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Abstrakt

Diagnostika Alzheimerovy nemoci je v soucasné dobé zaloZzena na stanoveni
pfitomnosti specifickych proteinli v cerebrospindlni tekutiné (CSF), pfipadné jejich
zobrazeni pomoci pozitronové emisni tomografie. Obé tyto metody jsou invazivni a mohou
pacienta vystavit jistému riziku a diskomfortu. Krevni biomarkery proto pfedstavuji nadéji
pro v€asnou diagnostiku a monitoraci jedincl ve zvySeném riziku rozvoje Alzheimerovy
nemoci. Cilem diplomové prace bylo stanovit biomarkery v krvi pomoci ultrasenzitivni
Simoa TM (Single molecular assay) technologie a ovéfit jejich vztah k hodnotdm v CSF.
Druhym cilem bylo vysledovat vztah mezi krevnimi biomarkery a kognitivnimi markery
Alzheimerovy nemoci. Prokazali jsme, Ze mezi sérovymi, plazmovymi a CSF
koncentracemi p-tau 181 existuje pozitivni vztah. Negativni korelace byla sledovana mezi
koncentracemi p-tau 181 v krvi a vysledky MMSE testu, ktery je povazovan za standardni
nastroj kognitivniho hodnoceni.

Tato zjiSténi naznacuji, ze plazmaticky a sérovy p-tau 181 muize vyrazné¢ pomoci
ke klinické identifikaci neurodegenerativnich onemocnéni v priméarni péci. Negativni
korelace plazmatického a sérového p-tau 181 s vysledky MMSE testu naznacuje, Ze by mohl
byt krevni p-tau 181 pouzivan v populacnich studiich k detekei jedincii s vysokym rizikem
rozvoje Alzheimerovy nemoci a tim padem mohl pomoci spravné zafadit tyto pacienty

do klinickych studii.
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Abstract

The diagnosis of Alzheimer's disease is based on the determination of specific
proteins in cerebrospinal fluid (CSF) or their imaging using positron emission tomography.
Both methods are invasive and can expose the patient to risk and discomfort. Blood
biomarkers, therefore, represent hope for early diagnosis and monitoring of individuals
at increased risk of developing Alzheimer's disease. The diploma thesis aimed to determine
biomarkers in blood using the ultrasensitive Simoa TM (Single molecular assay) technology
and to verify their relationship to the values in CSF. The second aim was to track the
relationship between blood biomarkers and cognitive markers of Alzheimer's disease. We
demonstrated a positive relationship between serum, plasma, and CSF p-tau 181
concentrations. A negative correlation was observed between the concentrations of p-tau 181
in blood and the results of the MMSE test, which is considered a standard cognitive
assessment tool.

These findings suggest that plasma and serum p-tau 181 may greatly help the clinical
identification of neurodegenerative diseases in primary care. The negative correlation
of plasma and serum p-tau 181 with MMSE test results suggests that blood p-tau 181 could
be used in population-based studies to detect individuals at high risk of developing

Alzheimer's disease and thus help to enroll these patients in clinical trials correctly.
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Seznam zKkratek

AP= amyloid beta

AGD= nemoc s argyrofilnimi zrny

ALS= amyotroficka lateralni skler6za

aMCI= amnestickd mirna kognitivni porucha

AN= Alzheimerova nemoc

APOE 4= apolipoprotein &4

APP= amyloidovy prekurzorovy protein

CBAS= z angl. Czech Brain Aging Study

CBD-= kortikobazalni degenerace

CHMP= z angl. Medicinal Products for Human Use

CNS= centralni nervovy systém

CSF= cerebrospinalni tekutina (z angl. cerebrospinal fluid)

CT= vypocetni tomografie

DLB= demence s Lewyho télisky

EDTA= kyselina ethylendiamintetraoctova

EMA-= Evropska lékova agentura

ELISA= z angl. Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FDA= Americky ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv

fMRI= funk¢éni magnetické rezonance

FTLD= frontotemporalni lobarni degenerace

FTLD-tau= frontotemporalni lobarni degenerace spojena s patologii tau
FTLD TDP= frontotemporalni lobarni degenerace spojena s patologii TDP 43
hnRNP= heterogenni jaderny ribonukleoprotein

LBD= onemocnéni s Lewyho télisky (z angl. Lewy body disease)
MCI= mirné kognitivni porucha (z angl. mild cognitive impairment)
MCI-LB= mirna kognitivni porucha s Lewy body ptiznaky

MCI-PN= Parkinsonova nemoc doprovazena mirni kognitivni poruchou
MMSE-= z angl. Mini Mental State Examination

MPRAGE-= z angl. Magnetisation Prepared Rapid Gradient Echo

MRI= magneticka rezonance



naMCI= neamnestick4 mirna kognitivni porucha

NfH= té¢zka neurofilamenta

NfL= lehké neurofilamenta

NfM= stfedni neurofilamenta

NIA-AA= Narodni institut pro stdrnuti a Alzheimerovu asociaci
NMDA= N-methyl-D-aspartat

PDD= Parkinsonova nemoc s demenci

PET= pozitronova emisni tomografie

PHF= pérova helikélni vlakna

PiB= pittsburghska sloucenina B

PiD= Pickova choroba

PN= Parkinsonova nemoc

PSP= progresivni supranuklearni paralyza

RBD= porucha chovani v REM spanku (z angl. REM sleep behavior disorder)
TDP-43= DNA vazici protein 43



1 Uvod

Neurodegenerativni onemocnéni jsou skupinou klinicky heterogennich onemocnéni
charakterizovanych progresivni ztratou nebo dysfunkci neuronti béhem starnuti v centralnim
nebo perifernim nervovém systému (Gao et al., 2018). Mirna kognitivni porucha (MCI) je
klinicky syndrom, vyznacujici se objektivnim poSkozenim kognitivnich funkci a pfedstavuje
stddium mezi kognitivnimi zménami fyziologického starnuti a zménami spojenymi s
rozvinutym syndromem demence (Petersen et al., 1997). Demence je v zemich prvniho svéta
5. nejcastéjsi pri¢inou mortality dospélych. Alzheimerova nemoc (AN) je nejcastéjsi
pfi¢inou syndromu demence (50-70 % ptipadi).

Definitivni diagndza neurodegenerativnich onemocnéni je mozna pouze na zakladé
neuropatologického vysetfeni post mortem. Béhem Zzivota pacienta je mozné stanovit
diagnoézu pouze na urovni “mozné” a “pravdépodobné”. Nicméné takova diagndza se
s finalni li§i az ve 20 % piipadl. Z tohoto faktu vyplyva potieba zpiesnit diagnosticky postup
béhem Zivota pacienta, a to jak pro 1é¢bu, tak i pro samotny vyvoj léku neurodegenerativnich
onemocnéni. Biologické markery asociované s patofyziologickym procesem casto koreluji
s klinickou progresi nemoci a umoziuji in vivo diagnostiku a ptipadné nasazeni dostupné
terapie nebo non-farmakologické intervence. Biofluidni biomarkery maji potencial
1 presymptomaticky, jako napiiklad pted strukturdlnimi zménami neurodegenerace
pozorovanymi pii neurozobrazovani, a zarovenl poskytnou diikazy o Ucinnosti terapie
(Hampel et al., 2010). Jejich velkou vyhodou je relativné nizké cena (naptiklad v porovnani
s pozitronovou emisni tomografii (PET)), a v pfipad¢ krve i nenaroc¢nost vySeteni a malé
invazivita.

Cilem mé¢ diplomové prace je shrnout dostupné informace o neurodegenerativnich
onemocnénich, biomarkerech téchto onemocnéni se zamétenim na biofluidni biomarkery
AN. V praktické casti prace je mym hlavnim cilem porovnat koncentrace naméfenych
hodnot dvou vybranych biomarkerii neurodegenerativnich onemocnéni, p-tau 181 a lehkého

neurofilamenta (NfL) v CSF, plazm¢ a séru.



2 Literarni prehled

2.1 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou poruchy charakterizované progresivnim
poskozenim motorickych a/nebo kognitivnich funkei. Typicky se neurologické symptomy
poprvé objevuji po stfednim véku a zhorSuji se v pribéhu onemocnéni. Histopatologicky
maji tato onemocnéni spole¢né rysy, vcetné ukladani nerozpustnych proteinli, aktivace
gliovych bun¢k a odumirani nervovych bunék (Pihlstrem et al., 2018). Zatimco vétSina
neurodegenerativnich onemocnéni je sporadicka, existuji i familiarni formy, které vykazuji
mendelovskou dédicnost s mutaci v genu kodujicim protein, ktery bud’ pfimo, nebo nepiimo
usnadiluje tvorbu agregati (Katsuno et al., 2018). Zapojeni funkcnich systému se
mezi jednotlivymi poruchami li$i, a je spojeno se Sirokym spektrem klinickych projevi.
Dtlezitou vlastnosti je ukladani proteini se zménénymi fyzikalné chemickymi vlastnostmi,
také zndmych jako chybné poskladané proteiny. Koncept konformac¢nich chorob znamena,
ze strukturdlni konformace fyziologického proteinu se méni, coz vede ke zménéné funkci
nebo potencidlné toxické intra nebo extracelularni akumulaci (Carrell and Lomas, 1997).
NejcastéjsSimi  neurodegenerativnimi  nemocemi  jsou amyloidozy, tauopatie,
a-synukleinopatie a  proteinopatie = DNA  vazictho proteinu 43  (TDP-43)
(Alafuzoff et al., 2009; Alafuzoff et al., 2015).

U neurodegenerativnich onemocnéni rozliSujeme dle pfitomnosti a tize kognitivniho
postiZzeni tedy tfi stadia:

1. Preklinické stadium je ze vSech stadii nejdéle trvajici. V tomhle stadiu jsou jiz pfitomny

neuropatologick¢ zmény mozku, avSak u pacienti se klinicky nemoc neprojevuje.
Nezaznamena ji tak subjektivné pacient ani jeho okoli. Pacient nevykazuje kognitivni deficit
meéfeno pomoci standardnich neuropsychologickych testi (Vyhnalek et al., 2020).
Preklinickd faze Alzheimerovy nemoci (AN) zadind asymptomatickou mozkovou
amyloidézou. Monomerni amyloid beta (AB) se zacind agregovat, opousti svilj rezervoar
v cerebrospindlni tekutiné (CSF; z angl. cerebrospinal fluid) a zacind se hromadit
na povrchu neuront a synapsich. Béhem prvni faze preklinického stadia vSak tyto zmény
jesté nejsou pomoci soucasnych technik zjistitelné. Kognitivni deficity se zatim neprojevuji.
Béhem druhé faze preklinického stadia se stavaji detekovatelné urcité biomarkery CSF, jako
je zvySeny tau CSF, hypometabolismus v zadnim cingulu a kortikalni ztenceni

(Sperling et al., 2011a). Pacient vSak stile nevykazuje zadné ptiznaky typu demence.
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Ve tieti faze preklinického stadia zacind pacient zjiStovat jemné symptomy, zatimco
biomarkery stale pfibyvaji a existuje méfitelny pokles od vychoziho vykonu pacienta
(Sperling et al., 2011a). Pfedpoklada se, Ze jakmile cloveék dosahne faze jedna preklinického
stadia AN a bude zit dostatecné dlouho, nakonec se u néj AN rozvine (Jack et al., 2012).

2. Stadium mirné kognitivni poruchy (MCI; z angl. mild cognitive impairment) ptedchazi

stadiu syndromu demence (Vyhndlek et al., 2020). V roce 1997 Petersen a kol. definovali
MCI jako klinicky a neuropsychologicky syndrom, ktery je charakterizovan vznikajici
kognitivni poruchou, tj. pfechodnym stavem mezi fyziologickym starnutim a demenci. Kvuli
svému potencidlné¢ progresivnimu charakteru se MCI stala patologickym stavem
(Petersen et al., 1997). U tohoto stadia se uZz stfetdvame s postizenim kognitivnich funkei,
ale sobéstatnost a aktivity denniho Zzivota zlstavaji v zdsadé zachovany
(Vyhnalek et al., 2020). MCI se déli na amnestickou (aMCI) a neamnestickou formu
(naMCI), s poruchami ve vice nebo jednotlivych kognitivnich doménéch. U aMCI pievlada
ztrata paméti a je spojena se znacnym rizikem dal§iho rozvoje AN (Albert et al., 2011).
Mezi kritéria pro diagndzu tohoto syndromu patii stiznosti pacienta nebo jeho okoli na nové
vzniklou poruchu kognice, objektivni prikaz postizeni jedné ¢i vice kognitivnich funkci
pfi zachovani  sobéstacnosti  pacientu, a  nepfitomnost syndromu demence
(Vyhnalek et al., 2020). Nejspecifictéjsi pro AN je naruSeni v oblasti epizodické paméti
(Oboudiyat et al., 2013). Kognitivni testy u pacientt s MCI odhali skére mezi
1 a 1,5 standardni odchylky pod primérem pro jejich veék a troven vzdélani. Pokud jsou
k dispozici CSF nebo zobrazovaci biomarkery, pozitivni biomarker AP (snizené hladiny AP
v CSF a zvysené vychytavani PET pittsburghské slouceniny B (PiB)) a pozitivni biomarkery
neurondlniho poskozeni naznacuji vysokou pravdépodobnost, ze MCI je zpiisobena
patologii AN (Albert et al., 2011). Kromé toho byly identifikovany biologické
i epidemiologické rizikové faktory progrese onemocnéni z MCI do demence, vcetné
apolipoproteinu €4 (APOE &4), deprese, osamélosti, sluchového postizeni, cukrovky,
hypertenze, vyssiho véku nebo zenského pohlavi (Li et al., 2016). Ptiblizné 15 az 20 % lidi
ve véku 65 let nebo starSich trpi syndromem MCI (Roberts and Knopman, 2013). Nedavny
systematicky piehled 32 studii zjistil, ze primérné u 32 % jedinc s MCI se béhem 5 let
rozvinula AN (Ward et al., 2013).

3. Stadium syndromu demence Ize charakterizovat postizenim minimaln¢ dvou

kognitivnich funkci, které je natolik vyrazné, Ze jiz dochazi k naruSeni sobéstacnosti a aktivit
denniho Zivota. Pacienti se syndromem demence jsou tedy v rtizné mife zavisli na svych

blizkych nebo pecovatelich. Syndrom demence je povazovan za vyvrcholeni patologickych
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procesit u neurodegenerativnich onemocnéni, jednd se tedy o stadium termindlni
(Obrazek 1). Demence se dale dle tize kognitivniho postiZeni, které je charakterizovano vysi
dosazeného skore v testu MMSE (z angl. Mini Mental State Examination) d€li na tii stadia:
lehka, stfedné tézka a tézka demence (Vyhnalek et al., 2020). V roce 2015 trpélo demenci
témét 50 miliont lidi na celém svété. Jak populace roste a stdrne ocekava se, ze do roku
2050 pocet postizenych piekro¢i 130 miliont lidi (Drew, 2018). AN je zdaleka nejcasté;si
pfi¢inou syndromu demence a predstavuje az 80 % vSech diagnéz demence

(Crous-Bou et al., 2017).

Alzheimerova nemoc

Kognitivni |,
funlcce

Roky

Obrazek 1 Stadia Alzheimerovy nemoci (upraveno dle Alzheimer’s association, 2016).

Posmrtné sledovani velkého poctu lidskych mozkl od pacientt s riznou klinickou
a patologickou zavaznosti naznacila, Ze mnohé neurodegenerativni poruchy maji stereotypni
progresi, kterou lze popsat podle stadii. Schémata stadii byla vyvinuta pro AN,
ale 1 pro Parkinsonovu nemoc (PN), onemocnéni s Lewyho télisky (LBD; z angl. Lewy body
disease), amyotrofickou lateralni sklerézu (ALS), frontotemporalni lobarni degeneraci
spojenou s patologii TDP-43 (FTLD-TDP) a chronickou traumatickou encefalopatii
(Dugger and Dickson, 2017).
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2.1.1 Alzheimerova nemoc

Starnuti populace se stalo celosvétovym fenoménem. Zpravy z Programu starnuti
OSN a Centra pro kontrolu a prevenci nemoci USA piedpokladaji, Ze pocet starSich lidi (65+
let) ve svété vzroste ze 420 miliond v roce 2000 na témet 1 miliardu do roku 2030. Podil
starSich lidi se zvysil ze 7 % na 12 %. Nejvétsi narlst absolutnich pocti starSich osob
zaznamenaji rozvojové zemé. Podil rozvojovych zemi na celosvétové starnouci populaci se
tak zvysi z 59 % na 71 %. Protoze vyskyt AN je siln€¢ spojen se zvySujicim se vékem se
oCekava, ze toto onemocnéni bude predstavovat obrovské vyzvy pro vetejné zdravotnictvi
a systémy péce o seniory ve vSech zemich svéta (Qiu et al., 2009). AN, ktera ptedstavuje
nejcastéjsi pri¢inu syndromu demence, postihuje vice nez 50 milionti lidi na celém svéte.
Okrada lidi o jejich sobéstacnost a je patou nejcastéjsi pricinou smrti (Hodson, 2018).

Klicovymi patologickymi znaky AN jsou extraneuronalni toxické amyloidni
oligomery a  proteiny, intraneurondlni  neurofibrilarni  klubka  sestdvajici
z hyperfosforylovaného tau, regionalné¢ specificky snizeny cerebralni glukézovy
metabolismus a synaptickd a mitochondridlni dysfunkce. V poslednich letech bylo navrzeno
nékolik hypotéz k vysvétleni abnormalnich procesti vedoucich k ukladani patologickych
forem amyloidu a tau (Gibson and Shi, 2010).

Beta amyloid

Hypotéza amyloidni kaskady, pivodné navrzena v roce 1992 (Hardy and Higgins,
1992), je podporovana genetickymi a biochemickymi daty a je dominantnim modelem
patogeneze AN. Model je zaloZen na postupném ukladani fibrildrniho A ve formé difuznich
plakt, které spousti zanétlivou reakci, zménénou iontovou homeostdzu, oxidacni stres a
zménénou aktivitu kindzy/fosfatazy, coz vede k tvorbé€ neurofibrildrnich klubek a k rozséhlé
synaptické dysfunkci a ztraté neuront (Selkoe and Hardy, 2016). Amyloidni hypotéza
naznacuje, ze akumulace patologickych forem AP produkovanych sekvenénim Stépenim
amyloidového prekurzorového proteinu (APP) enzymy - a y-sekretdzy v mozku je primarni
patologicky proces, ktery je fizen nerovnovahou mezi produkci a odstraiovanim AP. Silna
podpora centralni role AP pochéazi z genetiky: vSechny mutace familidrni AN se ucastni bud’
tvorby nebo zpracovani AP a vedou k relativni nadprodukci toxickych forem AP (Jonsson et
al., 2012).

AP je peptid zpracovany APP enzymy B- a y-sekretdzou (Bateman et al., 2011). APP
je transmembranovy integralni glykoprotein typu 1 o velkosti 110-130 kDa (Roberts et al.,
1994) a ptedstavuje jeden z nejhojnéjsich proteinti v centralnim nervovém systému (CNS).

V lidskych tkanich je vSudypfitomné exprimovan a nachézi se v plazmatické membrané a
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také v nékolika organelach, jako je endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat a
mitochondrie (Rhein and Eckert, 2007). Metabolizovén je dvéma odlisSnymi a vzajemné se
vylucujicimi cestami: sekrecni cestou, kterd je neamyloidogenni, a amyloidogenni cestou
(Obrazek 2). V prvnim ptipad¢ je APP nejprve Stépen a-sekretdzou, pficemz se uvolni
rozpustny N-koncovy fragment (SAPPa) a C-koncovy fragment (C83), ktery je dale Stépen
y-sekretdzou za vzniku mensiho C-koncového 3 kDa fragmentu (C3). Stdpeni APP o-
sekretdzou nastava v sekvenci aminokyselin, které patii k peptidu AP, a proto vylucuje
tvorbu amyloidnich peptidi (Braak and Braak, 1998b). V draze amyloidogenni je APP
alternativné Stépen B-sekretazou, pficemz se uvoliiuje mensi N-terminalni fragment (sAPPf)
a delsi C-termindlni fragment (C99), ktery obsahuje uplnou amyloidogenni sekvenci
aminokyselin. Dalsi §tépeni APP y-sekretdzou poskytuje peptidy AP. Peptidy AP se uvolituji
jako monomery, které se postupné agreguji do dimerd, trimert, oligomert, protofibril a

fibril, aby se nakonec ulozily a vytvofily amyloidni plaky (Recuero et al., 2004).

Neamyloidogenni cesta ~ Amyloidogenni cesta

o »
% L
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Obrazek 2 Tvorba amyloidu beta (AP). Sekrecni cestou, tedy neamyloidogenni, je
amyloidovy prekurzorovy protein (APP) stépen a-sekretazou na solubilni APP (sAPPa)
a karboxytermindlni fragment 83 (C83). Amyloidogenni cestou dochadzi ke Stépeni APP
[-sekretazou na sAPPS a C99. C99 je nasledné Sstépen y-sekretazou za tvorby Af
(upraveno dle Cechova et al., 2019).

Oligomery AP jsou povazovany za nejtoxictéjsi formy amyloidnich derivatl

(Roberts et al., 1994). Interaguji s neurony a gliovymi buiikkami, coz vede k aktivaci

prozanétlivych kaskéad, mitochondridlni dysfunkci a zvySenému oxida¢nimu stresu, naruseni
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intracelularnich signalnich drah a synaptické plasticity, zvySeni fosforylace tau, zvySeni
GSK 3 aktivity, deregulaci metabolismu vapniku, indukci neurondlni apoptozy a bunécné
smrti. Tyto mechanismy dohromady vedou ke vzniku samocinné, pozitivni zpétné vazby,
ve které produkce peptidi AP vede ke Skodlivym udalostem pro neuronélni buniky, coz zase
vede k dysfunkci metabolismu APP a vétsi produkci peptidi AB. Fibrily AP se ukladaji
do neuritickych plaki v sekvenénim vzoru: difuzni neuritické plaky, zralé neuritické plaky,
senilni plaky a fantomy senilnich plaki v pokrocilejSich stadiich onemocnéni. Tvorba plaku
ma také Skodlivy dopad na neurony, coz také vede k jejich dysfunkci, a nakonec k jejich
smrti (Rhein and Eckert, 2007).

Tau protein

Tau je protein asociovany s mikrotubuly, ktery se sklada ze Sesti lidskych izoforem
pfevazné lokalizovanych v axonu neuronti (Khan and Bloom, 2016). Neuronalni a/nebo
gliové inkluze tau lze detekovat u nékolika neurodegenerativnich onemocnéni
nebo ,,tauopatii®, véetné AN (Irwin, 2016). Neurofibrilarni klubka charakteristickd pro AN
jsou slozena primarné z hyperfosforylovaného tau (Lee et al., 1991). Tau patologie typicky
zacina v alokortexu medidlniho temporalniho laloku (entorhinalni ktra a hipokampus),
nez se roz$ifi do asociativniho izokortexu. Primarni senzorické, motorické a zrakové oblasti
byvaji relativné usetteny (Serrano-Pozo et al., 2011).

Tau je Siroce exprimovan v centralnim a perifernim nervovém systému, a proto mtize
byt povazovan za neurondlni fosfoprotein. Kromé zapojeni tau do udrzovani neurondlni
struktury a synaptické plasticity jsou mikrotubuly nezbytné pro axonalni transport organel
(mitochondrie, endoplazmatické retikulum, lysozomy) a vezikul obsahujicich proteiny
a neurotransmitery. U neurond je dilezitou soucasti cytoskeletu (Kosik, 1993). Interaguje
s a- a B-tubulinem a jeho fosforylaéni stav je kriticky pro stabilizaci polymert tubulinu
(Lindwall and Cole, 1984).

Podél axonu a v rtiznych oblastech mozku existuje fosforyla¢ni gradient, pfi¢emz
distalni axon je méné fosforylovan, zejména v bilé hmoté (Buée et al., 2000;
Hernéndez and Avila, 2007). Zmény ve fosforylatnim stavu tau nastdvaji v procesu
remodelace cytoskeletu, ve kterém se regulaéni mechanismy fosforylace tau stavaji
kritickymi pro podporu synaptické plasticity. Abnormélni fosforylace tau negativné
ovliviluje jeho schopnost véazat se na tubulin, coZz naruSuje strukturu mikrotubuld.
Kromé toho hyperfosforylovany tau narusuje axonalni transport a synapticky metabolismus,
coz zpusobuje dysfunkce, které vedou ke ztraté zivotaschopnosti bunck, a nakonec vedou

ke kolapsu mikrotubuldrniho cytoskeletu a smrti neuronil. Fosforylace a defosforylace tau
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na serinovych a threoninovych fosfoepitopech jsou kritickymi regula¢nimi udélostmi
v neurondlni homeostaze. Tau se mulze nachizet v rozpustné a nerozpustné formé,
pfi¢emz druhd z nich je identifikovéna v parovych helikalnich vldknech (PHF), kterd jsou
hlavni slozkou neurofibrilarnich klubek (Obrazek 3). Komplexy PHF-tau maji Sest az osm
fosfatovych skupin na molekulu proteinu tau, coz je mnohem vyssi stupeil nez obvykly
stupen fosforylace proteinu tau ve zdravém mozku (tj. dvé fosfatové skupiny na molekulu).
U savctl bylo popsano Sest izoforem tau. Hlavni rozdily mezi t€émito izoformami spocivaji
v existenci tif nebo ¢tyf domén vazajicich tubulin a nékterych mensich rozdilech na N-konci
proteinu  (Cleveland and Hoffman, 1991; Trojanowski et al, 1994;
Shahani and Brandt, 2002). Tau protein ma pfiblizné¢ 79 fosforylacnich mist na serinovych

a threoninovych zbytcich (Shahani and Brandt, 2002).
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Hyperfosforylace tau- Agregace  Parova helikalni Neurofibrilarni klubka
depolymerizace mikrotubuld  tau oligomerd vlakna

Obrazek 3 Tvorba neurofibrilarnich klubek. V neuronu nastava hyperfosforylace proteinu
tau — depolymerizace mikrotubulii. Nasledné nastava agregace tau oligomerii, které se
nachazeji v parovych helikalnich vidknech, které jsou hlavni slozkou neurofibrilarnich
klubek. Dochazi ke smrti neuronu a tau oligomery se dostavaji do extracelularniho prostoru

(upraveno dle Mokhtar et al., 2013).

Hyperfosforylace tau ma nékolik patogennich GCinkl. Snizuje afinitu tau
k mikrotubulim a  zvySuje jeho  pravdépodobnost agregace a fibrilace
(Sanabria-Castro et al., 2017). To vede k destabilizaci mikrotubulli s ndslednym selhanim
axonalniho transportu a neurodegeneraci, kterou lze kompenzovat nebo korigovat 1éky
stabilizujicimi mikrotubuly (Brunden et al., 2010). Pfedpoklada se, ze hyperfosforylace tau
zpiisobuje jeho nespravnou lokalizaci do somatodendritickych kompartmentt,
kde interaguje s AP a zpusobuje synaptotoxicitu prostiednictvim nadmérné aktivace

receptori N-methyl-D-aspartatu (NMDA) (Khan and Bloom, 2016). Kromé toho se
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hyperfosforylace tau podili na Ap-indukované bunéné smrti, pravdépodobné
prostiednictvim toxického zesileni funkéniho mechanismu (Fath et al., 2002).

V embryondlnich stadiich vyvoje je neurondlni tau pievazné pravé
v hyperfosforylovaném stavu. To je zplisobeno velkou poptivkou po neuroplastickych
zméndch v neuronech a synapsich v c¢asnych vyvojovych stadiich CNS
(Lovestone et al., 1997). Ve zralém CNS jsou tau fosfoepitopy udrzovany v pievazné
defosforylovaném stavu, ktery propiijcuje cytoskeletu nezbytnou stabilitu pro udrzeni
neuronalni homeostazy (Johnson and Stoothoff, 2004). Nicméné dynamické zmény
ve fosforylaci tau jsou dilezité pro neurondalni reakce, véetné riistu neuritli a synaptické
plasticity (Igbal et al., 2005).

Lehka neurofilamenta

Neurofilamenta jsou intermedidrni filamenta exprimovand v neuronech a jsou
pocetné zastoupena praveé v axonech. Skladaji se ze Ctyf podjednotek — lehkého
neurofilamenta (NfL), stfedniho neurofilamenta (NfM), tézkého neurofilamenta (NfH)
a a-internexinu v CNS a periferinu v perifernim nervovém systému. Neurofilamenta jsou
nezbytnd pro radidlni rist axont béhem vyvoje, strukturalni podporu a ptenos elektrickych
impulst. Nedavny vyzkum naznacuje, Ze jsou také dilezité pro normalni synaptickou funkci.
Abnormalni agregace a dal$i zmény neurofilament jsou evidentni u n€kolika neurologickych
onemocnéni véetné AN (Yuan et al., 2012; Yuan et al., 2017).

NfL jsou soucasti axondlniho cytoskeletu a jsou primarné exprimovany
v myelinizovanych axonech velkého kalibru. Zmény NfL v télesnych tekutindch byly
spojeny s poskozenim mozku a atrofii mozku u mySich modelll a ¢etnymi neurologickymi
poruchami v¢etné proteopatickych neurodegenerativnich onemocnéni (Petzold, 2005).

Mozek pii AN casto vykazuje alesponl stfedni atrofii struktur limbického laloku.
Frontalni a temporalni kira vykazuje zvétSeni komor a atrofii gyru, zatimco primarni
motorickd a somatosenzorickd kira neni ve vétSiné pripadi AN ovlivnéna.
Funk¢ni zobrazovaci studie zaméiuji pozornost na precuneus a zadni cinguldrni gyrus
(Rami et al., 2012). V dusledku vySe uvedené atrofie Casto dochazi ke zvétSeni celniho
a temporalniho rohu postranni komory. Pozorovan je 1 pokles hmotnosti mozku.
Medialni temporalni atrofie postihujici amygdalu a hipokampus je obvykle doprovazena
zvétsenim temporalniho rohu, které je pro AN typické. Castd je také ztrata pigmentace
neuromelaninu v locus coeruleus (Perl, 2010).

Klinicky se AN typicky primarné€ projevuje narusenim pameéti. Pacienti vS§ak mohou

mit riznorodé spektrum ptiznaki v jinych kognitivnich doménach a s riznymi kognitivnimi
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profily u riznych ,variant“ AN (napf. zadni kortikdlni atrofie, logopenickd primarni
progresivni afazie a frontalni varianta AN). Pfiznaky AN si okoli pacienta v§imne v priméru
3 roky pted stanovenim diagnézy (Draper et al., 2016). V amnestickém projevu,
Casné poruchy epizodické paméti odrazeji pocatecni patologii v medidlnim temporalnim
dochazi k progresivnimu poskozeni vice kognitivnich domén, progresivnimu poklesu funkce
fungovani, naruSeni behavioralniho projevu, nalady a rostouci zavislosti na druhych
pti zékladnich c¢innostech kazdodenniho zivota. VeétSina pacienti nakonec vyzaduje
celodenni péci. U téch, ktefi pteziji v pokrocilych stadiich nemoci, je smrt ¢asto zpiisobena
nasledky nemoci a zvySenou nachylnosti k padim, otlakiim a infekcim (napt. aspiracni
pneumonie) (Eratne et al., 2018).

Dutlezité je poznamenat, ze u starSich vékovych skupin mtze byt koncept Cisté AN
spiSe teoreticky nez realisticky. Kdyz se syndrom demence vyskytne pozdéji v zivoté je
pravdépodobnéjsi, ze je zplisoben smési zmén mozku souvisejicich s vékem, z nichz
nejcastéj$i jsou vaskularni zmény, Alzheimerova patologie a patologie a-synukleinu.

V pitevnich studiich je ve skute¢nosti demence zptsobend koincidenénim onemocnénim

(smiSena patologie) Cast&jsi nez demence zptsobena Cistou AN (Llewellyn et al., 2008).

2.1.2 Onemocnéni s Lewyho télisky

Syndromy demence spojené s patologii Lewyho télisek se déli na demenci s Lewyho
télisky (DLB) a Parkinsonovu nemoc s demenci (PDD). Spole¢né¢ spadaji pod tzv. Lewy
body diseases ¢i Lewy body demence (LBD). Protoze hlavni slozkou Lewyho télisek
aLewyho neuritt je fosforylovany a-synuklein, jsou LBD klasifikovany
jako a-synukleinopatie (Kon et al., 2019). LBD je druhou nejcastejsi pficinou
neurodegenerativniho onemocnéni po AN, byva ale ¢asto nedostateén¢ diagnostikovana,
resp. diagnostikovana jako jiné onemocnéni, nejcastéji jako AN. Podobné jako u AN,
iu DLB rozlisujeme casna stadia dle klinického pribéhu a tize symptomi: ¢asnym stadiem
je porucha chovani v REM spanku (REM sleep behavior disorder- RBD), kterd pozdéji mize
progredovat do MCI s Lewy body ptiznaky (MCI-LB), a nésledné¢ do syndromu demence
pfi DLB. PN mitize byt v rdmci klinické progrese doprovazena MCI (MCI-PN) a n¢kdy také
progredovat az do demence (PDD).

a-synuklein

Klicovym patologickym rysem u vSech téchto poruch je agregace proteinu

a-synukleinu, ktery tvoii Lewyho téliska v télech neuronii a neuritd (Galasko, 2017).
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Fosforylovany a-synuklein se také uklddd v axonech a dendritech, kde se objevuje
jako vldknité struktury v neuropilu (Lewyho vldkna), teckovité struktury (Lewyho tecky)
a zdutel¢ axony (Lewyho axony). Tyto struktury se nazyvaji Lewyho neurity
(Saito et al., 2003). a-synuklein je maly protein (~14 kDa), ktery je ve vysokych hladinach
exprimovan neuronovymi bunikami, a ptedpoklada se jeho fyziologické role v synapsich
a synaptickém ptenosu. Diikazy naznacuji, Ze pfeména o-synukleinu z rozpustnych
monomerd na agregované, nerozpustné formy v mozku, je kli¢ovou udalosti v patogenezi
synukleinopatii (Mollenhauer et al., 2013). Oligomery a-synukleinu maji ¢etné toxické
ucinky vcetné tvorby zanétu, synaptické dysfunkce, narusené integrity buné¢né membrany
a zhorSené degradace intraceluldrnich proteinti (Ingelsson, 2016). Pribyva dikazd,
ze a-synuklein mize plsobit prionovym zpusobem, takze Spatné slozeny a-synuklein mize
byt propagovan z buniky do buiiky (Brettschneider et al., 2015).

U LBD existuji tfi varianty, resp. stadia patologie o-synukleinu: ptevladajici
postizeni mozkového kmene (,,brain-stem*), limbicka (také nazyvand prechodnd) patologie
(,,Jimbic-predominant®) a neokortikalni patologie. Léze mozkového kmene postihuji
substantia nigra, jadra vagusovych a glosofaryngedlnich nervi, retikularni jadra a locus
coeruleus. Limbicka nebo pfechodna patologie se vyskytuje v amygdale, transentorhindlnim
kortexu a gyrus cinguli. Neokortikdlni patologie postihuje zejména temporalni, frontdlni
a parietalni kortex. Limbické a neokortikdlni a-synukleinové 1éze jsou spojeny s klinickymi
(zejména kognitivnimi) rysy charakteristickymi pro LBD, a také odliSuji PDD od PN
(Toledo et al., 2016). Funkci a-synukleinu je stale tfeba stanovit, avSak podili se na regulaci
synaptické plasticity a neurondlni diferenciaci, jakoz i na regulaci syntézy dopaminu
(Mollenhauer et al., 2013).

Hlavnimi klinickymi otdzkami je jednak v€asna diagn6za DLB, a nésledné odliSeni
DLB od AN. U PDD to je zpravidla jednodussi, za¢ina hybnou poruchou charakteristickou
pro PN, po niz po letech ¢i dokonce desetiletich Casto nasleduje kognitivni pokles,
resp. mirna kognitivni porucha, tedy MCI-PN (Aarsland et al., 2004). Castym privodnim
nalezem LBD (konkomitantni patologii) je vSak riizny stupenn patologie typu AN, tj. Ap
v neuritickych placich a hyperfosforylovany tau v neurofibrilarnich klubcich
(NIA Reagan, 1997). Toto ptekryvani se mezi dvéma nejbéznéjsimi, ale presto odliSnymi
neurodegenerativnimi onemocnénimi, pokud jde o zakladni patologii a klinické
charakteristiky, cCasto ¢ini diagndézu antemortem narocnou (Nedelska et al.,, 2015).
Kromé ptiznakit AN a ptiznakiit PN ma DLB vyrazné neurobehaviordlni a kognitivni rysy

(McKeith et al., 1996). Klinické ptiznaky se déli na dvé kategorie: zékladni a podplrné.
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Mezi zakladni klinické ptiznaky patii RBD, kolisajici stav (zejména co se tyka kognice),
zrakové halucinace a pfiznaky parkinsonismu (ztuhlost, zpomaleni pohybti, nebo ttes).
Podpiirné klinické pfiznaky jsou béZzné a mohou se projevit v ¢asném prubéhu onemocnéni.
Patfi mezi ne nadmérna spavost, zhorSeni Cichu, abnormalni citlivost k psychiatrickym
1¢ktim- neurolepticim, posturdlni nestabilita, pady, synkopy, t¢zka autonomni dysfunkce
(napt. zéacpa, ortostaticka hypotenze, inkontinence), bludy, apatie, tzkosti ¢i deprese

(McKeith et al., 2017).

2.1.3 Frontotemporalni lobarni degenerace

FTLD je neuropatologicky termin pro piibuznou skupinu vzicnych
neurodegenerativnich  onemocnéni, které zplisobuji spektrum poruch osobnosti,
kognitivnich funkci, feci a jazyka a motorickych funkei (Boxer et al., 2020). VétSinu piipadi
FTLD lze klasifikovat do 2 hlavnich podtypt: FTLD-TDP (také zndmy jako TDP-43)
a FTLD-tau.

TDP 43

Charakteristické patologické znaky souvisejici s TDP-43 se obvykle oznacuji
jako proteinopatie TDP-43. Zijem o pochopeni mechanismi, které jsou zakladem
proteinopatie TDP-43, se v poslednim desetileti podstatné zvysil, zejména z divodu
pfitomnosti proteinopatie TDP-43 jako bézného kli¢ového patologického znaku v Sirokém
spektru rznych neurodegenerativnich onemocnéni, véetné FTLD. Spojeni mezi TDP-43
a neurodegenerativnimi onemocnénimi bylo prokdzano pocatecni identifikaci TDP-43
jako hlavni slozky patologického znaku ubikvitin-pozitivnich proteinovych inkluzi
u pacientll s FTLD. Brzy nésledoval také objev genetickych mutaci v TDP-43 spojenych
s FTLD (Gao et al., 2018). Cytoplazmatick4 agregace ubikvitinovaného, fosforylovaného
a zkraceného TDP-43 je sjednocujicim patologickym pozorovanim napfi¢ klinickym
spektrem FTLD (Neumann et al., 2006). TDP-43 je heterogenni jaderny ribonukleoprotein
(hnRNP) o délce 414 aminokyselin. Funkci TDP-43, podobné jako jinych hnRNP, je
regulovat genovou expresi a dalsi aspekty zpracovani RNA (Higashi et al., 2013). NaruSeni
spravné regulace TDP-43 mize pfispét k jeho patogenezi. Za fyziologickych podminek je
TDP-43 ptevazné jaderny protein. Ve vétSin€ piipadit FTLD se nachazi translokovany
do cytoplazmy, kde tvoii agregaty (Nishimura et al., 2010). Tato inkluzni téliska TDP-43 se
nachazeji v neuronech, neuronalnich bunéénych procesech a gliich (Neumann et al., 2006).

Predpoklada se, Ze neurondlni smrt spojena s patologickym TDP-43 je zpisobena kombinaci
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jak zisku toxické funkce, tak i ztraty fyziologické funkce spojené s depleci TDP-43 z jadra
(Gendron et al., 2011).

Podtypy FTLD-tau zahrnuji naptiklad nemoc s argyrofilnimi zrny (AGD),
progresivni supranuklearni paralyzu (PSP), kortikobazalni degeneraci (CBD), Pickovu
chorobu (PiD) nebo demenci s pievahou neurofibrilarnich klubek (Mackenzie et al., 2010).
Vsechny typy FTLD-tau vedou k syndromu demence, ale ptipady PSP a CBD se
pravdépodobnéji jeSté¢ pied kognitivnim deficitem projevi motorickymi symptomy
(Braak and Braak, 1998a). Celkové FTLD-tau ¢asto zacina psychiatrickymi pfiznaky a ma
podobnosti s jinymi neurodegenerativnimi onemocnénimi, jako je napiiklad AN
(Spillantini and Goedert, 2013). Pokud je diagndza FTLD-tau zaloZena pouze na klinickém
nebo histopatologickém posouzeni miize byt ndrocnd, protoze inkluze tau jsou piitomny
u vice neurodegenerativnich onemocnéni (Cairns et al., 2007).

Mezi AN a FTLD se ptiznaky znaéné piekryvaji. Alzheimerova patologie se
projevuje prevazné kognitivnim poklesem v oblasti paméti, normalnim neurologickym
vySetienim a atrofii mozku v oblasti meziotemporalnich struktur. Forma progresivni afazie
s vyraznou anomii, akalkulii a pauzami pifi hledani slov je obvykle zpisobena
Alzheimerovou patologii. S neustalym pokrokem zobrazovacich technik 1ze pouzit nékolik
pomocnych metod pii diagnostice FTLD. Strukturdlni magnetickd rezonance (MRI)
a vypocetni tomografie (CT) vykazuji vzorce atrofie. FTLD je charakterizovéana prevladajici
frontalni nebo temporalni atrofii, pfiCemz atrofie ve frontoinzularni oblasti je zvlasté
indikativni pravé pro FTLD. PET, funkéni magneticka rezonance (fMRI) a CT podobné
ukazuji v téchto oblastech hypoperfuzi a hypometabolismus (Leo et al., 2021).

2.2 Biomarkery

Biomarker je charakteristika, kterou lze méfit a vyhodnocovat jako indikator
normalniho nebo patologického procesu, nebo pro sledovani ucinku terapeutickych
intervenci na specifické biologické kaskady (Wagner, 2009). Idealni diagnosticky biomarker
neurodegenerativnich onemocnéni by mél spliiovat alespon tii zakladni pozadavky:
(1) odrazet zakladni neurobiologické zmény nasledujici po procesu onemocnéni, (2) byt
validovan postmortalnimi studiemi za ptedpokladu, Ze neuropatologické nalezy jsou zlatymi
standardy, a (3) byt mcfitelny co nejdiive v kontinuu onemocnéni- idedlné
v presymptomatickych stadiich (NIA, 2011). Biomarkery jsou pfislibem pro umoZznéni
ucinnéjs§tho  vyvoje 1éki a zavedeni personalizovaného pfistupu mediciny

(Hampel et al., 2016), mohou se brzy stat nezbytnymi pro stanoveni stadia, sledovani
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a poskytovani kvantitativnéjsi kategorizace onemocnéni, stejn¢ jako pro dokumentovani
ucinku potencialnich terapeutik. Tyto body jsou zdlraznény v navrzich pokynii pro rok
2018, které vydal americky Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA)
(Casna Alzheimerova choroba: vyvoj lékii pro 1é¢bu; navrh pokynti pro primysl)
(FDA, 2018) a vybor Evropské 1ékové agentury (EMA) pro Medicinal Products for Human
Use (CHMP) (Smérnice pro klinicky vyzkum lé¢ivych piipravki pro 1é€bu Alzheimerovy

nemoci, 2018).

Kognitivni markery

Kognitivni funkce jsou vys$i funkce mozku, které nam umoznuji pozndvat
a uvédomovat si svét a sobé samych. Vyvijeji se od narozeni do dospélosti. Rychly rozvoj
kognitivnich funkci v détstvi a adolescenci stfida fazi platd v dospélosti. Predevsim
po 60. roce zivota dochéazi k jejich postupnému ubytku. Mezi kognitivni funkce patii
vnimani, pamét, pozornost, exekutivni funkce, ftec, gnostické funkce, praktické
a zrakové-prostorové funkce (Obrazek 4) (Vyhnalek et al., 2020). MMSE je povazovano za
standardni nastroj kognitivniho hodnoceni a bézné se pouziva v ramci procesu diagnostiky

neurodegenerativnich onemocnéni jako screeningovy test (Shulman et al., 2006).
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Exekut

Obrazek 4 Ilustrativni zobrazeni kognitivnich funkci a jejich odpovidajicich &asti mozku

(upraveno dle Cechova et al., 2019).

Pamét’ je schopnost ukladat, uchovavat a znovuvybavovat informace. D¢li se dle
délky trvani na kratkodobou a dlouhodobou a dle charakteru informace na deklarativni
a nedeklarativni. U AN se setkdvame s postizenim deklarativni paméti. Deklarativni pamét’
je charakterizovana védomym vybavovanim vzpominek (prozitych udalosti a naucenych
informaci). Poruchy paméti nachazime i u LBD, i kdyz deklarativni pamét’ je postizena
s 0 néco mensi intenzitou neZ u AN. Naopak velmi vyrazna byva porucha pracovni paméti
a pozornosti (Vyhnalek et al., 2020). Exekutivni funkce zahrnuji schopnost planovat,
rozhodovat, cilevédomé jednat a fesit problémy (Johanidesova, 2014). Exekutivni funkce
uzce souvisi zejména s funkci frontalniho laloku a jeho drah. Kortikalni postizeni frontalnich
oblasti je typicky pfitomno u FTLD, ale s frontdlnim syndromem se setkdvame i u pokrocilé
AN. Pozornost je funkce umoznujici v dané chvili vybrat a uptednostnit relevantni podnét
a umoznit jeho zpracovavani, pfiCemz dochéazi i k potlaceni ostatnich stimulii. Porucha
pozornosti také souvisi zejména s funkci frontalniho laloku a jeho drah. Gnoistické funkce
zodpovidaji za schopnost zpracovavat a interpretovat informace ze zevniho prostiedi

a vlastniho téla. Pfi jejich poruseni vznika agnosie, tedy porucha pozndvani. Pacienti
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s agnosii jsou schopni vnimat podnéty ze zevniho prostfedi a vlastniho téla, ale nejsou
schopni je rozpoznat. Agnodzie mize byt zrakova, sluchova nebo taktilni.
Zrakové-prostorové funkce jsou zodpovédné za vnimani a uvédomovani si prostoru a jeho
uspofadani, za mentalni manipulaci a orientaci v prostoru. Poruchy vizuospacidlnich funkci
vznikaji pfi postizeni nedominantni hemisféry, v oblasti parietalniho laloku. U pacientas AN
se mizeme také setkat s afazii. Je to porucha feci, kterd ma za nésledek naruseni tvorby
a/nebo porozumeéni feci. Tito pacienti mohou trpét i apraxii, coz je porucha provadéni

vrwe

koordinace nebo porozuménim feci a poruchou védomi (Vyhnalek et al., 2020).

Strukturalni markery

Atrofie je nezbytnou progresivni slozkou neurodegenerace. Strukturdlni zmény
mozku odpovidaji predchozim Braakovym stadiim uklddani neurofibrilarnich spleti
a neuropsychologickym deficitim (Vemuri et al, 2008). MRI je stile jednou
z nejpouzivanéjSich neurozobrazovacich technik v diagnostice AN. T1-vazené skeny jsou
nejcastéji pouzivany kvili jejich schopnosti poskytnout dobry kontrast mezi Sedou a bilou
hmotou a schopnosti odhalit jemné zmény v Sedé¢ hmoté (Dickerson et al., 2009).

V pocatecnim stadiu onemocnéni AN je atrofie pozorovana ve strukturdch
medialniho temporalniho laloku, v¢etné entorhinalniho kortexu a hipokampu. Ve srovnéni
s kontrolami jsou objemy hipokampti u pacienti s AN snizeny o 26-27 % a objemy
entorhinalniho kortexu o 38—40 % (Du et al., 2004). Pfitomnost difuzni atrofie hipokampu
souvisi s deficitem kognitivnich funkci, zejména paméti u pacienti s AN
(Oosterman et al., 2012). Pfi progresi AN atrofii sledujeme i ve zbytku medidlniho
temporalniho laloku, kde dochdzi ke ztrat¢ Sedé hmoty v medidlnim temporalnim gyru,
parahipokampu, parahipokampalnim a fusiformnim gyru a temporalnim pélu (Obrazek 5)
(Li et al., 2011). Pfi AN jsou ovlivnény i dalsi limbické struktury vcetné¢ amygdaly,
olfactorius bulbus, cingulate gyrus a thalamus (Guo et al., 2010; Thomann et al., 2009).
Atrofie se §ifi 1 do kortikédlnich oblasti. Frontalni, parietdlni a temporalni oblasti mozku
zaznamenavaji objemové redukce, stejné jako putamen a bazalni cholinergni systém

predniho mozku (Guo et al., 2010; De Long et al., 2008; Kilimann et al., 2014).
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Obrazek 5 Magnetickd rezonance. Tl-vazené zobrazeni magnetické rezonance (MRI)
pomoci sekvence MPRAGE (Magnetisation Prepared Rapid Gradient Echo) ukazuje snizeny
objem sedé hmoty u pacienta s AN ve srovnani se zdravou kontrolou a stiedni pokles sedé

hmoty u pacienta s MCI (upraveno dle Chandra et al., 2019).

Korelaci biofluidniho t-tau a p-tau 181 s atrofii potvrdilo n¢kolik studii. Jelikoz se
predpoklada, ze zvySené hladiny t-tau a p-tau 181 odraZeji poSkozeni neurond, jsou vysledky
snizeni hustoty Sedé¢ hmoty u jedincti vykazujicich zvySené hladiny t-tau a p-tau 181 v CSF
jasnym dikazem negativni korelace (Thomann et al., 2009). V studii z roku 2022
Nabizadeh et al. zkoumali asociaci CSF a plazmatickych hladin p-tau 181 se strukturalnimi
mozkovymi zménami v kortikdlni tloust’ce, kortikdlnim objemu, povrchové plose
a subkortikalnim objemu u pacientd s MCI. Vysledky voxelovych parcidlnich korela¢nich
analyz ukéazaly vyznamnou negativni korelaci mezi zvySenymi hladinami plazmatického
p-tau 181, celkového tau CSF a CSF p-taul81 se strukturdlnimi zménami v zminénych
oblastech mozku. Tyto vysledky poskytuji ditkaz pro pouziti plazmatického p-tau 181
jako diagnostického markeru pro strukturdlni zmény v mozku spojené s Casnymi stadii AN

(Nabizadeh et al., 2022).

Biofluidni markery

Tekuté biomarkery maji potencial byt snadno implementovatelné do klinickych
studii. Ve stejném vzorku lze analyzovat n€kolik biomarker najednou odrazejicich rizné
patofyziologické mechanismy. CSF nebo krev maji potencial pro detekci nékterych
biomarkerti, které nelze identifikovat zobrazenim mozku (Hampel et al., 2010).

Idealni biofluidni biomarker by mél byt spolehlivy, reprodukovatelny, neinvazivni, snadno
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méfitelny a financné ne piili§ nakladny, a také by se mél dat snadno implementovat na velké
populace, jako jsou klinické studie a prostfedi primarni péce (FDA, 2011). Pro uspésny
vyvoj léku na AN je dulezité zajistit, aby jedinci zafazeni do klinickych studii byli ti,
kteti maji patologii AN a s nejvétsi pravdépodobnosti budou postupovat v pribéhu kontinua
onemocnéni. Tekuté biomarkery maji tak dilezitou roli pfi vybéru jedinct do klinického
hodnoceni (v¢etné stratifikace jedincti (Hampel et al., 2020). Kromé¢ toho tekuté biomarkery,
zejména krevni biomarkery, by mohly byt pouzity v ¢asném screeningu v primdrni péci
k identifikaci pacienti s AN, ¢imz by se zlepSila Casna diagnostika a umoznilo by se
dlouhodobé¢ sledovani riznych indikatorti onemocnéni (Hampel et al., 2018).

CSF predstavuje logicky zdroj pro vyvoj biomarkerti u AN vzhledem k jeho pfimé
interakci s extraceluldarnim prostorem v mozku, coz potencidlné odrazi souvisejici
patofyziologické zmény (Blennow et al., 2015). Celkovy bezpecnostni zdznam lumbdlni
punkce je siln€ podpofen rozsdhlymi metaanalyzami (Engelborghs et al., 2017).
Mezi omezeni CSF patfi relativni invazivita odbéru CSF lumbalni punkci, omezeny ptistup
a prijatelnost v né€kterych zemich, nemoznost odebirat vzorky z velkych populaci, zejména
pokud je potieba vice méfeni, obavy ze zpomaleni naboru jedinct do klinickych studii,
mezery ve vzdélani o bezpecnosti lumbalni punkce, vyvoji a validaci CSF testd a klinické
uzite¢nosti (Hampel et al., 2018).

V soucasnosti jsou do smérnic vyzkumu pro AN zahrnuty tii zékladni biomarkery
CSF: AB42, t-tau a p-tau 181 (Dubois et al., 2014). Pro celou trojici biomarkeru bylo
Centrem pro vyzkum, diagnostiku a 1é€bu Alzheimerovy demence navrzeno strucné
oznaceni biochemicky ¢i likvorovy triplet (Bartos et al., 2012). Pozitivni likvorovy triplet
svéd¢i pro AN se specificitou a senzitivitou az 80-95 %, a to nejen ve fazi demence,
ale 1 v prodromadlnich stadiich nemoci (Bartos, 2014).

Pacienti s AN charakteristicky vykazuji nizké koncentrace AP42. AP42 je
produkovan hlavné neurony, secernovan do CSF a poté vycistén pies hematoencefalickou
bariéru a degradovan retikuloendotelidlnim systémem. Hladiny AB42 jsou tedy regulovany
v ptisné rovnovaze mezi mozkem, CSF a krvi (Shoji et al., 1992). U pacientli s AN tvoii
AP42 nerozpustny amyloid, ktery se kumuluje jako intracerebralni fibrily, coz vede
ke snizeni hladin CSF AP42 (Shoji et al.,, 2001). Snizené hladiny AB42 v CSF jsou
povazovany za sekundarni k efektu ,,potopeni® tohoto peptidu do plakti béhem progrese
mozkové amyloidogeneze (Bates et al., 2009).

Kromé AB42 je v lidském CSF ptitomno nékolik dalsich AP druhd, pricemz AB40 je

v

nejhojnéj$i a nachdzi se v pfiblizn¢ 10krat vysSich koncentracich nez AP42
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(Portelius et al., 2007). V roce 1998 prvni studie ukazala, Ze kombinovana analyza AP42
a AP40 zlepsila diagnostickou piesnost AN (Shoji et al., 1998). Potom mnohé studie
ukdzaly, ze zatimco CSF AP40 nevykazuje zddnou nebo jen malou zménu v AN
(Olsson et al., 2016), pomér AP42/AP40 v CSF mé vyssi ucinnost pii identifikaci AN
nez CSF AB42 jako samostatny biomarker (Lewczuk et al., 2004; Hansson et al., 2007).
Nedavné studie také naznacuji, ze poméer AB42/AB40 vykazuje lepsi shodu s amyloidni PET
pozitivitou (Lewczuk et al., 2017; Janelidze et al., 2016), a tedy ze pomér AB42/AB40 v CSF
ma vyssi diagnostickou hodnotu. Dlivod lepsi diagnostické presnosti poméru AB42/AB40 je
nejasny, ale existuje hypotéza, ze CSF AP40 mulze slouzit jako nahrada pro ,,celkové*
hladiny AP, a tak pomér AB42/AB40 se normalizuje pro ,,celkovou hladinu produkce AP
mezi jednotlivei. To znamend, Ze snizené hladiny AP42 v CSF u jedinct s vysokou celkovou
produkci A lze presnéji identifikovat a okrajové nizka hladina AB42 v CSF u jedinct
s nizkou celkovou produkci AP nebude nespravné interpretovana jako indikator mozkové
amyloidozy (Lewczuk et al., 2015).

Tau protein je protein asociovany s mikrotubuly, primarné lokalizovany
v neuronovych axonech, ktery mé diky alternativnimu sestfihu 6 izoforem s 352-441
aminokyselinami (Goedert et al., 1989). CSF t-tau byl navrzen jako marker odrazejici
intenzitu  neurodegenerace = nebo  zavaznost  akutnitho  poSkozeni  neuront
(Blennow and Hampel, 2003). Po akutnim poskozeni mozku jsou hladiny t-tau v CSF
dynamické, zvySuji se béhem nékolika dni po poranéni a poté zlistavaji zvySené po tydny
az do jejich normalizace (Hesse et al., 2001). Nezavisle na stavu fosforylace byly mirné
zvySené hladiny t-tau v CSF spojeny se starnutim, vaskuldrni demenci, roztrouSenou
skler6zou nebo poranénim hlavy (Shoji et al., 2002). U chronickych neurodegenerativnich
onemocnéni jsou nejvyssi hladiny t-tau v CSF zjiStény u onemocnéni s nejintenzivngjsi
neurodegeneraci, zejména u Creutzfeldt-Jakobovy choroby, kde jsou hladiny 10 az 20krat
vy$$i nez u AN (Riemenschneider et al., 2003). Ve srovnani s kognitivné zdravymi
kontrolami byl u AN pozorovan trojnasobny ndrast t-tau v CSF (Shoji et al., 2002).
Systematicky ptehled biomarkert CSF pro AN analyzujici 41 studii CSF t-tau prokazal jeho
90% specificnost a 81% senzitivitu ~ pfi diagnostice onemocnéni
(Blennow and Hampel, 2003).

Protein p-tau ma fadu potencialnich fosforylacnich mist a ukazalo se, Ze abnormalni
hyperfosforylace rusi normalni funkci tau vazat se a stabilizovat mikrotubuly v neuronech,
coz vede k naruSeni mikrotubull, naruSeni axoplazmatického toku a ztrat€¢ neurondlni

konektivity. Kromé neurofibrilarnich klubek se agregovany hyperfosforylovany tau nachazi
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také v neuropilnich vlaknech a v dystrofickych neuritech obklopujicich amyloidni plaky
(Mandelkow and Mandelkow, 1998). Systematicky pfehled 11 studii CSF p-tau u AN ukazal
diagnostickou specificitu 92 % a senzitivitu 80 % (Blennow and Hampel, 2003). Ve spektru
AN vyssi t-tau a p-tau CSF predikuji rychlejsi klinickou progresi onemocnéni
(Wallin et al., 2010), coz podporuje ulohu t-tau CSF jako biomarkru intenzity
neurodegenerace.

Jako nejslibnéjsi fluidni biomarker neurodegenerace se zda byt NfL. ZvySené hladiny
NfL reflektuji axonalni poskozeni nebo neurondlni degeneraci. Pfi nich se uvoliiuje NfL
do intersticialni tekutiny, pfipadné i do CSF a plazmy (Gaiottino et al., 2013). Destrukce
axonové membrany tedy uvoliiuje neurofilamenta do intersticidlni tekutiny,
pfi¢em mezi vS§emi podjednotkami neurofilament je NfL nejhojnéjSi a nejrozpustnéjsi,
cozz NfL déla nejméfitelnéjsi podjednotku neurofilament v biologickych tekutinidch
(Petzold, 2005). V roce 1996 priifezova studie zjistila, ze koncentrace NfL v CSF se zvySuje
u pacientli s ALS, zejména u pacientll s postizenim pyramidalniho traktu. Autofi dospéli
k zavéru, ze CSF NfL je slibnym biomarkerem neurodegenerace (Rosengren et al., 1996).
Hladiny NfL v CSF jsou zvySeny i pii AN, a tedy jesté vice pti FTLD nebo ALS, ale také
po akutnim poranéni mozku (naptiklad cévni mozkova piihoda, traumatické poranéni mozku
nebo srdecni zastava) (Khalil et al, 2018). Vyzkumnici za¢ali vénovat pozornost vztahu mezi
patologii AN a hladinami NfL. Bylo zjisténo, Ze nedostatek NfL vyznamné zvysil patologii
axonl kortikéIni dystrofie, ukladani AP, synaptickou fragilitu a mikroglialni proliferaci
kolem AP plaki, coz naznacuje, ze NfL mohou hrat i protektivni roli v patologii AN
(Fernandez-Martos et al., 2015). Vzhledem k tomu, Ze je zvySen pfi vice neurologickych
poruchdch, NfL jsou povazovany za nespecificky marker poskozeni neuronil
(prednostné poskozeni axontl). Dulezité je, ze vyssi hladiny NfL jsou spojeny s rychlejsi
progresi onemocnéni a vyssi mirou atrofie mozku u vétSiny neurodegenerativnich poruch.
NfL Ize tedy povazovat za ukazatel miry intenzity probihajici neurodegenerace
(Khalil et al, 2018). Vyzkumny rdmec Ndarodniho institutu pro stdrnuti a Alzheimerovu
asociaci (NIA-AA) z roku 2018 navrhl biologickou definici AN pomoci syst¢ému AT(N),
kde (N) je otevien novym biomarkeriim, pokud jsou podpoieny dostupnymi dikazy
(Jack et al., 2018). Studie prokézala, Ze NfL jako marker neurodegenerativni degenerace (N)
se chova podobné jako t-tau (Antonell et al., 2020), a ze NfL v kombinaci s t-tau mize zlepsit

diagnostickou presnost pacientii s AN (Mattsson et al., 2016).
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2.3 AT(N) kritéria

AN byla zpoc¢atku definovana jako klinicko-patologicka jednotka, ktera je definitivné
diagnostikovana post mortem a béhem zivota jako ,,moznd*“ nebo ,pravdépodobnd“ AN
(McKhann et al., 1984). Spolecnym tématem doporuceni NIA-AA z roku 2011 bylo pouziti
zobrazovacich metod a biomarkerd CSF. U symptomatickych jedincti byly biomarkery
pouzity ke zpfesnéni diagnozy, Ze patologické zmény AN piispély ke kognitivnim poruchdm
dan¢ osoby (McKhann et al., 2011).

Schéma (které¢ je oznaceno AT(N)) rozeznava tifi obecné skupiny biomarker
na zaklad¢é povahy patologického procesu, ktery kazdy reflektuje (Jack Jr. et al., 2016).
Biomarkery AP plakt (oznacené ,,A*) piedstavuji kortikalni amyloidni PET ligand vazajici
(Obrazek 6) (Klunk et al., 2004) nebo nizky CSF Ap42 (Fagan et al., 2007).
Mezi biomarkery fibrilarniho tau (oznacené ,,T*) patii zvySena vazba tau fosforylovaného
v CSF (p-tau) a kortikadlniho tau PET ligandu (Buerger et al., 2006). Biomarkery
neurodegenerace nebo neurondlniho poskozeni (oznacené ,,(N)“) jsou CSF t-tau

(Blennow et al., 2010), hypometabolismus FDG PET a atrofie na MRI (Besson et al., 2015).

Obrazek 6 Sken amyloidni pozitronové emisni tomografie. Florbetapir u zdravé kontroly
(vlevo) a pacienta s Alzheimerovou nemoci (vpravo). Teplé barvy indikuji vysokou

akumulaci amyloidu beta (prevzaté od Lane et al., 2018).

Nadéle se hromadi udaje, které naznacuji, ze kognitivni pokles u AN probiha
nepfetrzité po dlouhou dobu (Monsell et al., 2014), a Ze progrese méteni biomarkert je také
nepfetrzity proces, ktery zacina pted pfiznaky (Bateman et al., 2012). Nemoc je tedy nyni

povazovana spiSe za kontinuum nez za tii odliSné klinicky definované entity (Tabulka 1)
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(Dubois et al., 2015). Tento koncept byl uznan, ale nebyl formalizovan v pokynech NIA-AA
zroku 2011 (Jack Jr. et al., 2011).

Tabulka 1 Binarizace tii typui biomarkerit AT(N)

Profily AT(N) Kategorie biomarkeru
A-T-(N)- Normalni biomarkery AN
A+T-(N)- Alzvhelmerovska patologicka
zména
A+T+(N)- Alzheimerova nemoc .
Kontinuum
A+T+(N)+ Alzheimerova nemoc AN
Alzheimerovska a suspektni
A+T-(N)+ nealzheimerovska patologicka
zména
A-T+(N)- Nealzheimerovska patologicka zména
A-T-(N)+ Nealzheimerovska patologicka zména
A-T+(N)+ Nealzheimerovska patologicka zména

Poznamky. Binarizace tfi typt biomarkerd AT(N) vede k osmi riznym profilim biomarkert. Kazdy
jedinec mize byt zafazen do jedné ze tii obecnych kategorii biomarkerti na zakladé profila
biomarkerQ: osoby s normalnimi biomarkery AN (bez barvy), osoby s patologickou zménou bez AN
(tmave Seda) a osoby, které jsou v kontinuu AN (svétle Sedd). Termin ,,Alzheimerovo kontinuum je
zastfeSujici termin, ktery oznacuje bud Alzheimerovu patologickou zménu nebo AN

(upraveno dle NIA-AA, 2018).

2.4 Techniky méreni biofluidnich markeri

Detekce procest vznikajicich chorob prostfednictvim kvantifikace abnormadlnich
hladin biomarkert je klicem k diagnostické a terapeutické intervenci pted objevenim se
sekundarnich klinickych pfiznakd a symptomi. Objev a validace biomarkerti proteint se
stala hlavni hnaci silou biofarmaceutického vyzkumu, cilené¢ho névrhu klinickych studii

a snahy o v€asnou diagnostiku onemocnéni (Drucker and Krapfenbauer, 2013).
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ELISA

Nejbéznéjsim néstrojem pro detekci proteint je imunoanalyza. V soucasné dobé je
zlatym standardem pro detekci a kvantifikaci proteinii enzymovéa imunoanalyza Enzyme
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). V testu ELISA se enzymova znacka pouziva
k zesileni signalu tim, ze katalyzuje tvorbu mnoha tisic molekul detekovatelného produktu
(Cohen and Walt, 2019). V testech ELISA se uspésné¢ pouziva mnozstvi riiznych enzymi,
véetné alkalické fosfatazy, B-galaktosiddzy, glukoamyldzy a ureazy (Hornbeck, 2001).
Pro tyto enzymy bylo vyvinuto mnoho riiznych substratii a produkty mohou byt detekovany
pomoci  riiznych  detekénich  metod vcetné  kolorimetrické,  fluorescencni,
chemiluminiscen¢ni a elektrochemické detekce (Cohen and Walt, 2019). Alkalicka
fosfatdza, moznad nejpouzivanéjsi konjugovany enzym, se doporucuje kvili jeji rychlé
katalytické rychlosti, vynikajici vnitini stabilité, dostupnosti, lehké konjugaci a odolnosti
vici inaktivaci béznymi laboratornimi Cinidly. Substraty alkalické fosfatazy jsou navic
netoxické a relativné stabilni (Hornbeck, 2001).

Mezi hlavni vyhody ELISA patii schopnost kvantitativn€ méfit proteiny s relativné
vysokou citlivosti, v rozsahu pg/ml a se Sirokym dynamickym rozsahem. Ackoli je
provedeni ELISA pomérné casové narocné, protoze zahrnuje relativné dlouhou dobu
inkubace a rozsahlé promyvani, je snadné je pouzit. ELISA se Siroce pouZziva
jak pro klinickou diagnostiku, tak pro zdkladni vyzkum. Ptistupy ke zlepSeni detekce
proteint  jsou primarné¢ zalozeny na zlepSeni vykonnosti testi ELISA

(Cohen and Walt, 2019).

Simoa technologie

Nejbéznéji pouzivanou metodou pro méfeni protein v biofluidech je test ELISA,
ale tato technika postradd citlivost k detekci proteini s nizkou abundanci
(Coumans et al., 2017).  Schopnost detekovat neurologické biofluidné biomarkery
na ultranizkych urovnich, které¢ byly tradiéné detekovatelné pouze v CSF, ma potencial
zménit zpisob diagnostiky poranéni a onemocnéni mozku (Quanterix, 2022).
Simoa technologie je ultrasenzitivni semi-automatizovana technologie, kterd dokaze
detekovat proteiny v krvi s citlivosti femtogram na mililitr (Li and Mielke, 2019).

Proces Simoa technologie zacind, kdyz se do biologické vzorky ptidaji standardni
paramagnetické Castice spojené s protilatkou uréenou na vazbu na konkrétni cilovy protein.
Dale se do roztoku zavedou detekéni protilatky obsahujici enzym schopny generovat

fluorescen¢ni produkt. Cilem je vytvofit amino komplex sestavajici z proteinu vazaného
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na magnetické kulicky a detekéni protilatky. Magnetické kulicky se nésledné koncentruji
magnetickou separaci a promyji, aby se minimalizovalo znecisténi (Quanterix, 2022).
Na zaklad€ Poissonovy statistiky se na kazdou kulicku navéaze jedna nebo zadné molekula
cilového proteinu. Pro ilustraci tohoto konceptu, 100 pl vzorku krve s 1 fM cilového proteinu
obsahuje piiblizné 60 000 proteinovych molekul. Pokud je se vzorkem krve inkubovano
500 000 kulicek potazenych protilatkou, vétSina kulicek navaze zadné molekuly proteinu,
zatimco maly pocet kuli¢ek bude vazat jednu molekulu proteinu. Zanedbatelny pocet kuli¢ek
bude vazat vice nez jednu molekulu proteinu na zdkladé Poissonovy distribuce
(Cohen and Walt, 2019). Pak se pfidd enzymovy substrat a vzorek se naplni do poli
tvofenych vice nez 200 000 mikrojamek, z nichz kazda je dostatecné velkd na to, aby pojala
jen jednu kulicku. Po usazeni kulicek se pfida olejovy roztok na utésnéni kazdé jamky
a na odstranéni ptebytecnych kulicek. Uzavieni jamek a jejich mala velikost jsou rozhodujici
pro fungovani technologie Simoa. Zatimco bézné aminokyseliny vyzaduji velké reakéni
objemy a miliony fluorofor na pozorovani signélu, v uzavienych simulatorech jedina cilova
molekula rychle generuje dostatek fluorescenéniho signalu na lehké méteni. Pozitivni jamky
jsou automaticky secteny pro stanoveni koncentrace proteinu (Obrazek 7).
Simoa technologie se v soucasnosti pouziva pro aplikace ve vétSiné terapeutickych oblasti,

vcetné neurologie, onkologie, kardiologie, zanéta a infekénich chorob (Quanterix, 2022).
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Obrazek 7 Proces Simoa technologie. Paramagnetické kulicky Simoa se pouzivaji
Jjako pevnd faze v sendvicovem imunotestu obsahujicim enzymatickou znacku. Znacené
kulicky jsou smichany s fluorescencnim substratem a vlozeny do rady jamek o velikosti
femtolitru na disku Simoa, kde se kulicky usazuji do jednotlivych jamek. Jamky jsou utésnény
vrstvou oleje, ktera zabranuje kulickam difundovat z jamek a umoznuje fluorescencnimu
enzymovému produktu akumulovat se ve vysokych koncentracich, coz umoziuje detekci
jediné molekuly enzymu. K vypoctu koncentrace kazdého analytu v testu se pouziva

fluorescencni zobrazovani a redukce dat (upraveno dle Shan and Wilson, 2017).
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3 Cile diplomové prace

Cil diplomové prace I: Stanovit biomarkery v krvi pomoci ultrasenzitivni
Simoa TM (Single molecular assay) technologie a ovérit jejich vztah k hodnotam
v mozkomiSnim moku.

Hypotézy cilu I:

HI1: Koncentrace p-tau 181 v plazm¢ a séru budou odrazet koncentrace p-tau 181
v mozkomisnim moku.

H2: Koncentrace NfL v plazm¢ a séru budou odrézet koncentrace NfL v mozkomisnim

moku.

Cil diplomové prace II: Vysledovat vztah mezi krevnimi biomarkery
a kognitivnimi markery Alzheimerovy nemoci.
Hypotéza cilu II:
H3: Koncentrace p-tau 181 a NfL v plazmé a séru budou odrazet Groven kognice danych

pacientll méfenou pomoci Mini-Mental State Examination (MMSE).
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4 Material a metody

Diplomovy projekt byl zasazen do jiz dlouhodobého vyzkumného projektu Czech
Brain Aging Study (CBAS) pod zastitou Kognitivniho centra pfi Neurologické klinice
2. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole, které se zamétuje
na studium Casnych stadii AN a dalSich neurodegenerativnich onemocnéni zptsobujicich
demenci.

CBAS je prvni velkou prospektivni studii zabyvajici se neurodegenerativnimi
onemocnénimi ve vychodni Evropé. CBAS bylo navrzeno ke studiu potencialnich ¢asnych
biomarkert a rizikovych/ochrannych faktori kognitivniho poklesu a demence. Tato studie
shromazd’uje mnoho informaci danych jedinct, které spadaji do osobni a rodinné anamnézy,
minulého a aktudlniho zivotniho stylu nebo informace o genetickych, fyzickych
a biologickych markerech. Utastnikim jsou longitudinalng sledové kognitivni funkce
a pravidelné délana MRI mozku v pribéhu ¢asu. Ceska republika ma mezi svymi zhruba
10,6 miliony obyvateli pfiblizn¢ 150 000 pacienti se syndromem demence. CBAS bylo
zalozeno pomoci naboru jedincl ze dvou kognitivnich center na dvou nezavislych
neurologickych odd¢lenich sidlicich ve fakultnich nemocnicich v Praze a Brné. Hlavnim
cilem obou center je diagnostika a 1é€ba neurologickych poruch, které vedou ke kognitivnim
porucham a demenci. Obé& centra jsou sladéna v oblasti neuropsychologie, multimodalitniho
MRI, PET zobrazovani, genetického testovani, krevnich testi a analyzy CSF, sady dotaznikil
a databazového systému. VSichni ucastnici vstupujici do kognitivniho centra podstupuji
neurologické vysetieni, CT nebo MRI mozku a kognitivni vySetfeni, s vyjimkou subjektii

s demenci (Sheardova et al., 2019).

4.1 Vyzkumny soubor

Do studie bylo celkem zahrnuto 75 jedinct z Czech Brain Ageing Study, véetné
kognitivné zdravych kontrol (n= 14), jedinct ve stddiu MCI (n= 34) a jedinct ve stadiu
demence (n= 27). Ugastnici této studie byli vybrani na zédkladé dostupnosti vzorki CSF,
plazmy a séra. Demografické udaje ucCastnikid studie jsou popsany v Tabulce 2.
Do diplomové prace byly zatazeni pacienti s riiznou etiologii- AN, FTLD nebo LBD,
protoze cilem je sledovani mozného vztahu mezi hodnotami plazmovych a sérovych
biomarkerti s markery v CSF. Data pacientll a vysledky vySetfeni byla anonymizovana

v souladu s GDPR a Etickou komisi. Data jsou uklddana v zabezpecené databazi Redcap
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zpétné od roku 2011 v ramci CBAS. Timto zplsobem byla archivovana i aktudlni data

ziskana v rdmci diplomového projektu.

Tabulka 2 Demografické udaje vSech jedincii zahrnutych do diplomové prdace

Kontrola MCI Demence

n= 14 n= 34 n=27

Zena/Muz 9/5 14/20 16/11
Vék 61,6 (8,7) 72,4(9,1) 72,7(7.8)
Vzdélani 154 (3,3) 14,529 13,8(2,9)

Poznamky. Hodnoty véku a vzdélani jsou prezentovany jako priméry vSech hodnot, hodnoty pohlavi
predstavuji poCty jedinci daného pohlavi. SD= Smérodatnd odchylka, MCI= mirna kognitivni

porucha.

Vysetreni kognice

Na testovani kognice se v ramci CBAS pouziva jako jeden z mnoha i test MMSE,
ktery se sklada z 30 otdzek a 11 subtestl, které pokryvaji pét domén- orientace, rozsah
pozornosti, koncentrace/pracovni pamét’, verbalni pamét’ a fec a praxe. Mezi testované tlohy
patii naptiklad orientace s Casem, mistem, vybaveni 3 slov z paméti, pojmenovani
2 predméti nebo piekresleni obrazce. Zrakoveé prostorové funkce jsou hodnoceny
minimaln& a chybi subtest mapujici exekutivni funkce (Stépankova et al., 2015). Kazda
spravna odpovéd’ znamend jeden bod. V testu je mozné dosdhnout maximalné 30 bodd,
pficemz hodnoceni testu je nasledovné: 27-30 bodl piedstavuje vysledek pro normu
bez poruchy kognitivnich funkci, pficemz pfi spodni hranici je vhodné dalsi testovani,
25-26 pro hrani¢ni stav, podezieni na MCI, doporuceno je dalS$i neuropsychologické
vySetieni; 18-24 pro lehkou demenci; 12-17 pro stfedné tézkou demenci; 0-11 pro tézkou
demenci.

Diplomovy projekt probihal v Kognitivnim centru Neurologické kliniky 2. LF
a FN Motol, které se jiz dlouhodobé zabyva vyzkumem a klinickym sledovanim pacientt
s AN. V Kognitivnim centru probihad longitudinalni sledovani pacienti v rdmci CBAS
od roku 2011. Pro ucel diplomové prace byl tedy zajistén dostateCny pocet pacientl
(koncentrace p-tau 181 v CSF, plazmé a séru byly zméfeny 72 pacientlim, koncentrace NfL
v CSF, plazm¢ a séru byly zméfeny 22 pacientiim), vhodné zédzemi pro jejich testovani

a odbér biologickych materidlli, a laboratof pro analyzu vzorkt, ve které byla vyuZzivana
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metoda ELISA a Simoa technologie. K dispozici byly i vysledky kognitivnich vySetfeni,
konkrétné testu MMSE.

4.2 Stanoveni koncentrace biomarkeri v CSF pomoci metody ELISA

Vzorky CSF byly odebrany a analyzovany v ramci studie CBAS. Odbér a uchovavani
CSF se provadi podle Siroce uznavaného konsenzuélniho protokolu pro standardizaci odbéru
CSF a biobankingu (Vanderstichele et al., 2012). Pro kazdého tucastnika je ulozeno
18 alikvotl 0,2 ml CSF a 9 alikvotli séra a plazmy. VSechny vzorky jsou skladovany
pti -80 °C. CSF p-tau 181 a NfL byly analyzovany pomoci EUROIMMUN (EI) ELISA
(EUROIMMUN AG, Liibeck, Némecko) podle pokynti od vyrobce.

4.3 Stanoveni koncentrace biomarkeru v plazmé a séru pomoci Simoa technologie

Vzorky plazmy odebrané do zkumavky s ptislusnou antikoagula¢ni latkou- kyselinou
ethylendiamintetraoctovou (EDTA) byly rozdé€leny na alikvoty a zmraZzeny na -80 °C podle
standardnich postupti. Vzorky séra byly odebrany do zkumavky bez antikoagulacni latky,
rozdéleny na alikvoty a zmrazeny na -80 °C podle standardnich postupti.

Pted analyzou biomarkert byly vzorky krve skladovany pii -80 °C rozmrazeny,
protfepany na vortexu a centrifugovany pii 10 000 x g po dobu 5 minut. 1 hodinu
pred zacatkem méfeni byly rozmrazeny i vSechny reagenty. Analyza plazmy a séra se
uskuteénila na analyzatoru SR-X (Quanterix) v Likvorovém laboratoti Ustavu imunologie
2. LF UK a FN Motol. K analyze plazmového a sérového p-tau 181 byl pouzit komeréné
dostupny kit Simoa p-tau 181 Advantage V2 Kit. Syst¢ém SR-X se sklada
ze 3 Casti- promyvacky, tfepacky a samotného analyzatoru. Pred zacatkem meéfeni byla
promyvacka a tfepacka pfipravena- systém promyvacky byl proplachnut a tfepacka
nastavena na urcitou teplotu a rychlost tfepani (pii p-tau 181 1 NfL je to 30 °C a 800 RPM).
Po pfipravé nastalo pipetovani vzorkd, které byly fedéné 1:4- 25 pl vzorku se ptfidalo do
75 ul fedidla pro vzorky. Stejny postup byl opakovan i pfi kontrolach dodanych od vyrobce
v baleni kitu. Kalibratory byly pfidany neziedéné, 100 ul do jedné jamky. Vzorky, kontroly
i kalibratory byly méfeny v dubletech. Cinidlo RGP bylo vlozeno do drzaku na tiepacce
a tfepané az do samotného méfeni na analyzatoru. Magnetické kulicky byly vortexovany
30 sekund a nasledné ptidany do kazdé jamky v objemu 25 pl. Magnetické kulicky musi byt
na mikroplotynku pfidany do 2 minut, aby se pfedeslo jejich usazeni v dolni ¢asti rezervoaru.
Dal8im krokem bylo ptidani detektoru, jehoz 20 pul bylo pfidano do kazdé jamky. Nasledné

byly vzorky s magnetickymi kuli¢kami a detektorem inkubovany po dobu 20 minut,
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pti 30 °C a 800 RPM. Po inkubaci byla mikroplotynka se vzorky piesunuta na promyvacku,
kde nastalo prvni promyti s 2-step protokolem. Po promyti zistala mikroplotynka
na magnetu, pfidan byl roztok SBG a nasledovala inkubace magnetickych kuli¢ek s SBG
vtrvani 10 minut pii 30 °C a 800 RPM. Po inkubaci byla mikroplotynka piesunuta
na promyvacku, kde nastalo druhé promyvani. Po ném byla mikroplotynka piemisténa
na tiepacku v trvani 1 minuty pfi 30 °C a 800 RPM, nasledovalo vraceni mikroplotynky
na promyvacku, kde doslo k resuspendovani vzorki. Takto pfipravend mikroplotynka byla
nasledné 10 minut suSena na magnetu v promyvacce. V této dobé byl do analyzatoru
importovan protokol pro analyzu (p-tau 181 Advantage V2), ptipraveno rozloZeni plotynky,
doplnéné Spicky, disky a vyprazdnény kos. Vysusend mikroplotynka byla i s ¢inidlem RGP
pfidana do analyzdtoru, po cem nasledovala pfiblizné dvouhodinova analyza
a po ni vyhodnoceni ziskanych dat.

K analyze plazmového a sérového NfL byl pouzit komeré¢né dostupny kit Simoa
NF light Advantage (SR-X) Kit. Vzorky, kalibratory a kontroly dodané od dodavatele byly
totéZ testovany v duplikatech. Postup méfeni byl stejny s jedinou zménou- inkubace vzorki,
magnetickych kulicek a detektoru trvala 30 minut pii 30 °C a 800 RPM. Do analyzatoru byl
importovan NF-light protokol.

4.4 Statisticka analyza

Analyza ziskanych dat koncentraci p-tau 181 a NfL v plazmé, séru a CSF byla
provadéna pomoci statistického programu R. Ke kontrole normalniho rozdéleni dat byl
pouzit Shapiro-Wilklv test. JelikoZz data nebyla normalné rozdélena, byl k popisu sily
a sméru linearnitho vztahu mezi dvéma kvantitativnimi proménnymi (tedy ke korelaci)
pouzit Spearmantiv korelacni koeficient. Je to neparametricky korela¢ni koeficient, ktery je
robustni viic¢i odlehlym hodnotam a odchylkdm od normality. Korelace byla sledovana mezi
témito proménnymi:

a) Koncentrace p-tau 181 v CSF a v plazmé,

b) Koncentrace p-tau 181 v CSF a v séru,

¢) Koncentrace p-tau 181 v plazmé¢ a séru,

d) Koncentrace NfL v CSF a v plazmé,

e) Koncentrace NfL v CSF a v séru,

f) Koncentrace NfL. v plazm¢ a séru.
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Moznou korelaci jsme sledovali i mezi koncentracemi p-tau 181 a NfL v plazmé
a séru a ¢iselnym hodnocenim vysledkl jednotlived v MMSE testu. I tady jsme pouzivali

Spearmantiv korelacni koeficient.
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5 VYSLEDKY

NfL byly méfeny celkem 22 jedincim. Primérny vek vSech jedinci, kterym byly
NfL zméteny, byl 71,6 let. Primérmny pocet let vzdélani vSech jedincti, kterym byly NfL
méteny, byl 14,2. V kontrolni skupiné byli 4 jedinci, ve skupiné¢ MCI 10 a ve skupiné
demence 8. Primérny vék v kontrolni skupin€ byl 62 let, ve skupin¢ MCI 72,5 a ve skupiné
demence 75,3. Primérny pocet let vzdélani byl v kontrolni skupiné 18 let, ve skupiné MCI
14,5 let a ve skupin¢ demence 13,3. Primérné koncentrace CSF NfL byly 730,8 pg/ml
u kontrolni skupiny, 1043,2 pg/ml u MCI a 1433,5 pg/ml u demence. Primérné koncentrace
NfL v plazmé byly 8,1 pg/ml u kontrolni skupiny, 17,9 pg/ml u MCI a 25,3 pg/ml u demence.
Primérné hodnoty koncentraci sérového NfL byly 10,1 pg/ml u kontrolni skupiny,
21,4 pg/ml u MCI a 30,9 pg/ml u demence. Demografické charakteristiky jsou prezentovany
v Tabulce 3.

Tabulka 3 Demografické udaje pacientii, kterym byly méreny NfL

Kontrola MCI Demence

n=4 n=10 n=38

Zena/Muz 3/1 5/5 4/4
Vék 62,0 (3,1) 72,5 (7,8) 75,3 (4,4)
Vzdélani 18,0 (0,0) 14,5 (2,2) 13,3 (2,1)

CSF NfL 730,8 (303,7) 1043,2 (377,8) 1433,5 (1254,8)

Plazmové NfL 8,1(0,9) 17,9 (6,2) 25,3 (11,6)
Sérové NfL 10,1 (2,0) 21,4 (7,9) 30,9 (15,6)

Poznamky. Hodnoty vé€ku, vzdélani a koncentraci CSF, plazmového a sérového NfL jsou
prezentovany jako prumeéry vSech hodnot, hodnoty pohlavi predstavuji pocty jedincti daného pohlavi.

Koncentrace NfL jsou uvadény v pg/ml. SD= smérodatna odchylka, MCI= mirné kognitivni porucha.

p-tau 181 byl méten celkem 72 jedincim. Primérny vék vSech jedinct, kterym byl
p-tau 181 zméten, byl 75 let. Primérny pocet let vzdélani vSech jedincl, kterym byl
p-tau 181 méfen, byl 14,3. V kontrolni skupiné bylo 14 jedinci, ve skupin¢ MCI 32
a ve skupiné demence 26. Primérny vék v kontrolni skupiné byl 61,6 let, ve skupiné MCI
72,8 a ve skupiné¢ demence 72,4. Primérny pocet let vzdélani byl v kontrolni skupiné
16,6 let, ve skupiné MCI 14,6 let a ve skupiné¢ demence 13,5. Primérné koncentrace CSF
p-tau 181 byly 43,6 pg/ml u kontrolni skupiny, 123,6 pg/mlu MCl a 111,7 pg/ml u demence.
Primérné koncentrace p-tau 181 v plazmé byly 1,6 pg/ml u kontrolni skupiny, 2,9 pg/ml
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uMCI a 3,3 pg/ml u demence. Primérmé hodnoty koncentraci sérového p-tau 181 byly
1,1 pg/ml u kontrolni skupiny, 2,0 pg/ml u MCI a 2,1 pg/ml u demence. Demografické

charakteristiky jsou prezentovany v Tabulce 4.

Tabulka 4 Demografické udaje pacientii, kterym byl méien p-tau 181

Kontrola MCI Demence

n= 14 n= 32 n=26

Zena/Muz 9/5 13/19 15/11
Vék 61,6 (8,7) 72,8 (8,8) 72,4 (7,8)
Vzdélani 16,6 (2,6) 14,6 (3,2) 13,5 (2,5)

CSF p-tau 181 43,6 (60,4) 123,6 (214,1) 111,7 (84,2)

Plazmovy p-tau 181 1,6 (1,1) 2,9 (L1,3) 3,3(2,5)
Sérovy p-tau 181 1,1 (0,7) 2,0 (1,2) 2,1(1,4)

Poznamky. Hodnoty véku, vzd€lani a koncentraci CSF, plazmového a sérového p-tau 181 jsou
prezentovany jako prumeéry vSech hodnot, hodnoty pohlavi pedstavuji pocty jedincti daného pohlavi.
Koncentrace p-tau 181 jsou uvadény v pg/ml. SD= smérodatna odchylka, MCI= mirna kognitivni

porucha.

Korelace koncentrace NfL. v CSF, plazmé a séru

Po pouziti Shapiro-Wilkova testu bylo zjisténo, Ze data nebyla normalné rozdélena.
Proto byl k ovéfeni mozné korelace mezi hodnotami koncentraci NfL v CSF, plazm¢ a séru
pouzit Spearmantiv korelacni koeficient. NaSe hladina vyznamnosti alpha byla nastavena
na hodnotu a= 0,05. Na sledovani sily korelace byl pouzivan koeficient rs. Pozitivni nebo
negativni hodnoty od 0,00 do 0,19 ptfedstavovali velmi slabou korelaci, hodnoty od 0,20 do
0,39 slabou korelaci, hodnoty od 0,40 do 0,69 mirnou korelaci, hodnoty od 0,70 do 0,89
silnou korelaci, a nakonec hodnoty od 0,90 do 1,00 velmi silnou korelaci.

Pii sledovani koncentrace NfL v CSF a plazm¢ vySla hodnota P= 0,1892
coz znamena, Ze pfijimame nasi nulovou hypotézu, Ze mezi koncentracemi NfL v CSF
a plazmé neni vztah (Graf 1 a 2). Spearmantv korela¢ni koeficient (rs) vysel 0,2908 z ¢ehoz

také vyplyva, Ze mezi koncentraci NfL v CSF a plazmé je jenom velmi slaby pozitivni vztah.
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CSF NfL vs. Plazma NfL
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Graf 1 Korelace koncentrace NfL v CSF a plazmé (vSechny hodnoty). Koncentrace NfL
Jjsou udavany v pg/ml. P=0,1892, rs= 0,2908.
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Graf 2 Korelace koncentrace NfL v CSF a plazmé (mensi rozsah hodnot). Koncentrace NfL
Jjsou udavany v pg/ml. P=0,1892, rs= 0,2908.
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Pti sledovani koncentrace NfL. v CSF a séru vysla hodnota P= 0,0968 coz znamena,
ze ptijimame nulovou hypotézu, ze ani pfi koncentracich NfL v CSF a séru neni vztah
(Graf 3 a 4). Spearmaniiv korela¢ni koeficient (rs) vysel 0,3631 z cehoz také vyplyva,

ze mezi koncentraci NfL v CSF a plazmé je jenom velmi slaby pozitivni vztah.

CSF NfL vs. Sérum NfL
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Graf 3 Korelace koncentrace NfL v CSF a séru (vSechny hodnoty). Koncentrace NfL jsou
udavany v pg/ml. P= 0,0968, rs= 0,3631.
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Graf 4 Korelace koncentrace NfL v CSF a séru (mensi rozsah hodnot). Koncentrace NfL
Jjsou udavany v pg/ml. P= 0,0968, rs= 0,3631.
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Pfi sledovani koncentrace NfLL v plazmé a séru vysla hodnota P <0,0001
coz znamena, ze zamitdme nulovou hypotézu. Mezi koncentracemi NfL v plazmé a séru
vztah existuje. Spearmaniiv korela¢ni koeficient (rs) vysSel 0,9695 z ¢ehoz také vyplyva,

ze mezi koncentraci NfL v plazmé a séru je velmi silna pozitivni korelace (Graf 5 a 6).
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Graf'5 Korelace koncentrace NfL v plazmé a séru (vSechny hodnoty). Koncentrace NfL jsou
udavany v pg/ml. P <0,0001, rs= 0,9695.
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Graf 6 Korelace koncentrace NfL v plazmé a séru (mensi rozsah hodnot). Koncentrace NfL

Jjsou udavany v pg/ml. P <0,0001, rs= 0,9695.

44



Korelace koncentrace p-tau 181 v CSF, plazmé a séru

Po pouziti Shapiro-Wilkova testu bylo zjiSténo, ze data nebyla normalné rozdélena.
Proto byl k ovéteni mozné korelace mezi hodnotami koncentraci p-tau 181 v CSF, plazmé
a séru pouzit Spearmantiv korela¢ni koeficient. Nase hladina vyznamnosti alpha byla
nastavena na hodnotu o= 0,05. Na sledovani sily korelace byl pouzivan koeficient rs.
Pozitivni nebo negativni hodnoty od 0,00 do 0,19 ptedstavovali velmi slabou korelaci,
hodnoty od 0,20 do 0,39 slabou korelaci, hodnoty od 0,40 do 0,69 mirnou korelaci, hodnoty
od 0,70 do 0,89 silnou korelaci, a nakonec hodnoty od 0,90 do 1,00 velmi silnou korelaci.

Ptfi sledovani koncentrace p-tau 181 v CSF a plazmé vysla hodnota P <0,0001
coz znamena, 7Ze zamitdme nulovou hypotézu, Ze mezi koncentracemi p-tau 181 v CSF
a plazmé neexistuje vztah. Spearmantv korelacni koeficient (rs) vySel 0,4737, tedy

mezi hodnotami p-tau 181 v CSF a plazmé sledujeme mirnou korelaci (Graf 7 a 8).
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Graf 7 Korelace koncentrace p-tau 181 v CSF a plazmé (vsechny hodnoty). Koncentrace
p-tau 181 jsou udavany v pg/ml. P <0,0001, rs= 0,4737.
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CSF p-tau 181 vs. Plazma p-tau 181
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Graf 8 Korelace koncentrace p-tau 181 v CSF a plazmé (mensi rozsah hodnot).

Koncentrace p-tau 181 jsou udavany v pg/ml. P <0,0001, rs= 0,4737.

Pti sledovani koncentrace p-tau 181 v CSF a séru vysla hodnota P <0,0001, zamitame
tedy nulovou hypotézu, Ze mezi koncentracemi p-tau 181 v CSF a séru neni vztah.
Spearmantiv korelac¢ni koeficient (rs) vysel 0,6308, coz predstavuje mirnou korelaci

(Graf 9 a 10).
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Graf 9 Korelace koncentrace p-tau 181 v CSF a séru (vsechny hodnoty). Koncentrace
p-tau 181 jsou udavany v pg/ml. P <0,0001, rs= 0,6308.
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CSF p-tau 181 vs. Sérum p-tau 181
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Graf 10 Korelace koncentrace p-tau 181 v CSF a séru (mensi rozsah hodnot). Koncentrace

p-tau 181 jsou udavany v pg/ml. P <0,0001, rs= 0,6308.

Pti sledovani koncentrace p-tau 181 v plazmé a séru vysla hodnota P <0,0001,
tedy zamitame nulovou hypotézu, Ze mezi koncentracemi p-tau 181 v plazmé a séru neni
vztah. Spearmaniv korela¢ni koeficient (rs) vysel 0,7889, tedy mezi hodnotami p-tau 181

v plazmé¢ a séru sledujeme silnou korelaci (Graf 11).
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Graf 11 Korelace koncentrace p-tau 181 v plazmé a séru (vSechny hodnoty). Koncentrace

p-tau 181 jsou udavany v pg/ml. P<0,0001, rs= 0,7889.
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Pro wvytvofeni piehledu o ziskanych tudajich pfikladdime nasledujici grafy
(Graf 11,12 a 13), ve kterych lze sledovat celkové rozlozeni naSich dat koncentraci
p-tau 181, které koreluje s hodnotami uvedenymi vyrobcem (Quanterix). V nasich, ale také
v datech od vyrobce, sledujeme nejnizsi hodnoty p-tau 181 v séru, za kterymi tésné nasleduji

hodnoty v plazmé. Koncentrace p-tau 181 jsou nejvyssi v CSF (Graf 12).
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Graf 12 Piehled celkového rozdéleni dat p-tau 181 v CSF, plazmé a séru. Koncentrace
p-tau 181 jsou udavany v pg/ml.

Celkové rozlozeni nasich dat koncentraci NfL je uvedeno v grafech 13 a 14. I toto

rozloZzeni koreluje s hodnotami uvedenymi vyrobcem (Quanterix). V naSich, ale také

vwr

nasleduji hodnoty v séru. Koncentrace NfL jsou také nejvyssi v CSF.

48



5000

4000
3000
£
£
()]
o
=
S 2000

°
1000 @
0 ] ]
CSF NfL Plazma NfL Sérum NfL

Graf 13 Piehled celkového rozdéleni dat NfL v CSF, plazmé a séru (vSechny hodnoty).
Koncentrace NfL jsou udavany v pg/ml.
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Graf 14 Piehled celkového rozdéleni dat NfL v CSF, plazmé a séru (mensi rozsah hodnot).
Koncentrace NfL jsou udavany v pg/ml.

Korelace plazmového p-tau 181 a MMSE

K ovéfeni mozné korelace mezi hodnotami plazmového p-tau 181 a vysledky
v MMSE testu byl pouzit Spearmantv korelac¢ni koeficient. Nase hladina vyznamnosti alpha

byla nastavena na hodnotu o= 0,05. Na sledovani sily korelace byl pouzivan koeficient rs.
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Pozitivni nebo negativni hodnoty od 0,00 do 0,19 ptedstavovali velmi slabou korelaci,
hodnoty od 0,20 do 0,39 slabou korelaci, hodnoty od 0,40 do 0,69 mirnou korelaci, hodnoty
od 0,70 do 0,89 silnou korelaci, a nakonec hodnoty od 0,90 do 1,00 velmi silnou korelaci.
Pii sledovani korelace plazmového p-tau 181 se skory MMSE vysla hodnota
P= 10,0387, zamitdme tedy nulovou hypotézu, Ze mezi plazmovym p-tau 181 a Urovni
kognice mérfenou testem MMSE neexistuje vztah. Spearmantv korelacni koeficient (rs)

vysel -0,2747, coz predstavuje slabou negativni korelaci (Graf 15).

Plazma p-tau 181 vs. MMSE
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Graf 15 Korelace plazmového p-tau 181 s kognitivni urovni méfenou testem MMSE.
Koncentrace p-tau 181 jsou udavany v pg/ml, MMSE je hodnoceno bodove, pricemz
maximalni pocet ziskanych bodii je 30. P= 0,0387, rs=-0,2747.

Korelace sérového p-tau 181 a MMSE

K ovéfeni mozné korelace mezi hodnotami sérového p-tau 181 a vysledky v MMSE
testu byl pouzit Spearmantv korelacni koeficient. Nase hladina vyznamnosti alpha byla
nastavena na hodnotu o= 0,05. Na sledovani sily korelace byl pouzivan koeficient rs.
Pozitivni nebo negativni hodnoty od 0,00 do 0,19 ptedstavovali velmi slabou korelaci,
hodnoty od 0,20 do 0,39 slabou korelaci, hodnoty od 0,40 do 0,69 mirnou korelaci, hodnoty
od 0,70 do 0,89 silnou korelaci, a nakonec hodnoty od 0,90 do 1,00 velmi silnou korelaci.

Pti sledovani korelace sérového p-tau 181 se skory v testu MMSE vysla hodnota

P=0,0019 zamitame tedy nulovou hypotézu, ze mezi sérovym p-tau 181 a urovni kognice
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meétfenou testem MMSE neexistuje vztah. Spearmantiv korelacni koeficient (rs) vysel
0,4027, coz ptedstavuje mirnou negativni korelaci. Tedy ¢im nizsi jsou hodnoty vysledkt

testu MMSE, tim vyssi jsou hodnoty koncentrace sérového p-tau 181 (Graf 16).
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Graf 16 Korelace sérového p-tau 181 s kognitivni urovni méienou testem MMSE.
Koncentrace p-tau 181 jsou wudavany v pg/ml, MMSE je hodnoceno bodove,
pricemz maximalni pocet ziskanych bodii je 30. P= 0,0019, rs= 0,4027.

Korelace plazmového NfLL a MMSE

K ovéfeni mozné korelace mezi hodnotami plazmového NfL a vysledky v MMSE
testu byl pouzit Spearmantv korelacni koeficient. Nase hladina vyznamnosti alpha byla
nastavena na hodnotu o= 0,05. Na sledovani sily korelace byl pouzit koeficient rs. Pozitivni
nebo negativni hodnoty od 0,00 do 0,19 ptedstavovali velmi slabou korelaci, hodnoty
od 0,20 do 0,39 slabou korelaci, hodnoty od 0,40 do 0,69 mirnou korelaci, hodnoty
od 0,70 do 0,89 silnou korelaci, a nakonec hodnoty od 0,90 do 1,00 velmi silnou korelaci.

Pti sledovani korelace plazmového NfL s vysledky pacientd v testu MMSE vysla
hodnota P=0,9609 coZz znamena, Ze pfijimame nulovou hypotézu, ze mezi plazmovym NfL
a kognitivnim deficitem dokazanym testem MMSE neexistuje zddny vztah. Spearmaniv

korela¢ni koeficient (rs) vysel -0,0124, coz predstavuje velmi slabou negativni korelaci
(Graf 17).
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Graf 17 Korelace plazmového NfL s kognitivni urovni méienou testem MMSE.
Koncentrace NfL jsou udavany v pg/ml, MMSE je hodnoceno bodoveé, pricemz maximalni

pocet ziskanych bodii je 30. P= 0,9609, rs=-0,0124.

Korelace sérového NfL. a MMSE

K ovéfeni mozné korelace mezi hodnotami sérového NfL a vysledky v MMSE testu
byl pouzit Spearmaniiv korela¢ni koeficient. Nase hladina vyznamnosti alpha byla nastavena
na hodnotu o= 0,05. Na sledovani sily korelace byl pouzivan koeficient rs. Pozitivni
nebo negativni hodnoty od 0,00 do 0,19 ptedstavovali velmi slabou korelaci, hodnoty
od 0,20 do 0,39 slabou korelaci, hodnoty od 0,40 do 0,69 mirnou korelaci, hodnoty
od 0,70 do 0,89 silnou korelaci, a nakonec hodnoty od 0,90 do 1,00 velmi silnou korelaci.

Pti sledovani korelace sérového NfL se skory v testu MMSE vysla hodnota
P= 10,9252, ptfijimame tedy nulovou hypotézu, Ze mezi sérovym NfL a urovni kognice
métenou testem MMSE neexistuje Zadny vztah. Spearmantiv korelaéni koeficient (rs) vysel

-0,0238, coz predstavuje velmi slabou negativni korelaci (Graf 18).
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Graf 18 Korelace sérového NfL s kognitivnim deficitem zachycenym testem MMSE.

Koncentrace NfL jsou udavany v pg/ml, MMSE je hodnoceno bodoveé, pricemz maximalni

pocet ziskanych bodii je 30. P= 0,9252, rs=-0,0238.
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6 DISKUZE

Cilem diplomové prace bylo stanovit biomarkery v krvi pomoci ultrasenzitivni
Simoa TM (Single molecular assay) technologie a ovéfit jejich vztah k hodnotam v CSF.
Do diplomové prace bylo vybrano celkem 75 jedinci z Czech Brain Agein Study, véetné
kognitivné zdravych kontrol (n=14), jedincii ve stadiu MCI (n=34) a jedincii ve stadiu
syndromu demence (n=27). VSichni tito jedinci méli k dispozici vzorky CSF, plazmy a séra.
Koncentrace NfL v CSF, plazm¢ a séru byly zméteny u 22 jedincti a koncentrace a p-tau 181
v CSF, plazm¢ a séru byly zméteny 72 jedinctim. Do diplomové prace byly zafazeni pacienti
s ruznou etiologii - AN, FTLD, LBD, protozZe cilem prace bylo sledovani mozného vztahu
mezi hodnotami plazmovych a sérovych biomarkeri s markery v CSF.
Koncentrace biomarkert v CSF byly méteny metodou ELISA. Analyzovany byly pomoci
EUROIMMUN (EI) ELISA (EUROIMMUN AG, Liibeck, Némecko). Vzorky plazmy a séra
byly analyzovany pomoci analyzatoru Quanterix SR-X s pouzitim Simoa technologie.

Pii statistické analyze s pouzitim Spearmanova korela¢niho koeficientu jsme zjistili,
7ze mezi hodnotami koncentrace NfL v CSF a plazm¢ zadny vztah neexistuje
(r= 10,2908, P=0,1892). Zédny vztah jsme nesledovali ani mezi hodnotami koncentrace NfL
v CSF a séru (r= 10,3631, P=0,0969). Vzajemn¢ ale koncentrace plazmového a sérového NfLL
mezi sebou koreluji (r= 0,9695, P <0,0001). Nase vysledky tedy nenavazuji na jiné studie,
které dokazaly, ze CSF a plazmové NfL tzce koreluje (Gisslén et al., 2016;
Hansson et al., 2017). Existuje i nékolik studii, které prokéazaly tésnou pozitivni souvislost
mezi hladinami CSF a sérovym NfL (Kuhle et al., 2016; Bacioglu et al., 2016;
Brodovitch et al., 2021; Benatar et al., 2020). My jsme ale korelaci mezi sérovym NfL a CSF
NfL nenasli. Celkové rozlozeni koncentraci dat NfLL v CSF, plazmé a séru ale korelovalo
s hodnotami uvedenymi vyrobcem (Quanterix). V naSich, ale také v datech od vyrobce,
sledujeme nejnizsi hodnoty NfL v plazmé, za kterymi velmi tésné€ nasleduji hodnoty v séru.
Koncentrace NfL jsou také nejvyssi v CSF. Z toho usuzujeme, Ze béhem méfeni nedoslo
k pochybeni a vysledky jsou tedy spolehlivé. Neexistujici vztah mezi hodnotami NfL v séru,
plazm¢ a CSF tedy mohl byt zptisoben malym souborem jedinct vybranych do diplomové
prace, kterym byly NfL méfeny.

Vysledky statistick¢ analyzy vztahu CSF p-tau 181 a plazmovym a sérovym
p-tau 181 jsou v souladu sna$i vyzkumnou hypotézou. Mezi hodnotami koncentrace
p-tau 181 v CSF a plasmé¢ existuje pozitivni korelace (r = 0,4737, P <0,0001). Tyto vysledky

jsou ve shod¢ s predchozimi pozorovani, kdy bylo prokézano, ze plazmatické koncentrace
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p-tau 181 jsou spojeny se soucasné schvalenymi méfenimi biomarkert, mezi néz patii i CSF
p-tau 181 (Thijssen et al., 2020; Karikari et al.,, 2020; Karikari et al., 2021;
Janelidze et al., 2020). Vysledky statistické analyzy vztahu CSF p-tau 181 a sérovym p-tau
181 prokazali silngjsi korelaci (r = 0,6308, P <0,0001). Celkové rozlozeni dat koncentraci
p-tau 181 v CSF, plazmé a séru taky koreluje s hodnotami uvedenymi vyrobcem (Quanterix).
V nasich, ale také v datech od vyrobce, sledujeme nejniz$i hodnoty p-tau 181 v séru,
za kterymi té€sné nasleduji hodnoty v plazmé. Koncentrace p-tau 181 jsou nejvyssi v CSF.

Dalsim cilem diplomové prace bylo vysledovat vztah mezi krevnimi biomarkery
a urovni kognice AN. Zmétené plazmové a sérové koncentrace p-tau 181 byly porovnavany
s vysledky testu MMSE danych jedinc. K ovéfeni mozného vztahu mezi hodnotami
plazmového p-tau 181 a vysledky v MMSE testu danych pacientii byl pouZzit Spearmantv
korela¢ni koeficient. Pfi statistické analyze jsme zjistili, Ze mezi hodnotami koncentrace
plazmového p-tau 181 a hodnotami v testu MMSE existuje vztah (r = -0,2747, P = 0,0387).
Silnej$i korelaci jsme pozorovali mezi sérovym p-tau 181 a kognitivni Grovni méfenou
testem MMSE (r=-0,4027, P =0,0019). Z toho vyplyva, ze ¢im nizsi jsou hodnoty vysledkii
testu MMSE (tedy ¢im vice jsou poskozeny kognitivni funkce), tim vyssi jsou hodnoty
koncentrace sérového p-tau 181. Nase vysledky tedy navazuji na jiné studie, které prokazaly,
ze sérovy p-tau 181 tzce koreluje s hodnotami MMSE (Qin et al., 2022). Nepozorovali jsme
zadnou souvislost mezi plazmovym a sérovym NfL a vysledky testu MMSE. Tyhle vysledky
jsou v protikladu s jiz publikovanymi vysledky jinych studii, které vztah mezi danymi
proménnymi dokdzali (Huang et al., 2022; Mielke et al., 2019; Mattsson et al., 2019).
Tento rozpor vSak miiZe také ¢astecné souviset s omezenou velikosti nasi kohorty.

Z naSich vysledkt tedy vyplyva, Ze plazmovy a sérovy p-taul81 analyzovany Simoa
technologii koreluje s CSF p-taul81, ktery byl analyzovan pomoci metody ELISA. Na druhé
stran¢ jsme nenasli zddny vztah mezi CSF, plazmovym a sérovym NfL. Také kognitivni
urovenl mefena testem MMSE koreluje s koncentracemi p-tau 181 v plazmé a séru. Pii NfL
jsme tenhle vztah ale nesledovali. NaSe rozporné vysledky korelaci NfL byly zfejmé
zpiisobené malou kohortou méfenych pacientll. Prokazany byly ale korelace plazmovych
a sérovych hodnot obou métenych biomarkert.

Korelace biomarkerti v CSF a krvi ale nevysli tak, jak jsme ocekéavali. Na zakladé¢
téchto vysledkii nemiizeme v soucasné dobé povazovat plazmovy ani sérovy p-tau 181
za spolehlivy biomarker. Hlavni limitaci této diplomové prace byl pravé maly soubor
jedinct. Do prace byli vybirdni jedinci s dostupnymi vzorky CSF, plazmy a séra. V ramci

CBAS je kvili dlouhodobé kolekci k dispozici velké mnozstvi vzorki CSF a séra.
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Nébér vzorkl plazmy zpomalila aktualni pandemicka situace. I ptes zlepSeni situace chodi
na nabéry stile malo pacientd. Studie zabyvajici se krevnimi biomarkery
neurodegenerativnich onemocnéni vyuzivaji k jejich méfeni vétSinou vzorek plazmy.
Proto jsme se v ramci diplomového projektu rozhodli pohlédnout i na korelace plazmovych
a sérovych hodnot biomarkert. Na nasi malé kohorté pacientli jsme prokézali pozitivni
korelaci mezi sérovymi a plazmovymi hodnotami p-tau 181 a NfL. Ve studii planuji
pokracovat 1 nadale, at’ uz v ramci projektu Nové biofluidni biomarkery a jejich role
v diagnostice a prognoze neurodegenerativnich demenci, kterého jsem hlavni feSitelkou,
a ktery byl podpofen Grantovou agenturou Univerzity Karlovy, nebo i v rdmci nasledujiciho
doktorského studia Neuroveéd na 2. 1¢kaiské fakult€¢ Karlovy Univerzity. M) diplomovy
projekt povazuji za pilotni, protoze ve zminénych projektech budu biomarkery analyzovat

na vétSim souboru jedinci.
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7 ZAVER

Vysledky diplomové prace prokazaly existujici vztah mezi CSF a plazmovymi
a sérovymi hodnotami p-tau 181, ale ne zcela dle naseho ocekévani. Tato zjisténi tedy jeste
nenaznacuji, ze p-tau 181 by se mohl vyuzivat jako krevni biomarker neurodegenerativnich
onemocnéni, a timto zpiisobem byt snadno implementovatelny do klinickych studii
a prostedi primarni péce. NaSe vysledky prokazaly i korelaci mezi plazmovym a sérovym
p-tau 181 a kognitivni Grovni prokazanou v testu MMSE. K potvrzeni korelace je tfeba jeste
vice studii. Timto zpisobem by ale zvySeny plazmovy nebo sérovy p-tau 181 mohl
dopomoci k identifikaci pacienta do dané diagnostické kategorie- MCI nebo demence.
Sledovany neexistujici vztah mezi koncentracemi NfL v CSF, plazmé a séru mohl byt
zpiisoben nizkym poctem vybranych ti¢astniki.

Standardni vysSetfeni neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou vySetfeni CSF
a PET, nelze provadét v rdmci obecné praxe. Vzhledem k vysoké prevalenci téchto
onemocnéni by alternativy, jako jsou biomarkery zalozené na krvi, pfedstavovaly vyznamny
pokrok. Proto se domnivame, Ze potvrzeni korelace sérového a plazmového p-tau 181 s CSF
p-tau 181 muze byt klinicky vyznamné.

Diplomovy projekt byl zasazen do jiz dlouhodobého vyzkumného projektu
Czech Brain Aging Study (CBAS) pod zastitou Kognitivniho centra pfi Neurologické
klinice 2. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole. V ramci
CBAS mame k dispozici retrospektivné velké mnozstvi vzorkil séra, které se ucastnikiim
studie odebird jiz dlouhodob&. Nové studie =zabyvajici se krevnimi markery
neurodegenerativnich onemocnéni pracuji pouze s plazmou, a proto byla pro nas v ramci
diplomové prace kli¢ova otdzka, zda maji sérum a plazma podobné hodnoty namétenych
biomarkerti, zda se sebou tyto hodnoty koreluji, a tedy zda je Ize ve studiich pouzivat
i vzorky séra. Jelikoz jsme v diplomové praci prokéazali korelaci koncentraci biomarkerti
v séru a plazmé, vime v piipadé potvrzeni spolehlivosti né¢jakého biomarkeru AN zpétné
zm¢étit velky pocet vzorka séra a vyvodit z toho urcité zaveéry. Odbér a skladovani séra
a plazmy je stejné, tedy dlouhodobé vyuzivani plazmy ve studiich krevnich biomarkeri je
zfejmé jen zazitou praktikou. V rdmci CBAS je plazma sbirdna prospektivné asi dva roky.
Jelikoz byla pravé pro pacienty Neurologické kliniky aktudlni pandemickd situace velmi
ohrozujici, nabér vzorkl byl velmi zpomalen, a proto byl do diplomové prace vybran mensi

pocet ucastnik.
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Myslime si, Ze vyzkum v oblasti neurodegenerativnich onemocnéni by se mél
i nadale ubirat smérem k biofluidnim biomarkerim. Pfesnd diagnoza zakladni patologie je
klicovym krokem pfi vyvoji strategie 1écby zminénych onemocnéni. Piestoze odbér vzorkt
CSF lumbdlni punkei je invazivni ambulantni zédkrok, CSF stale piedstavuje slibny zdroj
biomarkerti pro poruchy centralniho nervového systému. Vzhledem k pfimému kontaktu
s mozkovym parenchymem CSF potencidlné odrazi cerebralni patofyziologické procesy
vyskytujici se béhem daného onemocnéni. Piestoze CSF a neurozobrazovaci biomarkery
nabizeji vynikajici diagnostickou piesnost a mohou byt klicovymi faktory pfi diferencidlnich
diagnostickych postupech, jakoz i pfi pochopeni komorbidni neuropatologie, biomarkery
zalozené na krvi nabizeji oproti CSF a neurozobrazovacim biomarkerim dulezité vyhody
tim, Ze jsou mén¢ invazivni, ptijateln&jsi pro pacienty a ndkladové a asove efektivni. Krevni
biomarkery proto nabizeji idedlni doplikovy krok k pokrocilym CSF a neurozobrazovacim

biomarkerum.
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