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Abstrakt

Alzheimerova nemoc (AN) je pomalu progredujici neurodegenerativni onemocnéni
mozku charakterizované extracelularni akumulaci senilnich plak a intracelularnimi
neurofibrilarnimi tangles. Vedle téchto typickych zmén je AN velmi heterogenni
onemocnéni, a to zejména vékem nastupu, prvnich klinickych obtizi a rychlosti progrese.
Klic¢ovymi modulatory této variability jsou genetické polymorfismy. Jednim z nich je
polymorfismus v genu pro Brain-derived neurotrofic factor (BDNF), neurotrofin
podilejici se na formovani synaptické plasticity v oblasti hipokampu a medidlniho
temporalniho laloku, tedy oblasti primarné postizenych u AN. Cilem disertacni prace bylo
prozkoumat vliv polymorfismu BDNF Val66Met, spolecné s hlavnim genetickym
rizikovym faktorem sporadické AN, Apolipoproteinem E (4POE), na kognitivni funkce
a strukturdlni zmény mozku. Prokézali jsme, ze kombinace rizikovych alel BDNF Met
aAPOE €4 je spojena s vyraznéj$im narusenim epizodické paméti, egocentrické orientace
v prostoru a mensimi objemy struktur medialniho temporalniho laloku u jedincti ve stadiu
amnestické mirné kognitivni poruchy (aMCI), a allocentrické orientace u jedincii bez
kognitivniho deficitu.

Tato zjisténi naznacuji, Ze nositelé kombinace BDNF Met a APOE €4 maji vyssi
riziko progrese do tézSich stadii AN, a soucasn€ podporuji vyznam stanoveni téchto
polymorfismi jako klinicky relevantnich genetickych marker pro identifikaci

bezptiznakovych jedincl ve zvySeném riziku rozvoje AN.

Kli¢ova slova
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a slowly progressing neurodegenerative disease
characterized by an extracellular accumulation of senile plaques and intracellular
neurofibrillary tangles. Apart from these hallmarks, AD is very heterogeneous, especially
in the age of onset and the rate of progression. Genetic polymorphisms are key modulators
influencing these factors. One of them is a polymorphism for the Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), a neurotrophin involved in the synaptic plasticity in the
hippocampus and medial temporal lobe structures, areas primarily affected in AD. The
aim of the thesis was to investigate the effect of BDNF Va66Met polymorphism together
with the main genetic risk factor for sporadic AD, Apolipoprotein E (4POE)
polymorphism, on cognitive functions and structural brain changes. We have shown that
the combination of risk alleles BDNF Met and APOE €4 is associated with more severe
impairment in episodic memory, egocentric orientation and smaller volumes of medial
temporal lobe structures in individuals with amnestic mild cognitive impairment (aMCI),
and allocentric orientation in cognitively unimpaired individuals compared to non-
carriers.

These findings suggest that carriers of the combination of BDNF Met and APOE €4
have a higher risk of progression to more severe disease stages, and thus supporting the
importance of these polymorphisms as clinically relevant genetic markers for identifying

asymptomatic individuals at increased risk of developing AD.

Key words

Alzheimer’s disease, Apolipoprotein E, Brain-derived neurotrophic factor, episodic

memory, hippocampus, mild cognitive impairment, spatial navigation



1 Uvod do problematiky

Alzheimerova nemoc (AN) je neurodegenerativni onemocnéni mozku
charakteristické odumirdnim neuronti v mediotemporalnich oblastech mozku v disledku
extracelularni akumulace senilnich plak obsahujici patologickou formu proteinu beta
amyloidu (AB) a intracelularnich neurofibrilarnich  tangles  sestavajicich
z hyperfosforylovaného protienu tau (Hort, Glosova, et al., 2007). Tyto patofyziologické
zmény piedchézi ndstupu prvnich klinickych obtizi ptiblizné o 20-25 let (Bateman et al.,
2012). Toto obdobi je oznacovano jako preklinickd faze. Na ni v kontinuu navazuje
prodromalni f4ze nemoci, za kterou je povazovan syndrom tzv. mirné kognitivni poruchy
(MCI; Mild Cognitive Impairment), kdy je jiz pfitomno naruSeni kognice, méfeno
standardizovanymi neuropsychologickymi testy, ale jedinec je jesté zcela sobéstacny
(Albert et al., 2011). Teprve ve chvili, kdy jsou zmény v kognici a chovani natolik
zavazné, ze pacient ztraci svou sobéstacnost, diagnostikujeme syndrom demence
(McKhann et al., 2011).

AN je ve svém projevu velmi heterogenni onemocnéni lisici se vékem nastupu
prvnich klinickych obtizi a rychlosti progrese. Ukazuje se, ze hlavnimi modifikéatory
téchto dvou faktort jsou genetické polymorfismy v genech pro apolipoprotein E (4POE)
a brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Alela APOE €4 piedstavuje nejsilngjsi
geneticky rizikovy faktor pro rozvoj sporadické AN (Saunders et al., 1996), snizuje vék
nastupu u svych nositell (Corder et al., 1993) a zaroven u téchto jedincti vede k rychle;jsi
progresi kognitivniho deficitu (Caselli et al., 2009). Riziko nastupu onemocnéni se
zvySuje s poctem rizikovych alel, u heterozygotii (APOE €3/¢4) je riziko rozvoje 3 - 4x
vys$i v porovnani s jedinci, ktefi nejsou nositeli €4 alely a dokonce az 10-12x vySsi
u homozygotli (APOE €4/¢4) (Corder et al., 1993). BDNF je neurotrofin dobie znamy pro
svou roli v synaptické plasticité (Deinhardt & Chao, 2014), neurogenezi (Li et al., 2009)
a dlouhodobé potenciaci (Panja & Bramham, 2014) v oblasti hipokampu a entorhinalniho
kortexu, tedy v oblastech kli¢ovych pro tvorbu nové pamét'ove stopy (Alvarez & Squire,
1994) a prostorové reprezentace okolniho svéta (Laczd et al., 2017). V dasledku
jednonukleotidového polymorfismu v genu pro BDNF dochazi na kodénu 66 k substituci
aminokyseliny valine (Val) za methionine (Met), tzv. BDNF Val66Met polymorfismus
(rs6265), ktery méni sekreci zralého peptidu. Tato zména souvisi s kognitivnimi deficity
mezi jejimi nositeli (Egan et al., 2003). Nositelé BDNF Met alely maji snizenou expresi
BDNF proteinu a vzhledem k roli BDNF v neuronalni plasticité a piezivani neurond jsou

tak vystaveni vyS$Simu riziku postiZzeni kognitivnich funkci spojenych s funkci hipokampu
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a medialniho temporalniho laloku, coz jsou oblasti primarné postizené pii AN (Miranda
etal., 2019).

V piipadé jejich naruseni dochazi k porucham v oblasti konsolidace pamétové
stopy (Alvarez & Squire, 1994), proto se u pacienti s AN typicky setkdvame s narusenim
uceni novych informaci (hipokampélni amnézie), ptrestoze star§i vzpominky zlstavaji
dlouho usetfeny. Testovani poruch paméti je soucasti mezinarodnich doporuceni pro
diagnostiku ¢asnych stadii AN (Albert et al., 2011). Vedle paméti ziskalo v poslednich
letech pozornost testovani prostorové orientace pro svij potencial jako slibného ¢asného
kognitivniho markeru AN vzhledem k tomu, ze oblasti kliCové pro spravné fungovani
prostorové orientace jsou postizeny v ¢asnych fazich AN (Coughlan et al., 2018).
Egocentricka orientace je strategie, pii které¢ jsou prostorové informace o mistech,
objektech, vzdalenostech a uhlech kodovéany z pozice navigatora, a je spojena s funkci
dolniho parietalniho kortexu (Maguire et al., 1998), v¢etné oblasti precunea (Weniger et
al., 2011) a zadniho cinguldrniho kortexu (Shine et al., 2016). Allocentricka orientace je
strategie, pii které jsou mista a objekty vzijemné kodovany nezévisle na poloze
navigatora, aby vytvofily prostorovy referenéni rdmec zaméfeny na svét a zevni
orientacni body v prostoru (Lacz6 et al., 2017), a je zavisld na funkci hipokampu
(Maguire et al., 1998) a souvisejicich struktur medidlniho temporalniho laloku, vcetné
entorhindlni kiry (Ekstrom et al., 2003). U jedinct bylo jiZ v preklinickém stadiu AN
pozorovano naruSeni allocentrické orientace, zatimco naruSeni obou typl orientacnich
strategii bylo pozorovano u jedincii ve stadiu amnestické MCI (aMCI), ktefi jsou ve
zvysSeném riziku konverze do stadia demence (Hort et al., 2007; Laczo6 et al., 2009, 2012).
Vykony v testech prostorové orientace vétSinou nelze vysvétlit vykony v jinych
kognitivnich testech, proto byla navrzena jako samostatna kognitivni doména (Laczé et
al., 2017).

Vykony v oblasti paméti 1 prostorové orientaci jsou ovlivnény genetickymi
polymorfismy v genech pro APOE a BDNF'. U nositell rizikové alely APOE €4 byl
opakované pozorovan vyrazngj$i pokles vykonu v oblasti paméti béhem fyziologického
starnuti, ktery se navic horsil s poctem €4 alel (Caselli et al., 2009; Rawle et al., 2018).
Naruseni paméti ve vztahu s alelou APOE €4 bylo pozorovéno i u jedinct ve stadiu MCI,
kdy pamétovy deficit byl vyraznéjsi ve srovnani s jinymi variantami APOE (Farlow et
al., 2004). Ptesto nékteré studie negativni vliv alely APOE €4 na kognici nepotvrdily
(Cohenetal., 2001; Small et al., 1998). Negativni vliv BDNF Met polymorfismu na oblast

paméti byl pozorovan opakované. Mnoho studii prokazalo vztah mezi variantou BDNF
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Met a horSim vykonem v oblasti deklarativni paméti, zejména epizodické, u kognitivné
zdravych mladsich jedinct (Egan et al., 2003; Ho et al., 2006; Schofield et al., 2009).
U kognitivné zdravych jedinci je pak deficit v epizodické paméti u BDNF Met nositel
v pribéhu starnuti akcentovan (Kennedy et al., 2015). Piesto, ze evidenci podporujicich
negativni vliv Met alely na deklarativni pamét’ existuje mnoho, nékteré studie kognitivné
zdravych starSich jedinci vztah mezi vykonem v oblasti epizodické paméti
a polymorfismem v genu pro BDNF nepotvrdily (Karnik et al., 2010; Strauss et al., 2004).
V piipadé prostorové orientace jsou nalezy vice konzistentni. HorSi vykon v oblasti
allocentrické orientace byl pozorovan u kognitivné zdravych star§ich dosp€lych, nositelti
alely APOE €4 (Berteau-Pavy et al., 2007). Allocentrickd orientace je velmi brzy
naruSena u jedincii ve stadiu MCI, tento deficit je ale potencovan ve vztahu k alele €4.
U nositeli €4 ve stddiu syndromu aMCI je méné presna egocentricka a allocentricka
orientace ve srovnani s aMCI bez piitomnosti alely €4 (Laczo et al., 2010, 2011). Deficit
v oblasti prostorové orientace je horsi ve vztahu k vysSimu poctu alel €4, kdy zejména
oblast egocentrické orientace je vyraznéji naruSena u homozygotli ve srovnani
s heterozygoty a jedinci bez €4. Egocentrickd orientace byva naruSena v pozdéjSich
stadiich AN, proto je pravdépodobné, Ze jeji naruSeni u €4 homozygotid svéd¢i pro
pokrocilejsi patofyziologické zmény a stim 1 vysSi pravdépodobnost konverze do
syndromu demence (Lacz6 et al.,, 2014). Ve vztahu k BDNF polymorfismu byla
publikovana pouze jedna studie, testujici vykon ve virtudlni loze prostorové orientace.
Kognitivné zdravi mladi dospéli, kteti byli nositelé BDNF Met, vyuzivali v tiloze Cast&ji
egocentrickou reak¢ni strategii, ktera souvisi s funkci nucleus caudatus, nez
allocentrickou orientacni strategii, ktera je zavisla na hipokampu. Toto zji$téni podporuje
predchozi vysledky ukazujici, Ze Met alela je spojena s hor§im vykonem béhem uloh,
které jsou zavislé na hipokampu (Banner et al., 2011).

V prvni studii jsme se zaméfili na vliv APOE a BDNF na vykon ve standardné
uzivanych testech kognitivnich funkci a jejich vliv na strukturdlni zmény v oblastech
relevantnich pro pamét, konkrétné na objem hipokampli a tlouStku entorhinalni
a parahipokampalni kiiry u jedinct ve stadiu aMCI. Ve druhé praci jsme studovali vliv
kombinace APOE a BDNF na prostorovou orientaci, ktera se zda byt citlivéjsi kognitivni
doménou ve vztahu k ¢asnym patofyziologickym zméndm v oblasti struktur medialniho
temporalniho laloku nezli standardné testované kognitivni funkce u jedincl ve stadiu

aMCI a jedinct bez kognitivniho deficitu. Spolecné s tim jsme ovéefovali vliv rizikové



kombinace APOE a BDNF na strukturdlni zmény v oblastech mozku klicovych pro

prostorovou orientaci.
2 Hypotézy a cile disertacni prace

Empiricka ¢ast disertacni prace méla dva zékladni cile:

Cil studie I: Urcit vztah mezi polymorfismy v genech pro APOE a BDNF,
kognitivnimi doménami a strukturalnimi zménami mozku u pacientii ve zvySeném

riziku rozvoje Alzheimerovy nemoci.

Hypotézy studie 1:

e Nositelé rizikové kombinace APOE €4/BDNF Met budou dosahovat vyrazné
hor$iho vysledku v oblasti paméti ve srovnani s nositeli pouze jednoho nebo
zadného rizikového polymorfismu.

e Kombinace APOE €4/BDNF Met bude souviset s vyraznéjsi strukturalnimi
zménami v oblastech mozku klicovych pro pamétové funkce, konkrétné

s objemem hipokampi a tloustkou entorhinalni a parahipokampalni ktry.

Cil studie II: Urcit vztah mezi polymorfismy v genech pro APOE a BDNF
a prostorovou orientaci u starSich jedinci bez kognitivniho deficitu a u pacienti

ve zvySeném riziku rozvoje Alzheimerovy nemoci.

Hypotézy studie 2:

e Utastnici ve stadiu syndromu aMCI s vysoce rizikovou kombinaci alel APOE &4
a BDNF Met budou dosahovat nejméné piesného vykonu v prostorové orientaci
v allocentrické 1 egocentrické naviga¢ni Uloze. Kombinace obou vysoce
rizikovych alel bude také souviset s nejhor$im vykonem v oblasti verbalni paméti,
zejména u ucastnikli s aMCI

e Utastnici bez kognitivniho deficitu s rizikovou kombinaci alel APOE &4 a BDNF
Met budou dosahovat nejméné piesného vykonu v prostorové orientaci
v allocentrické navigaéni tloze.

e Utastnici s rizikovou kombinaci APOE 4/BDNF Met, zejména ti ve stadiu aMCI,

budou mit nejvyraznéjsi atrofii v oblastech mozku klicovych pro prostorovou



orientaci a mén¢ piesny vykon v prostorové orientaci bude souviset s niz§imi

objemy téchto oblasti mozku, zejména u ucastnikii ve stadiu syndromu aMCI.
3 Material a metodika

3.1 Vyzkumny soubor

Vsichni uéastnici spliiovali vstupni kritéria pro zafazeni do Ceské studie starnuti
mozku (CBAS; Czech Brain Aging Study). CBAS je longitudinalni multicentricka studie
zaméfujici se na neuroepidemiologické charakteristiky starnuti mozku v Ceské republice.
Do Kognitivniho centra Neurologické klinicky Fakultni nemocnice Motol
a 2. lékatské fakulty Univerzity Kalovy jsou jedinci referovani od praktického 1ékarte,
psychiatra nebo neurologa pro kognitivni stiznosti referovanymi subjektivné nebo jejich
blizkym okolim. Studie CBAS je detailné¢ popsana v samostatné publikaci (Sheardova et
al., 2019).

VSichni pacienti zahrnuti do studie absolvovali standardni protokol studie CBAS
zahrnujici klinické neurologické vySetfeni, laboratorni vySetieni krve (v€etné stanoveni
polymorfismt v genech pro APOE a BDNF) a komplexni neuropsychologické vySetteni
v terminu ne del$im nez dva mésice od vysetfeni magnetické rezonance (MRI). Do studie
nebyli zafazeni jedinci s vys$§i mirou depresivnich symptomu (dosahujici > 6 bodi na 15
polozkové Geriatrické skéle deprese [GDS-15]), se stftednimi az zdvaznymi vaskularnimi
zménami na MRI (Fazekasovo skore > 2 body) nebo jinym primarnim neurologickym
nebo psychiatrickym onemocnénim. Na zaklad¢ genetického polymorfismu v genech pro
APOE a BDNF byli ti¢astnici studie rozdéleni do 4 skupin (¢4 BDNFYVal ¢4~ BDNFMet,
g4" BDNFY¥Val  e4* BDNFM¢). Vsichni udastnici zafazeni do studie podepsali
informovany souhlas schvaleny etickou komisi Fakultni nemocnice Motol. Detailni

demografické charakteristicky jsou popsany v Tabulce 1.

Tabulka 1 Demografické charakteristiky vyzkumného souboru, stredni hodnota (SD)

Promé&nné g4 BDNFVWWVal ¢4~ BDNFMt  g4* BDNFYVal g4t BDNFM¢ p- Velikost
hodnoty ucinku

Vyzkumny soubor studie 1

Pocet ucastniki (%) 37 (34 %) 19 (18 %) 35 (33 %) 16 (15 %) <0,01 13,04

Zena/Muz 18/19 8/11 15/20 8/8 0,93 0,012

Vék v letech; 75,6 (6,4); 69,6 (8,0)*; 69.9 (6,8)*; 72,4 (5,7); <0,01 0,120

rozpéti 63-89 55-81 55-81 65-84

Vzdélani v letech 15,0 (4,0) 14.0 (3,4) 14,0 3,1) 15,6 (3,2) 0,36 0,03

10



MMSE skér 26,2 (2.,3) 26,9 (2,5) 26,3 (3.2) 252 (2.3) 0,32 0,03
GDS-15 skor 3,0 (1,6) 2,7(L,5) 2,6 (1,6) 2,8(1,2) 0,82 0,01°

Vyzkumny soubor studie 2 - aMCI

Podet ticastnikii (%) 29 (25 %) 11 (9 %) 52 (45 %) 24 (21 %) <0,001 30,28
Zena/Muz 10/19 5/6 24/28 16/8 0,132 0,220
aMClsd/aMCImd 5/24 4/7 16/36 6/18 0,511 0,14
Vek v letech; 72,14 (5,23); 71,91 (8,87); 70,10 (6,97); 72,67 (6,29); 0,356 0,03
rozpéti 59-85 51-86 52-84 62-85

Vzd&lani v letech 15,76 (3,80) 14,18 (2,96) 15,02 (3,09) 13,54 (3,36) 0,098 0,05
MMSE skér 26,90 (2,30) 27,91 (1,22) 27,12 (2,24) 26,08 (2,04) 0,099 0,050
GDS-15 skor 2,52 (1,95) 2,80 (1,55) 2,60 (1,94) 2,38 (1,41) 0,928 0,00

Vyzkumny soubor studie 2 — bez kognitivniho deficitu

Pocet tastnikil (%) 27 (38 %) 15 (21 %) 18 (25 %) 11 (15 %) 0,049 7,828
Zena/Muz 16/11 13/2 9/9 10/1 0,035 0,35
Vek v letech; 68,44 (6,39); 64,87 (8,08); 65,61 (7,30); 66,55 (5,56); 0,364 0,050
rozpéti 54-86 52-82 52-82 s5.74

Vzd&lani v letech 16,93 (2,62) 17,07 (2.87) 16,17 (2,26) 15,00 (2.83) 0,162 0,07
MMSE skor 29,04 (1,09) 28,80 (1,37) 29,06 (0,97) 28,91 (1,38) 0,911 0,01
GDS-15 skér 2,67 (3,28) 3,27 (3,61) 2,53 (2,32) 2,10 (1,51) 0,782 0,02

Poznamky. Hodnoty jsou prezentovany ve stfednich hodnotach (SD) s vyjimkou pohlavi a vékového rozpéti. *p <0,05 ve srovnani
se skupinou g4 BDNFV¥/Val aVelikost Gi¢inku je prezentovana pomoci Cramerova V (y? test). "Velikost u¢inku je prezentovéna
pomoci parcialni €? (jednosmérma ANOVA). Vysvétlivky: SD, standard deviation (smérodatna odchylka); e4- BDNFV¥/Val. 4POE
£3/€3, BDNF homozygoti pro Valin; eé4" BDNFM, APOE £3/¢3, BDNF Val/Met nositelé; e4” BDNFV¥'Va APOE £3/¢4, BDNF
homozygoti pro Valin; eé4* BDNFM®, APOE €3/¢4, BDNF Val/Met nositelé. aMClsd, jednodoménova amnesticka mirna kognitivni
porucha; aMCImd, multidoménova amnesticka mirna kognitivni porucha; MMSE, Mini-Mental State Examination; GDS-15; 15ti

polozkova Geriatricka skala deprese.

3.2 Neuropsychologické vySetieni

VSichni ucCastnici zafazeni do studie podstoupili vySetfeni komplexni
standardizovanou neuropsychologickou baterii Kognitivniho centra. Soucasti vySetfeni
byl klinicky rozhovor s neuropsychologem pro zjisténi subjektivnich obtiZi a zhodnoceni
vstupnich kritérii pro zatazeni do studie CBAS, administrace vybranych dotaznikt

a neuropsychologicka baterie.
3.3 VysSeti'eni prostorové orientace

K vySetfeni allocentrické i egocentrické orientatni strategie v redlném prostiedi
byla pouzita Blue Velvet Aréna (BVA), coz je lidskd varianta Morrisova vodniho
bludisté, pln€ uzaviena kruhovita aréna s primérem 2,8 m a vySkou 2,9 m pokryta tmavée
modrym sametem pro dostateéné zatemnéni (Obrazek 1A). Uastnici méli za tikol

lokalizovat neviditelny cil na podlaze arény ve Ctyfech odliSnych tlohdch ve vztahu
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k pozici startu (egocentricky typ orientace) a ve vztahu k pozici dvou orientacnich bodu

nezavisle na pozici startu (allocentricky typ orientace) (Obrazek 1A a 1B).
A B

allocentric-egocentric egocentric
.
allocentric allocentric delayed

Obrazek 1 Lidskd varianta Morrisova vodniho bludisté. (A) Zarizeni Blue Velvet Aréna (BVA). (B) Schéma ikolu
zobrazujici pohled shora na arénu (velky bily kruh) s pocatecnim bodem (Cerveny vyplnény kruh), orientacnimi
znackami (Cervené a zelené cary) a cil (fialovy kruh). (C) Schéma ctyr jednotlivych uloh: allocentricko-egocentricka
(zacvikova uloha, navrzena pro uziti vychoziho bodu a dvé orientacni znacky k orientaci), egocentricka (navrzena pro
uziti vychoziho bodu k orientaci); alloncetricka (navrZena pro uziti dvou orientacnich znacek k orientaci);
allocentricka s oddalenim (identicka s alloncetrickou tilohou administrovana s 30minutovym oddalenim). (D) Pohled
shora na arénu, rotovany o 180 stuprii od predchoziho pokusu zobrazeného na obrazku B. (Upraveno dle Laczo et al.,
2020)

3.4 Stanoveni genetickych polymorfismi v genech pro APOE a BDNF

Pro stanoveni genetického polymorfismu v genu pro APOE byla izolovana DNA
z krevnich vzorkll a polymorfismus byl vySetten dle protokolu Idaho-tech (LunaProbes
Genotyping Apolipoprotein [ApoE] Multiplexed Assay) pro analyzu kiivky tani
s vysokym rozlisenim (HRM; high-resolution melting analysis) (Hixson & Vernier,
1990; Laczo et al., 2011). Pro stanoveni genetického polymorfismu rs6265 (G196A)
v genu pro BDNF byla vyvinuta HRM analyza. Produkt polymerazové fetézové reakce
(PCR; polymerase chain reaction) s 59 pary bazi byl amplifikovan nésledujici primery:
sekvence predniho (forward) primeru BDNFLSF1:5'-GCT TGA CAT CAT TGG CTG
ACA CTT-3" a zadniho (reverse) primeru BDNFLSR1 5'GTC CTC ATC CAA CAG
CTC TTC TAT-3".
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3.5 VysSetieni magnetickou rezonanci a analyza dat

Vysetfeni magnetickou rezonanci (MRI; magnetic resonance imaging) bylo
provedeno na pristroji o sile magnetického pole 1,5 Tesla (Siemenes, Erlangen,
Germany). Uzity byly T1 vazené trojrozmérné sekvence gradientniho echa MPRAGE
(magnetization-prepared rapid acquisition with gradient echo) s parametry
TR/TE/TT=2000/3.08/1100 ms, sklapéci thel 15°, 192 snimki, tloustka fezu 1 mm
(Laczé et al., 2015). Jednotlivé snimky byly individualné zkontrolovany pro zhodnoceni
dostatecné technické kvality a za ucelem vylouceni pacientd s radiologickymi nalezy,
které by mohly ovliviiovat vysledky studie (napf. kortikalni infarkt, tumory, subduralni
hematom nebo hydrocefalus). Freesurfer, sada nastroji ke zpracovani MRI dat, (verze
5.3; http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) byla pouzita k vypoctu volumetrickych sekvenci
vybranych oblasti mozku a pftiblizného celkového intrakranidlniho objemu (eTIV;

estimated total intracranial volume).
3.6 Statisticka analyza vyzkumné studie 1

Kognitivni kompozitni skoéry (pracovni pamét a pozornost, verbalni pamét
s oddalenym vybavenim, verbalnim pamét’ s okamzitym vybavenim, exekutivni funkce,
fe€ a jazyk a vizuospacialni funkce) byly vypocitany ptevodem hrubych skori na z-skor
kazdého neuropsychologického testu.

Pro vypocet rozdil v demografickych charakteristikdch mezi skupinami (vek,
vzdélani v letech, MMSE skor) jsme pouZili vypocet pomoci jednorozmérmé analyzy
rozptylu (ANOVA; one-way analysis of variance) s post hoc Tukey HSD (honestly
significant differences) testem. Chi-kvadratovy (x2) test byl uzit k vypoétu rozdilt
ve frekvenci jedincti ve skupinach a frekvenci pohlavi mezi skupinami.

Dvé separatni analyzy byly provedeny za ucelem zjisténi vztahli mezi
polymorfismy v genech pro APOE a BDNF a (1) kognitivni vykonnosti a (2) objemem
a kortikdlni tlouStkou vybranych mozkovych struktur. (1) Pro urCeni vztahu mezi
kombinaci APOE/BDNF a kognitivnimi doménami jsme pouZili jednorozmérnou analyzu
kovariance (ANCOVA; one-way analysis of covariance). (2) UrCeni vztahu mezi
kombinaci APOE/BDNF s objemy hipokampti a tloustkami parahipokampalniho kortexu
a entorhindlniho kortexu jsme pouzili podobny jednorozmérny ANCOVA model, kde
kazda mozkova struktura byla pouzita jako zavisld proménna (misto kognitivni domény).
V post hoc analyze jsme porovnali data kognitivnich kompozitnich skért a mozkovych

struktur nositelti kombinace 4" BDNFM® s ostatnimi kombinacemi polymorfismi: g4
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BDNFVWVal ¢4~ BDNFM 4" BDNFV&Val Velikost tc¢inku je vyjadiena pomoci
Cohenova d. Jako statisticky signifikantni byla stanovena hodnota p < 0,05. VSechny
analyzy byly provedeny za pomoci statistického softwaru R (Rstudio Team, 2016).

3.7 Statisticka analyza vyzkumné studie 2

Analyza dat byla provedena separatné pro skupinu ucastniki s aMCI a ucastnikt
bez kognitivniho deficitu. Dosazené skory v neuropsychologickych testech, ulohach
prostorové orientace a vysledky MRI analyz byly standardizovany pfevodem na z-skory.
Ke zhodnoceni rozdilti v demografickych charakteristikach (vék, vzdélani v letech, GDS-
15 skor, MMSE skor a kompozitni kognitivni skory), jsme pouzili ANOVA a post hoc
Sidak test. x?2 test byl uzit k vypoétu rozdilt ve frekvenci pohlavi mezi skupinami.

Pro analyzy vykonii v prostorové orientaci byly skoéry ze vSech pokust
v jednotlivych tlohach zadany do linearniho smiSeného regresniho modelu (Singer &
Willett, 2009). Zavislou proménnou byla chyba ve vzdalenosti v kazdé tloze prostorové
orientace a nezavislou proménnou byla vyzkumna skupina dle polymorfismu (g4
BDNFYWVal g4~ BDNFM® e4™ BDNFVVal 3 4™ BDNFM®Y). Podobny postup byl zvolen
u jednorozmérné ANOVA, kde bylo naSim hlavnim cilem zhodnotit rozdil mezi
skupinami a rozdil ve vykonech v prostorové orientaci mezi jednotlivymi skupinami (g4
BDNFV3WVal g4 BDNFM®, g4™ BDNFVAVal 4 ¢4 BDNFM®Y), které byly zhodnoceny post
hoc Sidakovym testem. Dale jsme vypogitali vztah mezi jednotlivymi pokusy v tlohdch
prostorové orientace (pokus 1-8 pro egocentrickou a allocentrickou tlohu a pokusy 1-2
pro allocentrickou tlohu s oddalenim) pro zhodnoceni efektu uceni a také interakci mezi
skupinami a jednotlivymi pokusy pro zhodnoceni odlisn¢ho efektu uceni mezi
studovanymi skupinami.

Pro uréeni vztahu mezi vykony v prostorové orientaci v egocentrické, allocentrické
a allocentrické uloze s oddalenim s vybranymi mozkovymi oblastmi jsme vypocitali
Pearsonliv korelaéni koeficient. Pro vyrovnani se s problémem vicecetnych porovnani
jsme pouzili Bonferroniho korekci, p hodnota poté byla stanovena na 0,005 (0,05/10).
Nasledna vicerozmérna linearni regresni analyza byla pouzita k vyhodnoceni vztahu mezi
vykonem prostorové orientace v jednotlivych tilohach a vybranymi mozkovymi objemy,
s kontrolou pro vek, pohlavi, vzdélani a vyzkumnou skupinu.

Statistickd vyznamnost byla stanovena na hladiné p < 0,05. Velikosti G¢inku byly

vypocitany pomoci Cramerova V pro )(2 test a parcialni eta? pro jednorozmérnou

ANOVA, MANCOVA a linearni smiSené regresni analyzy (Tabachnick & Fidell, 2007).
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Vsechny analyzy byly provedeny pomoci softwaru IBM SPSS 25.0.

4 Vysledky
4.1 Vysledky studie 1
4.1.1 Demografické charakteristiky

Do studie bylo zahrnuto celkem 107 jedinci s aMCI, kteii byli na zakladé
pritomnosti polymorfismil rozd€leni do ¢ty vyzkumnych skupin. Ve skupinach 4
BDNFV¥Val g g4™ BDNFV¥Va bylo signifikantné vice ucéastnikél nez ve skupinach 4
BDNFM®' a ¢4t BDNFM®', Nepozorovali jsme mezi APOE/BDNF skupinami rozdil
v letech vzdélani, pohlavi, MMSE a GDS-15 skéru. OvSem vék mezi skupinami se lisil
(F[3] = 4,84, p = 0,003, n?=0,12), post hoc analyza ukizala, Ze udastnici s kombinaci
polymorfismu &4 BDNFV¥Va byli signifikantng star$i neZ udastnici ve skuping
g4 BDNFM (p = 0,002) a e4* BDNFVVal (p = 0,012). Vysledky jsou prezentovany
v Tabulce 1.

4.1.2 Kognitivni domény

Porovnali jsme kognitivni kompozitni skory mezi ¢tyfmi vyzkumnymi skupinami
s odliSnou kombinaci polymorfismi v genech pro APOE a BDNF'. Vyzkumné skupiny se
mezi sebou neliSily v globalni kognitivni vykonnosti méfeno pomoci MMSE (p = 0,31).
Piesto, ze globalni kognitivni vykonnost byla mezi skupinami srovnatelnd, lisily se
vyzkumné skupiny ve skoéru paméti s oddalenym vybavenim (F[3] = 5,23, p = 0,002, n?
=0,15), s tim, Ze nejvice rizikovéa skupina eé4* BDNFM¢ dosahovala nejhorsiho vysledku.
Tato skupina méla hors$i vysledek o 1,1 smérodatné odchylky (SD; standard deviation)
od skupiny €4~ BDNF™** (p < 0,001). Zaroven méla skupina ¢4 BDNFM' horsi vysledek
00,8 SD nez skupina ¢4 BDNFV?Val (p = 0,002). Rozdil ve vykonu v paméti s oddalenym
vybavenim mezi skupinami g4 BDNFM®' a 4" BDNFYVal t¢émét dosahl statistické
vyznamnosti (p = 0,053), kdy €4" BDNFM opét méli nizsi skéru. Vykon v paméti
s okamzitym vybavenim se mezi skupinami rovnéz vyznamné lisil (F[3]=4,68, p=0,004,
n*>=0,14), kdy, e4” BDNF™* dosahli nejnizsiho skoru. Skupina 4" BDNFM® méla horsi
vysledek 0 0,9 SD nez skupina €4 BDNFM® (p < 0,001) a hiife 0 0,8 SD neZ skupina €4
BDNFV¥Val (p = 0,002). V porovnani se skupinou 4" BDNFV/Val opét nejrizikovejsi
skupina €4 BDNFM®' dosahovala horsiho vysledku, ale ten nedosahoval signifikantni

urovné (p = 0,070). Mezi skupinami byl pozorovan signifikantni rozdil v kompozitnim
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skoru pro exekutivni funkce (F[3] = 4,95, p = 0,003, n?=0,07), ale pii post hoc analyzach

jsme nepozorovali zddné vyznamné rozdily mezi skupinami. Mezi kompozitnimi skory

v ostatnich kognitivnich doménach, tedy pracovni paméti a pozornosti, feci a jazyku a

vizuospacialnich funkcich, jsme nepozorovali zadné rozdily. Vysledky jsou prezentovany

v Tabulce 2

Tabulka 2 Charakteristiky vykonii v kognitivnich doméndch mezi vyzkumnymi skupinami, stiedni hodnota (SD) a velikost ucinku (Cohenovo d) v

rozdilech v kognitivnich doméndch ve vztahu k nositeliim ¢4+ BDNFe!

Kognitivni domény (z-skor); stiedni hodnota (SD)

Cohenovo d (95 % KI) vs e4” BDNF™*

Proménné ¢4 BDNFVVal g4 BDNFM g4" BDNFVVal 4" BDNFMet | ¢4 BDNFVVal — g4- BDNFMet  g4" BDNFV/Val

(n=37) (n=19) (n=35) (n=16) (n=37) (n=19) (n=35)

Pracovnipaméta  -0,212(0,793) 0,243 (0,660) 0,027 (0,883) 0,212 (0,562) 0,18 0,02 0,13
pozornost (-0,32, 0,60) (-0,47,0,50)  (-0,60,0,39)

Paméf s okamzitym  -0,069 (0,900) 0,443 (0,749)  -0,335(1,085) 0,531 (0,885) 0,75 1,11 0,49
vybavenim (-1,17,-0,13)%*  (-1,43,-0,33)***  (-0,09, 0,88)

Pamét' s oddalenym 0,062 (0,830)  0,431(0,623)  -0,166 (0,940)  -0,631 (0,951) 0,98 1,34 0,58
vybavenim (-1,33,-0,32)**  (-1,61,-0,51)***  (-0,02, 1,09)

Exekutivni funkce  -0,357 (0,860) 0,332 (0,652) 0,127 (0,864) 0,143 (0,700) 0,06 0,27 0,06
(-0,45,0,55) (-0,76,033)  (-0,45,0,55)

Reé a jazyk -0,232(0,953) 0,288 (0,778)  -0,004 (0,811) 0,316 (0,678) 0,33 0,20 0,44
(-0,24, 0,84) (-0,44,081)  (-0,88,0,14)

Vizuospacialni 0,253 (0,951) 0,337 (0,671) 0,124 (0,737)  -0,109 (0,976) 0,26 0,56 0,27
funkce (-0,79, 0,32) (-1,18,0,14)  (-0,30,0,73)

Poznamky. *p < 0,05 ** p < 0,01 a *** p < 0,001 ve srovnani se skupinou €4 BDNFM¢; hodnoty jsou adjustovany pro vék, pohlavi a vzdélani.
Vysvétlivky: SD, standard deviation (smérodatnd odchylka); KI, konfidenéni interval; ¢4~ BDNFY2Va APOE €3/¢3, BDNF homozygoti pro Valin;
g4 BDNFM', APOE €3/¢3, BDNF Val/Met nositelé; e4* BDNFVVal APOE €3/e4, BDNF homozygoti pro Valin; e4™ BDNFM, APOE €3/¢4, BDNF

Val/Met nositelé

4.1.3 MRI charakteristiky

Pomoci testu ANCOVA s kovaridty ve€ku, pohlavi a vzdélani, jsme zjistili

vyznamny rozdil v objemu pravého hipokampu mezi vyzkumnymi skupinami (F[3] =

4,88, p = 0,004, n%=0,12). V post hoc analyze se ukézalo, Ze skupina €4~ BDNFM* méla

signifikantné vét§i objem pravého hipokampu ve srovnani s rizikovou skupinou g4"

BDNFM® (p = 0,032). Nepodatilo se ale prokazat 74dny rozdil mezi skupinami v objemu

levého hipokampu nebo entorhindlni a parahipokampalni kortikalni tloust’ce. Vysledky

jsou prezentovany v Tabulce 3.

Tabulka 3 MRI charakteristicky vyzkumnych skupin; stiedni hodnota (SD) a velikost uc¢inku (Cohenovo d) v rozdilech ve volumetrii

mozkovych struktur ve vztahu k nositeliim ¢4* BDNFM¢

Mozkové struktury; stiedni hodnota (SD)

Cohenovo d (95 % K1) vs ¢4" BDNFM*
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Proménné 4 BDNFVINal ¢4 BDNFMet  g4* BDNFVANal 4" BDNFMet | g4 BDNFVINVal g4~ BDNFMet  g4* BDNFVAVal
(n=37) (n=19) (n=35) (n=16) (n=37) (n=19) (n=35)
Levy hipokampus 3228,7 3726,2 33478 3209,5 0,05 (-490,30, 0,63 (-1138,26, 0,23 (-358,63,
(mm?) (652.3) (720,0) (754,7) (724.0) 425,03) 187,24) 669,51)
Pravy hipokampus 3168,7 3925,7 34573 3278,0 | 0,08 (-432,83, 0,73 (-1394,63, 0,30 (-303,15,
(mm?) (736,4) (745,7) (754,1) (798,7) 532,04) 123,94)* 701,72)
Parahipokampalni 2,6 (0,4) 2,7(0,3) 2,5(0,3) 2,5(0,3) 0,25 0,42 0,29
kortex (levy) (-0,39,0,19)  (-0,41,0,14)  (-0,15,0,34)
Parahipokampalni 2,5(0,3) 2,7(0,3) 2,6 (0,3) 2,5(0,2) 0,17 0,40 0,61
kortex (pravy) (-0,17,028)  (-033,0,12)  (-0,04,0,33)
Entorhindlni kortex 2,9 (0,6) 3,1(0,5) 2,8 (0,4) 2,8(0,2) 0,32 0,40 0,24
(levy) (-0,53,021)  (-0,64,023)  (-0,21,0,40)
Entorhindlni kortex 2,9 (0,5) 3,3(0.4) 3,0 (0.4) 3,1(04) 0,51 0,15 0,02
(pravy) (-0,11,0,56)  (-047,033)  (-031,032)

Poznamky. *p < 0,05 ** p < 0,01 a *** p < 0,001 ve srovnani se skupinou e4* BDNFM¢'; hodnoty jsou adjustovany pro vék, pohlavi a vzdélani.
Vysvétlivky: SD, standard deviation (smérodatna odchylka); KI, konfidenéni interval; e4- BDNFY¥Va 4POE £3/€3, BDNF homozygoti pro
Valin; ¢4~ BDNFM', APOE £3/e3, BDNF Val/Met nositelé; e4* BDNEFVVal. APOE £3/e4, BDNF homozygoti pro Valin; e4™ BDNFM, APOE
£3/e4, BDNF Val/Met nositelé

4.2 Vysledky studie 2
4.2.1 Demografické a neuropsychologické charakteristiky
Utastnici ve stadiu syndromu aMCI

Mezi vyzkumnymi skupinami uGcastniki ve stadiu syndromu aMCI jsme
nepozorovali signifikantni rozdily ve véku, pohlavi, vzdélani, ¢etnosti podtypt aMCI,
depresivni symptomatice (méteno pomoci GDS-15) ani v globalni kognitivni vykonnosti
(méteno pomoci MMSE). Skupiny se vyznamné liSily ve vykonu v oblasti verbalni
paméti (F[3,112] = 5,18, p = 0,026, n,*> = 0,08), post hoc analyza ukézala, Ze skupina
£4"/BDNFM¢ dosahovala nizsiho vykonu ve srovnani se skupinou e4/BDNFY/Val (p =
0,007) a srovnatelného vykonu se skupinami e4/BDNFM (p = 0,071) a e4*/BDNF'&/Val
(p = 0,240). Vysledky jsou prezentovany v Tabulce 1.

Utastnici bez kognitivniho deficitu

Nepozorovali jsme signifikantni rozdily ve veku, vzdélani, depresivni
symptomatice (méfeno pomoci GDS-15) ani v globalni kognitivni vykonnosti (métfeno
pomoci MMSE) mezi vyzkumnymi skupinami Uc€astnikli bez kognitivniho deficitu.
Skupiny se ale liSily ve frekvenci pohlavi, kdy byla vyss§i Cetnost Zen ve skupinach
nositeld €4 /BDNFM® a ¢4"/BDNFM® ve srovnani se skupinami e4/BDNFY3/Val

a e4"/BDNFY¥Va V souboru G¢astnikii bez kognitivniho deficitu nebyly signifikantni
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rozdily v kognitivni vykonnosti v zadné¢ pozorované doméné. Vysledky jsou

prezentovany v Tabulce 1.
4.2.2 Prostorova orientace
Utastnici ve stadiu syndromu aMCI

Pomoci vypoctu linearniho smiseného regresniho modelu jsme pozorovali vztah
mezi skupinami a vykonem v oblasti egocentrické orientace (F[3,110] =2,93; p =0,037;
Np> = 0,13), kde vyzkumna skupina e4"/BDNF™* dosahovala nejméné presného vysledku
ve srovnani se skupinami e4/BDNFY¥Va (p = 0,028), e4/BDNFM (p = 0,013)
a e4"/BDNFVVal (p = 0,045).

Rozdily mezi jednotlivymi dvojicemi se pohybovaly okolo 0,5 SD (e4"/BDNFM®
vs. e4/BDNFVVal g 4"/ BDNFMet vs. e4"/BDNFY¥V a piiblizily se 1 SD (e4*/BDNFM¢
vs. &4 /BDNFM®). Nepozorovali jsme signifikantni vztah mezi vykonem
v egocentrické orientaci mezi skupinami 4 /BDNFVVal e4~/BDNFM® a e4*/BDNFYVVal
(ps = 0,654). Mezi skupinami jsme také nepozorovali signifikantni rozdily ve vykonu
v allocentrické tiloze (F[3,107] = 0,17; p = 0,918; n,> = 0,02) ani allocentrické tiloze
s oddalenim (F[3,105] = 049; p= 0,692; mp> = 0,04). Podrobné vysledky jsou
prezentovany v Tabulce 4.

Rozdily ve vykonech v jednotlivych pokusech v egocentrické uloze (F[1,110] =
0.24; p = 0,625; 1> = 0,00), allocentrické tloze (F[1,106] = 0,61; p = 0,438; 1> = 0,03)
a allocentrické s oddalenim (F[1,105] = 0,14; p = 0,707; n,> = 0,00) nebyly signifikantni,
coz naznacuje, Ze mezi jednotlivymi pokusy se neprojevil efekt uceni v Zadné testované
uloze. Nepozorovali jsme ani signifikantni interakci mezi APOE/BDNF skupinami
a jednotlivymi pokusy, tedy zadna z kombinace polymorfismii neméla signifikantni vliv
na efekt uceni v egocentrické (F[3,110] = 0,38; p = 0,767; ny*> = 0,05), allocentrické
(F[3,106] = 1,48; p = 0,225; 1> =0,02) ani allocentrické uloze s oddalenim (F[3,105] =
0,09; p = 0,964; 1,>=0,00).

Tabulka 4 Porovnani adjustovanych priumérnych chyb ve vzddlenosti od cile mezi skupinami v ulohdach prostorové
orientace u jedincii ve stadiu syndromu aMCI

Primérny o .
(I) Skupina (J) Skupina rozdil phodnota  °>7° konfidenéni interval pro
rozdil
{-J)
Dolni hranice Horni hranice
Egocentricka uloha
£4*/BDNFMet e4*/BDNFVa/val 0,485 0,045 0,006 0,963
e47/BDNFMet 0,812 0,013 0,120 1,505
. 0,028 0,043 1,129
£4-/BDNFVa/val 0,586
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ed"/BDNFYa/Val 4~ /BDNFMet 0.328 0,654 -0,296 0,951
e4-/BDNFVYa/Val 0.101 0,992 -0,351 0,553
e4 /BDNFMet e4 /BDNFVa/Val -0,226 0,938 -0,901 0,448
Allocentricka uloha
e4"/BDNFMet e4*/BDNFVal/val 0,084 0,998 -0,415 0,582
&4 /BDNFMet 0,240 0,935 -0,470 0,951
e4-/BDNFYal/Val 0,161 0,970 -0,401 0,723
€4"/BDNFV#/Val £4-/BDNFMet 0,157 0,986 -0,480 0,794
e4-/BDNEVa/Val 0,078 0,998 -0,388 0,543
€4 /BDNFMt e4-/BDNFVa/Vval -0,079 1,000 -0,768 0,609
Allocentricka uloha s oddalenim
£4*/BDNFMet £4*/BDNFVal/Val 0,264 0,808 -0,335 0,864
4 /BDNFMet 0,450 0,651 -0,405 1,306
e4-/BDNFYal/Val 0,246 0,917 -0,441 0,933
e4*/BDNFVa/Val e4-/BDNFMet 0,186 0,987 -0,581 0,953
e4-/BDNEVa/Val -0,018 1,000 -0,591 0,555
€4 /BDNFMet ¢4 /BDNFValval -0,204 0,987 -1,041 0,632

Poznamky. Linearni smiSeny model. Primérny rozdil je prezentovan ve standardnich odchylkach. Tu¢né vyznacené
hodnoty zna¢i signifikantni rozdil mezi skupinami (p < 0,05). Vysvétlivky: €4~ BDNFV&WVa APOE €3/e3, BDNF
homozygoti pro Valin; €4 BDNFM, APOE €3/€3, BDNF Val/Met nositel¢; 4" BDNFV2Val APOE €3/e4, BDNF
homozygoti pro Valin; e4* BDNFM®, APOE £3/¢4, BDNF Val/Met nositelé.

Utastnici bez kognitivniho deficitu

Mezi tuCastniky bez kognitivniho deficitu jsme pozorovali hlavni Uc¢inek
APOE/BDNF skupiny na vykon v allocentrické tiloze (F[3,127] = 3,83; p = 0,017; ny*> =
0,22) a allocentrické uloze s oddalenim (F[3,69] = 3.,35; p = 0,028; np2 = 0,19), kde

rizikova skupina €4"/BDNFM® dosahovala méné piesného vykonu ve srovnani se

skupinou e4/BDNFY¥Va (p = 0,047 a p = 0,048). Odhadované rozdily mezi jednotlivymi

skupinami byly okolo 0,5 SD v allocentrické uloze a 0,7 SD v allocentrické uloze

s oddalenim. V tloze na egocentrickou orientaci jsme nepozorovali signifikantni rozdil

ve vykonu mezi jednotlivymi skupinami F[3,125] = 0,43; p = 0,732; 1> = 0,02).

Nepozorovali jsme rozdily mezi jednotlivymi pokusy ani interakci mezi

APOE/BDNF skupinou a vykonem v jednotlivych pokusech v Zadné uloze prostorové

orientace.

Tabulka 5 Porovnani adjustovanych priumernych chyb ve vzdalenosti od cile mezi skupinami v uilohdach prostorové orientace
u jedincii bez kognitivniho deficitu

Primérny rozdil

I-J)

95% konfidenc¢ni interval pro rozdil

(I) Skupina (J) Skupina p hodnota

Dolni hranice Horni hranice

Egocentricka niloha

e4"/BDNFMet e4"/BDNFVaval -0,014 1,000 -0,477 0,449
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¢4 /BDNFMt 0,002 1,000 -0,478 0,482

e4/BDNFYa/Val 0,120 0,975 -0,315 0,555
€4t/ BDNFVa/val €4 /BDNFMet 0,016 1,000 -0,407 0,439
e4/BDNFYa/Vval 0,134 0,911 -0,237 0,505
€4 /BDNFMet e4/BDNFYa/Val 0,118 0,961 -0,274 0,510
Allocentricka uloha
e4"/BDNFMet €47 /BDNF Val/val 0,091 0,997 -0,412 0,594
€4 /BDNFMet 0,080 0,999 -0,451 0,611
€4 /BDNFVYa/Val 0,501 0,047 0,005 0,997
€47 /BDNFVa/val e4-/BDNFMet -0,011 1,000 -0,482 0,460
€4 /BDNFYa/Val 0,410 0,070 -0,021 0,841
€4 /BDNFMet €4 /BDNFYa/Val 0,421 0,093 -0,043 0,884
Allocentricka uloha s oddalenim
e4"/BDNFMet e4"/BDNF Val/val 0,223 0,949 -0,488 0,934
€4 /BDNFMet 0,108 0,999 -0,645 0,862
€4 /BDNFVYa/Val 0,705 0,048 0,004 1,406
€47 /BDNFVa/val €4 /BDNFMet -0,115 0,998 -0,805 0,575
€4 /BDNFVYa/Val 0,482 0,224 -0,150 1,114
€4 /BDNFMet €4 /BDNFYa/Val 0,596 0,113 -0,083 1,276

Poznamky. Linearni smiSeny model. Primérny rozdil je prezentovan ve standardnich odchylkach. Tu¢né vyznacené hodnoty
znadi signifikantni rozdil mezi skupinami (p < 0,05). Vysvétlivky: 4" BDNFVVal 4POE £3/¢3, BDNF homozygoti pro Valin;
€4 BDNFM, APOE €3/¢3, BDNF Val/Met nositelé; 4" BDNFV¥/Va, APOE £3/e4, BDNF homozygoti pro Valin; 4" BDNFMet,
APOE €3/¢4, BDNF Val/Met nositelé.

4.2.3 MRI charakteristiky a jejich asociace s prostorovou orientaci
Utastnici ve stadiu syndromu aMCI

Za pouziti MANCOVA s kontrolou pro veék, vzdélani a pohlavi prokazala analyza
signifikantni vztah mezi objemy mozkovych struktur kli¢ovych pro prostorovou orientaci
(Wilkova lambda = 2,33; p < 0,001; np> = 0,29). V naslednych analyzach pro kazdou
mozkovou strukturu zvIast’ jsme pozorovali rozdily mezi skupinami v objemech levého
i pravého hipokampu (F[3,85] = 7,13; p < 0,001; np> = 0,24 a F[3,85] = 3,50; p = 0,020;
np> = 0,14) a objemech levého a pravého entorhindlniho kortexu (F[3,85] = 9.29;
p<0,001;1,>=0,29 a F[3,85] = 5,34; p=0,002; np,>= 0,19). Rozdily v ostatnich oblastech
kli¢ovych pro prostorovou orientaci nebyly vyznamné (F[3,85] < 1,74; p > 0,167; np> <
0,07). Post hoc analyzy odhalily, Ze skupina €4"/BDNF™¢' méla signifikantné mensi
objem levého hipokampu a levého entorhinalniho kortexu ve srovnéani se skupinami €4
/BDNFY¥Val (p=0,019 ap =0,004) a e4/BDNFM (p = 0,001 a p = 0,020) a mensi objem
pravého hipokampu a pravého entorhinalniho kortexu ve srovnani se skupinou &4~
/BDNFM (p = 0,038 a p = 0,030). Skupina £4"/BDNFV#/Val mgla signifikantng mensi

objem levého a pravého hipokampu a pravého entorhindlniho kortexu ve srovnéani se
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skupinou 4 /BDNF™* (p = 0,006, p = 0,020 a p = 0,001) a objem levého entorhinalniho
kortexu ve srovnani se skupinami ¢4 /BDNFY¥Va (p <0,001) a e4/BDNFM® (p = 0,007).

Vysledky korelacnich analyz naznacily nékteré korelace mezi menSimi objemy
mozku s vétsi chybou ve vzdélenosti v uloze pro prostorovou orientaci, ale zadny
z prezentovanych vztaht nezlstal signifikantni po Bonferonniho korekci pro vicecetna
porovnani (p < 0,005). Podobné i pfi vypoctu vicerozmérnou linearni regresni analyzou
s kontrolovanim pro demografické charakteristiky nepiekrocil zadny z nalezenych vztaht

Bonferonniho korekci pro viceetna porovnani (p < 0,005).
Utastnici bez kognitivniho deficitu

Test MANCOVA neprokédzal zadny signifikantni vztah mezi APOE/BDNF
skupinami a objemy v oblastech mozku klicovych pro orientacni strategie (Wilkova
lambda = 0,96; p = 0,532; n,> = 0,20). Zaroveh jsme nepozorovali vyznamny vztah mezi

vybranymi objemy mozku a vykonem v zddné z tloh prostorové orientace.
S5 Diskuse

V prvni studii jsme se zaméfili na vztah mezi polymorfismem BDNF Val66Met
spole¢né v kombinaci s hlavnim genetickym rizikovym faktorem pro nastup AN, APOE
€4, na kognici a mozkové struktury relevantni pro AN u pacientli ve stadiu syndromu
aMCI. Zjistili jsme, ze navzdory srovnatelnému skoru v globalni kognitivni vykonnosti
mezi skupinami, méfeno testem MMSE, kombinace rizikovych alel APOE €4 a BDNF
Met souvisela se signifikantn€ hor§im vykonem v oblasti pamé&ti ve srovnani s nositeli
pouze jednoho nebo zadného rizikového polymorfismu. Konkrétné jsme zjistili, Ze
nositelé kombinace APOE €¢4/BDNF Met méli horsi vykonnost nez APOE €3/BDNF Met
a APOE €3/BDNF Val v oblasti pamétis oddalenym i1 s okamZitym vybavenim.
Nejsilngjsi efekt kombinace téchto polymorfismi byl pozorovan v paméti s oddalenym
vybavenim, coz naznacuje naruSeni epizodické paméti, které je typickym projevem
casnych stadii AN. V analyzach strukturdlnich dat jsme pozorovali vyraznéj$i atrofii
pravého hipokampu u rizikové skupiny APOE €4/BDNF Met ve srovnani s APOE
€3/BDNF Met, ptestoze vSichni pacienti s aMCI mohou dle diagnostickych kritérii jiz
vykazovat mirnou atrofii mozku v téchto oblastech (Albert et al., 2011). V jinych
sledovanych mozkovych oblastech jsme nepozorovali vyrazngj$i atrofii ve vztahu ke

konkrétni kombinaci polymorfismi APOE a BDNF. Tato zji§téni naznacuji, Ze u jedinct
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v

s kombinaci APOE €4 a BDNF Met je naruSeni epizodické paméti vyrazngjsi i pies
podobné strukturalni zmény v mozku.

Nase vysledky naznacuji, Zze negativni efekt polymorfismu BDNF Met na kognici
je veétsi v kombinaci s pritomnosti alely APOE €4 u jedinci ve stadiu aMCI, ktefi maji
vyrazn¢ vyssi pravdépodobnost rozvoje AN (Corder et al., 1993). Nositelé alely APOE
€4 ve stadiu syndromu MCI maji velmi vysokou pravdépodobnost abnormalni akumulace
AP v mozkové tkani (Lim et al., 2017; Mattsson et al., 2018), proto je jednim z moznych
vysvétleni negativniho vlivu APOE €4/BDNF Met na pamét, ze je zprostiedkovan skrze
toxicky efekt akumulace AP v mozku. Je pravdou, Ze v neddvno publikovanych studiich
byl negativni efekt APOE €4 a BDNF Met na epizodickou pamét u jedinci bez
kognitivniho deficitu pozorovéan pouze u jedinct s pozitivnim nalezem AP v mozku (Lim
et al., 2014, 2015). Na zéklad¢ téchto zjisténi bylo uvazovano nad tim, ze BDNF Met
muze ovliviiovat schopnost mozku kompenzovat toxicitu AR (Lim et al., 2015).
V souladu s touto hypotézou bylo neddvno prokazano, ze alela BDNF Met skutecné
zvySuje nachylnost mozkové tkdné k toxickému efektu AP (Franzmeier et al., 2019). Je
tedy mozné, ze ptitomnost alely BDNF Met u nositeltt APOE &4 potencuje negativni vliv
zvysené akumulace AP v mozku, a tim zhorSuje pamétovy deficit v asném stadiu AN.
Oproti tomu alela BDNF Val ma ziejmé neutralni vliv na pamét'ové funkce (Kambeitz et
al., 2012), ktery nebyl ovlivnén pfitomnosti alely APOE €4 v nasi studii, pfestoZe nositelé
APOE €4 skoérovali o néco hufe ve srovnani s jedinci bez pfitomnosti €4 alely.
V longitudinélni studii tymu Dr. Lim byl pozorovan stabilni vykon v kognici po dobu 4,5
let u kognitivné starSich jedinct s pozitivnim AP v mozku, kteti byli nositelé kombinace
APOE €3/BDNF Val 1 APOE €4/BDNF Val (Lim et al., 2015). Dohromady tato zjiSténi
naznacuji, ze kombinace BDNF Met a APOE €4 u aMCI nositeli vede k vyraznéjSimu
pamét'ovému deficitu, ktery miize byt zptisoben narusenou funkci BDNF nebo zvySenim
pusobeni toxicity AP v hipokampu.

Hlavnim cilem druhé studie bylo prostudovat vztah mezi kombinaci polymorfismil
APOE a BDNF Val66Met, prostorovou orientaci a objemy mozkovych struktur, které
funkci prostorové orientace ovliviiuji u jedinct bez kognitivniho deficit a u jedinct ve
stadiu syndromu aMCI. NaSe vysledky naznacuji, Zze kombinace rizikovych alel APOE
€4 a BDNF Met ma vliv na horsi prostorovou orientaci u jedincti s aMCI. Konkrétné jsme
zjistili, Ze u nositeld APOE €4/BDNF Met je ptitomen horsi vykon v oblasti egocentrické
prostorové orientace, piestoze se skupiny neliSily v demografickych charakteristikach,

podtypech aMCI (aMClIsd vs aMCImd), globalni kognitivni vykonnosti nebo miie
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depresivni symptomatologie. NaSe vysledky dale naznacuji, Ze 1 u jedinci bez
kognitivniho deficitu kombinace polymorfismi APOE €4 a BDNF Met ovliviiuje
prostorovou orientaci. Jedinci bez kognitivniho deficitu, nositelé APOE ¢4/BDNF Met,
dosahovali vyrazné¢ horsiho vykonu v uloze allocentrické orientace ve srovnani s nositeli
APOE €3/BDNF Val/Val alel. Egocentricka orientace, kde jsou prostorové informace
o mistech, objektech, vzdalenostech a uhlech kédovany z pozice vlastniho téla navigatora
v prostoru, je spojovana s funkcemi dolniho parietdlniho kortexu, véetné precunea
(Weniger et al., 2011). Na funkci dolniho parietalniho kortexu ma negativni vliv
pritomnost alely APOFE €4 (Chen et al., 2017; Koelewijn et al., 2019), u jejichz nositelt
byla opakované pozorovana méné piesnd egocentricka orientace u jedinct ve stadiu
syndromu aMCI (Laczé et al., 2010, 2011, 2014). Navic se ukazuje, ze hladiny BDNF
proteinu jsou v této oblasti vyrazné snizeny (Angelucci et al., 2011; Hock et al., 2000),
a to zejména u nositelti alely BDNF Met (Egan et al., 2003). Tyto skutecnosti mohou
vysvétlovat, pro¢ u kombinace téchto dvou rizikovych alel bylo pfitomno vyraznéjsi
naruSeni egocentrické orientace u jedinct s aMCI. Allocentrické orientace, ve které jsou
mista a objekty kddovany nezavisle na poloze navigatora, je spojena s funkcemi struktur
medidlniho temporalniho laloku, zejména s funkci hipokampu (Maguire et al., 1998).
V téchto oblastech, zeyména v hipokampu a ptilehlém entorhinélnim kortexu, je vyrazné
snizena exprese BDNF (Narisawa-Saito et al., 1996), zejména v disledku zmeén
souvisejicich s pfitomnosti alely APOE €4 (Li et al., 2016; Mattson et al., 2018).
V ptedchozich studiich byl pozorovan vliv APOE €4 na méné presny vykon
v allocentrické orientaci u starSich jedinct bez kognitivniho deficitu (Berteau-Pavy et al.,
2007), a také mladsi jedinci bez kognitivniho deficitu, nositelé BDNF Met, méné
vyuzivali allocentrickou strategii pii feSeni prostorové ulohy a preferovali jiny typ
orientac¢ni strategie (Banner et al., 2011). Tato zjistétni mohou vysvétlovat, proc
kombinace alel APOE €4 a BDNF Met negativné ovliviiuje vykon v allocentrické
prostorové orientaci u nasich ucastnikt bez kognitivniho deficitu.

Oblasti mozku, které reguluji funkci prostorové orientace, byly také negativné
ovlivnény pfitomnosti kombinace polymorfismi APOE €4 a BDNF Met u jedinct
s aMCI. Pozorovali jsme zmenSeny objem hipokampu a entorhinalniho kortexu u nositeld
APOE €4/BDNF Met, coz jsou struktury narusené Casné v patogenezi AN a soucasné
vyznamné pro regulaci allocentrické prostorové orientace (Ekstrom et al., 2003; Maguire
et al., 1998). Nepozorovali jsme vztah mezi kombinaci APOE €4 a BDNF Met u jedinct

s aMCI s objemy struktur dolniho parietdlniho kortexu, precunea ani zadniho

23



cingularniho kortexu, coz jsou oblasti kli¢ové pro egocentrickou orientaci (Maguire et
al., 1998; Weniger et al., 2011). V téchto oblastech jsou u pacient s AN snizené hladiny
BDNF proteinu (Hock et al., 2000) a pozorovan hypometabolismus pomoci FDG-PET
u APOE €4 nositeld (Reiman et al., 2005; Small et al., 2000), ale strukturalni zmény ve
vztahu ke kombinaci polymorfismtit APOE €4 a BDNF Met reportovany nebyly. Jednim
z moznych vysvétleni je fakt, Ze neuropatologické zmény u AN vedou ke strukturalnim
zménam v oblasti parietalniho kortexu pozdéji nez v oblasti medidlni temporalniho laloku
(Braak & Braak, 1991), a tedy, Ze funk¢ni zmény v téchto oblastech vedouci ke
kognitivnimu deficitu predchazi ty strukturdlni (Chetelat et al., 2003). Vyrazné&jsi
naruseni v oblasti egocentrické orientace u jedincti s APOE €4 a BDNF Met alelami ve
stadiu aMCI proto zatim nemusi byt doprovazeno ubytkem objemu relevantnich
mozkovych struktur. U jedincli bez kognitivniho deficitu jsme nepozorovali vliv
polymorfismi na strukturdlni zmény.
6 Zavér

Nase vyzkumna studie prokazala, ze kombinace vysoce rizikovych alel APOE €4
a BDNF Met je spojena s (1) poruchami epizodické paméti, (2) nejvyraznéjSim narusenim
egocentrické prostorové orientace a menSimi objemy struktur medialniho temporalniho
laloku u jedincti s aMCI a (3) deficitem allocentrické prostorové orientace u jedincl bez
kognitivniho deficitu. Tato zjisténi naznacuji, Ze jedinci s aMCI, kteti jsou nositeli APOE
¢4 a BDNF Met, mohou mit pokrocilejsi patologii AN a vySsi riziko progrese do
syndromu demence, a jedinci bez kognitivniho deficitu mohou mit vyS$si riziko
kognitivniho poklesu a progrese do stadia MCI. V naSich vysledcich (v souladu
s pfedchozimi studiemi) testovani epizodické paméti, na rozdil od testovani prostoroveé
orientace, nerozliSovalo nositele BDNF Met od BDNF Val/Val mezi jedinci s APOE &€4.
Tato zjiSténi naznacuji, Ze testovani prostorové orientace dokaze odhalit neptiznivy vliv
alely BDNF Met na kognici ¢asnégji nezli tradi¢né€ pouzivané testy epizodické paméti.

Domnivame se, Ze tato informace mtize byt klinicky vyznamnd, protoze aMCI
predstavuje heterogenni skupinu pacientli s odliSnou prognoézou vyvoje jejich stavu.
Pokud nase vysledky potvrdi longitudindlni studie, mize byt genetické vySetfeni
polymorfismu dilezité pro identifikaci jedincli se zvySenym rizikem, ¢asnéjSim nastupem
1 rychlejsi progresi AN. Stanoveni genetickych polymorfismli se miiZze uplatnit rovnéz
v situaci, kdy nejsou k dispozici biomarkery CSF nebo PET, protoZe tato metoda je

rychla, levna a pro pacienta minimaln¢ invazivni. Stanoveni polymorfismi soucasné pro
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APOE a BDNF muze pfispét k odhadu prognoézy dal§iho pribéhu, k poradenstvi

o primarni a sekundarni prevenci i k vybéru pacientt pro klinické studie s novymi léky.
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