni k R2* relaxometrii a je uzivana pii vySetfovani onemocnéni spojenych s jeho
kumulaci (Alzheimerovy nemoci, roztrousené sklerézy, Parkinsonovy nebo Wilsonovy

nemoci).(Cosottini, Frosini et al. 2014)

Limitaci QSM je jeji obtizna reprodukovatelnost, protoze fazovy posun je zavisi na pouZzitém
pristroji a hodnoty susceptibility jsou zavislé na metod¢ rekonstrukce. Interpretace vysledkt muiize byt
naru$ena také konkuren¢nimi ucinky odlisnych signalovych zdroji, hluboké mozkové struktury
obsahuji zelezo 1 vysoky obsah myelinu, které pusobi opa¢né zmény susceptibility. Ackoliv QSM
nabizi moznost kvantifikace susceptibility, neni schopna sama rozliSovat jeji rizné zdroje.(Liu, Buch

et al. 2017, Halefoglu and Yousem 2018)
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1.5.2 Transkranialni sonografie

TCS, ultrazvukové zobrazeni intrakranialnich struktur v B-médu, je dostupnd, casové a
ekonomicky nendrocna zobrazovaci metoda. Jeji vyhodou je moZnost vySetieni i hiife spolupracujicich
pacientd. Standardné je hodnocena oblast bazalnich ganglii a struktury mozkové kmene (nuclei raphe,
SN, nucleus ruber). Zobrazitelny a hodnotitelny je i komorovy systém, mozecek, thalamus nebo

inzula.(Walter, Behnke et al. 2007)

V pocatku svého klinického vyuziti byla TCS pouzivana priméarné v diferencialni diagnostice
PN a esencialniho tremoru (u kterého je echogenita SN obvykle v normé).(Stockner, Sojer et al. 2007,
Doepp, Plotkin et al. 2008) Postupem c¢asu se vSak indikace vySetfeni vyznamné rozsifily a v soucasné
dobé je TCS wuzivana nejen k diagnostice dal§ich neurodegenerativnich nebo psychiatrickych
onemocnéni,(Becker, Becker et al. 1995, Becker, Berg et al. 2001, Mijajlovic 2010, Drepper, Geissler
et al. 2018) ale také k posuzovani mozného rizika rozvoje neurologického onemocnéni u zdravych

osob.(Berg, Seppi et al. 2010)

Pti TCS hodnotime echogenitu, tedy schopnost tkan¢ vytvaret ozvénu ultrazvukovému vinéni.
Pro jeji vznik a intenzitu je zasadni rozdil v rychlostech $ifeni ultrazvukové viny v hodnocené oblasti a
okolnich tkanich ¢i pomér mezi velikosti objektu a délkou ultrazvukové viny. V patogenezi zvysené
echogenity mozkovych struktur u neurodegenerativnich onemocnéni je zvazovano nekolik
mechanismi. Naptiklad ukladani depozit kovi, glidza, oxidativni stres nebo lokalni zanétlivé
zmeény.(Behnke, Berg et al. 2003, Berg, Merz et al. 2005, Ouchi, Yoshikawa et al. 2005, Sadowski,
Szlachta et al. 2012) Nejvice diskutovanou teorii, zaloZenou na vysledcich studii zaméfenych na SN u

pacientli s PN, je ukladani depozit Zeleza.(Berg, Roggendorf et al. 2002, Zecca, Berg et al. 2005)

Postmortalni neuropatologicka vySetfeni mozkd zdravych osob prokazala pozitivni korelaci
mezi oblasti zvySené echogenity v SN a koncentraci zeleza a feritinu. Negativni korelace byla mezi
echogenitou a neuromelaninem.(Zecca, Berg et al. 2005) Depozita Zeleza jsou sama o sobé k ovlivnéni
ultrazvukovych vin pfili§ mala. Mohou vsak indukovat zobrazitelné zmény vlastnosti nebo usporadani
okolnich bunék.(Sadowski, Szlachta et al. 2012) Tento piedpoklad by byl v souladu s vysledky
laboratornich pokusti na animalnich modelem, u kterych se zda byt viabilita mozkové tkané po

aplikaci Zeleza zasadnim faktorem.

Prvni TCS animalni studie(Berg, Grote et al. 1999) byla provadéna vstiiknutim rozdilnych
roztokd (volného Zeleza, feritinu, chelatu nebo zinku a pufru pro kontrolni skupinu) do SN zivych
potkantl, kteti byli usmrceni s odstupem tydne a sonografické vysSetieni bylo provedeno post mortem.
Na zékladé¢ mnozstvi podaného zZeleza bylo pozorovano zvyseni echogenity, nejdiive pouze v oblasti
SN (kam byl roztok primarné injikovan), pfi vysSich koncentracich i v ostatnich ¢astech mozku a pfi
nejvyssich v celé hemisféfe. Echogenita se vSak zvysila pouze po podani roztoku volného Zeleza,

nikoliv po podani Zeleza ve vazb¢ na feritinu nebo chelatu. Tento nalez vedl k vysloveni teorie, Ze

44



zdrojem echogennich zmén je Zelezo a) vazané na jiné proteiny nez feritin nebo b) ve své nevazana
reaktivni formé. V souladu s touto teorii je isoechogenita SN u zdravych osob (ackoliv bylo potvrzeno,
Ze se jedna o oblast na Zelezo bohatou, jeho vétSina je ulozena ve formé feritinu, a je tedy nejspise
neSkodné). Ke zvySeni echogenity doslo také po aplikaci zinku. Navazujici spektroskopie ukézala
v misté aplikace zinku vyznamny nérist mnozstvi zeleza ve srovnani s kontralateralni (referencni)
hemisférou. Nebylo tedy mozné posoudit, zda echogenitu vyvolal primarné zinek nebo jim

indukované ovlivnéni metabolismu zeleza.

Ve druhé animalni studii byli potkali usmrceni kratce po podani testovanych latek. Tkanové
fezy byly bez arteficialni fixace sonograficky vySetfeny do 8 hodin od aplikace za podminek
simulujicich standartni anatomické poméry (mozkova tkéan byla vySetfovana pies ptilozenou kizi a tuk
zvitat). Aplikovanymi latkami byla voda, Zelezem nasyceny feritin a apoferitin. Vzhledem
k nastavenym €asovym podminkdm se hodnotil efekt substanci ,,in situ®, bez moZznosti ovlivnéni
biochemickych interakci s okolnim prostiedim. TCS vySetieni neprokazalo rozdilnou echogenitu mezi
jednotlivymi aplikovanymi latkami, ackoliv mnozstvi podaného Zeleza bylo vyssi, nez je standartné
detekovano v SN v lidském mozku.(Sadowski, Szlachta et al. 2012) Rozdily ve vysledcich obou studii
byly nejspiSe ovlivnény dosud neznamymi procesy, ke kterym doslo v mozku Zivych zvitat v obdobi
mezi aplikaci a zhodnocenim nalezu. Injekce Zeleza mohla zpiisobit zanétlivou odpovéd’, aktivaci
glialnich bun€k se zménou jejich slozeni nebo zménu cytoarchitektury a vSechny tyto faktory mohly

ovlivnit tkanovou echogenitu.

Dal$im zvazovanym podkladem hyperechogenity SN je kondenzace tkané po ztraté
pigmentovanych neuront.(Berg, Siefker et al. 2001) Proti této teorii vSak svéd¢i skuteCnost, ze
v dosud provedenych longitudinalnich studiich u PN se echogenita SN zd4 byt v Case stacionarnim

nalezem, zatimco degenerace dopaminergnich neuronti progreduje.

Spojujicim procesem ukladani kovl a zaniku bun€k miize byt aktivace mikroglie. Jeji zdsadni
vliv v patogenezi PN byl prokazan v experimentalnich studiich, jak na buné¢nych kulturach, tak na
zvitecim modelu.(McGeer and McGeer 2008) Kumulace zejména volného Zzeleza v mozkové tkani
vede ke zmnozeni mikroglie. Neuropatologické studie zdravych mozki prokazaly silnou korelaci
aktivované glie s obsahem Zeleza a v mens$i mife také s obsahem neuromelaninu.(Berg, Godau et al.
2010) Zatimco zvySené koncentrace Zeleza a mikroglie jsou spojeny s hyperechogennim nalezem
v oblasti SN, zvySené hodnoty neuromelaninu jsou spojeny se snizenim echogenity. Vysvétlenim je
nejspise schopnost neuromelaninu vazat ¢ast pfitomného zeleza na feritin,(Tribl, Asan et al. 2009) a
tim zabranovat Skodlivym sekundarnim zménam (napft. oxidativnimu stresu).(Berg, Grote et al. 1999)
Mnozstvi neuromelaninu v SN se v pribéhu zivota zvySuje.(Zecca, Gallorini et al. 2001, Fedorow,

Halliday et al. 2006)
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K aktivaci mikroglie dochazi i ve zdravém mozku, ackoliv divod neni jasny. Mezi
zvazovanymi mechanismy je v€kem podminéna zvySend propustnost hematoencefalické bariéry pro
latky s vyssi molekulovou hmotnosti, naptiklad proteiny, v€etné albuminu. Reaktivita Zeleza vazaného
na jiné proteiny nez feritin se vyznamné zvysuje.(Oestreicher, Sengstock et al. 1994). Dalsi
zvazovanou pricinou glidlni aktivace je ptisobeni chronického oxidativniho stresu nebo vliv hypoxie a

apoptdzy bunck.(McGeer and McGeer 2008)

Echogenita na TCS je nejspiSe vysledkem komplexniho plsobeni vSech vyse zminénych
mechanismi. U PN je pfitomna naruSena rovnovéha ukladani a vazby zeleza i glialni reakce,(Berg,
Gerlach et al. 2001) do které svym dilem pfispivaji procesy spojené s ukladanim aS.(Braak, Del
Tredici et al. 2003)

V soucasnosti je mozné provadét vysetfeni TCS na bézné dostupnych sonografickych
ptistrojich, ackoliv jejich schopnost diferenciace jednotlivych mozkovych struktur se muze lisit.
Vyhodou vramci screeningovych vySetieni by mohlo byt uzivani pfenosnych sonografickych

pristroji.

Obr. 18 — Ukazka fuze transkranialni sonografie s korespondujicim rezem na magnetické rezonanci; ® cervené
znacky slouzi k finalnimu srovndni rovin

Cisla oznacuji ndsledujict anatomické struktury: 4 - tieti mozkova komora; 5 - celni roh laterdlni komory; 6 —
nucleus caudatus; 7 - nucleus lentiformis; 8 - inzula; 9 - okcipitalni roh postranni komory
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Nekteré pristroje nabizi v soucasné dobé moznost fuze sonografického obrazu v realném
case se snimky MR mozku, coz vyrazné zvySuje moznost lokalizace a zhodnoceni echogenity u

mnoha dalSich mozkovych struktur (podrobnéji viz Kapitolu 4.1 a Obr.18).

TCS vySetieni se provadi ve standardniho nastaveni, spouzitim sondy s nosnymi
frekvencemi 2,0 — 3,5 MHz, které umoznuji dostate¢né rozliSeni obrazu v hloubce 5-9cm, kde lezi
ohniskova oblast jejiho snimace.(Walter, Kanowski et al. 2008) Dynamické rozmezi se pohybuje mezi
45-55 dB a hloubka obrazu je 14-16 cm. Vzhledem k vlastnostem ultrazvukového vInéni je rozliSeni
v axidlnim fezu vyrazné vys$si nez pii lateralnim zobrazeni, které mize byt zdrojem artefaktd (napf-.:
zdanlivym zvétSenim malych vysoce echogennich struktur). Vysledny obraz je také ovliviiovan post-
processingem. Pii pouziti TCS je tedy vzdy zésadné nutné stanovit pro pfistroj specificky rozsah

normdlnich hodnot echogenity.(Walter and Skoloudik 2014)

Pti samotném vySetieni leZi pacient na zadech a vySetfujici sedi za jeho hlavou. Ultrazvukova
sonda je prikladana na spankovou kost, pfed tragus, v uhlu paralelnim s orbitomeatalni linii (viz
Obr.19 a 20). Tento sklon zajistuje ziskani snimkti v poZadované axialni rovin¢. Konkrétni umisténi
sondy se prizpusobuje prostupnosti kostniho okna. K vyhledani nejvhodné&jsiho mista jemné pohybuje
sondou, abychom dosahli co nejlepsiho obrazu. Pii optimalni kostni prostupnosti muizeme

diferencovat az kontralateralni subarachnoidalni prostory.

|

i

Obr. 19 — VySetreni transkranialni sonografii: A) zpusob a misto priloZeni sondy; B) ultrazvukovy pristroj

Toshiba
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Po nalezeni optimalné prostupného kostniho okna je nutna fixace sondy vySetfujicim, obvykle
malikem o hlavu pacienta. Jednotlivé mozkové struktury jsou pak hodnoceny z této pozice pouhou
zmeénou sklonu sondy do standardné definovanych fezii: Ctyt transverzalnich (pontinni, mozeckovy,
mezencefalicky, talamicky) a tii korondrnich (pfedni, stfedni a zadni).(Huber 2010) Nejcastéji

pouzivané fezy jsou zobrazeny na Obr.20.

Obr. 20 — Nejcastéji uzivané roviny pri transkranialni sonografickéem vysSetieni: vpravo cervené vyznaceny
roviny sklonu proti primému vezu (bila linie): A) mezencefalicky Fez (Zlute — subtantia nigra, modre — nucleus

raphe); B) thalamicky rez (oranzové — 3. komora, fialové — epifyza, zelene — thalamus)

Nejcastéji zobrazovanou oblasti mozku pti TCS vySetfeni je mezencefalon, ktery se zobrazuje
jako hypoechogenni struktura motylovitého tvaru, ostfe ohrani¢end hyperechogennimi bazalnimi
cisternami. Pfiblizné v jedné tretiné pfedozadniho rozmeéru je mozné diferencovat hyperechogenni
SN(Walter, Wittstock et al. 2002, Schweitzer, Hilker et al. 2006, Walter 2011, Walter 2013,
Skoloudik, Jelinkova et al. 2014, Li, He et al. 2016) nebo v blizkosti lokalizované nucleus ruber
(jadro je ulozeno v mezencefalu kaudaln€, mezi nuclei raphe a SN). Signal téchto dvou struktur se
mize sumovat a je tedy nutné jejich odliSeni jemnymi pohyby sondou k urCeni SN, ktera ma
specificky podélny tvar a je zobrazitelna obvykle na nékolika axidlnich fezech (viz Obr.21).
Echogenitu SN je vzdy nutné méfit z ipsilateralniho pfistupu pies temporalni okno, aby nedoslo ke

zkresleni zobrazovanych struktur artefakty z bazalnich cisteren.

Zdrojem ruSivého hyperechogenniho signalu v této oblasti mohou byt také stény drobnych
cév, které jsou pod rozliSovaci schopnosti dopplerovské sonografie. V axialnim fezu se jevi jako

kontinualni pfimé linie (viz Kapitolu 3.1.). K finalni analyze echogenity SN se voli fez s nejvetsi

48



zachycenym rozmérem jadra. Jeho tvar se pochopitelné muze lisit v zavislosti na thlu ptiloZeni sondy

a je tedy nutné dodrzovat sklon odpovidajici orbitomeatalni linii.(Walter and Skoloudik 2014)

Obr. 21 — Zobrazeni a lokalizace substantia nigra (SN): A) anatomicka lokalizace SN, B) fotografie koronalniho
Fezu podoblasti SN mysiho mozku (pars compacta ohranicena cCervené, pars reticulata ohranicena zluté) (Hami,

Hosseini et al. 2015); C) SN na magnetické rezonanci (difuze, axialni rez); D) SN na transkranialni sonografii

Druhym v diagnostice neurodegenerativnich onemocnéni nejéastéji pouzivanym fezem je tzv.
thalamicky fez. Ziskame ho néaklonem sondy ze standardniho axidlniho mezencefalického fezu o
ptiblizn¢ 20 stupnd smérem vzhiru (viz Obr.20). V tomto fezu je mozné diferencovat vyrazné
echogenni epifyzu (na podklad¢ fyziologicky pfitomnych kalcifikaci), hypoechogenni thalamus, tieti
mozkovou komoru a frontélni rohy postrannich komor. Za fyziologickych podminek nejsou na tomto
fezu nucleus lentiformis nucleus caudatus odlisitelné od okolni bilé hmoty mozkové. Za patologickych
podminek (napt. WN(Walter 2010), nekteré atypické parkinsonské syndromy(Behnke, Berg et al.
2005, Walter, Dressler et al. 2007, Berg, Godau et al. 2008), HN nebo dystonie(Naumann, Becker et
al. 1996, Walter, Blitzer et al. 2014)) se jejich echogenita zvySuje a ndlez je pak semikvantitativné
hodnocen jako abnormaélni. Na rozdil od hodnoceni SN, kde je doporuc¢eno méfeni jadra ipsilateralné,

u nucleus caudatus a lentiformis se hodnoti struktury ke kostnimu oknu kontralateralni.
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Jednotlivé mozkové struktury mohou byt hodnoceny bud semikvantitativné nebo
kvantitativné. Semikvantitativni hodnoceni spoc¢iva ve stanoveni normalniho ¢i anormalniho nalezu,
a je pouzivano k hodnoceni struktur mozkového kmene (nuclei raphe), bazalnich ganglii (nucleus
lentiformis a caudatus, thalamus), mozecku nebo hlubokych mozkovych struktur (napt. hipokampu).
Kvantitativni hodnoceni se pouzivd k méfeni Sitky mozkovych komor a SN arey.(Walter, Behnke et
al. 2007, van de Loo, Walter et al. 2010) Nové€ jsou vyuzivany i automatizované softwarové
program, napi.: B-mode Assist System (viz Obr.22). NavrZzeny algoritmus umoziiuje zpracovani
oblasti zajmu (region of interest, ROI) na obrazech stupnice Sedi s intenzitami 0-255, s naslednym
binarnim prahovanim a vypocétem hodnot uvniti pozadované oblasti. Pro jednotlivé struktury jsou
preddefinovany eliptické oblasti. Vysledkem analyzy jsou indexy echogenity.(Skoloudik, Jelinkova et
al. 2014)
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Obr. 22 — Analyza snimkii transkranialni sonografie automatickym softwarem: vlevo zelend preddefinovana

elipticka oblast (ROI) pro substantia nigra, vpravo vypocitand krivka a index echogenity

Pouziti automatizovanych systémil se snazi o odstranéni hlavni limitace TCS, kterou je
subjektivita sonografisty hodnoticiho SN echogenitu. Velmi ¢astym problémem ziistava neprostupnost
temporalniho okna, ktera kolisa mezi 5-40 % v zavislosti na veéku, pohlavi, rase a anatomickym

strukturam lebky.(Kern, Perren et al. 2005, Walter, Kanowski et al. 2008, Go, Frenzel et al. 2012)

1.5.2.1 Typické nalezy u neurodegenerativnich onemocnéni

Parkinsonova nemoc

TCS je v diagnostice PN etablovanou zobrazovaci metodou uzivanou jiz nékolik desetileti.

Standardné hodnocenou mozkovou strukturou v transverzalnim fezu je SN, jejiz abnormalné zvySena
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echogenita je v mnoha studiich popisovana u vice nez 90 % pacienti s PN.(Walter, Dressler et al.
2007) Abnormalni nalez hyperechogenni SN byva u PN typicky jednostranny (viz Obr.23).(Berg,
Siefker et al. 2001, Walter, Wittstock et al. 2002, Walter, Niehaus et al. 2003, Behnke, Berg et al.
2005, Schmidauer, Sojer et al. 2005) Vyssi echogenita SN nemusi vzdy stranové odpovidat

dominujiciho hybného postizeni (postizené levé SN vede k pravostranné poruse hybnosti).

Obr. 23 — Typicky sonograficky ndlez u Parkinsonovy nemoci, jednostrannd hyperechogenita substantia nigra

(abnormalni ndlez vievo)

Univerzalni hraniéni hodnotu hyperechogenity neni mozné stanovit z diivodu rozdilnych
zobrazovacich vlastnosti ultrazvukovych pfistrojii. Mezi jednotlivymi studiemi hodnoticim TCS nalez
u PN se horni hranice normy obvykle pohybuje mezi 0,19-0,25 c¢cm? pii manualnim ohrani¢eni
hyperechogenni oblasti.(Berg 2006, Berg, Behnke et al. 2006, Berg, Godau et al. 2008, Walter 2009,
Walter and Skoloudik 2014, Yilmaz and Berg 2018) Vysetfeni TCS dosahuje v diagnostice PN
vysoké specificity 83-87 % a senzitivity 93-100 %.(Gaenslen, Unmuth et al. 2008, Bor-Seng-Shu,
Pedroso et al. 2014) V publikovanych studiich nebyla prok4zana asociace mezi echogenitou SN a
pohlavim nebo délkou trvanim symptomt PN.(Walter, Dressler et al. 2007) Vyssi hodnoty echogenity
a bilateraln¢ abnormalni nalez byva u PN pfitomny u pacientl s nizkym v€kem pocatku ptiznaki
PN.(Berg, Siefker et al. 2001, Walter, Dressler et al. 2007) Vztah echogenity SN a veku je vSak stale
diskutovanou otazkou.(Berg, Siefker et al. 2001, Hagenah, Konig et al. 2010)

ZvySena echogenita SN je popisovana také u 10 % zdravé populace. Klinicky vyznam
tohoto nalezu neni zatim zcela jasny, ackoliv v nékterych studiich porovnavajicich nalez na TCS s
metodami nuklearni mediciny byl u 60 % téchto subjekti zjistén subklinicky deficit nigrostriatalnich
drah.(Berg, Becker et al. 1999) Abnormalni nalez na TCS zvySuje riziko rozvoje PN u jeho nositele
dvacetinasobné proti zdravé populace. Nicméné u vice nez 80 % téchto osob v riziku k rozvoji

manifestniho onemocnéni nedojde.(Berg, Behnke et al. 2013) K piesnéjsimu urceni osob v riziku
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rozvoje PN nebo jiné neurodegenerace se krom¢ TCS uziva také Cichovy test nebo polysomnografické

vySetfeni k vylouceni RBD.

Atypické parkinsonské syndromy

U atypickych parkinsonskych syndromi (APS) neni TCS nalez typicky ani
konzistentni.(Walter, Niehaus et al. 2003, Behnke, Berg et al. 2005, Bouwmans, Vlaar et al. 2010,
Bor-Seng-Shu, Paschoal et al. 2019) Lisi se mezi jednotlivymi diagndézami (viz Obr.24), ale i mezi
pacienty s totoZznym onemocnénim (napf. u MSA je hyperechogenita SN ptfitomna u 10-50 %
pacienttl).(Behnke, Berg et al. 2005, Walter, Dressler et al. 2007, Bartova, Skoloudik et al. 2008) I
ptesto mize byt TCS nalez, v kombinaci s dal$imi zobrazenimi a klinickym nélezem, u APS pfinosem.
Ackoliv mechanismus vlivu poruch metabolismu kovil je u APS nejasny, vSechny maji spole¢nou

ztratu neurond a reaktivni glidzu.(Sadowski, Szlachta et al. 2012)

U MSA muze byt echogenita SN normalni ¢i zvySend, nucleus lentiformis byva
hyperechogenni a komorovy systém nebyva rozsiteny.(Eapen, Baker et al. 2017, Zhou, Huang et al.
2018) Naproti tomu u PSP byva nalez na SN v normé¢, ale tieti komora byva vyrazné dilatovana
(obvykle na vice nez 10 mm), coz odpovidd pro PSP typické globalni mozkové atrofii.(Walter,
Dressler et al. 2007) Priblizn€ 10-15 % pacienti s MSA nebo PSP maji nélez typicky pro PN
(asymetricky hyperechogenni nalez na SN). U APS je s vys§i frekvenci popisovan normalni nalez na
SN v kombinaci s hyperechogenitou nucleus lentiformis,(Walter, Niehaus et al. 2003, Walter, Dressler
et al. 2004, Behnke, Berg et al. 2005). Tento nalez vyluCuje PN s prediktivni hodnotou az 100 %.
Jednou ze zvazovanych pficin zmény echogenity nucleus lentiformis je kumulace kovi.(Becker, Berg
et al. 1999, Walter, Nichaus et al. 2003, Walter, Krolikowski et al. 2005) Vzhledem k vysoké
incidenci hyperechogenity SN u pacientii s PN s poc¢atkem pied 60. rokem véku, je v této podskupiné

normalni nalez na SN sam o sob¢ suspektni z atypického parkinsonského syndromu (MSA-P ¢i PSP)

se senzitivitou 75 % a prediktivni hodnotou 100 %.(Walter, Dressler et al. 2007)

Obr. 24 — Vybrané snimky transkranialni sonografie pacientii sledovanych pro atypicky parkinsonsky syndrom:
A) progresivni supranukledrni obrna (A1 — normalni substantia nigra, A2 — dilatace 3. mozkové komory); B)
demence s Lewyho télisky, stejny ndlez mohou mit i pacienti s multisystémovou atrofii (Bl — hyperechogenita

substantia nigra, B2 — 3. mozkovd komora normalni sirky)
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Symetricka bilateralni hyperechogenita SN se ve vysokém procentu objevuje u DLB (azZ u 80-
100 %).(Walter, Dressler et al. 2006, Favaretto, Walter et al. 2016) Abnormalni néalez na TCS v
kombinaci s klinickymi pfiznaky a vékem jejich nastupu, byva pro diferencidlni diagnostiku mezi
DLB a PN sdemenci (PND) dostacujici. Dosahuje vysoké senzitivity (96 %) i specificity (80
%).(Walter, Dressler et al. 2006) Imunohistologické vySetfeni animdlnich modeld DLB prokézalo
vyS$8i koncentrace zeleza v oblasti SN(Fernandez, Ferrer et al. 2017). Na konvenénim MR mozkt u

pacient s DLB se korelat TCS zmén neprokazal a kvantitativni studie nebyla zatim provedena.

Wilsonova nemoc

Pro pacienty s WN je typicky nalez hyperechogenniho nucleus lentiformis (viz Obr. 25),
ktery mtize ptedchazet abnormalnimu nalezu T2 hypointenzit na MR mozku.(Walter, Krolikowski et
al. 2005, Walter, Behnke et al. 2007) Abnormalni TCS nalez je ptfitomen nejen u dosud neurologicky
asymptomatickych jedinct, ale i u pacientii s hepatalni formou onemocnéni.(Walter, Krolikowski et al.
2005, Svetel, Mijajlovic et al. 2012) V nékterych studiich byla zachycena i hyperechogenita SN (31,5-
50 % pacientd s WN),(Walter, Krolikowski et al. 2005, Svetel, Mijajlovic et al. 2012) snizena
echogenita nuclei raphe (typicky sonograficky nalez u depresi)(Mijajlovic 2010) nebo zvySeny signal
periakvaduktalni $edé hmoty.(Ricciardi, Sirimarco et al. 2010) Sife tieti mozkové komory méfené

TCS byva srovnatelnd se zdravymi kontrolami, ale byl popsén signifikantni rozdil v jeji velikosti

podle prevazujici formy postizeni WN (neurologickd > hepatélni forma).(Svetel, Mijajlovic et al.

2012)

Obr. 25 — Typicky sonograficky nalez u Wilsonovy nemoci: A) thalamicky rez (Cervena Sipka — hyperechogenni

nucleus lentiformis; zlutd Sipka — naznaceny obrys thalamu); B) detail snimku vpravo s demarkact struktur
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Vzhledem k prokdzané akumulaci nejen médi, ale i Zeleza u pacientd s WN byla ke zjisténi
podkladu zmén na TCS provedena studie s histologickym vysetfenim mozkové tkdné post mortem. Ty
prokazaly homogenné rozlozenou zvysSenou kumulaci médi ve vSech zkoumanych strukturach.
Depozita zeleza byla pfitomna zejména v putamen a globus pallidus,(Dusek, Bahn et al. 2017) v nizsi
koncentraci také v nucleus dentatus.(Litwin, Gromadzka et al. 2013) Tyto nalezy byly potvrzeny i u
animdlnich studii.(Kim, Ko et al. 2005) V neuropatologickém vySetieni pacienti s WN korelovala
echogenita nucleus lentiformis pouze s putaminalnim obsahem médi a nikoliv Zeleza.(Walter,

Skowronska et al. 2014)

Dalsi uziti transkranialni sonografie

Dosud bylo provedeno pouze nékolik studii se zaméfenim na uziti TCS u HN. Abnormalni
sonograficky nalez byl pfitomny u 40 % pacientii. Nejcastéj$Sim nalezem byla, vétSinou bilateralni,
hyperechogenita SN (27 %), ktera korelovala s poétem CAG repetic. Dal§imi nalezy zejména u
pacienti s menSim poctech tripleti byla hyperechogenita nucleus caudatus (13 %) a nucleus
lentiformis (7 %). Echogenni zmény nucleus caudatus mély hypersignalni korelat na T2 vazenych

obrazech.(Krogias, Eyding et al. 2010, Krogias, Strassburger et al. 2011)

Z dalSich extrapyramidovych poruch hybnosti se TCS uziva u dystonii, kde byva typicky
pfitomny hyperechogenni signal v oblasti nucleus lentiformis. Nalez byl popsan az u 75 % pacientt s
cervikalni dystonii a ve vysokém procentu i u ostatnich fokalnich dystonii s vyjimkou
obli¢ejovych.(Gaenslen 2010) V neuropatologickych studiich byla u pacientli s dystonii zjisténa
kumulace médi v sonograficky abnormalnich tkanich. Obsah Zeleza v nich byl v normé.(Becker, Berg

et al. 1999, Becker, Berg et al. 2001, Walter, Blitzer et al. 2014)

Semikvantitativni hodnoceni echogenity nuclei raphe je uzndvanou pomocnou zobrazovaci
metodou u pacientli trpicich depresi. Pokud neni oblast nuclei raphe detekovatelnd (na stupnici O,
anechogenni) nebo je echogenita této oblasti pferusena (na stupnici 1) je celkové nalez hodnocen jako
hypoechogenni. Pokud je linie jasné echogenni, ostra, nepferusovana (na stupnici 2), pak je nalez
hodnocen jako normalni (viz Obr.26). Snizend echogenita nuclei raphe je zobrazitelna asi u 10 %
zdravych subjekti a u 50-70 % pacientll s depresi. Piedpoklada se, ze nalez reflektuje postizeni
serotoninergniho systému a koreluje s klinickymi projevy deprese i u dalSich onemocnéni (napt. PN,
HN, schizofrenie).(Walter, Dressler et al. 2007)(Becker, Becker et al. 1997, Walter, Krolikowski et al.
2005)
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Obr.26 — Nuclei raphe na transkranialni sonografii: A) normdalni ndlez; B) hranicéni ndlez; C) vyrazné

abnormalni

TCS se da pouzit také k hodnoceni atrofie mozku nebo dilatace likvorového kompartmentu u
normotenzniho hydrocefalu.(Berg, Godau et al. 2008) Mistem méfeni je bud’ tieti mozkova komora na
axialnim talamickém fezu nebo frontalni roh postranni komory. Bylo prokazano, ze zvétsujici se Sife
komorového systému na TCS koreluje se stupném kognitivniho postizeni u zdravé starnouci
populace.(Wollenweber, Schomburg et al. 2011). TCS se pouziva také k hodnoceni miry lokalni

atrofie v meziotemporalni oblasti u demenci.(Yilmaz, Pilotto et al. 2017)

U pacientti s idiopatickou formou syndromu neklidnych nohou byva popisovdna snizena
echogenita SN, jejiz patofyziologicky podklad ani klinicky nalez nejsou zcela jasné.(Schmidauer,
Sojer et al. 2005) Specifickou indikaci TCS je kontrola polohy elektrod u pacientli s hlubokou

mozkovou stimulaci (deep brain stimulation, DBS).(Saleh, Dooms et al. 2016)
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2 Cile a hypotézy prace

1) Porovnat zmény echogenity substantia nigra a nucleus lentiformis u pacientli s Parkinsonovu

nemoci s casnym pocatkem a s Wilsonovou nemoci.

Hypotéza: Transkranialni sonografické vysetieni nucleus lentiformis by mohlo slouzit jako
podpiirna diagnosticka metoda Wilsonovy nemoci i v diferencialni diagnostice parkinsonského

syndromu s casnym ndstupem.

2) Zjistit, zda je mozné prfi zpfesnéni umisténi jednotlivych mozkovych struktur fuzi MR a
transkranialni sonografie vyuzit v diagnostice neurodegenerativnich onemocnéni i dalsi, dosud

nehodnocené, struktury.

Hypotéza: Oblast inzuly se jevi jako dalsi struktura mozku, jejiz zmény echogenity je mozné

pozorovat u Wilsonovy nemoci.

3) Porovnat echogenitu SN mezi kontrolami, idiopatickou RBD a Parkinsonovou nemoci s a bez
diagnostikované RBD. Dale zhodnotit asociaci mezi degeneraci SN hodnocenou na DAT-SPECT
a TCS.

Hypotéza: Echogenita SN u pacientii s RBD, kterd je zndmym rizikovym faktorem rozvoje
synukleinopatii, je opakovane hodnocena jako abnormalni u vétsiny vySetrovanych pacientii.
Hodnoty SN arey by se mohly u pacientii s Parkinsonovou nemoci lisit na zakladé soucasné

pritomnosti i absenci poruchy chovani ve spanku.
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3 Pouzita metodika
3.1 Transkranialni sonografie

Ve vsech tfech provedenych studiich byla pouzita TCS, ktera je sice zavedenou vySetfovaci
metodou v diagnostice PN, ale u jinych onemocnéni neni v bézné praxi pouzivana. Uplatnénim
né¢kolika technickych prvki (TCS/MR fuze a analyticky software) jsme se pokusili nejen o posouzeni
moznosti rozsieni klinického pouziti TCS, ale zejména o pochopeni strukturalniho nebo loziskového
podkladu echogenity samotné. S ohledem na opakované udavany podil kumulace kovi jsme ke

studiim pouzili dvé onemocnéni, u kterych byla patogeneze zeleza (PN) a médi (WN) jiz prokazana.

Vsechna sonografické vySetfeni probehla za standardniho nastaveni sonografickych pfistroji ve
dvou rovinach — mezencefalické a talamické. Do finalnich analyz byly zatfazovany pouze subjekty, u
kterych bylo kostni okno bilateralné prostupné a kvalita diferenciace mozkovych struktur
umoznovala jejich spolehlivé odliSeni (jednim z ukazatelii byla moznost vizualizace hypersignalniho

kontralateralniho kortexu a subarachnoidalnich prostord; viz Obr.29).

Obr.29 — Rozdilnad kvalita snimkii dle prostupnosti kostniho okna, ve ¢tverci vyznacena oblast mezencefala: A)
dobre prostupné kostni okno, Sipka oznacuje subarachnoidalni prostory kontralateralné; B) snizend prostupnost

kostniho okna

V porovnani s pfedchozimi provadénymi sonografickymi studiemi nebyla u vySetfovanych
provadéna dodate¢nd manualni korekce nastavenych hodnot za ucelem zlepSeni vizualizace
zkoumanych struktur. Dostatecna kvalita snimkl byla nezbytné nutné jak pro fuzi, tak pro manualni
ohranicovani struktur a softwarovou analyzu. S ohledem na vyssi procento vyfazenych byl nutny

nabor vétsiho poctu subjektd, pokud to bylo u dané skupiny mozné.

Pouziti dvou odliSnych sonografickych pfistroji poukézalo na n€které limity TCS. Pro fuzni
studie byl pouZit piistroj Esaote MyLab Twice vybaveny funkci Virtualni navigace (viz kapitolu 3.2.)
a pro studii Il byl pouzit pfistroj Toshiba Aplio 300. I pies totozné nastaveni se vysledny

sonograficky obraz mezi pfistroji 1i§i (viz Obr.30). Vyznamnou limitaci se ukazala byt horsi
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piehlednost subkortikalnich struktur u pfistroje Toshiba, ktery vSak detailnéji zobrazuje oblast
mezencefala. Tento typ sonografickych ptistroji neni v dosud provedenych TCS studii bézné€ uzivan a

bylo tedy nezbytné nutné stanoveni vlastnich hodnoticich parametrti.

Obr.30 — Zobrazeni mezencefala a substantia nigra u stejného subjektu za totozného nastaveni na dvou

odlisnych sonografickych pristrojich: A) Esaote; B) Toshiba

Mezni hodnota (cut off) SN arey pro Aplio ve studii III byla stanovena jako optimalni pro
odliseni pacientd s PN od zdravych kontrol na zakladé ROC analyzy. Pokud by se cut off stanovil jako
90. percentil SN arey v kohorté zdravych subjektti, doslo by ke snizeni jeho hodnoty. Cut off hodnoty
jsou tedy zavislé nejen na pouzitim pfistroji a jeho nastaveni, ale i na vyb&ru principu jeho vypoctu.
Casto uplatiiované piebirani meznich hodnot zjinych studii, namisto stanoveni vlastnich, muze

v nékterych ptipadech ovliviiovat hodnoceni nalezu TCS.

K finalni analyze echogenicity SN byly misto primémé hodnoty pouzity medidny. Vztah SN
arey ke starnuti byl predmétem nékolika studii a vétSina z nich hodnotila echogenitu SN jako na véku
nezavislou. Vyjimkou byla, kde byly do analyzy primarné zatazeny déti.(lova, Garmashov et al. 2004)
Dostate¢nou hodnotou ke stanoveni vlastni TCS cut off hodnoty je padesat subjektt,(Walter and
Skoloudik 2014) coz bylo vnasi studii naplnéno. VySetfeni zdravé kohorty, zahrnujici 169
dobrovolnikl s bilateralné prostupnym temporalnim oknem ve véku 23-86 let (prumérny vék 47,7 +
16,35) bez anamnézy neurologického nebo psychiatrického onemocnéni, ukéazalo nepravidelné
rozlozeni SN arey (viz.Obr.31). Krom¢ zdravotnikd, jejich rodinnych pfislusnikti byly vysetfeni také
studenti nebo zdravi seniofi. Vysetfeni starSich zen bylo komplikovano pfitomnosti osteoporozy.
Vsechny zatazené kontroly byly zékladné neurologicky vysetfeny k vylouceni pfitomnosti piiznaki

parkinsonského syndromu.
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Obr.31: Rozlozeni arey substantia nigra v zavislosti na véku

Ve fuznich studiich (I a II) s pouzitim pfistroje Esaote byl k posouzeni echogenity pouzit
automaticky softwarovy systém a z néj vychazejici indexy echogenity, ve studii s pouzitim Toshiba
bylo pouzito dodatecné manualni ohranic¢eni struktur v ImageJ dvéma nezavislymi hodnotiteli. B-
assist mode k analyze vyzaduje stanoveni referen¢nich kiivek pro jednotlivé sonografické pfistroje,
které v dobé studie III nebyly pro Toshibu dostupné. Alternativné zkouSeny piepocet indexi
echogenity SN k echogenicité standardn¢ hypoechogenniho thalamu nedosahlo dostate¢né rozlisovaci

schopnosti mezi PN a zdravymi subjekty.

3.2 Fuze transkranialni sonografie a magnetické rezonance

Ultrazvukovéa fuze je relativné novou technikou umoZilujici porovnavani v danou chvili
vySetfovanych sonografickych snimki s pfedem ziskanymi snimky z CT nebo MR. Béhem provadéni
standardniho transkranialniho vySetieni, systém poskytuje pfesny obraz na TCS snimanych struktur na

MR, a je schopny se okamZit¢ ptizptisobovat pohybu sondou.(Walter, Muller et al. 2016)

V piipadé nasich TCS/MR fuaznich studii byli snimky MR mozku pacienta nahrany ve formatu
DICOM (Digital Imaging and Communications in Medicine) do ultrazvukového pfistroj, ktery je
pievedl do 3D formatu véetné vytvoreni 3D modelu hlavy. Pacient byl vySetfovan v poloze na zadech
se zafixovanou hlavou k zamezeni pripadnych nezadoucich pohybii (viz Obr.32). Na Celo pacienta byl
umistén maly senzor snimac¢ elektromagnetického schopny korekce piipadnych drobnych pohybt
béhem flize. Pro sjednoceni jednotlivych zobrazovacich metod se nasledné pouzil znackovac s
pfipojenym elektromagnetickym snimacem, komunikujicim s vysilacem elektromagnetického pole

zaméfen¢ho na studovanou oblast mozku, kterym se oznacily alespoii 4 orientacni body na obliceji
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pacienta (obvykle ¢elo, nos a o¢ni koutky). Poté se snima¢ od znackovace odpojil a pfipojil se na

ultrazvukovou sondu.

Doba flzovani zavisela na piesnosti umisténa externich orientacnich bodli a nasledném
detailn€jsim doladéni fize napiiklad podle intrakranialné snadno detekovatelnych struktur (napf.
epifyza i tfeti mozkova komora). Po uspésné fuzi bylo mozné na obrazovce ultrazvuku prohlizet jak

izolované TSK snimky nebo MR snimky, tak jejich vzajemné piekryti v jednom obraze.

s L

Obr.32 — Proces fuzovani: A) 3D model hlavy odvozeny ze snimkii magnetické rezonance (MR), zelené
vyznacené fixacni body; B) MR snimek s vyznacenymi fixacnimi body; C) vysilac elektromagnetického pole; D)
na pohyb citlivy senzor; E) znackovac s moznosti pripojeni elektromagnetického snimace; F) transkranialni
ultrazvukova sonda s pripojenym snimacem elektromagnetického pole; (ilustrativni snimek pouZiti totozného
fiizni systému (Stephan J. Schreiber 2014)
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4 Popisy jednotlivych studii

4.1 Studie I — Porovnani fuze transkranialni sonografie a magnetické
rezonance u Wilsonovy nemoci a Parkinsonovy nemoci s ¢asnym
pocatkem

4.1.1 Uvod

Diagno6za neurologické formy WN nebyva problematicka, pokud se manifestuje obvyklymi
ptiznaky nebo je prokdzana genetické mutace ATP7B.(Ferenci 2004) Existuji vSak pfipady s
atypickym pribéhem onemocnéni, které nemusi spliiovat vSechna klinicka a laboratorni kritéria pro
diagnézu WN.(Youn, Kim et al. 2012) Krom¢ toho mtze byt i genetické potvrzeni obtizné, protoze
gen ATP7B je velky a bylo popsdno vice nez 750 mutaci, nékteré s pochybnou patogenitou.(Bennett
and Hahn 2011)

WN se miize projevit riznymi kombinacemi tfesu, parkinsonismu, dystonie, chorey a ataxie,
takze kazdy pacient s poruchou hybnosti (zejména extrapyramidovou) s poc¢atkem obtizi v détstvi
nebo mladé véku by mél podstoupit screening na WN. Vzhledem k tomu, Ze jednim z nejbéznéjsich
pfiznaki u WN je parkinsonismus, stdva se diferencidlni diagnostika mezi WN a EO-PN zcela
klicovou, zejména v komplikovanych nebo atypickych ptipadech (napf. s atypickymi laboratornimi

hodnotami). Spravna diagnoza je nezbytna pro vybér adekvatni terapie.

TCS jiz byla validovana jako vysoce citlivy a specificky nastroj v diagnostice raného stadia
PN.(Walter, Dressler et al. 2007) U neurologické formy WN je echogenita SN vysoce variabilni,
zatimco hyperechogenita nucleus lentiformis je konzistentni.(Walter, Krolikowski et al. 2005,
Ricciardi, Sirimarco et al. 2010, Svetel, Mijajlovic et al. 2012, Martinez-Fernandez, Caballol et al.
2013, Walter, Skowronska et al. 2014) Vztah mezi abnormalnim nalezem na TCS a typickym obrazem
na MR mozku — hyperintenzity bazalnich ganglii, mozkového kmene a thalamu v T2 vazenych
obrazech — neni u pacientd s WN jasny. U obou zobrazovacich metod pievazuji signalové zmény
v bazalnich ganglii nad oblasti mozkového kmene.(Sinha, Taly et al. 2006) Hyperechogenita nucleus
lentiformis byla popséna i u pacienti s normalnim nalezem mozkové MR, coz naznacuje, ze TCS

muze byt citlivéjsi pii detekei zakladni patologie.(Walter, Krolikowski et al. 2005)

S ohledem na zminéné odlisné sonografické charakteristiky pacientd s EO-PN a WN by TCS
mohla byt podpirnou diagnostickou metodou u WN, zejména v ptipadech manifestujicich se primarné
parkinsonismem. Je vSak nutné minimalizovat chybovost subjektivniho hodnoceni TCS nalezd.
K tomu pfispiva digitalni automatické hodnoceni echogenity a ultrasonograficka fuze s MR nebo

CT.(Skoloudik, Jelinkova et al. 2014)
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Cilem studie bylo porovnat zmény echogenity v SN a nucleus lentiformis u pacientti s EO-PN
a s WN a posoudit TCS jako podpiirnou diagnostickou metodu u té€chto onemocnéni. S vyuzitim faze
s TCS jsme se pokusili zpfesnit lokalizaci vySetfovanych struktur a zhodnotit ptipadnd depozita kovi

podmiiiujicich sonografické zmeény.

4.1.2 Metodika

Pacienti

U pacientil s WN byla inkluznim kritériem neurologicka forma stanovena podle Lipskych
kritérii( Wong, Gish et al. 2011). Do skupiny EO-PN byli zatazeni pacienti diagnostikovani v souladu s
kritérii UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank, u kterych byla vylou¢ena WN a jejich vék na
zacatku klinickych obtizi neptesadhl 40 let. VyluCovacimi kritérii pro obé skupiny byla ptitomnost

hluboké mozkové stimulace a nedostatecné temporalni kostni okno pro sonografické vysetreni.

Do studie bylo zatazeno 22 pacientd s WN a 16 pacienti s EO-PN sledovanych v Centru
extrapyramidovych onemocnéni VSeobecné fakultni nemocnice. Hlavnim problémem naboru pacientt
s PN s ¢asnym pocatkem byla frekventni 1é¢ba hlubokou mozkovou stimulaci, ktera je u této skupiny

velmi Castd. Kontrolni skupinu tvofilo 24 zdravych jedinci bez anamnézy neurologického nebo

psychiatrického onemocnéni.

Tabulka 4 — Demograficka a klinicka data

WN EO-PN Kontroly

Pocet pacientu (Zeny) 22 (11) 16 (9) 24 (16)
Vék; primér + smérodatna odchylka (roky)* 43,9187 42,2452 37,6+10,3
Trvani nemoci (roky)** 17,1£9,9 7,7+4.7 -
Trvani terapie (roky)* 13,5+7,2 3,8+1,9 -
UPDRS-III subskére; primér; median (mezikvartilovy 21,3; 16,0 (12,0-
rozptyl) i 32,0) i
UWDRS neurologické subskore; pramér; median 19,6; 13,5
(mezikvartilovy rozptyl) (7,0-30,5) i i
UWDRS/UPDRS-III spole¢né parkinsonské subskore; 9,1;4,52,0- | 14,9, 13,0 (9,0-
priumér; mediin (mezikvartilovy rozptyl) * 14,3) 21,0) i
L-DOPA ekvivalent (mg) - 623,4+453,2 -
Pocet pacientii na d-PEN/zinku/kombinované terapii 7/8/4 - -
SloZené skoére zavaznosti MR; primér; median 5,9, 6,0 2,3,2,00
(mezikvartilovy rozptyl) ** (2,0-8,5) (1,0-3,5) i
Index echogenity SN** 28,0+ 4,6 39,8+59 28,8 +4,9

) 549+
Index echogenity NL** 117,5+ 37,0 61,6 5,4 112
Index echogenity NC** 47,5+ 16,5 39,6 £9,2 344+74

Hodnoty udavany jako priiomér = smérodatna odchylka; * p <0,05, ** p <0,01

Zkratky: WN — Wilsonova nemoc, EO-PN — early-onset Parkinsonova nemoc, UWDRS — Unified Wilson’s Disease Rating
Scale, UPDRS-III — Unified Parkinson’s Disease Rating Scale, cast III, d-PEN — d-penicilamin, SN — substantia nigra, NL —

nucleus lentiformis, NC — nucleus caudatus
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Devatenact pacienti s WN bylo uspokojivé kompenzovano na peroralni 1é¢bé, jeden
podstoupil transplantaci jater a dva byli v dobé ucasti ve studii de novo neléceni pacienti (viz Tabulku
4). Kromé splnéni klinickych kritérii byla u 16 subjektii dg. WN také geneticky potvrzena mutacni
analyzou. Stejné tak vSichni pacienti s PN byli testovani na mutace PARK2 (heterozygotni patogenni
mutace byla nalezena u jednoho z nich). Patnact pacientti s PN uzivalo stabilni antiparkinsonskou

1é¢bu, zatimco jeden byl dosud bez terapie.

Klinické hodnoceni

Zavaznost neurologického postizeni byla u pacient hodnocena na zakladé jejich diagnozy
bud’ pomoci neurologického subskére Unified Wilson's Disease Rating Scale (UWDRS)(Leinweber,
Moller et al. 2008) u WN a podle Unified Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS) u skupiny PN
se zaméfenim na jeji motorické subskore (UPDRS-II).(Tilley, LaPelle et al. 2014) Hodnoceni
hybnosti bylo provedeno na standardné uzivané medikaci. Pro porovnani mezi jednotlivymi skupinami
a Skalami bylo vytvofeno ,,spoleéné parkinsonské subskore™ z polozek, které jsou pro obé vyse

uvedené Skaly spolecné (vSechny polozky UPDRS-III bez polozek 24, 30 a 31).

Magnetické rezonance

MR mozku byla u vSech pacientli s PN a WN provedena na 1.5T pristroji (Philips Achieva).
Pro vylouceni strukturdlni patologie byly pouzity standardni T1 vazené sekvence (rozliSeni
1.2x1.2x3mm3, TE 15ms, TR 500ms) a T2 vazené sekvence (rozliSeni 0.5x0.5x2mm3, TE 233ms, TR
2250ms). Byl zhodnocen stupen postizeni mozkové tkan€¢ a ziskané snimky byly pouzity pro
naslednou fuzi s ultrazvukovym vySetfeni. Nalezy na MR byly hodnoceny zkusenym neuroradiologem

zaslepenym viici zakladni diagnoze.

Patologie MR byla hodnocena v souladu s piedchozimi publikovanymi studiemi stejného
zaméfeni(Frota, Barbosa et al. 2013). Byl hodnocen stupen atrofie — neptitomny (0 bodtt). mirny (1
bod) nebo té€Zky (2 body) - na tfech mistech: 1) v mozeCku a mozkovém kmeni. 2) v bazalnich
gangliich a subkortikalni oblasti a 3) v kife. Dale byla hodnocena pfitomnost T2 hypersignalnich
zmén v nucleus caudatus, putamen, globus pallidus, thalamu, mezencefalu, pontu a T2 hypointenzit
v nucleus lentiformis, nucleus dentatus a SN. Celkovy soucet atrofie a zmén signalu vytvofil souhrnné

skore zavaznosti MR patologie (maximalné 15 boda).
Transkranialni sonografie
Ultrazvukovy piistroj Esaote byl vybaven funkci virtualni navigace a fuze s MR snimky (viz

Kapitolu 3.2). Vysetieni bylo provedeno pies pravé i levé temporalni okno v obvyklém nastaveni. Pro
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hodnoceni struktur na TCS byl u SN pouzit mezencefalicky fez a u nucleus lentiformis caudatus

talamicky fez (viz Obr. 34).

Obr. 33 - Typické nalezy na transkranialni sonografii u pacienta s Wilsonovou nemoci, s odpovidajicimi obrazy
MR zobrazené pomoci techniky fuzniho zobrazovani. A) axialni mezencefalicka rovina s normdlni echogenitou
SN; B) axialni talamicka rovina s hyperechogennim nucleus lentiformis

Cisla oznacuji nasledujici anatomické struktury: 1 - mesencephalon; 2 - spankovy lalok; 3 - mozecek; 4 - tieti
mozkova komora; 5 - Celni roh laterdlni komory; 6 — nucleus caudatus; 7 - nucleus lentiformis; 8 - inzula; 9 -
okcipitalni roh postranni komory.

Vsechny ziskané snimky byly ulozeny ve formatu DICOM, ale pro nasledujici zpracovani
digitalni analyzy a méfeni byly ptevedeny do 8bitové stupnice Sedi. Navrzeny algoritmus umoznil
vyhodnoceni oblasti zdjmu na obrazech ve stupnich Sedi s intenzitami [=0-255. Pfeddefinované
eliptické ROI byly ru¢né¢ umistény do oblasti kontralateralnich nucleus caudatus a nucleus lentiformis
(viz Obr. 34B) a ipsilateralnich SN (viz Obr. 34D). Index echogenity byl vypoc€itdn samostatné pro
jednotliva jadra jak z pravého, tak z levého temporalniho kostniho okna, a pro analyzu byla pouzita

vy$§i hodnota obou méfeni.
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Obr.34 - Pozice oblasti zajmu pro méreni indexu echogenity. A) axialni thalamicka rovina na transkranidalnim
ultrazvukovéem snimku;, C) mezencefalicka rovina, zvétsené detaily ukazuji umisténi jednotlivych zdjmovych
oblasti: B) nucleus caudatus (2) a nucleus lentiformis (3), D) substantia nigra (8)

Cisla oznacuji nasledujici anatomické struktury: 1 — predni roh postranni komory; 2 — nucleus caudatus; 3 —
nucleus lentiformis; 4 — corpus callosum; 5 — epifyza; 6 —inzula; 7 — treti mozkovd komora; 8 —SN; 9 - ¢tvrta
mozkova komora; 10 —mozecek,; 11 —temporalni lalok.

Statistika

Pro testovani parametrd s normalni distribuci byl pouZzit Shapirtv-Wilkiv test a vysledna data
jsou uvedena jako primeér + standardni odchylka (SO). Proménné, které neodpovidaly normalni
distribuci, jsou uvadény jako median s mezikvartilovym rozptylem. K analyze skupinovych rozdilt
mezi WN, PN a kontrolami byl pouzit Studentiv t-test nebo jednorozmérna ANOVA s post-hoc
Tukeyovym testem. Na zaklad¢ dat ziskanych z ptijimace byla vypoctena senzitivita a specificita pro
stanovené mezni body (cut off) echogenity SN, nucleus lentiformis a nucleus caudatus. Zavislost
proménnych byla hodnocena pomoci Pearsonova korelacniho koeficientu. Statistické vypocty byly

provedeny pomoci SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, verze 17.0).

4.1.3 Vysledky

Hodnoceni klinického stavu

Soubor tvotilo 22 neurologickych pacientti s WN, 16 pacientti s EO-PN a 24 zdravych kontrol.
Vékové rozmezi subjektii s EO-PN a WN bylo $irsi a primérny vék mirné nizsi u kontrolnich subjekti
(viz Tabulku 4). Na zaklad¢ pfedchozich studii v§ak bylo prokazano. ze echogenita SN neni na véku

zavisla, a vysledky tedy timto rozdilem nebyly vyraznéji ovlivnény.
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Neurologicky nalez u 21 pacientd s WN splnil klinicka kritéria pro hypokineticko-rigidni
syndrom (tj. pfitomnost akineze + alespon jeden z dalSich piiznaki: rigidita, tfes nebo posturdlni
skére parkinsonismu (p <0.05). V mozkovych strukturach hodnocenych TCS nebyly na MR mozku
prokazany zadné morfologické zmény nad rdmec zdkladniho onemocnéni (napf. ischemie, nador atd.).
Zadny z pacientii nevykazoval hypersignalni zmény v bazalnich ganglii v T1 véZenych obrazech

typické pro depozita manganu.

Transkranialni sonografie

Dle naSich ocekavani vykazovala skupina EO-PN v porovnani se zdravymi kontrolami
zvySenou echogenitu v oblasti SN a skupina s WN v oblasti nucleus lentiformis (viz Obr.35).
Skupinova analyza byla vyznamna pro obé zminéné oblasti mozku: SN (F [2, 59] = 30.0, p <0,0001) a
nucleus lentiformis (F [2,59] = 47.2, p <0,0001). Post-hoc Tukeytv test ukazal, Ze echogenita SN ve
skupiné EO-PN byla vyznamné vys$si nez ve skupinach WN (p <0,0001) a u kontrolnich subjektii (p
<0,0001). Echogenita nucleus lentiformis byla vyznamné vyssi u pacienti s WN ve srovnani jak s EO-
PN (p <0,0001), tak s kontrolami (p <0,0001). Podobné nélezy jako u nucleus lentiformis byly

pozorovany také u nucleus caudatus (viz Tabulku 4).
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Obr.35 - Index echogenity v A) substantia nigra (SN) a B) nucleus lentiformis (NL) u kontrolnich subjekti.
pacientii s Wilsonovou nemoci a Parkinsonovou nemoci s casnym pocatkem. Osy Y jsou riizné upraveny pro
hodnoty SN a NL. Index echogenity v nucleus caudatus (NC) vykazoval podobny vzorec jako v NL, a proto neni v

tomto grafu zndzornen.

Mezni hodnota (cut off) pro indexy echogenity byla u SN 33,7 a u nucleus lentiformis 71,9.
Pro diferenciaci WN a EO-PN dosahla hyperechogenita SN senzitivity 93,8 %, specificity 90,9 % a
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plochy pod ROC kiivkou (AUC) 0,972. Hyperechogenita nucleus lentiformis dosahla citlivosti 95,5
%, specificity 93,8 % a AUC 0,992 (viz Obr.36).

lml
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specificita (%)

Obr.36 - Receiver Operating Characteristic (ROC) krfivka echogenity v diferencialni diagnostice Wilsonovy nemoci a
Parkinsonovy nemoci s ¢asnym pocatkem: echogenita substantia nigra — prerusovana ¢ara, echogenita nucleus lentiformis —

plna éara
Korelace mezi TCS, MR a klinickym obrazem

Nélezy na TCS u dvou de novo pacienti s WN se neliSily od pacientl s chronickou 1é¢bou
(index echogenity nucleus lentiformis 134,2 a 107,5 vs. 117,1 £ 38,6, p = 0,90). Ve skupin¢ WN jsme
nenasli korelaci mezi indexem echogenity nucleus lentiformis a vékem (r = -0,36, p = 0,10), délkou
trvani onemocnéni (r = -0,32, p = 0,14), délkou 1é¢by (r = -0,21, p = 0,36) nebo UWDRS skorem (r =
0,36, p = 0,10). Ve skupiné PN jsme nezjistili korelaci mezi indexem echogenity SN a vékem (r =

0,06, p = 0,84), délkou onemocnéni (r =-0,14, p = 0,61) ani UPDRS-III (r = 0,02, p = 0,93).

Skére zavaZnosti postiZeni MR mozku bylo u WN ve srovnani se skupinou EO-PN vyssi (p
<0,01; viz Tabulku 1). MR signal nucleus lentiformis byl normalni u 6 pacientti; T2 hyposignalni u 12

pacientd; u 13 pacientii byl pak zjistén vyssi T2 signal v putamen.

Nikdo ze skupiny Sesti pacientti s WN s normalnim MR signalem nemél normalni echogenitu
nucleus lentiformis. U pacientii s WN, ktefi vykazovali hypersignalni zmény v putamen, byl index
echogenity nucleus lentiformis vys$i v porovnani s podskupinou s normalnim nalezem (140,4 + 13,6
vs 106,9 + 8,2, p <0,05). Na druhé strané, rozdil v indexu echogenity nucleus lentiformis mezi
pacienty s hyposignalnim a normalnim nalezem v nucleus lentiformis pozorovan nebyl (113,2 + 9,5
vs. 124,5 £ 12,1, p = 0,50). U 13 pacientti s WN byl pfitomen T2 hypointenzni signal v SN a/nebo T2

hyperintenznim signal v mezencefalické bilé hmot¢.

67



Ve skupiné¢ EO-PN byla oblast nucleus lentiformis hodnocena jako hypointenzni u 4 pacientd.

Hypointenzita SN nebyla nalezena u Zadného pacienta z této skupiny.

4.1.4 Diskuze

Vysledky nasi studie potvrdily, Zze indexy echogenity SN a nucleus lentiformis stanovené
digitdlni analyzou snimkii z fuze TCS/MR, jsou vysoce specifickymi a senzitivnimi markery
v diferencialni diagnostice WN a EO-PN. Mohly by pfispivat k usnadnéni diferencidlni diagnostiky
ptipadi s atypickym prabéhem.

Nalezy u pacienti s EO-PN byly v souladu s piedchozimi studiemi uZzivajicimi TCS.
Hyperechogenita SN byla detekovana v 93,8 % ptipadli a index echogenity nucleus lentiformis byl

abnormalni pouze u dvou EO-PN pacientt.

V kontrolni skupin€¢ byl mirn€¢ zvySeny echogenni nalez nucleus lentiformis zjistén u ti
subjektti. SN byla hyperechogenni u 10 % zdravych kontrol (coz odpovida vSem dosud publikovanym
studiim s TCS u PN) bez klinického korelatu. U téchto subjektli nebyla na MR mozku zjisténa
vysvétlujici loziskova patologie. Jejich potencialni riziko vzniku neurodegenerativnich onemocnéni je

nejasné a budou vyzadovat dalsi sledovani v Case.

Pti zatim nedostupné specifické preventivni 1é¢bé PN se abnormalni nalezy na TCS stavaji
zavaznou etickou otazkou. Hyperechogenita SN je v souladu s dosud zjisténymi poznatky nejspise
rizikovym terénem rozvoje neurodegenerace, zejména PN. Soucasnym trendem je detailnéjsi prizkum
ovlivnitelnych rizikovych faktort — naptiklad dietnich opatfeni nebo aerobni aktivity — o kterych by
mohly byt osoby v riziku edukovany.

U pacientt s WN byl index echogenity nucleus lentiformis abnormalni v 95,5 %. Dal§im
vyznamnym, ale mén¢ konstantnim nalezem u pacientli s WN byl zvySeny index echogenity nucleus
caudatus. Echogenita SN byla u pacientd s WN srovnatelna s kontrolnimi subjekty. Posledni zminény
nalez se od dfive publikovanych studii vyrazné liSil. Obvykle je popisovana >50 % prevalenci

hyperechogenity SN u WN.(Walter, Krolikowski et al. 2005, Svetel, Mijajlovic et al. 2012)

Nélez normalni echogenity u pacientii s WN je piekvapivy. Uvazime-li, Ze vétSina z nich byla
postizena parkinsonismem, nektefi z nich dokonce vazné. Na MR mélo 13 WN pacientd T2
hyposignalni nalez v oblasti SN a/nebo T2 hyperintenzitu v traktech bilé hmoty mezencefala.
Predchozi studie naznacovaly souvislosti mezi parkinsonismem u WN a kombinaci presynaptického a
postsynaptického poskozeni nigrostriatalnich drah.(Barthel, Hermann et al. 2003) Pomeér
presynaptického a postsynaptického poskozeni byl v jednotlivych piipadech vysoce variabilni.(Snow,
Bhatt et al. 1991) Parkinsonismus u naSich pacienti by tak mohl byt zplsoben pievazné

postsynaptickym poskozenim.
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Pokud jde o zmény echogenity nucleus lentiformis a nucleus caudatus, jsou nase vysledky
srovnatelné s dfive publikovanymi skupinovymi studiemi u pacientl s neurologickou formou
WN.(Walter, Krolikowski et al. 2005, Svetel, Mijajlovic et al. 2012) Prvni z nich zachytila
hyperechogenitu nucleus lentiformis u 100 %, druhd u 81,6 % pacientti. V obou studiich byla popsana
vyznamna korelace mezi zavaZznosti klinického nalezu a sonografickym nalezem na bazélnich

gangliich.(Svetel, Mijajlovic et al. 2012)

Na rozdil od téchto studii jsme Zadnou korelaci mezi zménami echogenity hlubokych
mozkovych struktur, klinickou zavaznosti a délkou trvani nemoci nebo 1é¢by nenasli. S ptihlédnutim k
témto protichidnym vysledkim nelze TCS pravdépodobné pouzit jako spolehlivy marker pro

dlouhodobé sledovani chelatacni terapie nebo progndzy postizeni.(Walter, Dressler et al. 2007)

K inkonzistentnim vysledkim TCS muze pftispivat n€kolik faktorii, z nichz zcela zdsadni je
subjektivita hodnoticiho sonografisty. V nasi studii jsme se snazili tento faktor maximalné redukovat.
Pro presnéjsi anatomické vymezeni zkoumanych struktur jsme pouzili technologii fuize MR a TCS v
realném cCase a nalezy byly zhodnoceny automatizovanym softwarem pro digitalni analyzu echogenity
mozkovych struktur. Software automaticky zohlednuje kvalitu kostniho okna, rizné hloubky a odstiny
Sedi. Pouziti obou zminénych technik eliminovalo chybovost pfi ru¢ni demarkaci struktur a zvysilo

sensitivitu vySetieni.(Blahuta, Soukup et al. 2014, Skoloudik, Jelinkova et al. 2014)

Jak jiz bylo zminéno v Givodni ¢asti prace, neuropatologicky podklad TCS signdlovych zmén
neni dosud plné€ objasnén. Jedna ze zvazovanych teorii hromadéni Zeleza s odpovidajicimi (feritinem a
hemosiderem podminénymi) T2 hypointenzitami na MR(Dusek, Dezortova et al. 2013) se v nasi studii
nepotvrdila. V rozporu sni jsme prokazali spojeni hyperechogenity nucleus lentiformis spiSe

s putaminalni T2 hyperintenzitou nez s T2 hypointenzitou.

Ve shodg s dive provedenymi studiemi(Ricciardi, Sirimarco et al. 2010, Martinez-Fernandez,
Caballol et al. 2013, Hermann 2014) jsme zjistili abnormalni sonograficky nalez nucleus lentiformis u
vSech pacientii s WN, vcetné podskupiny s normalnim nalezem na MR mozku. To naznacéuje, ze TCS
zobrazuje jiny mechanismus tkanovych zmén. Zmény echogenity nucleus lentiformis u WN by mohly
byt ovliviiovany i jinymi kovy. Naptiklad meédi, coz by bylo vsouladu s provedenymi
neuropatologickymi rozbory,(Meenakshi-Sundaram, Mahadevan et al. 2008) nebo manganem, ktery se
u jaternich poruch zvysen¢ uklada v mozku.(Krieger, Krieger et al. 1995, Hayashi, Hattori et al. 2013,
Dusek, Roos et al. 2015)

Zvazované vlivy dal§ich kovi na echogenitu bazalnich ganglii nebylo mozné v nasi studii
potvrdit & vyvratit. Zadny zpacienti s WN na MR nevykazoval zmény typické pro akumulaci
manganu a méd’ neni na MR spolehlivé zobrazitelna. Ani TCS neni schopna rozli§it jednotlivé kovy
mezi sebou. Na zakladé¢ téchto vysledkd predpokladame, ze TCS echogenita je kovy ovliviiovana spiSe

sekundarng, souvisejicimi mikrostrukturalnimi patologickymi zmé&nami mozkové tkan¢.

69



Fuze s MR nam umoznila u vSech pacientli provést také semikvantitativni porovnani
loziskovych zmén v mezencefalu zaméfenych na depozita zeleza s echogenitou na TCS. Mira
loziskovych zmén na MR nekorelovala s rozsahem arey echogenity SN. Samotnd depozita tedy
nemohou byt jediny aspektem abnormalnich nalezu na TCS. Dal§im pfinosem fuzniho zobrazeni byla
moznost posouzeni zvysSené vaskularizace Ci rozsifeni perivaskuldrnich prostort v oblasti mezencefala
(viz Obr.37), kterd je cCastym zdrojem artefakti pii vySetfeni TCS. Neni jasné, zda je tato
vaskularizace pfitomna u n¢kterych jedincii fyziologicky nebo jde o sekundarni zmény indukované
lokalnim poskozenim tkané€, napt.: ukladanim kovl. Abnormalnim cévni distribuce by teoreticky
mohla zvySovat riziko prestupu Skodlivych latek pfes porusenou hematoencefalickou bariéru.

Zhodnoceni MR nalez je predmétem dalsi, dosud nepublikované prace.

Hlavni limitaci nasi studie byl, s ohledem na vzacnost zkoumanych forem onemocnéni, maly
pocet pacientl. Do findlni analyzy jsme zatadili nejen de novo, ale i 1éCené pacienty s WN, a ne
echogenity na trvani onemocnéni, trvani 1éCby a klinickém obrazu, nemély tyto limitace na vysledky

nasi studie vliv.

Na zakladé nami zjisténych vysledkd a predchozich publikovanych studii jsme dospéli
k zavéru, ze TCS nalezy jsou u pacienti s WN a EO-PN charakteristické, a lze je pouzit jako soucast
diagnostického procesu. TCS by mohla byt uzitenym screeningovy nastrojem komplementarnim
k MR. V budoucnu by mohlo byt pfinosné zafazeni hodnoceni echogenity bazalnich ganglii do

podpirnych diagnostickych kritérii pro WN.
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Obr.37 — Porovnani strukturdlnich zmén na magnetické rezonanci (MR) a transkranidalni sonografii u dvou
pacientit s Parkinsonovou nemoci:1A+24) loziskové zmeny na T2 vazené MR, horsi vpravo, nejspise
odpovidajici perivaskularnim prostoriim; 1B) jednostranné vyrazné zvySena echogenicita substantia nigra (SN)
neodpovidajici rozsahem zménam na MR; 2B) bilaterdlné normdalni nalez na SN neodpovidajici rozsahem

zménam na MR
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4.2 Studie II — Analyza digitalizovaného obrazu echogenity inzuly
detekované TCS/MR fizi u pacienti s Wilsonovou nemoci a
Parkinsonovou nemoci s ¢asnym pocatkem

4.2.1 Uvod

TCS je uziteCnym néstrojem detekce patologickych zmén mozkového parenchymu, ale
v porovnani s MR a vypocetni tomografii (CT) mé nizkou prostorovou rozliSovaci schopnost a je
vyznamné ovliviiovdna zkuSenosti sonografisty.(Skoloudik and Walter 2010, Walter and Skoloudik
2014) Tyto nevyhody TCS lze ptekonat fuznim zobrazovanim pomoci virtualni navigace a analyzy
digitalizovaného obrazu.(Lagana, Forzoni et al. 2011, Blahuta, Soukup et al. 2014, Skoloudik,
Jelinkova et al. 2014). Pouziti téchto technik zlepSuje nejen hodnoceni vizualn¢€ sonograficky bézné
detekovanych struktur (bazalnich ganglii), ale i struktur okolnich, jako je naptiklad inzula.(Skoloudik,
Bartova et al. 2016) Jeji presna lokalizace nebyla bez pouziti fize mozna, proto dosud nebyly

provedeny studie hodnotici jeji echogenitu u riznych nemoci.

V této studii jsme za pomoci fuzniho zobrazeni porovndvali echogenitu inzuly u pacientl
s WN, PN s casnym pocatkem a u zdravych kontrol. Pokusili jsme se objasnit pfipadné typické

loziskové zmény nebo klinické priznaky asociované se zménou signalu inzuly.

4.2.2 Metodika

Pacienti

Data pro tuto studii byla ziskana jiz béhem vySetfeni v ramci pfedchozi studie zaméfené na
TCS u 22 pacienti s WN a 16 pacienti s EO-PN.(Maskova, Skoloudik et al. 2016) Do analyzy
insularni oblasti bylo navic zatazeno dalSich 7 pacientli s PN a 1 s WN (demograficka data v Tabulce
5.). Inkluzivni kritéria byla neurologickd forma onemocnéni u WN a u PN nastup pfiznakt pied 40.
rokem veéku. V kontrolni skupiné bylo 24 zdravych osob bez anamnézy psychiatrického nebo
neurologického onemocnéni. Podminkou zatfazeni do studie bylo bilateraln¢ prostupné temporalni
okno. Neurologické postizeni bylo hodnoceno obvyklymi skalami — UWDRS a UPDRS — na zavedené

plné terapii.

Tabulka 5 — Demograficka a klinicka data a sonografické nalezy

Pacienti s W Paciznti s EQ-PN Kontroly

Podet zxfazenych pacientl (muli) (11 21{10) 24 (B)

VEk; primén = SO (roky) 438285 20=45 3752101
Trvim nemoci; promés = 50 (roloy) 17280 TE=48 NA
Tevini teeapis; prisenic = 50 (roky) 13572 38al,7 A
UPDRS-II subakore; primér; mediin (mezilvartilovy sozptyl) NA 213; 160 (12,032,0) NA
UWDRS neunologicks subekors; promén, meditn (mezikvartilovy rozpyl) 19.6; 13,5 (7,0-30,5) WA HNA
L-DOPA eivivalent; primir = 50 (mg) NA 6234w 4353,2 MNA

Podet pacients na terapii &-PEN zinkem kombinované terapii T84 WA ' MNA

&-PEN - d-penicilamin, EO-PN - early-onset Parkinsonova nemoc; SO - standennd odchylks; UPDRS-TI - Unified Parkinson s Disease
Fating Scale, &gt II; UWDRS - Unified Wilson s Disease Rating Scale;, WN = Wilsonova nemoc
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MR mozku

K vysetfeni MR mozku byl pouzit 1.5T pfistroj Achieva (Philips. Eindhoven. Nizozemsko) ve
stejném nastaveni jako u predchozi studie. Oblast insularniho kortexu byla jasn€¢ znazornéna v
axialnich T2 sekvencich na 68 voxelech v latero-lateralnim sméru a 10 fezech (oCekavana tloustka 34
mm v rostro-kaudalnim sméru).

Stupein mozkové atrofie byl vizualn¢ hodnocen jako neptitomny (0 bodi), mirny (1 bod)
nebo tézky (2 body) na nasledujicich 3 mistech: (i) mozecek a mozkovy kmen, (ii) bazalni ganglia a
(iii) ktra. Hodnoceni provedl zkuseny neuroradiolog zaslepeny vii¢i zakladnim diagnézam. Méfeni
Sitky tfeti komory bylo provedeno na axialnich T2 vazenych fezech uprostfed predozadniho rozméru,

vvvvv

fezech v miste nejvetsi Site.

Transkranialni sonografie

Ultrazvukovy systém byl vybaven funkci virtualni navigace (Esaote S.p.A.. Janov. Italie a
MedCom GmbH. Darmstadt. Némecko), kterd umoziuje fuzi obrazii TCS a MR v realném case. Byl
pouzit ultrazvukovy skener Esaote MyLab Twice (Esaote S.p.A.) s 2.5 MHz pfevodnikem fazového
pole (PA240) a 639-039 CIVCO opakované pouzitelnym sledovacim drzédkem (CIVCO, Kalona, IA,
USA) k upevnéni senzoru. K pouziti virtudlniho navigatoru byl pouzit elektromagneticky sledovaci

systém slozeny z vysila¢e a malého pfijima¢e namontovaného na ultrazvukovou sondu.

Transkranialni sonografie mozku byla provedena s obvyklymi parametry: hloubka penetrace
16 cm, dynamicky rozsah 50 dB. frekvence = 14 MHz, mechanicky index = 0.9 a nésledujici indexy
tkané: tepelny index pro mekkou tkan = 1.0. tepelny index pro kosti = 1.0 a tepelny index pro lebe¢ni

kosti 2.1. U vSech pacientl bylo vysetfeni provedeno se stejnym nastavenim.

Pro méfeni indexti echogenity byl pouzit automatizovany software B-Mode Assist s moznosti
umisténi preddefinovanych specifickych eliptickych oblasti zajmu (ROI): pro inzulu (plocha: 196
mm?2), SN (plocha: 50 mm2), nucleus lentiformis (plocha: 200 mm?2), nucleus caudatus (plocha: 140
mm?2) a nuclei raphe (plocha: 40 mm?2).(Blahuta, Soukup et al. 2014, Skoloudik, Jelinkova et al. 2014,
Silhan, Jelinkova et al. 2015, Maskova, Skoloudik et al. 2016)

Pro findlni analyzu byla pouzita vy$s$i ze dvou nameétenych hodnot pro kazdou strukturu.

vvvvvv

rater/inter-rater korelacnich koeficientti 0.995 (95 % interval spolehlivosti [CI]: 0.9930.997) / 0.937
(95 % CI: 0.9100.956) a Spearmanova korela¢niho koeficientu r = 0.993/r = 0.921(Skoloudik, Bartova
et al. 2016).
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Po nahrani obrazki MR ve formatu DICOM do virtualniho navigatoru, bylo u vSech pacientti
na obliceji oznaceno 11 orientacnich bodi (8 zdkladnich a 3 dopliikové pro finalni doladéni fize). Pro
porovnani s MR zobrazenim inzularni oblasti byla pouzity ultrazvukové snimky v transverzalnim fezu

v axialni talamické roviné (viz Obr.38).

Obr.38 — Fuze transkranialni sonografie a magnetické rezonance v thalamické rovine: A) zvySena echogenita
nucleus lentiformis a inzuly u pacienta s Wilsonovou nemoci ; B) normalni echogenita nucleus lentiformis a

inzuly u pacienta s Parkinsonovou nemoci s casnym pocatkem

Statistika

Velikost vzorku pro studii byla zaloZzena na o¢ekavaném 30 % rozdilu v indexu echogenity
inzuly mezi jednotlivymi skupinami. Vypocty provedené pred zahdjenim ukazaly nutnost zatazeni
nejméné 23 pacientd v kazdé skupiné, aby se dosédhlo statisticky vyznamného rozdilu, za ptedpokladu.

ze 10 % z téchto pacienttl (2 pacienti) by bylo vylouceno z divodu neprostupnosti kostniho okna.
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Pro testovani normality byl pouzit Shapiriv-Wilkuv test. Data s normalni distribuci jsou
uvadéna ve formatu pramérné hodnoty a smérodatné odchylky. Nepravidelné distribuované proménné
jsou prezentovany jako median s mezikvartilovym rozptylem. Srovnani mezi dvéma skupinami bylo
provedeno Manntiv-Whitneytv U testem. Pro porovnani mezi vSemi tfemi skupinami byl pouzit
Kruskaltiv-Wallistiv test, nasledovany Bonferroniho testem pro vicenasobné porovnani. Rozdily mezi

skupinami WN. EO-PN a kontrolnimi skupinami byly vyhodnoceny jednosmérnou analyzou rozptylu.

Zavislost proménnych byla hodnocena pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. Pro
potieby statistického hodnoceni byla pouzita bilateralni méteni inzuly, SN, nucleus caudatus a nucleus
lentiformis. VSechny popsané hodnoty p jsou ziskany dvoustrannym testem (two-tailed). VSechny
testy byly provedeny na hladiné vyznamnosti 0,05. Data byla analyzovana pomoci softwaru SPSS

v.22.0 (IBM Corp. Armonk. NY, USA).

4.2.3 Vysledky
Ze 70 vySettenych subjekti byly t¥i (1 pacient s WN a 2 pacienti s EO-PN) z analyzy

vylouceni kvili neprostupnému kostnimu oknu.

Echogenita inzuly byla vyssi u pacientt s WN (103,92 + 34,94) ve srovnani s pacienty s EO-
PN (73,64 + 15,70; p = 0,030) a se zdravymi kontrolami (64,82 + 24,60; p <0,001). Primérny index
echogenity inzuly se mezi muzi a Zenami vyznamn¢ nelisil (79,99 + 29,07 vs. 80,78 + 32,81; p =

0,919).

Rovnéz indexy echogenity nucleus lentiformis a nucleus caudatus byly vyssi u pacientti s WN
(109,10 + 36,30 a 48,70 = 21,00) ve srovnani s pacienty s EO-PN (62,60 + 8,62, p <0,001 a 39,52 +
7,32; p = 0,010) a zdravymi kontrolami (p = 0,010) 54,60 £+ 14,06; p <0,001 a 33,11 £ 8,78; p =
0,001). Index echogenity SN byl vyssi u pacienti s EO-PN (38,01 + 8,65) ve srovnani s pacienty s
WN (27,38 £ 5,60; p <0,001) a zdravymi kontrolami (29,47 £+ 5,27; p <0,001). Kompletni vysledky

jsou shrnuty v Tabulce 6.

Sitka tieti komory byla vétsi u pacientt s WN (7,84 + 2,70 mm) ve srovnani s pacienty s EO-
PN (3,98 £ 1,37 mm; p = 0,016) a zdravymi kontrolami (2,94 £ 0,54 mm; p = 0,002). Ptiznaky
kortikalni, subkortikalni a cerebelarni atrofie na MR byly u zdravych kontrol vyznamné méné Casté
neZ u neurologickych pacientd (p <0,001 ve vSech ptipadech). Mezi subjekty s EO-PN a WN nebyly
v zastoupeni atrofie zjistény zadné vyznamné rozdily (p = 0,667, p = 0,105 ap =0,051).
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Tabulka 6 — Transkranialni sonografie a nalezy na MR u pacientit s WN, EO-PN a kontrol

pacienti 5 ‘.‘-"w
22 pacientu)

p-hodnota  pacienti = EO-BN

(WHN vz EO-PN) (21 pacient)

p-hodnota

kontroly

(EO-PN vs. KO) (24 pacientd)

p-hodmota

(WH v, KO)

Transkranizlnd sonografis
Index achogenicity insuly
primér = 50
Hyperechozennd insula
(=00, percentil v populaci);
n (35)

Indem echogenicity SN
primér = 50
Hyparechogenm SN

(=00 peroentil v populaci);
n (¥)

Indan echogenicity WL
primér = 50
Hyparachogennd NL

(=00 perrentil v populaci);
n (35)

Indem achogenicity WC
primér = 50
Hyparachogennd NC

(=00 peroentil v populaci);
n (35)

Indem echogenicity MR
primér = 50
Hyparachogenn NE
(<5 . perrentil v populaci); n
(%)

Mzgneticks rezonance

S theti komony;

prismér = 50

Sz Stvrtd Lomory;
privmér = 50

Kortikilnl strofi= -

NEpATtoITHA Mima Tavarna; 1 (%)
Subkortikilnd strofis -
nEpATtodTa mima sivarns: n (%)
Mozaikova strofa -

nepiltomna 'mima ' zavarna; o (%)

10392 = 3 94

16 {72.7 %)

2738 < 5,60

3(13.6 %)

10910 %= 3630
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WH - Wilsonova nemoc; EO-PN - aerly-onset Parkinsonova nemoc; KO - kontroly; SO - smérodatnd odchylka; SN - substantia nigrs; NL
- nuclus lentiformds; NC - nuclens candates; MR - nucleus raphe

Index echogenity inzuly u pacientli s EO-PN nekoreloval s vékem, indexem echogenity nuclei

raphe ani se §itkou komor. U pacientt s WN koreloval insularni index echogenity s indexem

echogenity nucleus lentiformis. Korelace s vékem, trvanim onemocnéni nebo zavaznosti symptomu

stanovenych pomoci UWDRS se v§ak nepotvrdila. (viz Tabulku 7).

Tabulka 7. — Korelace mezi indexem echogenity inzuly a vybranymi parametry

Index echogenicity insuly

Index echogenicity insuly

Viichni pacienti  Vek
Index echogenicity NR

EO-PN pacienti

Vék

Trvani nemoci

UPDRS-III

Index echogenicity SN
Sitkea treti mozkové komory
Sitkea étvrté ozkové komory
Kortikalni atrofie
Subkortikalni atrofie

Spearmaniv korelacni
koeficient r

-0,01341
-0.23556

-0,13385
0,0593
-0.08%3
006623
-0,12602
028106
-0,19645
0,18464

p hodnota

0.91423
0.05499

0.56296
0,79781
0,74504
0,77545
0,58622
021714
0.39339
0,42300

WN pacienti  Vak

Trvani nemoci
UWDRS

Index echogenicity NL
Index echogenicity NC

Sitkea treti mozkové komory
Siika étvrté ozkové komory

Kortikalni atrofie
Subkortikdlni atrofie

Spearmaniv korelaéni
koeficient r

-0.13834
-0.36091
0,27922
0,74816
0.2716

0.07064
012415
011762
0.05641

p hodnota

0,53924
0,09891
0,20824
0,00006
0,22145
0,75475
0,58200
0,60216
080310

NR - nucleus raphe;: NC - nucleus caudatus; EQ-PN - Early-onset Parkinsonova nemoc: NL - nucleus lentiformis; SN - substantia nigra; UPDRS-III - Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale, ¢ast III; UWDR - Unified Wilson's Disease Rating Scale; WIN - Wilsonova nemoc
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4.2.4 Diskuze

Vysledky této studie ukazuji, ze pacienti s WN a EO-PN se lisi nejen z hlediska echogenity
SN a nucleus lentiformis, ale vi nalezech v inzule. Skupina s WN meéla jako jedind abnormadlni
sonograficky nalez v nucleus lentiformis i inzule. Mezi echogenitou obou struktur byla navic
pozorovana silna pozitivni korelace. Tyto vysledky ukazuji, Ze echogenita inzuly miize byt pouzita

jako dalsi diagnosticky marker pro rozliSeni mezi WN a PN s ¢asnym pocatkem.

Jak jiz bylo diskutovano vysSe, zmény echogenity jsou nejspiSe multifaktorialni povahy.
Kromé vlivu kovl a lokdlnich zmén tkani mutze byt echogenita ovliviiovdna také dal$imi
patologickymi procesy, jako je fokalni mozkova atrofie.(Yilmaz, Pilotto et al. 2017) V pfipadée
abnormalniho sonografického nalezu na inzule je zvazovanym faktorem difuzni kortikdlni a
subkortikalni atrofie. Ta byla na MR u pacientii s WN popsana Castéji nez u pacientd s EO-PN a u
zdravych kontrol. Jeji vizualné hodnocena MR zdvaznost vSak s echogenitou inzuly nekorelovala.
Stanoveni podilu atrofie a kumulace kovi na TCS zménach by vyzadovalo dalsi kvantitativni MR

studie s volumetrickou analyzou a sekvencemi citlivymi na depozita kova.

Neuropatologické studie u WN prokazaly, Ze hyperechogenita nucleus lentiformis koreluje s
putaminalni koncentraci meédi, ale nikoli s obsahem zeleza.(Walter, Skowronska et al. 2014)
Hromadéni médi a nasedajici patologické procesy by tedy mohly vést ke zménam nejen na trovni
nucleus lentiformis, ale i v inzulach. Obsah médi ani Zeleza v oblasti inzuly nebyl ve studii uveden,
protoze dosud nebyla tato struktura pfedmétem zdjmu TCS. S naristajicim zdjmem o uplatnéni TCS
v neurologii, se zlepSujicimi se moznostmi zobrazeni a fuze se da oCekavat zkoumani dalSich novych

mozkovych struktur.

Tato studie méla nékolik limitaci. Zejména nizky pocet pacientt, ktery byl dostateény pro
potteby vyhodnoceni rozdilti v echogenicité inzuly mezi jednotlivymi skupinami, ale pro podrobné&;si
stanoveni vlivu dalsich faktorti na TCS by bylo nutné jeho rozsiteni. Dalsi limitaci je, ze senzitivita a
specificita hyperechogenity inzuly pfi diagnostice WN by méla byt primarné stanovena ve studii

s vét§im poctem dosud neléenych pacienti.

Zaverem lze shrnout, Ze fuzni zobrazovani TCS s MR prokézalo u pacientti s WN, ve srovnani s
pacienty s PN a zdravymi kontrolami, zvySenou echogenitu inzuly. Dlivod zvySené echogenity inzuly
u pacienti s WN nebyl v nasi studii objasnén, mohou se na ni tedy podilet vSechny jiz dfive zminéné
faktory. Zjisténa silnd korelace mezi zménami v insule a nucleus lentiformis nicméné naznacuje, ze
patologicky proces v obou lokalizacich bude identicky. K lepS§imu pochopeni dynamiky vyvoje

echogenity inzuly u WN v case by bylo nutné sériové TCS vySetieni.
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4.3 Studie IIT — Srovnavaci studie echogenity substantia nigra a SPECT s
1231-ioflupanem u pacienti se synukleinopatii s poruchou chovani
v REM spanku a bez ni

4.3.1 Uvod

Idiopaticka forma RBD (iRBD) je onemocnénim manifestujicim se motorickym ¢i verbalnim
prozivanim snii s poruchou atonie v REM fézi spanku. Je znama také jako prodromalni faze
synukleinopatii(Postuma, Gagnon et al. 2013, Postuma 2014, Hogl, Stefani et al. 2018) jako jsou PN,
DLB(Walter, Dressler et al. 2006, Favaretto, Walter et al. 2016) nebo MSA. V mnoha piedchozich
studiich byla popséna konverze do neurodegenerace u 38-68 % iRBD subjektl,(Iranzo, Molinuevo et
al. 2006, Stockner, Iranzo et al. 2009, Postuma and Montplaisir 2010) avsak s prodluzujicim se ¢asem
sledovani se procento konverzi vyrazné zvysilo az na 90 % po 14 letech od vzniku prvnich ptiznaki
RBD.(Iranzo, Fernandez-Arcos et al. 2014, Galbiati, Verga et al. 2019, Postuma 2019, Postuma,
Iranzo et al. 2019) Pravdépodobnost konverze se zvySuje také v pfitomnosti dalSich rizikovych
faktord, jako jsou kognitivni deficit, hyposmie nebo abnormalni DAT-SPECT (dopamine transporter-

single photon emission computed tomography).(Jennings, Siderowf et al. 2017)

Pravé posledni zmifiovand metoda je vnimdna jako zlaty standard hodnoceni ztraty
dopaminergnich receptorl nigrostriatalni drahy u prodromélnich i manifestnich synukleinopatii.(Shih,
Hoexter et al. 2006) Béhem fyziologického procesu starnuti dochéazi k ubytku 6-7 % receptorti rocné,
u PN dosahuje ro¢ni ubytek hodnot 6-13 %.(van Dyck, Seibyl et al. 1995, Shih, Hoexter et al. 2006)
Pokles pod 65 % véEkoveé ocekavané hodnoty poctu, dopaminergnich receptorti je rizikovym faktorem
rozvoje PN.(Jennings, Siderowf et al. 2017) SniZeni vazebnych indexd radiofarmaka ve striatu
(striatal binding ratio, SBR) byva u PN asociovano se zavaznosti motorického deficitu, zejména

s bradykinezou a rigiditou.(Spiegel, Hellwig et al. 2006)

DAT-SPECT je u pacient siRBD uzitecnym markerem c¢asné konverze do manifestni
synukleinopatie.(Iranzo, Molinuevo et al. 2006) Jeho ptinos v odhalovani osob v riziku je vyrazné
zvySovan kombinaci s dal§imi vySetfovacimi metodami, zejména s TCS. Pii abnormalnim nalezu na
obou zobrazovacich metodach se riziko konverze béhem nasledujiciho 2,5 roku zvySuje az na 100

%.(Iranzo, Molinuevo et al. 2006)

U iRBD subjektii byla opakované popsana hyperechogenita SN, i1 kdyz s niZsi prevalenci ve
srovnani s PN.(Stockner, Iranzo et al. 2009, Iwanami, Miyamoto et al. 2010, Miyamoto and Miyamoto
2013, Iranzo, Santamaria et al. 2017) Vysledky pfedchozich studii hodnoticich zmény na TCS u iRBD
viak nebyly konzistentni. Hodnoty SN arey se pohybovaly v Sirokém rozmezi 0,16-0,28 cm? u iRBD a
0,06-0,176 cm? u zdravych kontrol. Zastoupeni abnormalnich TCS nélezi v obou skupindch se mezi

studiemi vyrazng lisilo (10-29 % abnormalnich nalezii u kontrol a 34-63 % u iRBD).(Stockner, Iranzo
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et al. 2009, Iranzo, Lomena et al. 2010, Miyamoto and Miyamoto 2013, Shin, Joo et al. 2013, Iranzo,
Stockner et al. 2014, Vilas, Iranzo et al. 2015, Noyce, Dickson et al. 2018)

Zajimavosti je, Ze pacienti s iRBD ani po fenokonverzi do klinicky manifestni synukleinopatie
nedosahuji hodnot SN arey popisovanych u PN. Piitomnost symptomu RBD reprezentuje nejspise
»~maligni“ podtyp synukleinopatii, u kterych se castéji objevuje demence, poruchy chize nebo
ortostaza.(Romenets, Gagnon et al. 2012, Liu, Zhu et al. 2017) Pacienti s PN a komorbiditou RBD

(PD+RBD) mivaji pti DAT-SPECT vyraznéjsi ubytek dopaminergnich neuronti. Dosud vsak nebylo

jasné, zda maji také specificky sonograficky nalez.

Ackoli TCS i SPECT zobrazuji degeneraci SN, jejich dlouhodob4 dynamika vyvoje se znacné
li$i. Zatimco ztrata dopaminergnich neuront u PN je v Case progresivni, sonograficky nalez zlstava
v Case stacionarni.(Berg 2006) VétSina publikovanych studii u PN neprokazala korelaci nalezu na

SPECT s hyperechogenitou SN.(Spiegel, Hellwig et al. 2006, Dusek, Roos et al. 2015)

Ve studii jsme se zaméfili na mezeru ve znalostech ohledné vztahu mezi komorbiditou RBD a
nalezy na TCS u synukleinopatie. Nasim cilem bylo: 1) porovnat echogenitu SN u kontrolnich
subjektti, iRBD, PN bez RBD (PD-noRBD) a PN s RBD (PD+RBD); 2) zjistit asociaci mezi
degeneraci SN na DaTscanu a na TCS; a 3) vySetfit souvislost mezi echogenitou SN a klinickou

zavaznosti motorickych priznakd.

4.3.2 Metodika

Pacienti

Do studie bylo zahrnuto 61 pacientii s iRBD, 44 pacientii s noveé diagnostikovanou PN a 120
zdravych dobrovolnikd bez pfedchozi anamnézy neurologického nebo psychiatrického onemocnéni.
Podobna demograficka data jsou uvedena v Tabulce 8.

Diagnoza iRBD byla stanovena na zaklad¢é vysledku polysomnografie, odpovidaji kritériim
Americké akademie spankové mediciny ICSD-3 (International Classification of Sleep Disorders,
3.edice, Darien, IL 2014). Pacienti s nové diagnostikovanou PN spliovali klinicka kritérii MDS
(Movement disorder society) a byli 1ékové naivni.(Postuma, Berg et al. 2015, Postuma, Poewe et al.
2018) Ob¢ skupiny absolvovaly spankové vySetfeni, TCS a DAT-SPECT. Neurologicky nalez byl
hodnocen specialisty na extrapyramidovou problematiku oficialni Skalou uzivanou u PN (MDS-
UPDRS).(Goetz, Tilley et al. 2008)

Do finélni analyzy dat byli zatfazeni pouze pacienti se sonograficky bilateralné¢ prostupnymi
temporalnimi okny s vyloucenou strukturalni patologii na MR mozku. Na zéklad¢ vysledku
polysomnografie byli pacienti s PN k dal$im analyzam rozdéleni podle pfitomnosti ¢i absence RBD

projevt (PD-noRBD vs. PD+RBD).
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Vylucovacim kritériem u iRBD byl pfitomny klinicky manifestni parkinsonismus a kognitivni
deficit tize demence. Vylouceny byly také subjekty se zndmou sekundarni etiologii RBD, at’ uz 1éky
indukovanou (napf. antidepresivy), vychazejici z jiné spankové diagndzy (napt. narkolepsie) nebo ze

strukturalni 1éze v oblasti kmene.

Transkranialni sonografie

K vySetieni jsme pouzili sonograficky ptistroj Toshiba Aplio 300 s 2,5MHz pievodnikem
fazového pole. Ultrazvukové vysetieni bylo provedeno pii standartnim nastaveni. Oblast SN byla
hodnocena v klasickém mezencefalickém axidlnim fezu (viz Obr.39). VSechny subjekty byly
vySetfeny pfi totozném nastaveni, bez uprav kontrastu obrazu u pacientdi s hlife prostupnymi okny, coz

mohlo podminit vyssi procento nehodnotitelnych subjektt.

hodnotitel 2
senzitivita (%0)
2

o,
0.1 0.3 0.5 0.3

S0
hodnotitel 1 100 - specificita (%a)

Obr.39 - Hodnoceni transkranialni sonografie: hyperechogenni substantia nigra (SN) v hypoechogennim
motylovitém tvaru mezencefala: A) normalni ndlez na SN (typicky pro zdravé kontroly), B) zvySena echogenita
SN (typickd pro Parkinsonovu nemoc); C) bodovy graf porovndvajici hodnoceni arey SN (cm?) od obou
hodnotitelii; D) specificita a senzitivita pri rozliSovani Parkinsonovy nemoci a kontrol pomoci cut-off hodnoty

0.126 cm?

Vsechna sonograficka vysetfeni byla provadéna jednim zkuSenym sonografistou, ktery byl
zaslepen vici diagnoze. Pro naslednou analyzu SN arey byly snimky pfevedeny do formatu DICOM.
Hodnoceni bylo provadéno dvéma nezavislymi hodnotiteli v programu ImageJ (NIH, MD, USA).

Spolehlivost vysledkd jednotlivych hodnotiteld byla ovéfena korelac¢ni koeficientem (r2= 0,87; p
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<0,001; viz Obr.39C). K analyze byla pouZita strana s vyssi echogenitou bez ohledu na klinicky obraz
¢i vysledky DAT-SPECT.

Ke stanoveni cut off jsme pouzili vypocet ROC zdravé kohorty a pacientt s PN. Pfi pouziti
optimalniho cut off (0,126 cm?) jsme v diferenciaci mezi PN a kontrolni skupinou doséhli senzitivity
75,5 % a specificity 92,7 % (p <0,0001; viz Obr.39D).

Procento subjektti, u kterych nebylo bilateralné prostupné temporalni okno, bylo ve skupiné
iRBD 24 % (n=19) a u PN 25 % (n = 15), coz je mirn¢ vyssi ve srovnani s obvyklé publikovanym
rozmezim 5-20 %(Stockner, Iranzo et al. 2009, Iranzo, Lomena et al. 2010, Fernandes Rde, Rosso et
al. 2011, Shin, Joo et al. 2013, Iranzo, Stockner et al. 2014). U kontrol nebylo mozné TCS hodnotit u
3,3 % (n = 23). Tyto subjekty nebyly zahrnuty do naslednych analyz a nejsou uvedeny v tabulkach.

DAT SPECT

Pii vysetfeni DAT-SPECT byl analogicky k pfedchozim studiim vénujicich se RBD(Dusek,
Ibarburu et al. 2019) pouzit [1231]-2-b-carbomethoxy-3b-(4-iodophenyl)-N-(3-fluoropropyl) nortropan
([123I]FP-CIT, DaTscan®, GE Healthcare). Roztok v davce odpovidajici piiblizné¢ 185 MBq byl
podan intraven6zné a skeny byly snimany 3 hodiny po podéani na dvouhlavé kamete systému Infinia,
GE Healthcare. Nastavené parametry byly nésledujici: polomér rotace 13-15 cm, matice obrazu 128 x
128, uhlové vzorkovani se 120 projekcemi v intervalu 3 ° a 40 sekund za snimek, zoom 1.3,
energetické okno 159 £ 10 % keV. Rekonstrukce ziskanych snimkd byla provedena s pouzitim
algoritmu OSEM (ordered subset expectation maximization) s 8 iteracemi a 10 podmnoZzinami vcetné
Changovy korekce utlumu (n = 0,11 cm-1) a nasledného Butterworthova 3D filtrovani s FWHM = §
mm.

Automatizovana semikvantitativni analyza byla provedena pomoci softwaru BasGan V2
(https://www.aimn.it/site/page/gds/gds-5). Pro kazdou hemisféru byly, s korekci na referencni oblast v
tylnim laloku, vypocitany striatalni vazebné poméry (SBR) pro nucleus caudatus a pro putamen.
Nasledné byla u 97 zdravych subjektl, jiz zanesenych v BasGan V2 softwaru, a dalSich 32 kontrol
provedena linearni regrese SBR caudata/putamen a véku, a byl vypocitan 95 %, jednostranné
predikéni interval. K analyze byl pouzit niz$i putaminalni SBR z obou hemisfér. Jako abnormalni byly
na DAT-SPECT hodnoceny SBR <95 %. Ziskané DAT-SPECT skeny byly pouZity k porovnani s TCS
(viz Obr.40).
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abnormalni vpravo

abnormalni bilateralné
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-

normilni bilateralné 0.0 iRBD: bilateralné normalni echogenicita SN
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abnormalni vpravo 0.0

Obr.40 — Porovnani echogenicity SN arey na transkranialni sonografii a DAT-SPECT u vybranych subjektii i
idiopatickou poruchou chovani v REM spanku (iRBD) a Parkinsonovou nemoci (PN, EO-PN)
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Statistika

Normalni rozdéleni hodnot bylo testovano D'Agostino-Pearsonovym testem normality. Pro
porovnani jednotlivych skupin byly pouzity Studentiv t-test, Mann-Whitney U test, jednorozmérna
ANOVA, Kruskal-Wallis nebo obecny linearni model s ohledem na vék a pohlavi. Post-hoc testy byly
pro vicenasobna srovnani podle potieby opraveny pomoci HSD (,,ionestly* significant difference
test). Kontingen¢ni analyzy byly provedeny Pearson Chi-kvadratovym nebo Fischerovym exaktnim
testem. Pro posouzeni asociace mezi proménnymi byly pouzity Pearsonliv korela¢ni koeficient nebo
parcialni korelacni koeficient pro vék a pohlavi. VSechny statistické vypocty byly provadény
v programu Statistica (StatSoft, verze 12) a v Graphpad Prism (Graphpad software,San Diego, CA,
USA, verze 6.07).

4.3.3 Vysledky
Hodnoceni klinického stavu

Primérny vék subjektt s idiopatickou RBD byl v porovnani s pacienty s PN a zdravymi
kontrolami mirné€ vyssi (p <0,001) a lisilo se také zastoupeni jednotlivych pohlavi (p <0,003). Klinicky
nalez byl u pacientll hodnocen pomoci motorického subskore skaly MDS-UPDRS III. U pacientt

s PN byl vyznamn¢ vyssi v porovnani s iRBD (p <0,0001).

Tabulka 8 — Demografické udaje

kontrolni
skupina PN skupina iRBD p-hodnota

skupina
Pocet pacientii (Zeny) 44 (13) 61 (4) 120 (44) -
Primérny vék £+ SO (roky) 56,3 +12,4 66,4+ 8,1 555+12.2 <0,001*
Priimérna doba trvani subjektivnich 23416 81+90 ) )
pFiznaki + SO (roky) % ’ ’ ' '
Primérny interval mezi diagnézou ) 0.69 + 0.99 B )
RBD a vysetfenim TCS = SO (roky) ’ ’
SN area; median + mezikvartilovy 0,27+0,22; 0,07+0,07; 0,05 +0,03; <0.003%*
rozdil; primér £ SO* (¢cm?) (0,23 £0,13) 0,11 £0,11) (0,06 £0,05) ’
Pl;i(r)nérné MDS-UPDRS-III subskére 28,5+ 13 6,4+60 N.D. <0,0001
+

* Jednorozmérna ANOVA, HSD post-hoc signifikantni pro iRBD vs kontroly a PN vs iRBD

** Jednorozméma ANOVA, HSD post-hoc test signifikantni pro PN vs. kontroly (p<0,0001); PN vs. iRBD (p<0,0001); a iRBD vs. kontroly
(p<0,003)

* Pro porovnani s piedchozimi studiemi v zavorce udana primérna hodnota

% Trvani motorickych piiznakii u PN a poruchy chovani ve spanku u iRBD

PN — Parkinsonova nemoc, iRBD — idiopaticka forma poruchy chovani v REM spanku; SO — smérodatna odchylka; SN — SN;
MDS-UPDRS-III — Movement Disorder Society. Unified Parkinson’s Disease Rating Scale. motorické subskore; N.D. —
nebylo dostupné
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DAT-SPECT

Abnormalni pokles putamindlniho SBR byl pfitomny u 25,4 % (n=16) pacientii s iRBD a u
vSech pacientli s PN (n=44). I po korekci na vék a pohlavi byl SBR putamina z vice postizené
hemisféry u pacientti s iRBD signifikantné vyssi (tedy ménég alterovany) nez u obou podskupin s PN
(PD-noRBD, PD+RBD [<0,0001]). Stejny vysledek ptinesla i analyza SBR caudata porovnévajici
iRBD a podskupiny PN (PD-noRBD, PD+RBD [<0,0004]). Navic bylo zjisténo, ze SBR caudata byl u
podskupiny PD+RBD nizs§i nez u PD-noRBD (<0,0004). VSechny vysledky jsou podrobné shrnuty
v Tabulce 9.

Transkranialni sonografie

Abnormalni SN area byla pfitomna u 75,5 % pacientd s PN, u 23 % iRBD a u 7,3 % kontrol.
Kontingenc¢ni analyzy potvrdily signifikantné vyssi vyskyt abnormalniho nalezu u pacient s iRBD
v porovnani se zdravymi subjekty (OR 4,22 [95% interval spolehlivosti 1,75 — 10,22], p = 0,0007).

Kvantitativni analyza ukazala, Ze SN area u PN byla signifikantné¢ vétsi jak v porovnani
s iRBD, tak s kontrolami (p <0,0001). Vys$si SN area byla zjisténa také u iRBD v porovnani
s kontrolni skupinou (p <0,003; viz.Obr.41). Podrobnéjsi analyza srovnavajici iRBD pacienty
s kontrolni podskupinou po vekové korekci potvrdila jest€¢ vyznamnéjsi rozdil SN arey mezi

skupinami (p <0,0001; viz Tabulku 8).
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Obr.41 — Porovnani echogenni arey substantia nigra ve studijnich skupindch (modra: kontroly; cervena:
idiopaticka forma poruchy chovani ve spanku [iRBD]; tmavé zelené obdélniky: Parkinsonova nemoc s RBD
(PD+RBD); svétle zelené kruhy: Parkinsonova nemoc bez RBD (noRBD)
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Kvili posouzeni vlivu RBD na echogenitu SN byla skupina s PN rozdélena na dvé podskupiny
(PD-noRBD a PD+RBD), které byly dale analyzovany oddélené. RBD ptiznaky byly diagnostikovany
u 25 % (n=11) pacienti s PD+RBD. Jejich velikost SN arey se od skupiny PD-noRBD neliSila
(p=0.15; viz Tabulku 9).

Tabulka 9 — Echogenita SN area a DAT-SPECT specifické vazebné poméry u podskupin iRBD a PN

PN bez RBD (PD- PN s RBD
iRBD p-hodnota
noRBD) (PD+RBD)

Pocet pacienti (Zeny) 61 (4) 33 (12) 11 (1) <0,0005*
SN area (cm?); median
mezikvartilovy rozptyl 0,07 + 0,08 0,30+0,14 0,22 £ 0,02 <0,001**
(vice postizena hemisféra)
SBR putamen 2,9+0,7 1,603 12403 <0,0001 %+
(vice postizena hemisféra)
SBR nucleus caudatus 3,8+0,8 3,3+0,6 2,6+0,7 <0,0004%***
(vice postizena hemisféra)

* Oboustranny Fishertv test poméru muzii a zen signifikantni pro iRBD vs PD-noRBD

** Jednorozmérnd ANOVA, HSD post-hoc test signifikantni pro iRBD vs PD-noRBD (p<0,002); a pro iRBD vs. PD+RBD
(p<0,001)

*** Jednorozmérna ANOVA, HSD post-hoc test signifikantni pro iRBD vs PD-noRBD (p<0,0001); a pro iRBD vs PD+RBD
(p<0,0001)

*#%** Jednorozmérnd ANOVA, HSD post-hoc test signifikantni pro iRBD vs. PD + RBD; RBD vs. PD-noRBD; PD+RBD vs.
PD-noRBD (p <0,0004)

PN — Parkinsonova nemoc; RBD — REM behavior disorder (porucha chovani v REM spanku); SN — SN; SBR — specific
binding ratio (specificky vazebny pomeér)

Korelace TCS, DAT-SPECT a klinického nalezu

Pro potfeby studie byla pouzita vyssi hodnota SN arey z bilateralnitho sonografického
vySetfeni, ktera byla porovnavana s ipsilateralnim (korespondujicim) putaminalnim SBR (viz Obr.40).
Nasledna kontingen¢ni analyza neprokazala signifikantni rozdil v zastoupeni patologického nalezu na
DAT-SPECT mezi iRBD pacienty s normalnim a abnormalnim TCS nalezem (21,2 % vs. 35,7 %;
p=0,28).

Kvantitativni srovnani pacientli s normalnim a abnormalnim TCS nalezem, po korekci na vek
a pohlavi, neukazalo rozdilné hodnoty putaminalniho SBR odpovidajiciho stranové vyssi SN aree ani
ve skupin¢ iRBD (p=0,45) ani u pacienti s PN (p=0,80). Analyza SBR caudata pfinesla stejné
vysledky (p = 0,63 uiRBD a p = 0,84 ve skupin¢ PN; podrobné vysledky v Tabulce 10).
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Tabulka 10 — Klinické a zobrazovaci nalezy u pacientit s PN a podskupin iRBD dle vysledkit TCS

iRBD/ iRBD/ PN/ PN/
normalni TCS abnormalni pl normalni abnormalni | p-value
value
nalez TCS nalez TCS nalez TCS nalez
Polet subjektii (Zeny) 47 4) 14 (0) 0,56 11 (4) 33 (9) 0,71
Primérny vék + SO
65,7+ 8,4 68,5+6,1 0,89 57,0+13,9 56,0+£11,6 1,00

(roky)
Priamérné trvani
subjektivnich pFriznaki 9,0+£9,5 48+42 0.36 22+64 22+1,6 1,00
+ SO (roky) |
Priimérny stranové
odpovidajici

3,00 £ 0,63 3,02+0,97 1,00 1,70 £ 0,58 1,65 +0,39 1,00
putaminalni specificky
vazebny pomér = SO
Priimérny stranové
odpovidajici kaudatovy

3,76 £0,74 3,55+0,49 0,63 3,15+£0,83 3,09 = 0,60 0,84
specificky vazebny
pomér £ SO
Primérné MDS-
UPDRS-III subskére + 5,6 £5,49 8,6 £5,05 0,84 32,3+14,26 272+122 0,59
SO

iRBD — idiopaticka forma poruchy chovani v REM spanku; MDS-UPDRS-III — Movement Disorder Society-Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale. motorické subskore; PN — Parkinsonova nemoc, SN — SN; SO — smérodatnd odchylka.
TCS — transkranialni sonografie

Parcialni korelacni analyza korigovand na v€k a pohlavi neprokéazala korelaci vétsi SN arey a

odpovidajiciho putamindlniho SBR ani u iRBD (r = -0,13, p= 0,29), ani ve skupiné¢ PN (r =-0,19, p =

0,22; viz Obr.42).
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Obr.42 — Grafy korelace mezi putamindlnimi striatalnimi vazebnymi poméry (striatal binding ratio) a
echogenitou substantia nigra ve skupiné A) idiopaticka forma poruchy chovani ve spanku (iRBD); B)

Parkinsonova nemoc
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U pacientti s PN nebyl prokazan rozdil v zastoupeni pohlavi, ani ve véku zacatku klinickych
priznakti mezi podskupinou s normalnim a abnormalnim TCS nalezem (54,1 £ 15,2; 54,2 £ 12,0 let;
p=0,71). Echogenita SN arey nekorelovala s vékem ani vjedné ze zkoumanych skupin (r=0,17;

p=0,18 uiRBD; r=0,11; p=0,49 u PN; r=0,10; p=0,28 u kontrol).

- kontroly
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Obr.43 - Distribuce arey substantia nigra podle véku u zdravych kontrol

Dalsi zkoumanou oblasti byl vliv nalezu na TCS a SPECT na motorické funkce. Pacienti
s iRBD, ktefi mé€li normalni nalez v obou vySetfenich méli signifikantné nizs§i motorické subskore
MDS-UPDRS I (4,9£3,9) v porovnani s témi, u kterych byl alespon na jednom zobrazeni zachycen
abnormalni nalez (8,8+6,9; p=0,03; viz Tabulku 11). Podrobné¢jsi korela¢ni analyza zohlednujici vék a
pohlavi prokazala asociaci mezi MDS-UPDRS-III a SN areou u pacientti s iRBD (1=0,27; p=0,045) a
mezi MDS-UPDRS-III a putaminalnim SBR u PN (r=-0,37; p=0,005).

Tabulka 11 — Pomeér pacientii idiopatickou formou poruchy chovani v REM spanku (iRBD) s

normalnim/abnormalnim nalezem na transkranialni sonografii a DAT-SPECT

abnormalni normalni
SN area SN area
abnormalni pocet pacientil; n 5 10
putaminalni SBR MIQ)S;UPDRS III subskore; 64436 9.049,0
primér + SO
normélni pocet pacientil; n 9 37
putaminalni SBR MIQ)S;UPDRS 11T subskore; 99458 49439
primér + SO

SN — SN; SBR — striatal binding ratio (striatalni vazebny pomér); SO — smérodatna odchylka; MDS-UPDRS-III — Movement

Disorder Society. Unified Parkinson's Disease Rating Scale, motoricka cast
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4.3.4 Diskuze

Ackoliv vysledky nasi studie potvrdily, Ze je primérna hodnota echogenni arey SN u pacientli
s iIRBD vy$si nez v kontrolni skupin€, hodnoty ptekracujici nami stanoveny cut off byly pfitomny
pouze u mensiny iRBD subjektt.

Median SN arey se mezi jednotlivymi studovanymi skupinami lisil (PN> iRBD > kontroly; viz
Obr.41) a zastoupeni abnormalnich TCS nalez bylo u iRBD signifikantné vy$si v porovnani se
zdravymi kontrolami. Cut off stanoveny v na$i studii (0,126ecm?) byl nizsi nez obvykle publikovana
hodnota 0,20cm?. Dtvodi odlisnych hodnot mize byt nékolik: prvnim znich je piebirani diive
publikované hodnoty misto vypoctu vlastni (viz Tabulku 12); druhym miize byt dodate¢na manualni
uprava parametr (zejména zesileni signalu zménou gainu) u pacientd s hiife prostupnymi kostnimi
okny, které mohou vést k nadhodnoceni plochy oblasti SN; a konecn¢ tfetim odlisné techniky
manualniho oznacovani oblasti SN mezi jednotlivymi studiemi. Hyperechogenni struktury v okoli SN
(naptiklad nucleus ruber, cévnich struktury a perimezencefalické cisterny), mohou vést k chybnému

ohraniceni SN arey (viz Obr.44).

Obr.44 — Tri navazujici rezy na transkranidlni sonografii: A) thalamus; B) substantia nigra ovalného tvaru

v mezencefalickém rezu; C) dvojiti linie v oblasti mezencefala, nejspise na podklade probihajici cévy

Nami pouzity cut off byl stanoven zhodnocenim vysledki dvou na sob& nezavislych
hodnotitell s vysokou inter-rater shodou a jeho specificita i senzitivita odpovidaji dosud
publikovanym TCS studiim (viz Obr.39). Sonografické vySetfeni vSech pacientli probéhlo ve zcela
totozném nastaveni, bez ohledu na prostupnost kostnich oken

Abnormalni TCS nalez byl v nasi studii zjistén pouze u 23 % iRBD pacientd, ackoliv dfive
publikované studie udavaji zachyt zvysené echogenity SN arey mezi 32-63 %. Procentualni zastoupeni
se vyrazné lisila dle poctu iRBD pacientl ve studiich i doby jejich sledovani, proto jsme pro porovnani
zprimérnili vysledky ze vSech u iRBD dosud provedenych TCS studii (viz Tabulku 12). Vysledna
hodnota, 44 % iRBD pacientll s abnormalni SN echogenitou, témét dvojnasobné prevySuje nami
udavanou hodnotu.

Dtivod vyrazného rozdilu hodnot mtize byt stanoveni nasi cut off hodnoty jako optimalni pro

odliseni pacienti s PN od zdravych kontrol na zakladé ROC analyzy. Pokud bychom stanovili cut off
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jako 90. percentil SN arey v kohort& zdravych subjekt, doslo by ke snizeni jeho hodnoty na 0,1 cm? a

abnormalni nalez by pak byl u 32 % iRBD pacientt. Dal§im faktorem ovlivitujici mezni hodnotu SN

arey mohlo byt odliSné nastaveni ultrazvukového piistroje ¢i metodika vybéru iRBD pacientd.

Tabulka 12 — Mezni hodnoty (cut off) u pacientii s iRBD v predchozich publikovanych studiich

Prvni autor rok iRBD PN Kontroly | Potet |
rv;;bal?k::ero Cut off (cm?) SN area SN area SN area ( ;RBDI . ;;izsvt:ojovy
(cm?) (cm?) (cm?) rCs v .,2;1 !
(Iwanami, 0.20 34
Miyamoto et al. . >, 0,20+0,13 | 0,22+0,11 | 0,06+ 0,06 Logic 7. GE
2010) (ptevzaty cut off) (41,2)
(Stockner, 0.20 51
Iranzo et al. i . 0,20 + 0,09 N.D. 0,14 £ 0,05 Logic 7. GE
2009) (90. percentil) (37,3)
(Iranzo, Lomena 0,20 39 .
et. al. 2010) (90. percentil) 0,20 +0,09 N.D. 0,14 + 0,05 (36.0) Logic 7. GE
(Shmz’gfg’)et al. (pfevzgt’;gm offy | 0295047 [ 0725041 | 0112017 | 51)20) Philips
Vilas, Iranzo et 0,20 59 e
( al. 2015) (pfevzaty cut off) 0,24 + 0,10 N.D. 0,176 £ 0,11 (62.7) Phillips
(Miyamoto and 0.18
Miyamoto . . N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
3013) (pfevzaty cut off)
(Iranzo, 0.20 31
Stockner et al. " > f 0,20+ 0,09 N.D. N.D. Logic 7. GE
2014) (pfevzaty cut off) (32,3)
(Noyce,
Dickson et al. y O’,16 N.D. N.D. N.D. N.D. GE
2018) (prevzaty cut off) Healthcare

REM — Rapid Eye Movement; SN — SN; iRBD — idiopaticka forma poruchy chovani v REM spanku, N.D. — neni

dostupné

Nase studie byla zaméfena také na porovnani TCS nalezl zohlediujici ptitomnosti ¢i absenci

RBD ptiznaki u pacientdi s PN. Pfedchozi studie zkoumaly u téchto podskupin pouze odliSnosti

v klinickému nalezu a na DaTscanu. Pacienti s prodromalni (iRBD) a manifestni (PD+RBD)

synukleinopatii se svymi nalezy v TCS a DAT-SPECT vyznamné liili, v neprospéch skupiny
PD+RBD. U pacientii s PN se echogenita SN mezi podskupinami PD+RBD a PD-noRBD nelisila.
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Obr.45 — Ndlezy zachycené u pacientii s pacientii s idiopatickou formou poruchy chovani v REM spanku (iRBD):

A) normalni echogenity substantia nigra (SN),; B) hranicni echogenita SN; C) zvySend hyperechogenita SN

Dle semikvantitativniho pozorovani bylo mozné sonografické nalezy u iRBD rozdélit do tfi
skupin: normalni SN area (nalez obvykle pozorovany u zdravych kontrol), zvySena echogenita SN
neptesahujici cut off hodnotu a abnormalni SN echogenita (viz Obr.45). Porovnani klinického

postiZzeni neprokéazalo mezi jednotlivymi skupinami signifikantni rozdily (viz Tabulku 13).

Tabulka.13 — Korelace velikosti echogenity SN u RBD pacientii s provedenymi klinickymi testy

normalni nilez hrani¢ni nélez abnormalni nilez
(<0,1cm?) (<0,1-0,2 cm?) (>0,2cm?)
Vék; primér = SO 67,8+8,1 68,91+5,2 69,29+5,95
Trvani pfiznaki (roky) 9,95 8,0 5,45
MDS-UPDRS III 5,23 6,0 7,0
MoCA; priamér £ SO 24,56 22,55 22,67
UPSIT; priimér = SO 23,51 18,57 21,0
Feritin 182,29 303,57 125,55
Sérové Zelezo 21,17 20,86 19,85
Obstipace (%) 23,26 10 28,57
Ortostaza (%) 30,24 20 42,86
SCOPA-AUT 11,12 10,55 9,17
SO — smerodatna odchylka; MDS-UPDRS III — Movement Disorder Society-UPDRS-III — Unified Parkinson’s Disease
Rating  Scale, cast III; MoCA — Montreal  Cognitive  Assessment;  UPSIT — —  University  of

Pennsylvania smell identification test; SCOPA-AUT — Autonomic Scale for Outcomes in Parkinson's Disease

Skutecnost, ze vétsina iRBD pacientti s odstupem casu konvertuje do MSA, DLB a PN (Casto
s pfidruzenou demenci), naznacuje, ze tyto poruchy mohou predstavovat odli$né fenotypy vychazejici
ze stejného fragilniho terénu.(Iranzo, Fernandez-Arcos et al. 2014) Toto tvrzeni podporuje vyskyt
abnormalni echogenity SN arey nejen u PN, ale i u atypickych parkinsonskych syndromt. Zejména
pacienti s DLB, casto trpici RBD pfiznaky, mivaji na TCS nélez vyrazné bilateralni hyperechogenity

SN. Tento vysledek byl potvrzen i vysetfeni nékolika DLB subjektli na nasem pracovisti.
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Na druhé strané, role normalni SN arey u pacientdt siRBD ve fenokonverzi do
synukleinopatii, nebyla dosud uspokojivé objasnéna. NaSe pozorovani ukazuji, ze normalni SN area
byva béznym nalezem u pacientti s iRBD, u kterych dochazi k rozvoji parkinsonismu az s velkym
¢asovym odstupem. Dfive publikovanymi studiemi zmiflovand asociace mezi normdlni SN areou a
pozdnim néstupem piiznakti u PN se vSak v nasi studii nepotvrdila.

Nase vysledky dale potvrdily, ze echogenita SN neni ani v jedné ze zkoumanych skupin
asociovana se sniZzenou hustotou dopaminergnich transportérii. To potvrzuje i skuteCnost, ze u
nekterych subjektti se abnormalni nalezy na TCS a na DAT-SPECT stranové neshodovaly. Tyto
zaveéry se shoduji s dosud publikovanymi studiemi.

U pacientt siRBD a normalnim nalezem na TCS i DAT-SPECT jsme pozorovali
signifikantné mensi motoricky deficit nez u subjektii s abnormalnim nalezem pouze na jedné ze
zminovanych metod. To naznacuje. Ze patologie v obou typech vySetfeni ma vlastni funkéni nasledek
a ze patologie v libovolném z nich (jak v DAT-SPECT tak v TCS) ptedstavuje rizikovy faktor pro
fenokonverzi.

Je mozné, ze hyperechogenni SN odrdzi pouze zranitelnost dané oblasti pro piipadné
ukladani abnormalniho aS. Abnormalita TCS by tak mohla piedstavovat rizikovy faktor pro vyskyt
motorickych pfiznakli s mén€ zdvaznou degeneraci dopaminergnich neuronti na DAT-SPECT.
Analogicky k tomuto tvrzeni mohou byt dopaminergni neurony u pacientd s normalnim TCS nalezem
méné citlivé na pfitomnost depozit aS a u téchto pacientl muize dochazet k manifestaci pfiznaka
z postizeni odlisSnych jader pfed samotnym nastupem parkinsonismu. Tyto teorie vSak vyzaduji
ovéfeni dlouhodobym pozorovanim vétsiho poctu iRBD subjekta.

Asociace mezi abnormalnim ndlezem TCS a hor§im motorickym subskore MDS-UPDRS 111,
diive popisovana ve star$i populaci, byla v nasi studii u pacientti s iRBD potvrzena pouze Castecné.
Korelace mezi SN areou a MDS-UPDRS III nebyla signifikantni. Statistického vyznamu dosahla
pouze pti souc¢asném zohlednéni putaminalniho SBR. Toto zjisténi je plné v souladu s predpokladem,
ze hyperechogenita SN sama o sob& neni pfimym nositelem motorického deficitu. Vyznamu nabyva
pii soucasné probihajicim neurodegenerativnim procesu, kdy se stava zranitelnym terénem vedoucim
k akcentaci nigrostriatalniho deficitu.

V ramci vylouceni strukturalnich 1ézi byla u vSech subjektti provedena MR mozku. V dosud
publikovanych studiich byly nalezy z konven¢ni MR u pacientl s iRBD nespecifické a jejich zavéry se
rozchazely.(Culebras and Moore 1989, Shirakawa, Takeuchi et al. 2002, Eisensehr, Linke et al. 2003,
Mazza, Soucy et al. 2006, Scherfler, Frauscher et al. 2011, Lee, Han et al. 2014, Rahayel, Montplaisir
et al. 2015) Je zajimavé, Ze opakované zachycenou patologii u nékterych iRBD byl redukovany objem
putamen,(Ellmore, Hood et al. 2010) coz je nalez obvykle pozorovany u MSA.(Schulz, Skalej et al.
1999, Brooks, Seppi et al. 2009, Seppi and Poewe 2010, Sako, Murakami et al. 2014) I pies

zZvazovanou moznost, ze se v téchto pfipadech jedna o pacienty s MSA pted fenokonverzi a klinickou
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manifestaci, procentualni zastoupeni abnormalniho MR zobrazeni a incidence MSA
neodpovidaly.(Heller, Brcina et al. 2017)

Ackoliv je iRBD uznéavano jako prodromalni faze synukleinopatii, studie zkoumajici u této
diagnozy depozita Zeleza nebo jinych kovil jsou velmi ojedin€lé. Na R2* snimcich 3T MR nebyla
v minulosti potvrzena kumulace Zeleza, kterd by odliSovala pacienty s iRBD od zdravych osob.(Lee,
Han et al. 2014) Ve studii kombinujici DTI (diffusion tensor imaging), neuromelanin senzitivni
mapovani a na zelezo citlivé R2*(Pyatigorskaya, Gaurav et al. 2017) byla u iRBD pacientd
v porovnani s kontrolni skupinou prokazana pouze redukce neuromelaninu(Garcia-Lorenzo, Longo-
Dos Santos et al. 2013, Sommerauer, Fedorova et al. 2018) a sniZena frakeni anizotropie. Ta se lisila
mezi jednotlivymi oblastmi mozkového kmene(Unger, Belke et al. 2010, Scherfler, Frauscher et al.
2011) a mohla by odrazet mikrostrukturalni tkanové zmeény v této oblasti.(Boeve 2010, Fraigne,
Torontali et al. 2015)

Na nami doplnénych snimcich MR nebyla v mist¢ SN, dle piedbézného zhodnoceni,
pozorovana zjevna akumulace zeleza. Vedlejsim nalezem byla u nékterych pacientli v oblasti
mezencefala pfitomna zvysSena vaskularizace (viz Obr.44). Na zakladé pilotnich dat vSak nebylo
mozné zhodnotit, zda se jedna o novotvofené cévy nebo pouze o rozsifeni perivaskularnich prostord.
Pfi sonografickém vySetfeni nejsou tyto cévni abnormity na dopplerovském zobrazeni zachytitelné.
Ziskané poznatky z MR jsou zatim ve fazi zpracovani, vyzaduji dal$i podrobné&jsi analyzu a opakovani
zobrazeni k posouzeni vyvoje loziskovych zmén v Case.

Hlavnimi nedostatky naS$i studie byl prifezovy design, absence vySetfeni DAT-SPECT a
MDS-UPDRS III skore u zdravych jedinc a relativné maly pocet pacientd s PD+RBD. Dal§im
omezenim byl lehce vyssi vék a pfevaha muzi ve skuping iRBD.

Vysledky studie potvrdily odliSné hodnoty echogenity SN arey mezi jednotlivymi
zkoumanymi skupinami (PN, iRBD, kontroly). Pacienti s iRBD méli v porovnani s ptedchozimi
vysledky relativné nizkou prevalenci abnormalni TCS nalezu. Specificky fenotyp synukleinopatie pak
nejspiSe predstavuji iRBD pacienti s mnohaletou spankovou symptomatikou predchazejici manifestni
neurologicky deficit. Echogenita SN arey u pacientti s PN a pfiznaky RBD byla srovnatelna s témi bez
RBD. Normalni nalezy na TCS a DAT-SPECT u pacientd s iRBD jsou spojeny s normalni motorickou
funkci.

Na zakladé naSich pozorovani jsme dospéli k zavéru. ze SN hyperechogenita odrazi
strukturalni a DaTscan funkéni zmény v dopaminergni transmisi. Vysetfeni TCS a DAT-SPECT se

tedy navzajem dopliuji, ale nenahrazuji se.
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5 Zavéry

A) Indexy echogenity substantia nigra a nucleus lentiformis stanovené digitalni analyzou snimki

B)

®)

ziskanych pomoci fuze transkranidlni sonografie s MR, potvrdily, Ze sonografické nalezy u
pacientli s Wilsonovou a Parkinsonovou nemoci jsou charakteristické a vyznacuji se vysokou
specificitou a senzitivitou. Lze je pouzit jako screeningovy ndstroj v diagnostického procesu
zejména u pacientil s atypickym pribéhem parkinsonského syndromu. Jako spolehlivy marker
sledovani efektu chelatacni terapie nebo progndézy onemocnéni se echogenita, pro nezavislost

na klinické zavaznosti, délce trvani a 1écby, neosvédcila.

Hyperechogenita inzuly zobrazitelna transkranidlni sonografii se, stejné jako hyperechogenita
nucleus lentiformis, potvrdila jako dalsi specificky nalez pozorovany u Wilsonovy nemoci.
Mezi echogenitou obou struktur byla navic pozorovana silnd pozitivni korelace, nasvédcujici
spole¢nou patogenezi signalovych zmén. T2 hypointenzity nucleus lentiformis odpovidajici

depozitim Zeleza s echogenitou nekorelovaly, vliv médi nebylo mozné ovéfit.

Vysledky nasi prace potvrdily zvySeni echogenity substantia nigra u pacientd s idiopatickou
formou poruchy chovani v REM spanku, ale vrozporu s ptfedchozimi studiemi, byl
abnormalni nalez (pfesahujici stanoveny cut off) zjiS§t€n pouze u menSiny pacientil. Pfi
porovnani vysledkd echogenity substantia nigra a DAT-SPECT byly vysledky vice alterovany
u pacientti s Parkinsonovou nemoci s projevy RBD nez u skupiny idiopatické RBD.
Echogenita arey substantia nigra se mezi pacienty s Parkinsonovou nemoci s projevy RBD a

bez RBD nelisila.
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6 Seznam zkratek

aS

AB

AN
BG
DaTscan
DMT1
EO-PN
KO
MBq
MR
MSA
PN

PSP

TCS
SBR
SO

SN
SPECT
UPDRS

UWDRS

alfa-synuklein

beta-amyloid

Alzheimerova nemoc

bazalni ganglia

dopamine transporter scan

divalent metal transporter 1 (transportér dvojmocnych kovii 1)
early onset — Parkinsonova nemoc (Parkinsonova nemoc s ¢asnym pocatkem)
kontroly

megabecquerel

magneticka rezonance

multisystémova atrofie

Parkinsonova nemoc

progresivni supranuklearni obrna (progressive supranuclear palsy)
rapid eye movement behaviour disorder (porucha chovani v REM spanku)
transkranialni sonografie

specific binding ratio (specificky vazebny pomér)

smérodatna odchylka

substantia nigra

single photon emission computed tomography

Unified Parkinson’s rating scale (Jednotna Skala hodnoceni PN)
Unified Wilson's rating scale (Jednotna skala hodnoceni WN)

Wilsonova nemoc
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may be difficult to distinguish from early-onset Parkinson's disease (EO-PD), a neurodegenerative dis-
order with onset <40 years of age. The aim of our study was to compare transcranial sonography (TCS)
—magnetic resonance fusion imaging in WD and EO-PD and examine whether TCS can provide clinically
useful information.

ff;vr\:‘;i:g:iial sonography Methods: We examined 22 WD, 16 EO-PD, and 24 healthy control subjects. We measured echogenicity
MRL and determined presence of MRI signal changes in T2-weighted images in the substantia nigra (SN) and
Wilson's disease lentiform nucleus (NL). TCS with the capability of magnetic resonance fusion and Virtual Navigator was
Early-onset Parkinson’s disease used. The echogenicity indices of SN and NL were processed using digital image analysis to eliminate
Copper subjective evaluation errors,

Results: Mean SN echogenicity index in EO-PD (39.8 + 5.9 [SD]) was higher compared to WD (28.0 + 4.6,
p < 0.0001) and control subjects (28.8 + 4.9, p < 0.0001). Mean NL echogenicity index was higher in WD
(117.5 + 37.0) compared to EO-PD (61.6 + 54, p < 0.0001) and control subjects (54.9 + 11.2, p < 0.0001).
The SN hyperechogenicity had sensitivity 93.8%, and specificity 90.9%, while the NL hyperechogenicity
had sensitivity 95.5% and specificity 93.8% for differentiation of WD and EO-PD. NL hyperechogenicity
was more pronounced in WD subjects with putaminal MRI T2 hyperintensity (p < 0.05) but was also
present in subjects without MRI abnormality,
Conclusions: There are distinct TCS findings in WD and EO-PD complementary to MRI that can be utilized
as highly sensitive and specific biomarkers of these disorders.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Wilson's disease (WD) is a hereditary disorder caused by ATP7B

# Corresponding author. Dept, of Neurology and Center of Clinical Neuroscience, mutations resulting in copper accumulation in liver and brain.
Charles University in Prague, 1st Faculty of Medicine and General University Hos- Timely diagnosis is essential since patients have a good prognosis if
pital in Prague, Katerinska 30, 120 00, Praha 2, Czech Republic. the treatment is provided in the early stage [1]. Diagnosis of
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neurological WD is straightforward in the majority of cases when
typical biochemical abnormalities are present [2]. However, the
diagnosis may be difficult in atypical cases that do not fulfill all the
clinical and laboratory criteria [3]. Moreover, genetic confirmation
may be difficult since ATP7B gene is large and more than 500 mu-
tations were described [ 1], some of them with questionable path-
ogenicity [4].

According to guidelines, every patient with young adulthood-
onset movement disorder should undergo screening for WD. WD
may manifest with parkinsonism, either isolated or in combination
with other symptoms such as dystonia, kinetic tremor or ataxia. In
early-onset Parkinson's disease (EO-PD), parkinsonism is
frequently accompanied by psychiatric symptoms and dystonia [5].
Therefore, the importance of the differential diagnosis between EO-
PD and WD may arise, particularly in cases with atypical symptoms
and/or inconclusive results of biochemical examinations.

Transcranial sonography (TCS) is a validated tool in the diag-
nosis of an early stage of PD [6] as well as in the differential diag-
nosis of PD and atypical parkinsonian syndromes [6,7]| and dopa-
responsive dystonia [8]. Typical findings in PD consist particularly
of the hyperechogenicity and enlarged echogenic size of substantia
nigra (SN)[6,9,10]. In the neurological form of WD, the echogenicity
of SN is variable, while the hyperechogenicity of the lentiform
nucleus (NL) has been consistent across studies [11—15]. It is un-
clear how echogenicity changes in WD interrelate to MRI abnor-
malities that typically consist of hyperintensity of basal ganglia,
brainstem, and thalamus in T2-weighted (T2w) images [16].

Considering these different findings in EO-PD and WD patients,
TCS could be a time-saving, low-cost, screening examination of
these disorders. Potential drawbacks of TCS are limited anatomical
clarity and dependence on examiner's subjective evaluation of
hyperechogenicity. These obstacles are partially overcome by using
Virtual Navigator for fusion of TCS and MRI which helps in precise
identification of brain structures [17] and recently validated
method of digital image analysis which reduces the sonographer's
bias in the assessment of hyperechogenicity [18].

The aim of the study was to compare the echogenicity changes
in SN and NL in EO-PD and WD in relation to MRI results and assess
the utility of TCS as a screening examination in early-onset
parkinsonism.

2. Methods
2.1. Patients

In WD patients, inclusion criterion was neurological WD with
diagnosis established according to Leipzig criteria [19]. In EO-PD
patients, inclusion criteria were diagnosis in accordance with the
UK Parkinson's Disease Society Brain Bank criteria [20], and age at
onset < 40 years. For both groups, exclusion criteria were presence
of deep brain stimulation (DBS) electrodes and insufficient tem-
poral bone window for TCS examination. Out of 37 neurological WD
patients from our database, 15 were not reachable or disagreed to
participate, Out of 59 EO-PD patients from our database 21 were
excluded because of DBS, 21 disagreed to participate and one was
excluded due to insufficient temporal bone window. Twenty-two
WD and 16 EO-PD patients participated in the study. The control
group consisted of 24 healthy subjects with no neuropsychiatric
disorder. All subjects signed informed consent and the study was
approved by the Ethical Committee of General Teaching Hospital in
Prague.

Information about initial clinical symptoms, abnormal serum
ceruloplasmin concentration, urine copper excretion, liver copper
concentration, and the presence of K-F ring at the time of diagnosis
was retrieved from medical records.

Twenty WD patients were on a stable medication while two
were de novo treatment naive patients at the time of examination
(Table 1). Fifteen PD patients were on a stable antiparkinsonian
medication while one was treatment naive. All PD patients were
tested for PARK2 mutations; heterozygous pathogenic mutation
was found in one. Neurological impairment was assessed by the
Unified Wilson's Disease Rating Scale (UWDRS) [21] in WD and by
the Unified Parkinson's Disease Rating Scale, Part Il (UPDRS-III) in
EO-PD group respectively. Patients were examined on their usual
symptomatic therapy. “Joint parkinsonism subscore” was calcu-
lated from items present jointly in both scales in order to compare
the severity of parkinsonism in WD and EO-PD groups. This sub-
score consists of UPDRS-III except items 24, 30 and 31.

2.2. Magnetic resonance imaging

MRI was performed using 1.5 T whole body Philips Achieva
system in EO-PD and WD patients. Standard spin echo Tiw
(resolution =12 x 1.2 x 3 mm?, TE = 15 ms, TR = 500 ms) and T2w
(resolution = 0.5 x 0.5 x 2 mm?, TE = 233 ms, TR = 2250 ms)
sequences covering the whole brain were employed to quantify
brain damage and generate anatomical images for TCS fusion. An
experienced neuroradiologist blinded to the diagnosis quantified
the MRI pathology. Degree of atrophy was graded as absent (0
points) mild (1 point) or severe (2 points) in three locations: 1)
cerebellum and brainstem, 2) basal ganglia and subcortical region
and 3) cortex. At that, presence of T2 hyperintensities in the
caudate nucleus, putamen, globus pallidus, thalamus, mesenceph-
alon, pons and T2 hypointensities in the NL, SN, and dentate nu-
cleus were scored by 1 point each. The total sum of atrophy and
signal changes build the composite MRI severity score (maximum
15 points) [22].

2.3. Transcranial sonography

The ultrasound system MyLab Twice (Esaote S.p.A., Genova,
Italy) was equipped with the Virtual Navigation (MedCom GmbH,
Darmstadt, Germany), which allows real-time image fusion of TCS
and MRI images. The ultrasound scanner with a Reusable Tracking
Bracket (CIVCO, Kalona, IA, USA) and sensor mount were used. The
Virtual Navigator technology was implemented using an electro-
magnetic tracking system, composed of a transmitter and a small
receiver, mounted on the ultrasound probe. SN was imaged in the
axial mesencephalic plane (Fig. 1A) while NL and caudate nucleus
(CN) were imaged in the axial thalamic plane (Fig. 1B) using the
Fusion Imaging technique.

Following parameters were used: penetration depth of 16 cm,
penetration high, dynamic range 7 (50 dB), frequency 1-4 MHz,
enhancement 3, density 2, view 9, persistence 7, dynamic
compression 0, gain 36%, grey map 0, S-view off, 2 focuses in 5 and
10 ¢m, mechanical index 0.9, tissue indices TIs 1.0, TIB 1.0 and TIC
21,

The butterfly-shaped structure of the mesencephalic brainstem
and the region of SN in mesencephalic section and CN and LN in the
thalamic section were depicted and images were saved in 8-bit
grayscale DICOM format for offline analysis. Predefined elliptical
ROIs were manually placed in the region of contralateral CN and LN
and ipsilateral SN (Supplementary Figure). The echogenicity indices
were calculated separately for SN, CN and LN from both right and
left temporal bone windows using the B-Mode Assist software for
digital image analysis [18,23]; the higher value of both measure-
ments was used for analysis.

Standard visual assessment of SN and LN echogenicity [24]| was
also performed and results were compared with those obtained by
digital image analysis. The mean SN echogenic area from both sides
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Table 1
Demography, clinical and TCS findings.
WD EO-PD Control

Number of patients (females) 22(11) 16(9) 24(16)
Age; mean + SD (years)* 439 + 8.7 422 +52 37.6 =103
Duration of disease; mean + SD (years)” 17.1 £99 77+47 -
Duration of therapy; mean + SD (years)” 135472 38+19 -
UPDRS-III subscore; mean; median (interquartile range) = 21.3,16.0 (12.0-32.0) -
UWDRS neurologic subscore; mean; median (interquartile range) 19.6; 13.5 (7.0-30.5) - -
UWDRS/UPDRS-III joint parkinsonism subscore; mean; median (interquartile range)® 9.1; 45 (2.0-143) 14.9, 13.0 (9.0-21.0) =
L-DOPA equivalent; mean + SD (mg) - 623.4 + 453.2 -
Number of patients on d-PEN/Zinc/combination treatment 71814 = =2
Composite MRI severity score; mean; median (interquartile range)® 5.9,6.0(2.0-85) 2.3,2.0(1.0-3.5) -
TCS results
SN echogenicity index; mean + SD” 280+ 46 398 +59 288 + 49
NL echogenicity index; mean + SD° 1175+ 370 61.6 + 54 549 +11.2
CN echogenicity index; mean + SD 47.5 + 16.5 39.6 + 9.2 344 +74
SN echogenic area (cm?); mean # SD* 0.20 + 0.03 0.26 + 0.04 0.19 + 0.03
Subject with abnormal SN echogenicity; n (%)* 422 (18%) 12/16 (75%) 3/24 (13%)
Subjects with abnormal NL echogenicity; n (%)* 15/22 (68%) 316 (19%) 3/24 (13%)
Established WD diagnostic methods
Subjects with abnormal serum ceruloplasmin (<0.2 g/l}; n (%)* 1722 (77%) 2/15 (13%) N.A.
Subjects with abnormal 24-h urine copper excretion (>1 umolj24 h); n (%) 21/22 (95%) 2/12 (15%) N.A,
Subjects with positive K-F ring; n (%)° 15/22 (68%) 0/12 (0%) N.A.
Subjects with abnormal liver copper concentration (>250 pgfg dry tissue); n (%) 20/20 (100%) NA. N.A.
Subjects with confirmed pathogenic mutation of ATP7B; n (%)" 16422 (73%) NA. N.A.

Abbreviations: WD — Wilson disease, EO-PD, early-onset Parkinson's disease, UWDRS — Unified Wilson's Disease Rating Scale, UPDRS-III — Unified Parkinson's Disease Rating
Scale, Part 11l; d-PEN — d-penicillamine, SN — substantia nigra, NL — lentiform nucleus, CN — caudate nucleus, N.A. — not available.

¢ p < 0.05 WD compared to controls (ANOVA and Tukey's post-hoc test).
b p < 0.01 WD compared to EO-PD (Mann-Whitney U test).
p < 0.05 EO-PD compared to WD (Mann-Whitney U test).

c
4 p < 0.0001 EO-PD compared to WD and controls (ANOVA and Tukey's post-hoc test).
¢ p < 0.0001 WD compared to EO-PD and controls (ANOVA and Tukey's post-hoc test).

f p <0.01 WD compared to controls (ANOVA and Tukey's post-hoc test).
€ p < 0.001 (Fischer's exact test).

" Sequencing of coding regions of the ATP7B gene revealed homozygous p.[His1069GIn] mutation in 10 and compound heterozygous mutation p.[His1069GIn] and:
[Gly1176Arg] in 1; [Arg778Cly] in 1; [Val1262Phe] in 1; [Gly710Ser] in 2; and [Ala1135fs] in 1 subject. Homozygous p.[Lys1248Thrfs*83] mutation was detected in 1 subject.

was compared in WD, EO-PD, and control group. In the calculation
of sensitivity/specificity for differentiation of WD and EO-PD, the
larger echogenic area of the two sides was employed while SN
hyperechogenicity was defined as echogenic area >0.24 cm?
Echogenic signals from NL in comparison to surrounding tissue
were assessed visually and rated as “normal” or “hyperechogenic”.
The echogenicity of NL was regarded as abnormal when hyper-
echogenic signal was detected at least on one side. A single so-
nographer who was blinded to the patients’ diagnoses but not to
movement disorders symptoms performed examinations and im-
age analyses.

2.4. Statistics

The Shapiro-Wilk test was used for normality testing. Data with
a normal distribution are reported as mean + standard deviation.
Variables not fitting the normal distribution are presented as a
mean, median and interquartile range. Comparisons between two
groups were performed using the Mann-Whitney U test. Group
differences among WD, EO-PD, and control groups were tested
using one-way ANOVA with post-hoc Tukey's test. Receiver oper-
ating characteristic (ROC) curves were plotted and sensitivity/
specificity was calculated for determined cut-off points of SN, NL
and CN echogenicity. Sensitivities/specificities were calculated
from contingency tables for serum ceruloplasmin, 24-h urine
copper excretion, presence of K-F ring, and visually assessed SN and
NL hyperechogenicity; frequencies were compared by Fischer's
exact test. Dependence of variables was assessed using Pearson
correlation coefficient. All reported p-values are two-tailed. Sta-
tistical evaluations were performed using the GraphPad Prism
version 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3. Results
3.1. Clinical assessment

Demographic and medical data are shown in Table 1. The age-
range was wider and mean age slightly lower in control subjects
but age and echogenicity indices in examined structures were not
significantly correlated (data not shown), in accordance with a
population study examining SN echogenic area [9]. Twenty-one
WD subjects fulfilled the clinical criteria for hypokinetic-rigid
syndrome (i.e. presence of akinesia and one of the following: ri-
gidity, tremor or postural instability). Parkinsonian symptoms were
more severe in the EO-PD group as documented by higher joint
parkinsonism score (p < 0.05). Four WD cases initially manifested
with isolated parkinsonism and one EO-PD case manifested with
leg dystonia. Sensitivities/specificities for WD and EO-PD differ-
entiation were calculated for established screening methods
reaching 77/88% for serum ceruloplasmin concentration, 95/83% for
24-h urinary copper excretion and 68/100% for K-F ring.

3.2. TCS findings

The EO-PD group exhibited SN hyperechogenicity and the WD
group NL hyperechogenicity in comparison with the control group
(Fig. 2). Group analysis of digital image analysis results was sig-
nificant for both brain areas, SN (F [2, 59] = 30.0, p < 0.0001) and NL
(F[2,59] = 47.2, p < 0.0001). Post-hoc Tukey's test showed that SN
echogenicity in the EO-PD group was significantly higher than in
the WD (p < 0.0001) and control (p < 0.0001) groups and that NL
echogenicity was significantly higher in the WD group compared to
the EO-PD (p < 0.0001) and controls (p < 0.0001). Similar pattern as
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Fig. 1. Typical TCS findings in WD patient with correspanding MRI images using the fusion imaging technique. A) axial mesencephalic plane showing nermal echogenicity of a
substantita nigra; B) axial thalamic plane showing hyperechogenic lentiform nucleus. Numbers indicate following anatomical structures: 1 — mesencephalon; 2 — temporal lobe; 3
— cerebellum; 4 — third ventricle; 5 — frontal horn of lateral ventricle; 6 — caudate nucleus; 7 — lentiform nucleus; 8 — insula; 9 — occipital horn of lateral ventricle,

in NL, but with weaker significance, was observed also in CN
(Table 1).

The cut-off value for SN and LN echogenicity indices were
determined 33.7 and 719 respectively. SN hyperechogenicity
reached sensitivity 93.8%, specificity 90.9% and area under the ROC
curve (AUC) of 0.972 (95% confidence interval = 0.928-1.00,
p < 0.0001), while NL hyperechogenicity reached sensitivity 95.5%,
specificity 93.8% and AUC of 0992 (95% confidence

interval = 0.973—1.00, p < 0.0001) for a differentiation of WD and
EO-PD (Fig. 3).

The visual assessment of SN echogenicity detected significantly
larger mean SN echogenic area in EO-PD subjects compared to WD
(p < 0.0001) and controls (p < 0.0001). The sensitivity/specificity of
visually assessed hyperechogenicity was 75/82% in SN and 68/81%
in NL for WD and EO-PD differentiation.
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Fig. 2. Echogenicity index in A) substantia nigra (SN) and B) lentiform nucleus (NL) in
control subjects, Wilson disease (WD) and early-onset Parkinson's disease (EO-PD)
groups. Y-axes are differently adjusted for SN and NL values respectively. Echogenicity
index in CN exhibited similar pattern as in NL and is thus not depicted in this graph.
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Fig. 3. Receiver operating characteristic (ROC) of substantia nigra (SN, dashed line) and
lentiform nucleus (NL, solid line) echogenicity in the differential diagnosis of Wilson's
disease and early-onset Parkinson’s disease.

3.3. Correlation between TCS, MRI, and clinical parameters

TCS findings of two de novo WD patients did not differ from
patients on chronic treatment (NL echogenicity index 134.2 and
107.5 vs. 117.1 + 38.6, p = 0.70). Furthermore, we did not find cor-
relation between the NL echogenicity index and age (r = —0.36,
p =0.10), disease duration (r = —0.32, p = 0.14), treatment duration
(r=-0.21, p=0.36) or UWDRS score (r = 0.36, p = 0.10) in the WD
group. [n EO-PD group, we did not observe correlation between SN
echogenicity index and age (r = 0.06, p = 0.84), disease duration
(r = —0.14, p = 0.61) and UPDRS-III score (r = 0.02, p = 0.93).

The composite MRI severity score was higher in the WD
compared to the EO-PD group (p < 0.01) (Table 1). MRI signal in the
NL in T2w images was normal in six, hypointense in 12, while T2
hyperintense signal in the putamen was present in 13 WD patients.
Out of the group of six WD patients with normal MR signal in NL,

none had NL echogenicity index within the normal range. NL
echogenicity index was higher in WD patients presenting
compared to those not presenting with T2 hyperintense signal in
the putamen (140.4 + 13.6 vs 106.9 + 8.2, p = 0.03) while no dif-
ference in NL echogenicity index was observed between patients
presenting and not presenting T2 hypointense signal in NL
(113.2 + 9.5 vs 1245 + 12.1, p = 0.70). T2 hypointense signal in the
SN andfor T2 hyperintense signal in the mesencephalic white
matter was present in 13 WD patients. In the EO-PD group, NL was
rated as hypointense in four patients while hypointense SN was not
found in any patient.

4. Discussion

The results of our study confirmed that the NL and SN echoge-
nicity indices examined by digital image analysis of TCS-MRI fusion
images are sensitive and specific markers of WD and EO-PD. The
hyperechogenicity of SN in the EO-PD group was detected in 93.8%
cases, in accordance with previous TCS studies. In the control group
slightly increased NL and SN echogenicities were found in about
one tenth of subjects without any clinical correlate. This proportion
of healthy subjects with SN hyperechogenicity is consistent across
studies and their potential risk of developing parkinsonism is dis-
cussed [6].

The NL echogenicity index was abnormal in 95.5% of WD pa-
tients. Increased echogenicity index of CN in WD patients was less
constant than NL hyperechogenicity. Sensitivity and specificity of
NL hyperechogenicity were comparable to routinely used screening
methods, i.e. serum ceruloplasmin, urinary copper and K-F ring
supporting its potential value as a screening examination of WD.
Notably, K-F ring was not detectable in 32% of our WD cases in
whom diagnosis was confirmed by genetic examination and/or
increased liver copper concentration. This finding, which is in line
with several recent studies showing that significant proportion of
neurological WD patients may lack the K-Fring [ 3,25,2G], advocates
the utility of other screening investigations.

SN echogenicity in WD patients was similar as in control sub-
jects, yielding approximately 10% of subjects with hyper-
echogenicity. This is in contrast to previous studies showing >50%
prevalence of SN hyperechogenicity in WD [12,13].

Our finding of normal SN echogenicity in WD patients is sur-
prising since the majority of the WD patients were affected by
parkinsonism. Previous studies suggested a link between parkin-
sonism in WD and variable combination of pre- and postsynaptic
damage of the nigrostriatal pathway [27]. Moreover, 13 WD pa-
tients had T2 hypointensity in SN and/or T2 hyperintensity in the
mesencephalic white matter tracts. These results suggest that, in
the case of SN, its microstructural damage depicted on MRI may not
invariably affect its echogenicity.

With respect to the echogenicity changes of NL and CN, our
results are comparable to two previously published studies [12,13].
The first of the studies found NL hyperechogenicity in 100% of
neurological WD patients and a significant correlation between NL
hyperechogenicity and clinical severity [12]. The second one found
NL hyperechogenicity in 81.6% of neurological WD patients and
detected a correlation between SN hyperechogenicity and clinical
severity [13].

In contrast to these studies, we did not find any correlation
between TCS findings, clinical severity and duration of disease or
treatment. Taking these contradictory results into consideration,
TCS probably cannot be used as a reliable marker for longitudinal
follow-up of chelating therapy or disability prognosis.

There are several factors, which may contribute to disparate SN
echogenicity results, For more accurate anatomical delineation of
examined structures we used real-time MRI fusion imaging
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technology. Although not yet validated in neurological applications,
fusion imaging may allow for better identification of brain struc-
tures, particularly in oblique imaging planes. Thus, echogenicity
indices might be more accurate when using this technique. In
addition, we also applied newly developed software for digital
analysis of brain structures echogenicity that automatically ac-
counts for the quality of the bone window, different depth, and
shades of grey. Its usage eliminates the incorrect manual evaluation
of echogenicity and increases sensitivity and comparability [18,23].
Accordingly, sensitivity and specificity for WD and EO-PD differ-
entiation were lower in our cohort when visual analysis of echo-
genicity was employed.

Although TCS is an easy and cheap examination, it has several
limitations. Only one patient (2.6%) from the studied group had to
be excluded due to insonability. However, in large population
studies insufficient temporal bone window, particularly for NL
assessment, is found in more than 10% of subjects [9]. In addition,
MRI-TCS fusion with subsequent digital image analysis with dura-
tion of 20—30 min is more time consuming compared to standard
visual analysis, which may limit its practicability. Further studies
should investigate whether similar results can be obtained without
MRI-TCS fusion when digital image analysis algorithm would be
implemented in the software of routine ultrasound devices, This
could decrease the examination duration to 10 min.

Interpretation of TCS findings is hampered by the lack of un-
derstanding of neuropathological underpinnings of tissue hyper-
echogenicity. The widespread hypothesis suggests its connection
with the accumulation of iron and copper. Presumed dependence of
tissue echogenicity on iron concentration [28] implies that TCS
hyperechogenicity should correlate with MRI T2/T2* hypointensity,
predominantly caused by paramagnetic iron species [29]. Contrary
to this assumption, the degree of NL hyperechogenicity was related
to putaminal T2 hyperintensity rather than to T2 hypointensity in
NL suggesting that echogenicity is not only determined by iron
concentration. In addition, we found NL hyperechogenicity in all
WD patients with normal MR signal in this area confirming pre-
vious findings that TCS can bring complementary information to
MRI [14,15,30]. The echogenicity changes could be also influenced
by copper as documented in a post-mortem study on WD brains
showing a correlation between echogenicity and copper concen-
tration in NL [11]. Since MRI cannot reliably depict copper [29], we
cannot support nor foreclose its effect on tissue echogenicity in our
patients. To sum up, the underpinnings of echogenicity contrast in
TCS examination are complex and depend not only on metal
accumulation but also on associated pathological microstructural
tissue changes.

Despite the limitation of the small number of patients, the
sensitivity and specificity of the results are obvious and our findings
are in good accordance with previously published studies in PD and
WD patients. However, in this proof of concept study we did not
examine only de novo patients, not all the patients with WD have
had isolated parkinsonism, and disease duration was different be-
tween groups. Therefore, additional studies with untreated de novo
patients are needed to confirm the utility of TCS in the differential
diagnosis of WD and EO-PD.

With regard to the results above and previously performed
studies, we can conclude that TCS findings in WD and EO-PD are
potentially helpful as screening biomarkers in early-onset parkin-
sonism. For the future, it could be efficient to include TCS abnor-
mality into supportive neuroimaging criteria for WD.
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Abstract—Transcranial sonography (TCS) can reveal pathology in brain structures including insula. This study
compared insula echogenicity among 22 patients with Wilson’s disease (WD), 21 patients with early-onset
Parkinson’s disease (EO-PD) and 24 healthy patients. Echogenicity of predefined brain structures (insula, lenti-
form nucleus, caudate nucleus, substantia nigra and raphe nuclei) was evaluated using digitized analysis of TCS
fusion imaging with magnetic resonance. Cortical, subcortical and cerebellar atrophy and ventricle diameters
were determined from magnetic resonance images. The mean echogenicity index of insula did not differ between
males and females (p =0.92), but the echogenicity of insula was higher in patients with WD than in patients with
EO-PD and healthy patients (p < 0.05). The substantia nigra echogenicity was higher in patients with EQ-PD,
and lentiform nucleus echogenicity was higher in patients with WD (p < 0.05). The echogenicity of insula corre-
lated with lentiform nucleus echogenicity (r=0.75) but not with age (r=—0.14), disease duration (r=—0.36),
symptom severity (r=0.28), cortical (r=0.11) nor subcertical (r=0.05) atrophy. (E-mail: skoloudik@hotmail.
com) ©2019 World Federation for Ultrasound in Medicine & Biology. All rights reserved.

Key Words: Wilson’s disease, Parkinson’s disease, Transcranial sonography, Magnetic resonance, Echogenicity.

INTRODUCTION

Transcranial sonography (TCS) is a useful tool for
detecting pathologies of the brain parenchyma based on
changes in echogenicity in brain structures including
substantia nigra (SN), brainstem raphe, caudate nucleus,
lentiform nucleus (LN), or dentate nucleus (Walter and
Skoloudik 2014). This can aid in the diagnosis of and
differentiation among brain diseases such as Parkinson’s
disease (PD) and other Parkinsonian syndromes, dysto-
nia, depression, panic disorder, Wilson’s disease (WD)
and Huntington disease (Walter et al. 2007; Berg et al.
2008; Walter and Skoloudik 2014). However, TCS has
lower spatial resolution than other neuroimaging meth-
ods such as computed tomography (CT) or magnetic

Address correspondence to: Prof. David Skoloudik, MD, PhD,
TFESO, FEAN, Department of Neurology, University Hospital Ostrava,
17. listopadu 1790/5, CZ-70852 Ostrava, Czech Republic. E-mail:
skoloudik{@hotmail.com

resonance (MR). It is also limited by the quality of the
bone window and is dependent on sonographer skills
(Skoloudik and Walter 2010; Walter and Skoloudik
2014).

These drawbacks can be overcome by fusion imag-
ing (with MR or CT) using Virtual Navigator and digi-
tized image analysis (Blahuta et al. 2011, 2014; Lagand
et al. 2011, 2013; Forzoni et al. 2012; Skoloudik et al.
2014), which has not only improved the assessment of
visually detectable structures on TCS images but has
also enabled evaluation of the echogenicity of other
brain structures such as insula, which can be segmented
only with the aid of a fused MR image (Skoloudik et al.
2016). An earlier study has shown that the echogenicity
of insula can be reliably measured with low intra- and
inter-rater variability by TCS-MR fusion imaging
(Skoloudik et al. 2016). However, there have been no
studies to date assessing the echogenicity of insula in
various diseases.
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Accumulation of iron, manganese, copper, or other
substrates; neuronal loss; gliosis; and other structural
changes can cause variations in the echogenicity of brain
parenchyma (Berg et al. 1999; Behnke et al. 2009; Wal-
ter et al. 2014; Walter and Skoloudik 2014; Ghassaban
et al. 2019). However, pathologic processes leading to
changes in the echogenicity of various brain structures
are not fully understood.

PD and WD are characterized by increases in echo-
genicity of particular brain structures that are detectable
by TCS—for example, an increased SN echogenicity in
PD and hyperechogenic LN in WD resulting from cere-
bral accumulation of metals leading to brain parenchy-
mal damage (Berg et al. 1999; Behnke et al. 2009;
Walter et al. 2014; Walter and Skoloudik 2014; Yuet al.
2018). Thus, LN and SN echogenicity can serve as sensi-
tive diagnostic markers in these disorders (Berg et al.
1999; Behnke et al. 2009; Mijajlovic et al. 2014; Walter
et al. 2014; Walter and Skoloudik 2014; Yu et al. 2018).

In this study, we compared insula echogenicity
among patients with WD and patients with early-onset
(EO)-PD and healthy patients by TCS-MR fusion imag-
ing, using Virtual Navigator and digitized image analy-
sis. We also carried out an exploratory correlation
analysis to identify clinical and imaging factors associ-
ated with the echogenicity of insula.

MATERIALS AND METHODS

Patients

Data for this study were acquired during the same
session on the same patients (22 patients with WD and
16 patients with early-onset Parkinson’s disease (EO-
PD) as in our earlier TCS study (Maskova et al. 2016),
although 1 patient with WD and 7 additional patients
with EO-PD were included. Inclusion criteria were a
neurologic form of WD with a diagnosis established
according to Leipzig criteria for the WD group, and
diagnosis according to the UK Parkinson’s Disease Soci-
ety Brain Bank criteria and age at onset <40 y for the
EO-PD group. The control group had 24 healthy patients
with no neuropsychiatric disorders. For all groups, an
insufficient temporal bone window for TCS examination
was an exclusion criterion. All patients provided written,
informed consent before their participation in the study,
and the study protocol was approved by the Ethical
Committee of the General Teaching Hospital in Prague,
Czech Republic.

Neurologic impairment was assessed using the Uni-
fied Wilson’s Disease Rating Scale (UWDRS) in patients
with WD and using the Unified Parkinson’s Discase Rat-
ing Scale, Part ITI (UPDRS III) in patients with EO-PD.
Patients were examined while receiving their usual
symptomatic therapy.
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MR imaging

MR images were acquired using a 1.5 T whole-body
Achieva scanner (Philips, Eindhoven, The Netherlands).
Standard spin echo T1 w (spatial resolution=1.2 x 1.2 x
3 mms, echo time (TE) = 15 ms, repetition time (TR) =500
ms) and T2 w (spatial resolution=0.5 x 0.5 x 2 mm?®,
TE =233 ms, TR = 2250 ms) sequences covering the entire
brain were used to quantify brain damage and generate ana-
tomic images for TCS fusion. The insular cortex was
clearly depicted in the axial T2 w sequences in 6—8 voxels
in the latero-lateral direction and 10 slices (expected thick-
ness 3—4 mm and extends >20 mm in rostro-caudal direc-
tion). The degree of brain atrophy on MR images was
visually graded as absent (0 points), mild (1 point), or
severe (2 points) in the following 3 locations: (i) cerebel-
lum and brainstem, (ii) basal ganglia and subcortical region
and (iii) cortex. The grading was carried out by an experi-
enced neuroradiologist blinded to patients” diagnosis. Mea-
surement of the third ventricle width was performed in the
axial T2-weighted images in the middle of the anterior-pos-
terior direction where the largest width of the ventricle was
measured. Measurement of the fourth ventricle width was
performed in the axial T2-weighted images in the largest
width of the ventricle. All measurements were performed
using the scanner software.

Transcranial sonography

The ultrasound system was equipped with the Vir-
tual Navigation (Esaote S.p.A., Genoa, Italy, and Med-
Com GmbH, Darmstadt, Germany) option, which allows
real-time image fusion of TCS and MR images. The
ultrasound scanner Esaote MyLab Twice (Esaote S.p.A.)
with a 2.5-MHz phased-array transducer (PA240), 639-
039 CIVCO Reusable Tracking Bracket (CIVCO,
Kalona, TA, USA) and sensor mount was used. Virtual
Navigator procedures were implemented using an elec-
tromagnetic tracking system composed of a transmitter
and a small receiver mounted on the ultrasound probe.
The transmitter position—considered as the basis of the
reference system—was fixed through a support, and the
receiver provided the position and orientation of the
ultrasound probe in relation to the transmitter. A proper
head support was also used to keep the subject’s head as
steady as possible. Patients were examined in the supine
position on a horizontal bed with 0° tilt.

After uploading the MR images in Digital Imaging
and Communications in Medicine format to the Virtual
Navigator, eight facial markers were used in all patients
for fusion imaging and visualization of brain structures.
Three internal markers were then used for a fine tuning
to obtain a proper fusion. Transverse TCS images and
corresponding MR images of the insula in the axial tha-
lamic plane were acquired using both left and right trans-
temporal approaches (Fig. 1).
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(O]

Fig. 1. Fusion imaging of transcranial sonography and magnetic resonance in the thalamic plane. (a) Increased echoge-
nicity of lentiform nucleus and insula in patient with Wilson’s disease. (b) Normal echogenicity of lentiform nucleus and
insula in patient with early onset Parkinson’s disease.
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The examination was performed through both the
right and left temporal bone window with the following
parameters: a penetration depth of 16 cm, high penetra-
tion, dynamic range =7 (50 dB), frequency = 1—4 MHz,
enhancement =3, density =2, view=9, persistence=7,
dynamic compression=0, gain=36%, gray map=0, S
view off, two focuses at 5 and 10 c¢m, mechanical
index=0.9 and the following tissue indices: thermal
index for soft tissue = 1.0, thermal index for bone=1.0
and thermal index for cranial bone 2.1. The TCS exami-
nation of all patients were performed with the exact
same settings.

All images were saved in Digital Imaging and Com-
munications in Medicine format. The B-Mode Assist
tool and specific elliptical regions of interest were used
for the measurement of echogenicity index of insula
(area: 196 mmz), SN (area: 50 mmz), LN (area: 200
mm?), caudate nucleus (area: 140 mm?) and raphe nuclei
(area: 40 1nn12) (Blahuta et al. 2014; Skoloudik et al.
2014, 2016; Silhdn et al. 2015; Maskova et al. 2016).
The higher of the 2 measured values for each structure
was used for the analysis. The reproducibility of the
insula echogenicity index measurement was calculated
in an earlier study and reached intra-rater/inter-rater
intra-class correlation coefficients of 0.995 (95% confi-
dence interval [CI]: 0.993—-0.997) / 0.937 (95% CI:
0.910—-0.956) and Spearman’s rank correlation coeffi-
cients of r=0.993 / r=0.921, respectively (Skoloudik
et al. 2016). The sonographer (D.S.) was blinded to the
patients’ diagnosis but not to their movement disorder
symptoms.

Statistics

The sample size of the study was based on an
expected 30% difference in the echogenicity index of
insula between groups. Pre-study calculations showed
that a minimum of 23 patients in each group were
needed to be screened to the study to reach a statisti-
cally significant difference with an o« value of 0.05
(two-tailed) and B value of 0.8 (21 patients in each
group), assuming that 10% of these patients (2
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patients) would be excluded because of an insufficient
bone window.

The Shapiro-Wilk test was used for normality test-
ing. Data with a normal distribution are reported as
mean =+ standard deviation. Non-normally distributed
variables are presented as a mean, median and interquar-
tile range. Comparisons between two groups were per-
formed with the Mann-Whitney U test. The Kruskal-
Wallis test was used for comparison among three groups
followed by Bonferroni multiple comparison test com-
paring all pairs. Differences among the WD, EQ-PD and
control groups were evaluated by one-way analysis of
variance.

The dependence of variables was assessed using the
Spearman’s correlation coefficient. Bilateral measure-
ments of insula, substantia nigra, caudate nucleus and
LN were used for statistical evaluation. All reported p
values are two-tailed. All tests were carried out at an «
level of significance of 0.05. Data were analyzed using
SPSS v.22.0 software (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

RESULTS

Of the 70 patients screened for the study (23
patients with WD and 23 patients with EO-PD and 24
healthy controls), 3 (1 patient with WD and 2 patients
with EO-PD) were excluded from analysis because of an
insufficient bone window. Demographic and medical
data of patients included in the analysis are presented in
Table I. The mean echogenicity index of insula did not
differ significantly between males and females (79.99 +
29.07 vs. 80.78 £ 32.81; p=0.919).

Echogenicity of insula was higher in patients with
WD (103.92 + 34.94) compared with patients with EO-
PD (73.64 + 15.70; p=0.030) and healthy controls
(64.82 £ 24.60; p < 0.001) (Table IT and Fig. 1). Also,
LN and CN echogenicity indices were higher in patients
with WD (109.10 + 36.30 and 48.70 £ 21.00) compared
with patients with EO-PD (62.60 £ 8.62, p < 0.001 and
39.52 &£ 7.32; p=0.010) and healthy controls (54.60 *
14.06; p < 0.001 and 33.11 + 8.78; p < 0.001),

Table I. Demography, clinical and transcranial sonographic findings

WD patients EO-PD patients Control

Number of enrolled patients (males) 22 (1) 21(10) 24 (8)
Age; mean £ SD (y) 438 £ 8.5 420+45 37.6 £10.1
Duration of disease; mean £ SD (y) 172+ 8.0 7.6 +48 NA
Duration of therapy; mean + SD (y) 13572 36417 NA
UPDRS-III subscore; mean; median (interquartile range) NA 21.3; 16.0 (12.0-32.0) NA
UWDRS neurologic subscore; mean; median (interquartile range) 19.6; 13.5(7.0-30.5) NA NA
L-DOPA equivalent; mean + SD (mg) NA 623.4 +453.2 NA
Number of patients on d-PEN/Zinc/combination treatment 7/8/4 NA NA

d-PEN = d-penicillamine, EQ-PD = early-onset Parkinson’s disease, MRI=magnetic resonance imaging, SD =standard deviation, UPDRS-
IIT = Unified Parkinson’s Disease Rating Scale, Part ITI, UWDRS = Unified Wilson’s Discase Rating Scale, WD = Wilson discase.
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Table II. Transcranial sonography and magnetic resonance findings in WD, EQ-PD and healthy controls

WD patients p value EO-PD patients p value Controls p value (WD
(22 patients) (WD versus (21 patients) (EO-PD versus (24 patients) versus controls)
EO-PD) controls)
Transcranial sonography
Insula echogenicity index;  103.92 4+ 34.94 0.030 73.64 £ 1570 0.379 64.82 £ 24.60 <0.001
mean =+ SD
Hyperechogenic insula 16 (72.7 %) <0.001 1(4.76 %) 0.984 1(4.17 %) <0.001
(>99%th percentile in gen-
eral population); n (%)
SN echogenicity index; 27.38 & 5.60 <0.001 38.01 £ B.65 <0.001 29.47 +£5.27 0.475
mean % SD
Hyperechogenic SN (>90th 3 (13.6 %) <0.001 17 (81.0 %) <0.001 2(83%) 0.741
percentile of general pop-
ulation); n (%)
LN echogenicity index; 109.10 £ 36.30 <0.001 62.60 £ 8.62 0.993 54.60 & 14.06 <0.001
mean =+ SD
Hyperechogenic LN (=99th 17 (77.3 %) <0.001 00 %) 1,000 0 (0 %) <0.001
percentile in general pop-
ulation); n (%)
CN echogenicity index; 48.70 + 21.00 0.010 3957 2732 0.440 33.11+8.78 <0.001
mean % SD
Hyperechogenic CN (>99th 6 (27.3 %) 0.124 0(0 %) 1.000 0(0 %) 0.112
percentile in general pop-
ulation); n (%)
BR echogenicity index; 28.74 +4.92 0.531 31.67 £+ 5.06 0.894 30.12+5.12 0.697
mean £ SD
Hypoechogenic BR (<fifth 1 (4.5 %) 1.000 1 (4.8 %) 0.849 2(8.3 %) 0.834
percentile in general pop-
ulation); n (%)
Magnetic resonance
Third ventricle width; 7.84 +2.70 0.016 3984+ 137 1.000 294+ 054 0.002
mean + SD
Fourth ventricle width; 2.11£0.52 0.563 200£043 0.388 1.86 £ 0.23 0.168
mean x SD

Cortical atrophy - absent/  9(40.9)/7(31.8)/6(27.3)  0.667
mild / severe; n (%)

Subcortical atrophy -
absent / mild / severe; n
(%)

Cerebellar atrophy - absent  4(18.2)/11(50.0)/7(31.8) 0.051
/ mild / severe; i (%)

6(27.2)/8(36.4)/8(36.4) 0.105

7(33.3)/13(61.9)/1(4.8)  <0.001

10(47.6)/8(38.1)/3(14.3) <0.001

9(42.9)/9(42.9¥3(14.2)  <0.001

24(100)/0(0)0(0) <0.001

24(100)/0(0)/0(0) <0.001

24(100)/0(0)/0(0) <0.001

BR = brainstem raphe, CN = caudate nucleus, EO-PD = early-onset Parkinson’s disease, LN = lentiform nucleus, SN = substantia nigra, WD = Wil-

son disease.

respectively. SN echogenicity index was higher in
patients with EO-PD (38.01 + 8.65) compared with
patients with WD (27.38 £ 5.60; p < 0.001) and healthy
controls (29.47 £ 5.27; p < 0.001) (Table II).

The width of the third ventricle was larger in
patients with WD (7.84 £+ 2.70 mm) compared with
patients with EO-PD (3.98 £+ 1.37 mm; p=10.016) and
healthy patients (2.94 & 0.54 mm; p =0.002) (Table II).
Signs of cortical, subcortical and cerebellar atrophy on
MR were significantly less frequent in healthy controls
(p < 0.001 in all cases), but no significant differences
were found between EO-PD and WD patients (p = 0.667,
p=0.105 and p=0.051) (Table II). There were no corre-
lations between echogenicity index of insula and age or
NR echogenicity index, or between echogenicity of
insula and width of third or fourth ventricle (Table I1T).

In patients with WD, the echogenicity index of
insula was correlated with LN echogenicity index but
not with age, disease duration, or symptom severity
as assessed with the UWDRS. In patients with PD,
there was no correlation among the echogenicity
index of insula and any of the evaluated parameters
(Table 1III).

DISCUSSION

The results of this study show that WD and EO-PD
patients differ not only in terms of echogenicity of SN
and LN but also in that of insula. Patients with WD
exhibited increased echogenicity of both LN and insula
compared with patients with EO-PD and healthy con-
trols. Moreover, a strong positive correlation was
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Table ITI. Correlation between echogenicity index of insula
and selected parameters

Echogenicity index of insula

Spearman p value
correlation
coefficient r

All patients ~ Age —0.01341 091423
BR echogenicity index —0.23556 0.05499

PD patients Age —0.13385 0.562906
Disease duration 0.0595 0.79781
UPDRS-111 —0.0883 0.74504
SN echogenicity index 0.06623 0.77545
Third ventricle width ~ —0.12602 0.58622
Fourth ventricle width  0.28106 021714
Cortical atrophy —0.19645 0.39339
Subcortical atrophy 0.18464 0.42300

WD patients Age —0.13834 0.53924
Disease duration —0.36091 0.09891
UWDRS 0.27922 0.20824
LN echogenicity index 0.74816 0.00006
CN echogenicity index 0.2716 0.22145
Third ventricle width ~ 0.07064 0.75475
Fourth ventricle width  0.12415 0.58200
Cortical atrophy 0.11762 0.60216
Subcortical atrophy 0.05641 0.8031

BR = brainstem raphe, CN = caudate nucleus, EO-PD = carly-onset
Parkinson’s disease, LN = lentiform nucleus, SN = substantia nigra,
UPDRS-III = the Unified Parkinson’s Disease Rating Scale, Part 111,
UWDRS =the Unified Wilson’s Disease Rating Scale, WD = Wilson’s
disease.
observed between the echogenicity of the two structures.
These results confirm that insula echogenicity is a useful
diagnostic marker for differentiating between WD and
EO-PD.

The reason for the increased/decreased echogenic-
ity of various brain structures in neurodegenerative dis-
eases is not fully understood. Studies have shown that
the accumulation of metals associated with neurodegen-
eration—for example, iron in PD (Berg et al. 1999;
Behnke et al. 2009; Yu et al. 2018; Ghassaban et al.
2019), copper in WD (Walter et al. 2014), manganese in
dystonia (Walter 2010), or calcification (Stenc Bradvica
2013)—may contribute to the increased echogenicity of
brain parenchyma. On the contrary, decreased echoge-
nicity of raphe nuclei may be attributable to neuronal
loss in the central brainstem (Silhan et al. 2015). Tn addi-
tion, other pathologic processes, such as focal brain atro-
phy (e.g., medial temporal lobe in dementia) (Yilmaz
et al. 2017) or pathologic intracranial processes (e.g.,
tumor or hemorrhage) (Bogdahn et al. 1998; Skoloudik
2017), can also lead to changes in brain parenchyma
echogenicity.

The reason for increased insula echogenicity in
patients with WD in our study is unclear; however, it is
possible that copper or iron accumulation, structural
changes associated with neuronal loss, gliosis and insular
atrophy play a role. The strong correlation between
insula and LN echogenicity suggests that the same
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pathologic process underlies the hyperechogenicity of
the two structures.

A postmortem study showed that LN hyperechoge-
nicity is correlated with putaminal copper but not iron
concentration (Walter et al. 2014). Thus, copper accu-
mulation and associated pathologic processes could lead
to hyperechogenicity in both the LN and insula, although
histopathologic analyses are needed to confirm this pos-
sibility.

Cortical and subcortical atrophy is another factor
that could increase insula echogenicity. These were
more frequently detected in patients with WD than in
patients with EO-PD and healthy controls by MR. How-
ever, visually assessed cortical and subcortical atrophy
were not correlated with insula echogenicity. Thus, the
contribution of brain atrophy and accumulation of metals
to insula echogenicity requires further quantitative mag-
netic resonance imaging study with volumetric analysis
and a technique sensitive to metal deposits such as quan-
titative susceptibility mapping.

This study had several limitations. First, the number
of patients was calculated only to evaluate differences in
insula echogenicity between WD and PD patients and
healthy controls; the influence of additional factors such
as age, sex, disease stage, brain atrophy, or other brain
pathologies on insula echogenicity remains to be deter-
mined. Second, the sensitivity and specificity of insula
hyperechogenicity in diagnosing WD and differentiating
between WD and EO-PD must be assessed using a larger
number of treatment-naive patients. Third, all TCS
examinations were performed by only one highly experi-
enced sonographer. Thus, the inter-investigator variabil-
ity was not able to be evaluated. Moreover, the
sonographer was not blinded to patients” movement dis-
order symptoms. Fourth, consistency and any variations
along the planes within a group or across the groups
were not tested. Last, serial TCS examinations should be
performed to analyze the dynamics of insula echogenic-
ity during the course of disease.

In conclusion, increased insula echogenicity in
patients with WD compared with patients with PD and
healthy controls was detected by TCS-MR fusion imag-
ing. A strong positive correlation was observed between
insula and LN echogenicity in patients with WD. Our
findings indicate that insula echogenicity is a promising
biomarker for WD.
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Abstract

Objectives: Hyperechogenicity of the substantia nigra (SN) and abnormal dopamine transporter-single-
photon emission computed tomography (DAT-SPECT) are biomarkers commonly used in the
assessment of prodromal synucleinopathy. Our goal was: 1) to compare echogenicity of SN in
idiopathic REM behavior disorder (iRBD), PD without RBD (PD-noRBD), PD with RBD (PD+RBD),
and control subjects, and 2) to examine association between SN degeneration assessed by DAT-

SPECT and SN echogenicity.

Patients/Methods: Sixty-one subjects with confirmed iRBD were examined using Movement
Disorders Society-unified PD rating scale (MDS-UPDRS), TCS (transcranial sonography) and DAT-
SPECT. The results were compared with 44 patients with PD (25% PD+RBD) and with 120 age-

matched healthy subjects.

Results and conclusion: The abnormal SN area was found in 75.5% PD, 23% iRBD and 7.3% controls.
Median SN echogenicity area in PD (0.27 + 0.22 em?®) was higher compared to iRBD (0.07 + 0.07
cm’; p<0.0001) and controls (0.05 £ 0.03 cm’; p<0.0001). SN echogenicity in PD+RBD was not
significantly ditferent from PD-noRBD (0.30 vs. 0.22, p=0.15).

Abnormal DAT-SPECT was found in 16 iRBD (25.4%) and 44 PD subjects (100%). No correlation
between the larger SN area and corresponding putaminal binding index was found in iRBD (r=-0.13,

p=0.29), nor in PD (r=-0.19, p=0.22).

The results of our study showed that: 1) SN echogenicity area in iRBD was higher compared to
controls, but the hyperechogenicity was present only in a minority of iRBD; 2) SN echogenicity and
DAT-SPECT binding index did not correlate in either group; and 3) SN echogenicity does not differ
between PD with/without RBD.

Kevwords: transcranial sonography, idiopathic rapid-eye-movement sleep behavior disorder,

Parkinson's disease, dopamine transporter imaging, neuroimaging, substantia nigra hyperechogenicity
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1. Introduction

Idiopathic rapid eye movement behavior disease (iIRBD) is a disorder manifesting with typical
dream-enacting behaviors and lack of atonia during REM sleep; it is recognized as prodromal phase of
synucleinopalhiesl"] such as Parkinson's disease (PD), dementia with Lewy bodies (DLB)* °, or
multiple system atrophy (MSA). In contrast with previous works declaring average risk of conversion
to manifest neurodegenerative phenotype between 38-68%°%°, the recently published longitudinal
studies revealed significant correlation between duration of follow-up and conversion rate” which
exceeds 90% within 14 years since the first iRBD symptoms'"?. Additionally, in subjects presenting
with other risk factors such as cognitive deficit, olfactory dysfunction, or abnormal findings in
dopamine transporter-single-photon emission computed tomography imaging (DAT-SPECT), the
phenoconversion rate is much higher".

DAT imaging is the gold standard for evaluating SN dopaminergic neuronal loss in prodromal and
manifest synucleinopathies'. Gradual decrease in DAT binding observed in physiological aging
(approximately 6-7% per decade) is accelerated in PD patients reaching 6-13% annual loss'* .
Decrease below 65% of age-expected binding ratio was confirmed as a risk factor for the development
of PD in elderly population'*. The loss of DAT binding necessary for the clinical manifestation of
parkinsonism is not exactly determined and the estimated threshold ranges from 50% to 80%"* '™ 7.
Reduced striatal DAT binding in PD was associated with motor severity, mostly with bradykinesia and
rigidity'®.

DAT imaging in iRBD is a useful marker for determination of short-term risk of conversion to
manifest synucleinopathy®. However, it has been shown that a combination with other markers is
required to achieve satisfactory predictive performance of the test towards conversion, e.g. inclusion
of SN hyperechogenicity, which increases the sensitivity for conversion risk over 2.5 years to 100%°,
Transcranial sonography (TCS) has been established as a specific and sensitive diagnostic tool for
distinguishing PD patients from healthy subjects, achieving high specificity (83-87%) and sensitivity
(93-100%)" *". Large SN hyperechogenic area, which is typically found in PD patients, is also
consistently described in about 10% of the healthy population”®. The presence of TCS SN
hyperechogenicity is not associated with sex, or duration of clinical symptoms in PD and other

synucleuinopathies”™ ***°. The previously reported age-independence of SN echogenicity changes *'~*

has been, however, re-evaluated and questioned in recent studies™ ¥,

The SN hyperechogenicity has been observed in iRBD subjects, although with a lower prevalence
compared to PD” ** * %7, However, the results of previous studies evaluating TCS changes in iRBD
are not entirely consistent: 1) reported average SN echogenicity area showed a wide range of values
(0,16-0,28 cm” in iRBD and 0,06-0,176 cm? in healthy subjects) and 2) the percentage of abnormal
TCS findings varies in both groups (34-63% iRBD and 10-29% controls) ”*****,

Interestingly, iRBD patients do not reach the same extent of SN echogenicity area as is seen in PD,

even after phenoconversion; this observation triggered birth of the theory postulating different

3
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mechanism of SN degeneration in PD with and without RBD”. Clinically, RBD is a marker of
“diffuse malignant subtype” of synucleinopathies associated with a higher incidence of dementia, gait
disturbance, and orthostasis™ *. PD patients with RBD tend to have more severe SN dopaminergic
loss on DAT-SPECT*, however, it is not clear whether they also possess specific TCS signature.
Although both, TCS and DAT-SPECT, depict degeneration of SN, their longitudinal dynamics vary
considerably. While the loss of dopaminergic neurons assessed by DAT-SPECT is progressive in time,
the sonography studies have not shown dependence on the duration of the disease and the SN
echogenicity changes in PD remain stationary over time*®. Most of published studies documented no

18,47

association between decreased striatal DAT uptake and SN hyperechogenicity in PD patients ™™, thus,

they are considered as independent and complementary markers of SN damage'®** **,

Motivated by the knowledge gap regarding association between RBD status and TCS findings in
synucleinopathies, the aims of our study were 1) to compare echogenicity of SN in control subjects,
iRBD, PD without RBD (PD-noRBD), and PD with RBD (PD+RBD); 2) to examine association
between SN degeneration assessed by DAT-SPECT and SN echogenicity; and 3) investigate

association between SN echogenicity area and clinical severity of motor symptoms.
2. METHODS

2.1. Patients

Sixty-one subjects with iRBD (57M/4F, mean age 66.4+8.1) diagnosed according to the American
Academy of Sleep Medicine ICSD-3 (International Classification of Sleep Disorders, 3rd ed, Darien,
IL 2014) were included. For inclusion, all patients had to be without overt parkinsonism, dementia,
factors indicative of secondary RBD such as narcolepsy, drug-induced RBD (i.e. RBD originating

shortly after initiation of antidepressants), or focal brainstem lesions on MRL

Forty-four treatment-naive PD patients newly diagnosed in accordance with the MDS clinical
diagnostic criteria®™ > (31M/13F, mean age 56.3+12.4 years) were included. All iRBD and PD patients
were examined by a single-night polysomnography, the Movement Disorders Society-sponsored
revision of the Unified PD Rating Scale (MDS-UPDRS)*', TCS and DAT-SPECT. The PD group was
divided into subroups without (PD-noRBD) and with (PD+RBD) RBD according to the results of the
polysomnographic examination using identical criteria as in the iRBD group. Clinical and MDS-
UPDRS examination was performed by an experienced movement disorders specialist (PD, ER, VI).

The control group for TSC examination consisted of 120 healthy subjects (76M/44F, mean age
55.5+12.2 years) without history of neurological or psychiatric disorders. In all groups, only subjects
with bilaterally permeable temporal bone window were included. All subjects signed informed consent

and the study was approved by the Ethical Committee of General University Hospital in Prague.
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2.2. Transcranial sonography (TCS)

In our study we used a commercial ultrasound device (Toshiba, Aplio 300) with a 2.5MHz
phased array transducer. The ultrasound examination was performed through the right and left
preauricular temporal bone windows with the commonly used parameters (penetration depth 16 cm,
dynamic range 50 dB). The butterfly-shaped mesencephalic brainstem and the region of SN in
mesencephalic section (Fig.1 A.B) were evaluated from the transverse plane. For accurate comparison,

all TCS examinations were performed with the same settings without gain adjustment.
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Figure 1 (double column fitting image) — TCS evaluation, hyperechogenic SN in hypoechogenic
butterfly-like shape mesencephalon: Illustrative image of A) normal TCS (typical for healthy controls)
and B) increased SN echogenicity (typical for PD); C) dot graph comparing SN area (cm?) evaluations
from both raters; D) specificity and sensitivity in distinguishing PD and control group using the cut off

value 0.126 cm?

TCS examination was performed by a single experienced sonographer (JM), who was blinded
to the clinical symptoms and patient history. The acquired mesencephalic sonographic images were
converted to DICOM format and evaluated using ImageJ (NIH, MD, USA) by two independent raters

(JM, PS) blinded to the diagnosis. The hyperechogenicity area was encircled manually in both sides.
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The intraclass correlation coefficient between raters confirmed high reliability of the assessment
(r*=0.87; p< 0.001; Fig.1C). The larger SN area from both sides was used for further analysis. As
optimal cut off values may vary significantly between different sonographic devices and settings, we
performed ROC analysis of SN area in a healthy cohort and PD group™. Using the optimal cut off
value 0.126 ¢cm® TCS reached 75.5% sensitivity and 92.7% specificity (p<0.0001) in distinguishing
PD and control groups (Fig.1D).

The proportion of insufficiently permeable temporal bone windows on both sides in originally
examined subjects was 24% in iRBD (n=19), 25% in PD (n=15), which is slightly higher compared to
the usual published 5-20% range™ '*** ** 5 but only 3,3% in healthy controls (n=23); these subjects

are not included in the tables or analyses.
2.3. DAT SPECT

DAT-SPECT analysis was largely analogous to that used in a previous RBD study™. The
examination was performed using the [1231]-2-b-carbomethoxy-3b-(4-iodophenyl)-N-(3-fluoropropyl)
nortropane ([1231]FP-CIT, DaTscan®, GE Healthcare) tracer; approximately 185 MBq [1231]FP-CIT
was injected intravenously. Scans were acquired 3 hours after tracer injection on a dual-head camera
system (Infinia, GE Healthcare). The acquisition parameters were as follows: rotational radius 13-15
cm, image matrix 128x128, angular sampling with 120 projections at 3° interval and 40 seconds per
view, zoom 1.3, energy window 159+£10 % keV. Reconstruction of the raw SPECT projection data
was performed using the ordered subset expectation maximization (OSEM) algorithm with 8 iterations
and 10 subsets including Chang attenuation correction (i = 0.11 cm—-1) and 3D Butterworth post-
filtering with FWHM = 8 mm. Automated semi-quantitative analysis was performed using the BasGan
V2 software (https://www.aimn.it/site/page/gds/gds-5) and specific binding ratios (SBR) in the
caudate nucleus and putamen in each hemisphere were calculated relative to a occipital reference
region. Consequently, linear regression of age and caudate/ putamen SBR values in 97 healthy
subjects included in the BasGan V2 software and 32 internal controls previously examined in the
General University Hospital in Prague was calculated and 95%, one-sided prediction intervals was
constructed. According to the putaminal SBR from the hemisphere with lower tracer binding, DAT-

SPECT scans with SBR < 95% prediction interval were classified as abnormal.
2.4. STATISTICS

Distributions of values of continuous variables were tested using the D'Agostino & Pearson normality
test. Groupwise comparisons were done using either Student t-test, Mann-Whitney U test, Kruskal-
Wallis, one-way ANOVA or univariate general linear model with age and sex as covariates; post-hoc
tests were corrected for multiple comparisons using the method of honestly significant difference test
(HSD) as appropriate. Contingency analyses were performed using Pearson Chi-square or Fischer’s

exact test. Pearson correlation coefficient or partial correlation coefficient controlling for age and sex
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were used for testing of associations between variables. Statistica software version 12 (StatSoft) and
Graphpad Prism version 6.07 (Graphpad software, San Diego, CA, USA) were used for statistical

analysis.

3. RESULTS

3.1. Clinical assessment

Demographical data are shown in Tab.1. The iRBD group was slightly older (p<0.001) and with
higher male/female ratio (p<0.003) compared to the PD and control group. The mean MDS-UPDRS
11 subscore in PD group was significantly higher compared to the iRBD group (p <0.0001).

Table 1 — Demographic data

PD group iRBD group Control p-value
group

Number of patients (females); 44(13) 61 (4) 120 (44) B
n
Duration of subjective
symptoms; mean x SD (years) 23£16 8.1+£9.0 N.A. =
0
Interval between RBD
diagnosis and TCS; mean + - 0.69+0.99 - -
SD (years)

0.27 +0.22; 0.07 £0.07; 0.05 +0.03;
SN area; median = IQR; < 0.003%*
mean + SD* (em?) (0.23 £0.13) (0.11£0.11) | (0.06 £0.05)
MALSURTVRS-ITT S kst 285+ 13 6.4+6.0 N.D. <0.0001
mean + SD

* One-way ANOV A, HSD post-hoc significant for iRBD vs controls and PD vs iRBD

** One-way ANOVA, HSD post-hoc test significant for PD vs. controls (p<0.0001); PD vs. iRBD
(p<0.0001); and iRBD vs. controls (p<0.003)

* For comparison with previous studies, mean values are reported in brackets

[J Duration of motor symptoms in PD and dream-enactment behavior in iRBD

PD — Parkinson's disease; iRBD — idiopathic REM behavior disorder; SD — standard deviation; SN —
substantia nigra; IQR — interquartile range; MDS-UPDRS-1II — Movement Disorder Society, Unified

Parkinson’s Disease Rating Scale, motor examination
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3.2. TCS findings

The abnormal SN area (>0.126 cm®) was found in 75.5% PD, 23% iRBD and 7.3% controls;
contingency analysis confirmed significantly higher proportion of abnormal SN area in iRBD patients

compared to controls (OR 4.22 [95% confidence interval 1.75 — 10.22], p = 0.0007).

Quantitative analysis showed that SN area in PD was higher compared to iRBD (p<0.0001) and
controls (p<0.0001); SN area was also higher in iRBD compared to controls (p<0.003, Tab.1).
Sensitivity analysis comparing only iRBD patients and subgroup of age-matched controls confirmed

significantly higher SN area in the iRBD group compared to controls (p<0.0001).

In order to examine whether the presence of RBD influences the SN area in the PD group, patients
with and without RBD were compared. RBD was present in 11 (25%) PD patients (PD+RBD) and
their SN echogenicity area was not significantly different compared to PD-noRBD (p=0.15, Tab.2).
Table 2 — SN echogenic area and DAT-SPECT specific binding ratios in iRBD and PD subgroups

PD without RBD | PD with RBD
iRBD p-value
(PD-noRBD) (PD+RBD)
Number of patients (females) 61 (4) 33(12) 11(D) <0.0005*
SN area (cm2), median +
IQR
0.07 +0.08 0.30=+0.14 0.22 +£0.02 <0.001%*

(higher from both
hemisphere)
Putaminal SBR

29+0.7 1.6+£03 L2408 <0.0001 %*=*
(worse hemisphere)
Caudate SBR e

3.8+£08 33206 26+0.7 <0.0004 %%
(worse hemisphere)

* Two-sided Fisher’s test for male/female ratio significant for iRBD vs PD-noRBD

** One-way ANOVA, HSD post-hoc test significant for iRBD vs PD-noRBD (p<0.002); and RBD vs.
PD+RBD (p<0.001)

% One-way ANOVA, HSD post-hoc test significant for iRBD vs PD-noRBD (p<0.0001); and RBD
vs PD+RBD (p<0.0001)

*HEk One-way ANOVA, HSD post-hoc test significant for iRBD vs PD+RBD; RBD vs PD-noRBD;
PD+RBD vs PD-noRBD (p<0.0004)

PD — Parkinson’s disease; RBD — REM behavior disorder; SN — substantia nigra; IQR — interquartile

range; SBR — striatal binding ratio
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Figure 2 (single column fitting image) — Dot graphs comparing SN echogenic area in study groups
(blue: controls, red: RBD, dark green rectangles: PD+RBD, light green circles: PD-noRBD)

3.3. DAT-SPECT findings

Abnormally decreased putaminal SBR was found in 16 (25.4%) iRBD and 44 (100%) PD patients.
Corrected for age and sex, putaminal SBR from the worse hemisphere was significantly higher in the
iRBD group, compared to the PD-noRBD group, and PD+RBD group (<0.0001). Caudate SBR from
the worse hemisphere was also higher in iRBD compared to both PD-noRBD (p<0.0004) and
PD+RBD (p<0.0004) subgroups; additionally, caudate SBR was lower in PD+RBD compared to PD-
noRBD group (p<0.0004), see Tab.2).

3.4. Correlation between TCS, DAT-SPECT and clinical parameters

First, the larger SN area from bilateral TCS examination was used for the analysis and was compared
with ipsilateral (corresponding) putaminal SBR. Contingency analysis comparing the concordance
between DAT-SPECT and TCS findings showed that proportion of abnormal DAT-SPECT was not
significantly different in iRBD patients with abnormal (35.7%) compared to normal (21.2%) TCS
finding (p=0.28).

Quantitative comparison of patients with normal and abnormal TCS findings confirmed there were no
differences in putaminal SBR, corrected for age and sex, corresponding to the SN with larger
hyperechogenic area in both, iRBD (p=0.45) and PD group (p=0.80). Analysis of caudate SBR
returned similar results (p=0.63 in iRBD and p=0.84 in PD group) (Tab.3). Partial correlation analysis
corrected for age and sex showed no association between the larger SN area and putaminal SBR from
the corresponding hemisphere in iRBD (r=-0.13, p=0.29), nor in PD group (r=-0.19, p=0.22), see
Fig.3.
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Figure 3 (double column fitting image) — Scatter graphs of correlation between putaminal SBR and
SN area in A) iRBD and B) PD group.

Additionally, we did not find a difference in gender (p=0.71), nor in the mean age of symptoms onset
between PD patients with normal (54.1 + 15.2 years) and abnormal (54.2 + 12.0 years) TCS findings.
We also did not find correlation between the SN echogenicity area and age in neither group (r=0.17,

p=0.18 in iRBD; r=0.11, p=0.49 in PD; r=0.10, p=0.28 in controls; Fig. 4).
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Figure 4 (single column fitting image) — Distribution of SN area according to age in healthy controls

Next, the influence of TCS and DAT-SPECT findings on motor function was examined; iRBD
patients with normal findings on both (TCS and DAT-SPECT) examination methods had significantly
lower MDS-UPDRS III score (4.9+3.9) compared to patients with abnormality in at least one

examination method (8.8+6.9; p=0.03), see Tab.4. Additionally, partial correlation analysis corrected
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for age and sex showed that MDS-UPDRS-III score was associated with SN echogenicity area in
iRBD group (r=0.27, p=0.045) and with putaminal SBR in PD group (r=-0.37, p=0.005).

Table 4 - Proportion of iRBD subjects with normal and abnormal TCS and DAT-SPECT findings

Normal SN
Abnormal SN area area

Abnormal putaminal ijl]';)n;bﬁpoééusbjl Tft‘S; bn- : 5 i
SBR 3 SURSCONEs 6.4+3.6 9.0£9.0

mean + SD

Number of subjects; n 9 37
Normal putaminal SBR | MDS-UPDRS 111 subscore; 99458 49130

mean + SD

SN — substantia nigra; SBR — striatal binding ratio; SD — standard deviation; MDS-UPDRS-I1I —

Movement Disorder Society, Unified Parkinson’s Disease Rating Scale, motor examination

4. DISCUSSION

The results confirmed that: 1) the median SN echogenicity area in iRBD patients is slightly higher
than that of controls, but values exceeding the cut off were present only in a minority of iRBD patients
and 2) TCS SN area and DAT-SPECT binding indexes are not correlated in either, iRBD or PD group.
In addition, we found that: 3) SN area does not differ between PD+RBD and PD-noRBD and 4) motor
function assessed by MDS-UPDRS Il score was best preserved in iRBD patients with normal TCS
and DAT-SPECT results.

The median values of SN area differed between the studied groups (PD>iRBD>healthy subjects),
whereas the overall proportion of abnormal TCS finding was significantly higher in iRBD compared
to healthy controls. The structural causes of the SN echogenicity changes are not well understood and
may theoretically involve the role of iron deposits, glial activation or vascular changes™. The cut off
value for SN area calculated for our data (0.126 cm?) is smaller than the usually mentioned value 0.20
em’ (Tab.5). The higher cut off values in previously published studies could be influenced by several
factors: a) using different image processing of ultrasound device providers and previously published
cut offs instead of calculating own specific values (see Tab.5 listing cut offs used in previous studies),
b) adjusting the gain parameters, which can lead to the overestimation of the SN area and c) different
strategies of SN area encircling.

Importantly, our cut off is based on analysis of results from two independent raters with a high
between-rater agreement and its sensitivity and specificity are comparable to previous studies™™ ** " ¥
(Fig.1 C,D). Unlike the previous publications, we used the median instead of the mean for SN area
evaluation, because the distribution of values of SN area in healthy controls and iRBD subjects was

abnormal.
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Table 5 — Previously published TCS cut-off values in iRBD studies

First author Control 1:;-‘ lllnli)}%
+ Cut off value iRBD SN PD SN . Ultrasound
Pl 2 2 2 | group SN | patients A
(publication (cm”) area (cm”) [ area (cm”) 2 device
car) area (cm’) | (abnormal
¥ TCS in %)

’ 0,20 5
Iwanami et ’ 0224 34 Logic 7,
al (2010 (takec(’)f\gr cut 0.20£0.13 011 0.06 £0.06 41.2) GE
Stockner et 0,20 51 Logic 7,
al (2009)7 (90K peroenile) 0.20 £0.09 N.A. 0.14 £0.05 (37.3) GE
Iranzo et al 0,20 39 Logic 7,

0 10)3g (90th percentile) 0.20 £0.09 N.A. 0.14 £0.05 (36.0) GE
. 0,20
Shin et al ! . 0.72 + 12 .-
(2012)39 (take over cut 0.29 £0.47 0.41 0.11 £0.17 (50.0) Philips
off)
; 0,20
Vilasetal | covercut | 0242000 | NA  |0176z0.01| > Phillips
(2015) (62.7)
off)
Miyamoto et Bils
£ (take over cut N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
al (2013)
off)
0,20 :
Iranzo et al o . 31 Logic 7,
2014)" (take over cut | 0.20 £0.09 N.A. N.A. (32.3) GE
off)
Nopeestal. (takeo(;lvzr cut NA NA NA N.A GH
(2018)" off) ¥, o o o Healthcare

REM — rapid eye movement; SN — substantia nigra; iRBD - idiopathic REM behavior disorder

Moreover, all sonographic images were acquired using the same TCS settings. These factors likely
contributed to lower SN area and higher number of excluded patients due to the poor temporal bone

window quality.

Abnormal TCS findings were present only in 23% iRBD patients. Previously published studies
referred a higher proportion of iRBD patients with abnormal SN echogenicity area (from 32.3% to
62.7%)7 20 36 38 34180 The highest SN area was reported in study with a relatively low number of
subjects (n=12) and short duration of symptoms (5.3 years)®, which might lead to biased estimate.
Aggregate results in all patients from the studies listed in Tab. 5 yields abnormal TCS findings in
44.29% iRBD subjects which is almost double the prevalence of pathological findings in this study. The
main reason for the low percentage of TCS abnormalities is likely to be the use of other methodologies
of SN area assessment. Especially we have used cut off value defined as optimal value for
discrimination of PD and controls based on ROC analysis. Lowering the cut off value to 0.1 cm?,
which is the 90™ percentile of SN area in the control cohort, yields abnormal TCS finding in 32.4%

RBD patients. Thus, using commonly employed method for cut off value determination makes the
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estimate of abnormal TCS finding prevalence in our RBD cohort more comparable to previous
findings. We also cannot exclude the influence of other factors such as device settings or different

composition of our RBD cohort).

The results confirmed that SN echogenicity is not associated with reduced striatal DAT uptake in
any of examined groups. Moreover, in some subjects, the hemisphere with abnormal DAT-SPECT and
enlarged SN area differed, which further confirms that these neuroimaging abnormalities are

unrelated. Our conclusion corresponds to results of previously published studies'®** ¥,

To our best knowledge, this is the first study comparing TCS findings in PD patients with and
without RBD. Most of the previously published studies comparing PD with and without RBD focused
mainly on the difference of clinical* ® and DAT-SPECT findings. In our study, patients with
prodromal (iRBD) and manifest (PD+RBD) synucleinopathy presenting with RBD differed in both,
DAT-SPECT and TCS, results with significantly worse findings in PD+RBD. According to a
prospective study by Iranzo et al, presence of RBD may mark a distinctive synucleinopathy phenotype
with different mechanisms of neurodegeneration'®. Abnormal SN hyperechogenic area is present not

only in PD with and without RBD, but also in DLB, a disorder with high frequency of RBD and

5,62

bilateral TCS abnormities’

Idiopathic RBD patients with normal TCS and normal DAT-SPECT have significantly lower motor
deficit in the study suggesting that pathology in either type of examination has some functional
consequence. It has been shown that pathology in both methods, TCS and DAT-SPECT, is a risk
factor for early phenoconversion®™ *'. However, the importance of normal SN echogenicity alone for
RBD phenoconversion has also not yet been properly assessed. Based on our observations, we assume
that normal SN area in synucleinopathies is not associated with RBD in general but appears to be
common in patients with RBD preceding the development of parkinsonism with a longer time delay.
Although a smaller SN area in PD was previously found to be associated with later onset of
symptoms®, we did not confirm this result. We speculate that hyperechogenic SN is more vulnerable
to alpha-synuclein pathology and TCS abnormality could thus represent a risk factor for the
appearance of motor symptoms with less severe degeneration of dopaminergic neurons. On the
contrary, dopaminergic neurons in subjects with normal SN echogenic area may be less sensitive to
the effect of alpha-synuclein pathology, which may first present by symptoms of damage of other
nuclei before parkinsonism manifests. These theories will have to be verified by long-term observation

of larger number of RBD subjects.

Association between abnormal TCS finding and worse MDS-UPDRS III score previously found in
elderly population® was only partially confirmed in iRBD patients in our study. Besides mild
correlation between MDS-UPDRS III and SN area, the difference in motor function between iRBD

patients with normal and abnormal TCS finding became significant only when putaminal DAT-
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SPECT binding was taken into account. This finding is consistent with the assumption that SN
hyperechogenicity alone does not significantly affect the severity of motor deficit, but with

simultaneous neurodegenerative process becomes a fragile terrain for early nigrostriatal dysfunction.

The limitations of the study were the cross-sectional design, absence of DAT-SPECT examination
and MDS-UPDRS Il score in healthy subjects, and relatively small number of PD patients with RBD.
Further limitation were slightly higher age and the predominance of males in the iRBD group.
Importantly, several studies have shown no correlation between gender, age and SN echogenic area®"”

“ indicating that slight age and gender imbalance have not significantly biased our results.

The results of our study confirmed different SN echogenicity changes in PD, iRBD and control
group. According to the findings, iRBD patients have a relatively low prevalence of abnormal TCS
findings, while the SN echogenicity pattern in PD with RBD is comparable to PD without RBD. Thus,
patients with long-term iRBD preceding phenoconversion likely represent a specific phenotype of
synucleinopathy. Normal TCS and DAT-SPECT findings are associated with normal motor function
in iRBD patients. Finally, we conclude that the SN hyperechogenicity reflects structural and DAT-
SPECT functional changes in dopaminergic pathway. TCS and DAT-SPECT examinations are

complementary but not substitutable.
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