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Abstrakt 

 Alzheimerova nemoc (Alzheimer´s disease, AD) je neurodegenerativní onemocnění, 

na jehož vzniku a rozvoji se podílejí faktory genetické, biochemické i faktory vnějšího 

prostředí. AD postihuje převážně osoby starší 60 let, ale může se vyskytovat i v časné formě, 

která je mnohem progresivnější a závažnější. Charakteristickým rysem AD je ztráta 

kognitivních funkcí, na histologické úrovni pak přítomnost senilních plaků 

a neurofibrilárních klubek. Diagnostika AD je velmi problematická, s jistotou lze toto 

onemocnění prokázat až po smrti pacienta. Jediným známým genem, který souvisí s rizikem 

rozvoje AD je gen pro Apolipoprotein E a jeho riziková alela ε4. Z celogenomových 

asociačních studií vzešlo další množství kandidátních genů pro AD, které by s tímto 

onemocněním mohly souviset. Kromě genetického pozadí se na vzniku AD podílejí i změny 

v některých biochemických parametrech včetně steroidních hormonů.  

 Disertační práce je rozdělena na dvě části – část genetickou a část biochemickou. 

Genetická část práce je zaměřena na vybrané polymorfismy v kandidátních genech pro AD 

a na jejich případnou souvislost s poruchami glukózového metabolismu. Celkem bylo 

vyšetřeno 2172 osob (550 pacientek s gestačním diabetem, 391 pacientů s diabetem 

2. typu, 116 jedinců s porušenou glukózovou tolerancí a 1115 odpovídajících zdravých 

kontrol). Metodou Real-Time PCR byly detekovány vybrané polymorfismy v genech BIN1, 

CLU, CR1 a PICALM. Výsledky ukázaly, že varianta rs3851179 v genu PICALM je 

asociována se zvýšeným rizikem rozvoje gestačního diabetu, a že souvisí s porušenou 

glukózovou tolerancí. Dále se tato část práce zaměřila na hledání nových 

variant  v některých exonech vybraných kandidátních genů pro AD. Celkem bylo vyšetřeno 

173 osob (97 pacientů s AD a 76 seniorských kontrol). Metodou masivně paralelního 

sekvenování byly vyšetřeny vybrané exony v genech APOE, BIN1, CLU a CR1. Všechny 

varianty nalezené v této části práce byly již popsány. V rámci této studie nebyla nalezena 

žádná nová varianta, která by mohla mít souvislost s AD. 

 Biochemická část práce se zaměřila na spektrum vybraných adipokinů, cytokinů, 

inkretinů a parametrů spojených s neurodegenerací. Celkem bylo vyšetřeno 163 osob 

(87 pacientů s AD a 76 kontrolních seniorů). Vyšetření byla provedena pomocí multiplexové 

ELISA metody. Výsledky ukázaly vyšší hladiny visfatinu, resistinu, GLP-1, sCD40L a 

enolasy-2 u pacientů s AD oproti kontrolním seniorům. Dále byly u pacientů s AD nalezeny 



 

mnohonásobně vyšší hladiny chemokinu RANTES ve srovnání s kontrolním souborem. 

Dále se tato část práce zaměřila na hladiny steroidních hormonů a na případnou asociaci 

mezi poměry jejich konjugovaných a nekonjugovaných forem s AD. Vyšetření byla 

provedena metodou plynové chromatografie s hmotnostním spektrometrem. Výsledky 

ukázaly snížené hladiny C19 steroidů u pacientů s AD, které ukazují na sníženou aktivitu 

enzymů v zona reticularis nadledviny. Dále byly u pacientů s AD nalezeny vyšší hladiny 

C21 steroidů ve srovnání s kontrolním souborem, které ukazují na zvýšenou aktivitu enzymů 

v zona fasciculata nadledviny. U pacientů s AD byly nalezeny nižší poměry mezi 

konjugovanými a nekonjugovanými C19 steroidy. Tento výsledek opět ukazuje na nižší 

aktivitu enzymů v zona reticularis, konkrétně na utlumenou sulfonaci těchto steroidů 

pomocí enzymu sulfotransferase family 2A member 1 (SULT2A1). 

Disertační práce pomohla přispět k poodhalení genetického i biochemického pozadí 

AD, které je velmi komplikované. Společně s dalšími studiemi, které se problematikou AD 

zabývají, by v budoucnu mohla přispět k vytvoření modelu pro lepší diagnostiku AD.  

  



 

Abstract 
 Alzheimer´s disease (AD) is a neurodegenerative disorder where genetic, 

biochemical and environmental factors are involved. AD mainly affects individuals over 60 

years of age, but an early form of AD which is both more progressive and more serious also 

exists. The loss of cognitive function is typical for AD, on histological level senile plaques 

and neurofibrillary tangles are typically present. Diagnostics of AD is very problematic and 

accurate diagnosis is only possible post mortem. The only known gene that is associated with 

the risk of AD is Apolipoprotein E, respectively its allele ε4. Genome-wide association 

studies revealed more candidate genes for AD that have a connection with the disease. 

Except genetics background, there are some changes in biochemical markers including 

steroid hormones that can contribute to AD development. 

 This thesis has two parts – a genetic and a biochemical one. The genetic part focuses 

on selected polymorphisms in candidate genes for AD and on its eventual connection with 

disorders of glucose metabolism. In total there were 2172 persons (550 women with 

gestational diabetes, 391 patients with type 2 diabetes mellitus, 116 persons with impaired 

glucose tolerance and 1115 appropriate healthy controls) examined. Using Real-Time PCR, 

polymorphisms in BIN1, CLU, CR1 and PICALM genes were detected. Our results show that 

variant rs3851179 in PICALM gene is associated with higher risk of gestational diabetes and 

that it has a connection with impaired glucose tolerance. This part of thesis also focuses on 

searching for new variants in some exones in selected candidate genes for AD. In total there 

were 173 persons (97 patients with AD and 76 healthy senior controls) examined. Thanks to 

massive parallel sequencing selected exones in APOE, BIN1, CLU and CR1 genes were 

examined. All variants found in our study have already been discovered and described. No 

new variants which could be associated with AD were found. 

 The biochemical part of this thesis focuses on the spectrum of adipokines, cytokines, 

incretines and neurodegenerative parameters. In total there were 163 persons (87 patients 

with AD and 76 healthy seniors) examined. The analysis was performed 

by multiplex ELISA method. Our results show elevated levels of visfatin, resistin, GLP-1, 

sCD40L and enolase-2 in AD patients compared to senior controls. In AD patients we also 

detected manifold increased levels of chemokine RANTES compared to controls. Further, 

this part of thesis focuses on steroid hormone levels and its potential association of their 

conjugated and unconjugated ratios with AD. The analysis was done using a gas 



 

chromatography-mass spectrometry method. The results show lower levels of C19 steroids 

in AD patients that show reduced enzyme activity in adrenal zona reticularis. Furthermore, 

patients with AD have higher levels of C21 steroids compared to controls that show 

increased enzyme activity in adrenal zona fasciculata. We found lower ratios between 

conjugated and unconjugated C19 steroids in AD patients. This result shows again a lower 

enzyme activity in adrenal zona reticularis, specifically an attenuated sulfonation of these 

steroids by enzyme sulfotransferase family 2A member 1 (SULT2A1). 

 This Ph.D. thesis contributes to the elucidation of genetic and biochemical 

background of AD which is very complex. Together with other studies involved in AD 

problematics it could contribute to the creation of a model to improve the diagnostics 

of AD. 
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Seznam zkratek 

AD Alzheimerova nemoc (Alzheimer´s disease) 

AK aminokyselina 

AP-2 adaptorový protein 2 

APOE apolipoprotein E 

APP amyloidový prekurzorový protein 

BACE1 beta-site APP cleaving enzyme 1 

BAI body adiposity index 

BDNF brain-derived neurotrophic factor 

BIN1 bridging integrator 1 

BMI body mass index 

CCR5 C-C chemokine receptor type 5 

CLU clusterin 

CNS centrální nervová soustava 

CR1 complement receptor 1 

CSF cerebrospinální tekutina (cerebrospinal fluid) 

CSFs colony-stimulating faktory 

DHEA dehydroepiadndrosteron 

DM2 diabetes mellitus 2. typu 

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

EOAD časná forma Alzheimerovy nemoci (Early onset Alzheimer´s disease) 

GDM gestační diabetes mellitus 

GIP gastric inhibitory polypeptide 

GLP-1 glucagon-like peptid 
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GWAS celogenomová asociační studie (genome-wide association study) 

IDO1 indolamin-2,3-dioxygenáza 

IFNs interferony 

IGF-1  insulin like growth factor 1 

IL-10 interleukin 10 

IL-6 interleukin 6 

ILs interleukiny 

IR inzulínová rezistence 

LDL nízkodenzitní lipoprotein (low density lipoprotein) 

LOAD pozdní forma Alzheimerovy nemoci (Late onset Alzheimer´s disease) 

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NCPE ATP III National Cholesterol Education Program Adult Treatment Part III 

PDGF platelet-derived growth factor 

PGT porušená glukózová tolerance 

PICALM phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein 

PSEN1 presenilin 1 

PSEN2 presenilin 2 

RANTES regulated upon activation normal T cell expressed and secreted 

sCD40L soluble CD40 ligand 

SHBG sex hormone-binding globulin 

SULT2A1 sulfotransferase family 2A, dehydroepiandrosterone-preferring, member 1 

TNFs tumor nekrózové faktory 

TNF-α  tumor necrosis factor α 
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1. Úvod 

V roce 1907 bylo poprvé popsáno onemocnění, které je dnes známé jako 

Alzheimerova nemoc (Alzheimer´s disease, AD). Svůj název dostalo po německém 

neuropatologovi Aloisi Alzheimerovi, který jako první popsal výskyt „zvláštních 

nedobytných buněk“, která dnes známe pod názvem neurofibrilární klubka. Tento 

neuropatolog dále popsal formování plaků v superiorní vrstvě mozkové kůry. V době, kdy 

Alois Alzheimer toto onemocnění popsal, však již byla neurofibrilární klubka známá a byla 

spojována se stařeckou demencí. Vztah mezi tzv. senilními plaky a demencí byl také popsán 

o pár let dříve, nicméně Alois Alzheimer je považován za objevitele klinicko-patologických 

změn, která souvisejí s tímto onemocněním, a tedy i za objevitele Alzheimerovy nemoci 

(Ramirez-Bermudez, 2012). 

AD je stále častěji se vyskytující neurodegenerativní onemocnění postihující 

převážně starší část české i světové populace. Jedná se o multifaktoriální onemocnění, 

na jehož vzniku a rozvoji se podílejí faktory genetické, biochemické i faktory vnějšího 

prostředí. Diagnostika AD je velmi problematická. Během života pacienta lze přítomnost 

AD předpokládat na základě rodinné anamnézy, fyzických, kognitivních a psychologických 

testů, díky vyšetření magnetickou rezonancí a vyšetření cerebrospinální tekutiny. S určitostí 

lze toto onemocnění diagnostikovat až po smrti pacienta histologickým vyšetřením mozkové 

tkáně.  

Prevalence AD začíná být alarmující a neustále stoupá. Zpráva o stavu demence 

z roku 2016 uvádí, že v roce 2015 bylo v ČR skoro 156 tisíc osob s demencí a je odhadováno, 

že v roce 2020 stoupne tento počet na 183 tisíc a v roce 2050 na 383 tisíc (Mátl et al., 2016). 

AD zatěžuje nejen samotného pacienta, ale i jeho okolí, na které bývá pacient velmi 

často zcela odkázán. Kromě fyzické a psychické zátěže se jedná i o zátěž ekonomickou. 

V roce 2008 byly v Evropě náklady spojené s léčbou AD vyšší než 177 bilionů euro (Wimo 

et al., 2011). Vlastní léčba AD by měla v ideálním případě zahrnovat farmakoterapii 

(kognitivních i nekognitivních poruch) i psychosociologickou terapii (trénink paměti, 

soběstačnosti atd.).    

 Z výše uvedeného vyplývá, že je potřeba co nejvíce poodhalit pozadí AD, které by 

přispělo k včasnější a přesnější diagnostice. Jakýkoliv nový genetický nebo biochemický 
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marker, který může souviset se vznikem a rozvojem AD je důležitý a spolu s již známými 

rizikovými faktory může přispět k lepší diagnostice tohoto onemocnění.  

 Tato práce vznikla v Endokrinologickém ústavu v Praze na Oddělení molekulární 

endokrinologie mezi lety 2014–2018 a navazuje na výzkumný projekt a diplomovou práci, 

která se tématem AD zabývala (VACÍNOVÁ, Gabriela. Diabetes mellitus 2. typu 

a Alzheimerova demence: studium společných patogenetických faktorů. Praha, 2014. 

Diplomová práce. Univerzita Karlova v Praze. Přírodovědecká fakulta. Katedra antropologie 

a genetiky člověka.).  
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2. Literární přehled 

2.1. Epidemiologie Alzheimerovy nemoci 

 Prevalence AD (tj. počet jedinců s onemocněním v populaci) je velmi vysoká 

a neustále stoupá. Nárůst počtu pacientů s AD je dáván do souvislosti se stárnutím populace. 

V roce 2000 bylo na světě okolo 420 milionů osob starších 65 let. Podle odhadů stoupne 

tento počet v roce 2030 na 973 milionů. V rámci Evropy se počet osob starších 65 let zvýší 

z 16 % na 24 %, v rámci Severní Ameriky z 13 % na 20 % (The Centers 

for Disease Control and Prevention, 2003).  

V roce 2001 bylo na světě přes 24 milionů osob starších 60 let s demencí, z toho 

70 % byli pacienti s AD (Ferri et al., 2005). V roce 2015 se tento počet zvýšil 

na 46 milionů (www.alz.co.uk, 8. 9. 2018). Vzhledem k tomu, jak rychle počet pacientů 

narůstá, se odhaduje, že v roce 2030 se tento počet zdvojnásobí a v roce 2050 stoupne 

dokonce na 135 milionů. 

Incidence AD (tj. počet jedinců v populaci, u kterých se toto onemocnění rozvine 

za určité časové období) roste úměrně s věkem. U žen se AD vyskytuje častěji než u mužů 

(Azad et al., 2007), což pravděpodobně souvisí s vyšší věkovou hranicí dožití u žen.  

Zpráva o stavu demence z roku 2016 uvádí, že v České republice bylo v roce 2015 

téměř 156 tisíc pacientů s AD. Tento počet je pouze předpokládaný, protože ne všichni 

pacienti jsou správně diagnostikováni. Dvě třetiny pacientů v České republice jsou ženy 

(Mátl et al., 2016).  

2.2. Patofyziologie Alzheimerovy nemoci 

  Pro AD je typická tvorba tzv. senilních plaků, tvořených nadměrným ukládáním 

β-amyloidních peptidů v extracelulárním prostoru mozkové tkáně. β-amyloidní peptidy 

vznikají štěpením amyloidového prekurzorového proteinu (APP) a jsou složeny 

z 39-42 aminokyselin. Za fyziologických podmínek je APP štěpen enzymem α-sekretázou 

na kratší fragmenty, které jsou rozpustné a pravděpodobně mohou působit neuroprotektivně 

(Morley and Farr, 2014) – tzv. non-amyloidní způsob štěpení APP. V případě patologie je 

APP štěpen pomocí enzymů β- a γ-sekretázy na fragmenty delší než 42 aminokyselin. Tyto 

formy jsou nerozpustné, tvoří shluky neurotoxických oligomerů a jsou typické pro AD – tzv. 

amyloidní hypotéza (Sorrentino et al., 2014). Nadprodukce 

β-amyloidních peptidů zhoršuje kognitivní funkce, způsobuje oxidativní poškození tkání, 
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vede k narušení hematoencefalické bariéry a k formování pro AD typických senilních plaků 

(Morley and Farr, 2014). Kromě toho dochází k narušení intracelulární homeostázy vápníku, 

ke zvýšení produkce volných radikálů díky ovlivnění mitochondriální redoxní aktivity i k 

prohloubení účinků jiných toxických látek (Sorrentino et al., 2014).  

Dalším charakteristickým znakem AD je přítomnost tzv. intracelulárních 

neurofibrilárních klubek, která vznikají nadměrnou fosforylací tau proteinu (Pimplikar, 

2009). Tau protein je protein asociovaný s mikrotubuly a je exprimován převážně 

v nervových buňkách. Za fyziologických podmínek hraje zásadní roli ve stabilizaci 

cytoskeletu neuronů. Za patologických podmínek dochází k hyperfosforylaci tau proteinu 

a k následné agregaci do párových helikálních filament, která vedou k tvorbě 

neurofibrilárních klubek (Martin et al., 2013). Hyperfosforylovaný tau protein spouští 

neurotoxické pochody, které mají vliv na fyziologickou strukturu neuronálního cytoskeletu. 

Přítomnost neurofibrilárních klubek tedy vede k poškození stavby neuronu, k následnému 

zhoršení komunikace s ostatními nervovými buňkami a k apoptóze (Maeda et al., 2007). 

AD je někdy označována jako diabetes mellitus 3. typu (de la Monte and Wands, 

2008). Důvodem je přítomnost inzulínové rezistence nervové tkáně (nebo mozku) u pacientů 

s AD. Na rozdíl od periferní inzulínové rezistence u pacientů s diabetem 2. typu se u AD 

jedná o inzulínovou rezistenci mozkové tkáně. Původně se předpokládalo, 

že mozek je orgán necitlivý k účinkům inzulínu. Později bylo zjištěno, že některé oblasti 

(čichová oblast, cerebrální kortex, hippocampus, hypothalamus, amygdala, mediální 

temporální kortex) obsahují receptory pro inzulín (Craft, 2009), a že inzulín prochází přes 

hematoencefalickou bariéru pomocí specifických přenašečů (Poduslo et al., 2001). Inzulín 

má v mozkové tkáni zachovanou funkci růstového faktoru včetně vlivu na synaptogenezi 

a růst nervových buněk. V případě nefunkčnosti inzulínových receptorů dochází 

k inzulínové rezistenci mozkové tkáně a k následnému zhoršení kognitivních funkcí 

spojených s AD (Craft and Watson, 2004). 

2.3. Genetika Alzheimerovy nemoci 
 AD je heterogenní onemocnění, které se z hlediska nástupu klinických příznaků 

rozděluje do dvou skupin. Zhruba v 5 % případů se AD manifestuje okolo 40. nebo 50. roku 

života a ve většině případů se jedná o časnou familiární formu AD (early onset AD). 

U 95 % případů se AD začne manifestovat až po 65. roce života, jedná se o tzv. pozdní formu 

AD (late onset AD). Z klinického hlediska jsou obě tyto formy těžko rozlišitelné. Časná 
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forma AD je však mnohem závažnější, protože je asociována s rychlejší progresí 

onemocnění. Na rozdíl od klinického je genetické pozadí jednotlivých forem AD odlišné 

(Reitz et al., 2011).  

2.3.1. Časná forma Alzheimerovy nemoci  

 Časná forma AD se většinou dědí klasickým mendelovským způsobem, nicméně 

může vzniknout i sporadicky. U této časné formy AD se uplatňují tři geny: amyloidový 

prekurzorový protein (APP), presenilin 1 (PSEN1) a presenilin 2 (PSEN2). Mutace v těchto 

genech vedou ke zvýšené produkci β-amyloidních peptidů a k následné apoptóze neuronů 

a rozvoji demence (Tanzi, 2012).  

APP je gen lokalizovaný na 21. chromozomu. Díky tomu může být jedním 

z rizikových faktorů pro rozvoj AD i Downův syndrom. Díky trisomii 21. chromozomu 

může docházet ke zvýšené expresi APP a k následné akumulaci β-amyloidu (Bagyinszky 

et al., 2014). Je známo více jak 30 mutací v APP genu, z toho ~ 25 je klasifikováno jako 

patogenní a ve většině případů vedou k autozomálně dominantně děděné časné formě AD 

(Alonso-Vilatela et al., 2012). 

Struktura genů PSEN1 a PSEN2 je velmi podobná, geny jsou homologní v 67 %. Oba 

geny obsahují 12 exonů, z toho proteiny PS1 a PS2 jsou kódovány 3-12 exonem. PSEN1 gen 

je lokalizován na 14. chromozomu. Ve spojitosti s časnou formou AD bylo nalezeno přes 

180 mutací, které mohou být zapojeny i do patologie pozdní formy AD (Cruts et al., 2012). 

Z klinického hlediska se mutace v PSEN1 genu projevují progresivní demencí a 

parkinsonismem, nicméně je zde značná variabilita mezi jednotlivými pacienty. Mohou se 

objevit poruchy řeči, zhoršená chůze i změna reflexů (Alonso-Vilatela et al., 2012).  

PSEN 2 gen se nachází na 1. chromozomu. Mutace v tomto genu jsou vzácnější 

příčinou časné formy AD a většinou mívají nižší penetranci než mutace v genu PSEN1 

(Alonso-Vilatela et al., 2012). Klinické projevy bývají různorodé a často atypické (Binetti 

et al., 2003).  

2.3.2. Pozdní forma Alzheimerovy nemoci  

 Genetické pozadí pozdní formy AD je mnohem komplexnější. Za vznik této formy 

je zodpovědná řada genů (polygenní onemocnění), jejich vzájemné interakce (gen-gen) 

i interakce genů s prostředím (gen-prostředí). Většina případů pozdní formy AD vzniká 

sporadicky bez nutného zatížení v rodinné anamnéze (Alonso-Vilatela et al., 2012). 
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Nicméně riziko vzniku AD stoupá u jedinců s přímými postiženými příbuznými. 

Z celogenomových asociačních studií (genome-wide association study GWAS) vzešla řada 

kandidátních genů pro AD. Tyto studie porovnávají relativní zastoupení jednotlivých variant 

genu mezi pacienty a kontrolní skupinou. V případě nalezené asociace lze předpokládat, že 

gen s danou nemocí souvisí. Tato práce se zaměřila na vybrané kandidátní geny – APOE, 

BIN1, CLU, CR1 a PICALM. 

Gen pro Apolipoprotein E  

 Nejvýznamnějším a dosud jediným známým rizikovým genem souvisejícím s pozdní 

formou AD je gen pro Apolipoprotein E (APOE). APOE se nachází 

na 19. chromozomu a obsahuje 4 kódující oblasti. Protein APOE je složený 

z 229 aminokyselin a je exprimován v mnoha orgánech. V mozkové tkáni je produkován 

převážně astrocyty, o něco méně mikrogliovými buňkami a za určitých podmínek 

i neurony (Kim et al., 2009). APOE je hlavním transportérem cholesterolu v mozkové tkáni, 

který je důležitý pro ochranu a případnou opravu nervových buněk. Váže se 

na příslušné receptory na povrchu buněk, které se účastní přenosu lipidů, glukózového 

metabolismu, neuronální signalizace a mitochondriální aktivity. Za fyziologických 

podmínek se APOE váže na β-amyloidní peptidy a zabraňuje jejich hromadění (Bu, 2009). 

  V APOE genu byly popsány dva polymorfismy lokalizované v kodonu 130 a 176 

(podle transkriptu NM_000041.3). V závislosti na přítomnosti alely (ε2, ε3 nebo ε4) byly 

identifikovány tři možné varianty tohoto genu – APOE2, APOE3 a APOE4. Jednotlivé 

varianty se liší podle přítomných aminokyselin v daných lokusech. Varianta APOE3, která 

je definována jako nejběžnější varianta, má v pozici 130 cystein a v pozici 176 arginin.  

Varianta APOE2 má v obou pozicích cystein, varianta APOE4 má v obou pozicích arginin. 

Vzhledem k tomu, že každý jedinec má v daném lokusu dvě alely (od otce a od matky), 

může vzniknout 6 možných genotypů (Tab.1).  

 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/17864/
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Tab. 1 Varianty v genu APOE   

Alely Přítomná aminokyselina 
  kodon 130 kodon 176 

ε2/ε2 Cys Cys 
ε2/ε3 Cys Cys, Arg 
ε2/ε4 Cys, Arg Cys, Arg 
ε3/ε3 Cys Arg 
ε3/ε4 Cys, Arg Arg 
ε4/ε4 Arg Arg 

 

 Alela ε4 je riziková pro vznik a rozvoj AD. Její patogenní povaha může být 

asociována se strukturními změnami APOE proteinu. APOE protein má dvě hlavní funkční 

domény – N-terminální doménu velkou 22 kDA a C-terminální doménu velkou 10 kDa. 

Alela ε4 může podporovat interakce mezi těmito doménami díky změně orientace Arg61 

v N-doméně. Arg 112 (podle transkriptu NM_000041.3 Arg 130) poté interaguje s Glu255 

v C-terminální doméně, což vede ke strukturním změnám APOE proteinu, apoptóze 

nervových buněk a k následné neurodegeneraci (Bagyinszky et al., 2014). 

Frekvence jednotlivých alel v populaci se liší v závislosti na jednotlivých studiích 

s rozmezím 6,7-10 % pro ε2, 75-82,8 % pro ε3 a 7,5-15,6 % pro ε4 (McKay et al., 2011). 

U pacientů s pozdní formou AD se alela ε4 vyskytuje v 50 % případů ve srovnání s kontrolní 

skupinou, kde se vyskytuje s frekvencí 20-25 %. Nositelé jedné alely ε4 mají 

3x vyšší riziko rozvoje AD, homozygoti pro alelu ε4 mají riziko zvýšené až 12x (Alonso-

Vilatela et al., 2012). Samotná přítomnost rizikové alely ε4 však pro rozvoj AD nestačí, 

pouze zvyšuje pravděpodobnost rozvoje tohoto onemocnění. Samotné vyšetření genu pro 

APOE proto nelze použít pro diagnostiku AD.  

Gen pro Bridging Integrator 1 

Bridging Integrator 1 (BIN1) je tumor supresorový gen lokalizovaný 

na 2. chromozomu. Protein BIN1 je exprimován především v kosterním svalstvu 

a mozkové tkáni. BIN1 je klíčovým regulátorem buněčné endocytózy, regulace cytoskeletu, 

účastní se oprav DNA, progrese buněčného cyklu i buněčné apoptózy. Modifikace tohoto 

proteinu jsou dávány do souvislosti s progresí rakoviny, některými druhy myopatií, 

srdečním selháním a s pozdní formou AD (Prokic et al., 2014).  

Studie prováděné na háďátku obecném ukázaly, že BIN1 hraje roli v navádění APP, 

APOE a β-amyloidních peptidů během endolysozomálního procesu (Hu et al., 2011). Díky 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/17864/
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schopnosti regulovat cytoskelet může BIN1 také interagovat s mikrotubuly tau proteinu 

(Chapuis et al., 2013). V rámci regulace endocytózy je BIN1 důležitý pro intracelulární 

navádění velkých molekul zahrnujících proteiny a lipidy. V souvislosti se zánětem se BIN1 

podílí na fagocytóze makrofágy. Má schopnost regulovat expresi indolamin-2,3-

dioxygenázy, což je enzym důležitý v obranném mechanismu proti patogenům 

a parazitům. Exprese tohoto enzymu byla prokázána v amyloidových placích 

a neurofibrilárních klubkách v mozkové tkáni AD (Tan et al., 2013).  

 Podle celogenomových asociačních studií a genových databází je BIN1 po APOE 

druhým nejdůležitějším rizikovým genem účastnícím se patologie AD. Výsledky těchto 

studií, konkrétně výsledky pro polymorfismus rs744373, shrnuje Obr. 1.  

 

Obr. 1 Výsledky celogenomových asociačních studií pro polymorfismus rs744373 v genu 
BIN1 (http://www.alzgene.org/meta.asp?geneID=708) 

 

Gen pro Clusterin 

 Clusterin (CLU) je další rizikový gen asociovaný s pozdní formou AD. 

CLU se nachází na 8. chromozomu a obsahuje 9 exonů. Lidský gen CLU se může vyskytovat 

http://www.alzgene.org/meta.asp?geneID=708
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ve třech různých transkripčních izoformách. Každý z těchto transkriptů má unikátní 

fragment prvního exonu a zbylé exony 2–9 mají shodné (Yu and Tan, 2012).  

Produkt tohoto genu, lipoprotein CLU, je exprimovaný převážně v mozkové tkáni, 

ale také v ováriích, varlatech a játrech. Účastní se mnoha fyziologických procesů, jako jsou 

změny v synaptických spojích, apoptóza, recyklace membrán během vývoje nebo 

v odpovědi na poranění (Guerreiro et al., 2010). CLU interaguje s lipidy, amyloidovými 

proteiny a imunoglobuliny (Jones and Jomary, 2002). Je jedním z proteinů nalézaných 

v amyloidních placích. CLU váže rozpustný β-amyloidní peptid v cerebrospinální tekutině 

a formuje ho tak, aby byl schopný procházet přes hematoencefalickou bariéru (Zlokovic, 

1996).  

 U pacientů s AD byly nalezeny zvýšené hladiny CLU v mozku a v cerebrospinální 

tekutině. Podle studií koncentrace CLU v periferii pravděpodobně odráží koncentraci tohoto 

proteinu v centrální nervové soustavě. Díky tomu jsou hladiny plazmatického CLU dávány 

do asociace s atrofií mozkové tkáně, progresí AD a s mírou závažnosti tohoto onemocnění 

(Thambisetty et al., 2010). Výsledky GWAS zaměřených na gen CLU, které ukazují asociaci 

polymorfismu rs11136000 s AD, shrnuje Obr. 2. 
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Obr. 2 Výsledky celogenomových asociačních studií pro polymorfismus rs11136000 
v genu CLU (http://www.alzgene.org/meta.asp?geneID=323) 

 

Gen pro Complement Receptor 1 

 Complement receptor 1 (CR1) je gen nacházející se na dlouhém raménku 

1. chromozomu. Kóduje transmembránový glykoprotein CR1, který hraje významnou roli 

v adaptivní imunitní odpovědi. Tento protein patří do skupiny negativních regulátorů 

aktivace komplementu (regulators of complement activation), kde inhibuje klasické 

i alternativní dráhy tohoto procesu (Karch et al., 2012). CR1 je nejčastěji exprimován 

v erytrocytech, kde zprostředkovává vazbu buněk na částice a imunitní komplex, a je 

zapojen do imunologické likvidace patogenů na povrchu těchto buněk (Li et al., 2010a). 
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 Někteří autoři uvádí, že za formování AD nemůže stupeň akumulace β-amyloidního 

peptidu, ale jak moc je tento peptid odstraňován (Mawuenyega et al., 2010). 

Za fyziologických podmínek je „buněčný odpad“ odstraňován pomocí mikroglií, které se 

na tomto procesu aktivně podílejí a tím podporují regeneraci a opravu poškozených nebo 

odumřelých buněk ve svém okolí (Fetler et al., 2005). Bylo zaznamenáno, že CR1 je 

přítomen na povrchu těchto mikroglií, kde je zapojen do odstraňování β-amyloidu (Crehan 

et al., 2013). 

 CR1 dále hraje roli v neurozánětu. Jak bylo zmíněno výše, CR1 může regulovat 

kaskádu komplementu na více úrovních. Systém komplementu je klíčový iniciátor zánětu 

(Song et al., 2000), a může tedy být obzvláště důležitý v patologii AD. CR1 byl dáván 

i do souvislosti s tau proteinem, nicméně jsou třeba ještě další studie, které by toto spojení 

více objasnily. Výsledky GWAS pro gen CR1 a asociaci polymorfismu rs3818361 s AD 

shrnuje Obr. 3. 

 

Obr. 3 Výsledky celogenomových asociačních studií pro polymorfismus rs3818361 v genu 
CR1 (http://www.alzgene.org/meta.asp?geneID=635) 

http://www.alzgene.org/meta.asp?geneID=635
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Gen pro Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein 

PICALM, dříve označován jako clathrin assembly lymphoid myeloid leukemia 

(CALM), je dalším rizikovým genem pro AD vzešlým z celogenomových asociačních studií. 

PICALM je lokalizovaný na dlouhém raménku 11. chromozomu. Produkt tohoto genu, 

phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein (PICALM), je exprimován v mnoha 

tkáních a buňkách. V centrální nervové soustavě se PICALM nachází v neuronech, 

astrocytech, oligodendrocytech (Tebar et al., 1999; Yao et al., 2003), ale i v endoteliálních 

buňkách mozkové tkáně (Baig et al., 2010). 

PICALM se účastní metabolismu cholesterolu a homeostáze lipidů. Defekty v tomto 

proteinu vedou k odlišné expresi genů zapojených do biosyntézy cholesterolu a jeho 

nefunkčnost přispívá ke zvýšené expresi LDL receptorů na povrchu buněk a ke zvýšení 

množství celkového cholesterolu (Mercer et al., 2015).  

PICALM má dále potenciální úlohu v růstu, krvetvorbě a metabolismu železa 

(Klebig et al., 2003). Hraje klíčovou úlohu v endocytóze zprostředkované clathrinem, která 

je důležitá pro regulaci receptorů, synaptický přenos a pro odstraňování buněk po apoptóze. 

PICALM „verbuje“ clathrin a adaptorový protein 2 (AP-2) na plazmatickou membránu kde 

společně s AP-2 rozpoznává cílové proteiny. Přítomnost clathrinu způsobuje deformaci 

membrány v okolí cílových proteinů, obaluje je do váčků pokrytých clathrinem a dochází 

ke zpracování v lysozomech (místo pro degradaci cílových proteinů) nebo v endozomech 

(proteiny jsou zde modifikovány nebo recyklovány a vráceny zpět na plazmatickou 

membránu) (Wu et al., 2009). Nadměrná exprese, ale i degradace proteinu PICALM, vede 

k narušení této endocytické dráhy (Baig et al., 2010).  

U pacientů s AD byla nalezena zvýšená exprese genu PICALM v oblasti frontálního 

kortexu. Studie uvádí, že je to možná odpověď na zvýšené hladiny β-amyloidních peptidů. 

Autoři se domnívají, že specifita jednotlivých regionů mozku a biochemické změny 

související s hyperfosforylací tau proteinu mohou upravovat vliv β-amyloidních peptidů 

na expresi genu PICALM (Baig et al., 2010). Asociace mezi genem PICALM a rizikem pro 

rozvoj AD byla prokázána v mnoha studiích (Harold et al., 2009; Carrasquillo et al., 2010; 

Kamboh et al., 2010). Na druhou stranu, některé studie žádnou významnou asociaci 

nenalezly (Li et al., 2008; Jun et al., 2010). Výsledky GWAS pro gen PICALM, konkrétně 

pro polymorfismus rs3851179, shrnuje Obr. 4. 
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Obr 4 Výsledky celogenomových asociačních studií pro polymorfismus rs3851179 v genu 
PICALM (http://www.alzgene.org/meta.asp?geneID=636) 

 

2.4. Biochemické pozadí Alzheimerovy nemoci 
 S přibývajícím věkem roste riziko vzniku metabolických onemocnění, mezi která 

patří např. diabetes 2. typu, hyperlipoproteinemie nebo dna. Tato onemocnění vznikají 

důsledkem poruchy tvorby, ukládání, látkové přeměny nebo vylučování určitých látek 

v organismu, které jsou u zdravých jedinců v rovnováze. V případě přítomnosti alespoň tří 

následujících poruch – vysoký krevní tlak, vysoká hladina HDL cholesterolu, vysoká hladina 

triacylglycerolů, porušená glukózová tolerance, obezita – mluvíme o přítomnosti 

metabolického syndromu (podle NCEP ATP III, revize 2005). Prevalence metabolického 

syndromu, stejně jako jiných metabolických onemocnění, roste úměrně s přibývajícím 

věkem. Dostupná data ukazují, že metabolickým syndromem trpí zhruba 7 % osob ve věku 

20 let, zatímco u osob starších 60 let se metabolický syndrom vyskytuje ve 42 % (Ford et 

al., 2002).  

http://www.alzgene.org/meta.asp?geneID=636
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Metabolické poruchy mohou souviset se změnami některých parametrů, mezi které 

patří adipokiny, cytokiny nebo steroidní látky. Vzhledem k tomu, že velká část pacientů 

s AD má zároveň i některou z výše uvedených poruch tvořící metabolický syndrom, by tyto 

parametry mohly souviset i s AD. Tato práce se zaměřila na vybrané adipokiny, cytokiny, 

biomarkery spojené s neurodegenerací a steroidní hormony, které jsou popsány 

v následujících odděleních. 

2.4.1. Alzheimerova nemoc a adipokiny 

 Adipokiny jsou proteiny produkované tukovou tkání. Jedná se o pleiotropní 

molekuly, které přispívají k zánětlivému stavu u obézních jedinců. Díky tomu mohou 

vzniknout různé metabolické poruchy včetně autoimunitních a zánětlivých onemocnění 

(Abella et al., 2014).  

Adipokiny mají autokrinní, parakrinní i endokrinní mechanismy účinku a mnoho 

z nich ovlivňuje procesy jak v periferii, tak v centrální nervové soustavě. Adipokiny 

procházejí přes hematoencefalickou bariéru, působí v hypotalamu, kde pomáhají regulovat 

rovnováhu mezi pocitem sytosti a hladu. Hrají klíčovou úlohu v regulaci energetického 

metabolismu. Mimo jiné mají i specifickou úlohu v imunitní odpovědi, inzulínové 

senzitivitě, lipidovém a glukózovém metabolismu a v zánětu (Kiliaan et al., 2014).  

Neurodegenerativní a vaskulární procesy, které při rozvoji demence můžeme 

pozorovat, ovlivňují různé oblasti mozkové tkáně (Wenk, 2003). Během těchto procesů 

může pravděpodobně dojít ke změně působení adipokinů, které mohou následnou zpětnou 

vazbou samy přispět k neurodegeneraci (Kiliaan et al., 2014).  

Asociace mezi vybranými adipokiny a AD jsou podrobněji popsány v našem 

přehledovém článku: 

Gabriela Vacínová, Markéta Vaňková. Adipokiny a jejich úloha v patologii Alzheimerovy 

nemoci.DMEV. (2016), 3:125-130. 

http://www.tigis.cz/images/stories/DMEV/2016/03/clanek_Vacinova.pdf
http://www.tigis.cz/images/stories/DMEV/2016/03/clanek_Vacinova.pdf
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2.4.2. Alzheimerova nemoc a cytokiny 

 Cytokiny jsou glykoproteiny, které regulují funkce imunitního systému. Jedná 

se o velkou skupinu mediátorů, do které patří interleukiny (ILs), tzv. colony-stimulating 

faktory (CSFs), interferony (IFNs), tumor nekrózové faktory (TNFs) a růstové faktory. 

Cytokiny jsou produkovány imunitními buňkami, tukovou tkání, žírnými buňkami, 

fibroblasty, buňkami endotelu i keratinocyty (Szalecki et al., 2018).  

 Cytokiny mohou působit autokrinně, parakrinně i endokrinně. Ovlivňují přežívání, 

proliferaci, diferenciaci a homeostázu lymfoidních buněk. Jejich hlavní funkcí je iniciace 

a regulace imunologické odpovědi a zánětu (Pagani et al., 2005). Cytokiny mohou mít 

prozánětlivé (navozují nebo posilují zánětlivou odpověď) nebo protizánětlivé účinky (tlumí 

zánětlivou odpověď). Na cílových buňkách působí prostřednictvím specifických 

membránových receptorů.  

 Interleukiny jsou cytokiny vylučované leukocyty a makrofágy.  Jsou zapojeny 

do komunikace mezi leukocyty, které regulují velké množství biologických procesů 

a imunitních odpovědí. Interakce interleukinů a jejich receptorů s endoteliálními buňkami 

moduluje proces angiogeneze (Ribatti, 2009). 

Mezi cytokiny s prozánětlivým účinkem patří interleukin-6 (IL-6). IL-6 je 

produkován hlavně monocyty a makrofágy, ale může být produkován i T a B lymfocyty, 

fibroblasty nebo adipocyty. Většina cirkulujícího IL-6 je pak produkována tukovou tkání. 

IL-6 působí prostřednictvím svého receptoru IL-6R, který má tyrosin-kinázovou aktivitu 

a je přítomen buď na buněčných membránách, nebo v rozpustné formě. IL-6 se podílí 

na regulaci imunitní odpovědi, a to jak její iniciací, tak i jejím udržením. Dále řídí navádění 

a aktivaci leukocytů (Akdis et al., 2011). 

 U pacientů s AD byly zjištěny vyšší hladiny IL-6 v periferii oproti zdravým 

kontrolám. IL-6 hraje důležitou roli v zánětlivé kaskádě a může klinicky korelovat 

se stupněm AD (Swardfager et al., 2010; Leung et al., 2013). Některé studie uvádějí, že AD 

je primárně imunologicky řízený proces, a že IL-6 je asociován se změnou metabolismu 

amyloidového prekursorového proteinu (Cojocaru et al., 2011). Vzhledem k tomu, 

že se zjistilo, že hladiny IL-6 v séru korelují s jeho hladinami v cerebrospinální tekutině (Sun 

et al., 2003), periferní hladiny IL-6 mohou být využity jako jeden z markerů pro určení 

progrese AD. 
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 Mezi cytokiny s protizánětlivým účinkem patří interleukin-10 (IL-10). Tento cytokin 

je důležitým regulátorem několika aspektů imunitní odpovědi. IL-10 je sekretován jako 

homodimer složený ze dvou podjednotek. Tento cytokin přímo ovlivňuje funkci antigen-

prezentujících buněk (Akdis et al., 2009).  

IL-10 inhibuje syntézu a uvolňování mnoha prozánětlivých cytokinů (IL-1, IL-6, 

IL-8, IL-12 a TNF-α), chemokinů a jejich receptorů. Zprostředkovává toleranci na alergeny 

v alergeno-specifické imunoterapii a po expozici vysokých dávek alergenu (Meiler et al., 

2008). IL-10 tlumí expresi prozánětlivých cytokinů, která je indukována lipopolysaharidy. 

Díky inhibici aktivity NADPH oxidázy redukuje neurotoxicitu indukovanou těmito 

lipopolysacharidy (Qian et al., 2006) a potlačuje apoptózu neuronů zprostředkovanou 

kaspázou 3 (Lynch et al., 2004).  

 Studie na hlodavcích ukázala, že myši s deficitem IL-10 mají při periferní 

lipopolysacharidové infekci výrazně zhoršené kognitivní funkce oproti wild-type jedincům 

(Richwine et al., 2009). To podporuje myšlenku, že IL-10 má terapeutický potenciál 

pro zlepšování neurozánětu a pro zmírnění kognitivní dysfunkce a neurodegenerace. 

 Tumor nekrózové faktory tvoří rodinu transmembránových proteinů, která je 

produkována makrofágy, a to nejčastěji v reakci na přítomnost infekce nebo zánětu. 

Nejznámější je tumor necrosis factor α (TNF-α). Jedná se o glykoprotein tvořený 157 

aminokyselinami. Tento cytokin je vylučován aktivovanými monocyty a makrofágy, 

v menší míře pak adipocyty, keratinocyty, fibroblasty, některými lymfocyty atd. Působí 

prostřednictvím svých receptorů (TNF-R1 a TNF-R2). Je jedním z hlavních cytokinů, které 

se účastní zánětlivé odpovědi – podílí se na odpovědi při akutní fázi zánětu. TNF-α aktivuje 

transkripční faktor NF-κB, který iniciuje produkci dalšího pro-zánětlivého cytokinu IL-6 

(Shoelson et al., 2007). Svoji úlohu hraje také v inhibici vývoje neoplastických nádorů 

a inhibici replikace virů. V periferii TNF-α zvyšuje inzulínovou rezistenci (Szalecki et al., 

2018).  

Studie zjistily, že vysoké koncentrace TNF-α u chronických onemocnění zhoršují 

růstové procesy (Gaspari et al., 2011). Zdá se, že TNF-α dále snižuje koncentraci IGF-1 

a narušuje expresi receptorů pro růstový hormon v játrech. Růstové destičky jsou poté 

k IGF-1 rezistentní, snižuje se diferenciace chondrocytů a dochází k jejich častější apoptóze 
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(Choukair et al., 2014). V neposlední řadě TNF-α inhibuje produkci testosteronu 

v Leydigových buňkách a ovariální steroidogenezi (Wong et al., 2006).  

U pacientů s AD byly zjištěny vyšší koncentrace TNF-α v periferii oproti kontrolním 

jedincům (Swardfager et al., 2010). Ze studií vyplývá, že hladiny tohoto cytokinu 

se pravděpodobně zvyšují sice mírně, ale nepřetržitě po celou dobu onemocnění (Brosseron 

et al., 2014).  

 Mezi cytokiny patří i rozpustný CD40 ligand (sCD40L). Jedná 

se o transmembránovou molekulu zapojenou do buněčné signalizace vrozené i adaptivní 

imunity. sCD40L je exprimován mnoha druhy tkání, nejvíce T-lymfocyty a krevními 

destičkami. Tento rozpustný ligand má cytokinovou aktivitu. Váže se na specifický receptor 

CD40, který patří do velké rodiny receptorů tumor nekrózových faktorů. Interakce mezi 

CD40 a sCD40L vyvolává aktivaci, diferenciaci a proliferaci imunitních buněk, stejně tak 

jako up-regulaci některých cytokinů (Chen et al., 2006a). Dále dochází k produkci 

vaskulárního endotelového růstového faktoru, který je zapojen do procesu angiogeneze 

a remodelace cév (Yu et al., 2016).  

 V souvislosti s AD bylo zjištěno, že interakce sCD40L s CD40 může spouštět 

produkci β-amyloidních peptidů. Pacienti s AD měli vyšší hladiny tohoto ligandu v periferii 

oproti zdravým seniorům (Volmar et al., 2009). Díky tomu by sCD40L mohl být jedním 

z důležitých biomarkerů AD s vysokou specifitou.  

 Další studie prováděné post-mortem uvádějí, že i signalizace receptoru CD40 hraje 

roli v patogenezi AD. Inhibice CD40L vede ke snížení β-amyloidní produkce a k aktivaci 

mikroglií u myších modelů AD (Calingasan et al., 2002). Tato aktivace mikroglií 

indukovaná β-amyloidními peptidy a fosforylace tau proteinu jsou závislé na interakci 

CD40-CD40L. Bylo zjištěno, že rozpustný CD40 receptor koreluje s APP-α a s APP-β, 

což naznačuje, že signalizace CD40 receptoru je asociována se štěpením APP pomocí 

α- a β-sekretáz (Buchhave et al., 2009). Ze studií vyplývá, že vztah mezi hladinami sCD40L 

a stupněm závažnosti AD, stejně tak jako schopnost sCD40L předpovídat další rozvoj AD, 

poukazuje na patogenetickou roli tohoto zánětlivého biomarkeru (Desideri et al., 2008). 

sCD40L může být podle těchto studií přímo zapojen do různých forem patofyziologie AD. 

Obecně byly cytokiny zkoumány i z hlediska kontextu s neurozánětem, tedy 

procesem předcházejícím rozvoji neurodegenerativních onemocnění včetně AD. Jedna 
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z hlavních funkcí neurozánětu je aktivace mikroglií, která zahrnuje lokální změny v expresi 

cytokinů (Rao et al., 2012). Hladiny cytokinů poté mohou stoupat v odpovědi na stárnutí 

a stres. Chronický zánět a systémová infekce byly prokázány jako jedny z rizikových faktorů 

pro rozvoj AD ve stáří. Naopak mnohé rizikové faktory pro AD jsou spouštěči systémového 

zánětu (Perry, 2010). 

2.4.3. Alzheimerova nemoc a parametry neurodegenerace 

 Kromě některých adipokinů a cytokinů se na rozvoji AD podílejí i biomarkery, které 

přímo souvisejí s degenerací nervových buněk. Mezi vyšetření neurodegenerativních 

parametrů, která souvisejí s AD, patří nejčastěji stanovení množství tau proteinu 

a β-amyloidního peptidu v cerebrospinální tekutině. Odběr cerebrospinální tekutiny je však 

invazivní vyšetření. Oproti tomu odběr periferní krve je vyšetření snadno proveditelné. Díky 

částečné propustnosti hematoencefalické bariéry mohou některé látky související 

s neurodegenerací přecházet do periferie, kde by mohly vypovídat o změnách souvisejících 

s přítomností AD. 

Mezi parametry souvisejícími s neurodegenerací patří cystatin C. Cystatin C je 

endogenní inhibitor cysteinových proteináz, složený ze 120 aminokyselin. Reguluje 

intra- a extracelulární aktivitu lysosomálních katepsinů. Jeho sekrece probíhá ve všech 

tělesných tkáních a je dostupný ve všech tělesných tekutinách. Cystatin C moduluje různé 

fyziologické procesy. Bylo prokázáno, že hraje klíčovou roli v ochraně před poraněním 

tkání, které je způsobeno uvolňováním cysteinových peptidáz během procesu poškození. 

Celkově lze tedy říci, že cystatin C přímo inhibuje endo- a exogenní cysteinové peptidázy, 

účastní se modulace imunitního systému, má antibakteriální a antivirální aktivitu a přispívá 

k odpovědi na poškození mozkové tkáně (Mussap and Plebani, 2004). 

Studie in vitro i in vivo ukazují neuroprotektivní roli cystatinu C v patogenezi AD. 

Cystatin C váže β-amyloidní peptid a inhibuje shlukování a ukládání jeho vláken v závislosti 

na koncentraci, čímž chrání mozkovou tkáň proti toxickým účinkům β-amyloidů (Sastre et 

al., 2004). Studie prováděné na myších modelech ukázaly, že nadměrná exprese cystatinu C 

redukuje hromadění β-amyloidů přímou interferencí mezi monomerním cystatinem C 

a monomerním β-amyloidem (Mi et al., 2007).  

V souvislosti s tau proteinem byla naopak nalezena pozitivní korelace – zvýšené 

hladiny tau proteinu byly asociovány se zvýšenými hladinami cystatinu C v cerebrospinální 
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tekutině (CSF). Tato pozitivní korelace je pravděpodobně způsobena tím, že exprese 

a sekrece cystatinu C stoupá v reakci na progresi neurodegenerace. Tato studie však nenašla 

rozdíly v hladinách cystatinu C mezi pacienty s AD a zdravými kontrolami 

v cerebrospinálni tekutině (Sundelöf et al., 2010). To nemusí nutně znamenat, že cystatin C 

se neúčastní patogeneze AD, ale otázkou zůstává, zda může být použit jako biomarker 

pro AD.  

Mezi další látky, které souvisejí s neurodegenerací, patří neurotropní faktory. Tyto 

proteiny hrají klíčovou úlohu v přežívání nervových buněk. V případě poškození nervových 

buněk se účastní jejich regenerace. Jedním z těchto faktorů je brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF). BDNF je hojně přítomen v CNS (hlavně v oblasti hippokampu, mozkové 

kůry a v amygdale) a je dostupný pro některé neurony periferního nervového systému, které 

vychytávají neurotrophin produkovaný tkáněmi periferie. BDNF podporuje přežívání 

a diferenciaci některých nervových buněk během jejich vývoje. V dospělosti je důležitý pro 

synaptickou plasticitu. Je zapojen do mechanismů hippokampu pro učení a utváření paměti 

a do spinálních mechanismů souvisejících s bolestí (Pezet and Malcangio, 2004).  

U AD byla zaznamenána snížená mRNA exprese BDNF v hippokampu a parietální 

mozkové kůře (Garzon et al., 2002). Genetické studie ukázaly, že polymorfismus v genu, 

který kóduje BDNF, koreluje s pozdní formou AD, a že zvyšuje riziko vzniku této formy 

AD (Kunugi et al., 2001). Lokální podání exogenního BDNF může mít pozitivní účinek 

na ochranu před AD, a to hlavně v raných stádiích. Podáním BDNF může dojít k zastavení 

progrese, k menší ztrátě neuronů a ke zlepšení následného kognitivnímu poklesu. Studie 

ukázaly, že BDNF má prospěšný efekt na učení a paměť u zvířecích modelů (Ando et al., 

2002). 

BDNF prochází přes hematoencefalickou bariéru (Pan et al., 1998), jeho hladiny 

v séru jsou však v souvislosti s AD kontroverzní. Některé studie zjistily snížené hladiny 

v séru u pacientů s AD oproti zdravým kontrolám (Laske et al., 2007), jiné zjistily významně 

zvýšené serologické koncentrace BDNF u AD pacientů (Angelucci et al., 2010). Studie 

Pláteníka et al. zjistila snížené hladiny BDNF v plazmě bohaté na krevní destičky. Autoři 

této studie se domnívají, že snížené hladiny BDNF v  plazmě odrážejí snížené hladiny BDNF 

v mozkové tkáni, a proto je tento faktor důležitým ukazatelem v patofyziologii AD (Pláteník 

et al., 2014). 
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Mezi další parametry souvisejícími s neurodegenerací patří růstové faktory. Tyto 

látky jsou nejčastěji bílkovinné povahy a indukují buněčnou proliferaci. Do této skupiny 

patří platelet-derived growth factor (PDGF). PDGF tvoří skupinu růstových faktorů, která 

je mimo jiné syntetizována buňkami mozkové tkáně, a to konkrétně neuronálními 

progenitory, neurony, astrocyty a oligodendrocyty. PDGF působí autokrinně i parakrinně 

a svoji úlohu hraje během celého vývoje jedince (Sil et al., 2018). PDGF se dělí do pěti 

funkčních podskupin. Každá skupina je tvořena polypeptidovými řetězci A-, B-, C- nebo 

D-, které tvoří homo- nebo heterodimery spojené disulfidickou vazbou (Kazlauskas, 2017). 

Tyto podjednotky působí prostřednictvím svých receptorů (PDGFR) přes receptorovou 

tyrosinkinázovou aktivitu.  

 Signalizace zprostředkovaná PDGF reguluje děje v centrální nervové soustavě, 

jako jsou neurogeneze, synaptogeneze, buněčné přežívání nebo vývoj specifických typů 

neuronů. Společné působení PDGF a PGDFR může vyvolat odlišné až paradoxní situace 

v centrální nervové soustavě v závislosti na buněčném typu a na aktivačních podnětech. 

Např. v případě endoteliálních buněk indukce PDGF může vést k porušení 

hematoencefalické bariéry a následnému neurozánětu. Na druhou stranu PDGF může 

neuronům poskytovat trofickou podporu proti celé řadě neurotoxických agens, a to jak 

buněčného, tak i virového původu (Sil et al., 2018). 

 Mezi neurodegenerativní parametry mohou patřit i chemokiny. Chemokiny jsou 

podskupinou cytokinů, které mají chemotaktický účinek. Jedním z těchto chemokinů je 

regulated upon activation normal T cell expressed and secreted (RANTES). RANTES 

známý také jako CCL5 (C-C chemokin ligand 5) je protein složený z 68 AK. Patří do rodiny 

chemokinů, která reguluje pohyb buněk. Zprostředkovává pohyb a navigaci T-lymfocytů, 

monocytů, basofilních a eozinofilních buněk, natural killer buněk, dendritických a žírných 

buněk (Appay and Rowland-Jones, 2001). Vyvolává migraci mononukleárních 

fagocytujících buněk přes hematoencefalickou bariéru do oblastí zánětu (Ubogu et al., 

2006a). RANTES působí prostřednictvím svých specifických receptorů CCR5, CCR3 

a CCR1. 

V CNS je RANTES exprimován mikrogliovými buňkami a astrocyty v závislosti na 

přítomnosti zánětu (Stuart and Baune, 2014). Má potenciální roli v myelinizaci, protože 

je schopný prostřednictvím receptoru CCR1 indukovat proliferaci oligodendrocytů, které 

jsou důležité pro přesné shlukování myelinu v CNS (Kadi et al., 2006). 
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RANTES společně s receptorem CCR5 jsou zapojeny do signalizace metabolické 

regulace, glukózové intolerance a inzulínové resistence v hypotalamu. (Chou et al., 2016). 

Změny v hladinách RANTES jsou dávány do souvislosti s poraněním mozku (Lumpkins at 

al., 2008), posttraumatickým stresem (Oglodek et al., 2015) a neurodegenerativními 

onemocněními včetně AD (Marksteiner et al., 2011; Liu et al., 2014; Azizi et al., 2014). 

2.4.4. Alzheimerova nemoc a steroidní hormony 

 Steroidní hormony jsou efektivní regulátory mnoha fyziologických procesů včetně 

těch, které probíhají v mozkové tkáni. Steroidy hrají svoji roli v protektivních 

a reparativních procesech, apoptóze, podporují neurogenezi a myelinizaci a přispívají 

k redukci neurozánětu (Hampl and Bičíková, 2010). Mohou se vyskytovat v konjugované 

(ve vazbě se sulfátem nebo kys. glukuronovu) nebo nekonjugované formě, jako volné nebo 

navázané na transportní bílkoviny (albumin, SHBG). Podle počtu atomu uhlíků je můžeme 

rozdělit do tří následujících skupin – C21, C19 a C18. C21 steroidy mají dvouuhlíkový 

postranní řetězec na pozici C17 a methylové skupiny na pozicích C10 a C13; C19 steroidy 

mají keto- nebo hydroxyskupinu na pozici C17 a methylové skupiny na pozicích C10 a C13; 

C18 steroidy mají hydroxyskupinu na pozici C3 a aromatizovaný první kruh, keto- nebo 

hydroxyskupinu na pozici C17 a methylovou skupinu na pozici C13. 

V CNS jsou steroidní hormony a jejich metabolity obvykle definovány jako 

neuroaktivní steroidy (působí v CNS, ale vznikají mimo její oblast) nebo neurosteroidy 

(vznikají i působí v CNS). Jejich syntéza může probíhat buď de novo z cholesterolu gliovými 

buňkami a neurony, nebo mohou být syntetizovány v periferii gonádami (u žen pouze 

v reprodukčním období) a nadledvinami (hlavní zdroj u žen po menopauze) (Mellon and 

Griffin, 2002). Do CNS jsou pak transportovány přes hematoencefalickou bariéru. Transport 

může probíhat buď přímo, nebo ve formě prekurzorů. Mezi hlavní neuroaktivní steroidy 

patří pregnenolon, dehydroepiandrosteron (DHEA), progesteron, 5α-dihydroprogesteron, 

allopregnanolon, deoxykortikosteron, tetrahydrodeoxykortikosteron 

a estradiol. Neuroaktivní steroidy hrají důležitou roli jako rychlé endogenní modulátory 

dráždivosti nervových buněk (Carta et al., 2012). 

Koncentrace steroidů v mozkové tkáni je díky lipofilní povaze těchto hormonů 

obvykle několikrát vyšší než jejich koncentrace v periferii nebo CSF. Nicméně steroidy 

mohou prostupovat přes hematoencefalickou membránu a ve většině případů jejich hladiny 

v periferii korelují s hladinami v CSF. Díky tomuto pasivnímu transportu pomocí 
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transmembránové difuze dochází k rovnováze mezi periferií a CSF (Kancheva et al., 2011). 

Bylo zjištěno, že periferní aplikace estradiolu a progesteronu ukazuje srovnatelné 

koncentrace v plazmě a CSF s maximem 15 minut po aplikaci (van den Berg et al., 2004). 

Z toho vyplývá, že přesun steroidů z periferie do oblastí CNS je důležitý, a že změny 

v periferní steroidogenezi mohou ovlivňovat neuronální aktivitu v mozkové tkáni.  

Ztráta steroidních hormonů v průběhu stárnutí je dávána do souvislosti s různými 

změnami a onemocněními, jako jsou tkáňová atrofie, zhoršený stav kostí, akumulace tuku, 

diabetes 2. typu, ale také s kognitivními problémy, ztrátou paměti a pravděpodobně i s AD. 

Studie ukázaly, že změny v biosyntéze steroidních hormonů mohou přispívat k patologii AD 

(Liu et al., 2013; Winkler and Fox, 2013).  

Steroidní hormony přímo ovlivňují formování β-amyloidního peptidu a fosforylaci 

tau proteinu. (Hampl and Bičíková, 2010). Produkce β-amyloidních peptidů vyžaduje dvě 

následná štěpení APP indukovaná pomocí enzymů β- a γ-sekretázy. Alternativní štěpení je 

způsobené α-sekretázou – tzv. non-amyloidogenní hypotéza (viz kapitola 2.2.). Bylo 

prokázáno, že cholesterol (prekurzor steroidních hormonů) zůstává v mozkové tkáni 

pacientů s AD. V případě poškození jeho metabolismu dochází ke změně aktivit 

β- a γ-sekretáz (Xiong et al., 2008). Kromě toho steroidy ovlivňují imunitní systém a zdá se, 

že by mohly mít potenciální využití v léčbě AD (Alvarez-de-la-Rosa et al., 2005; Cherrier, 

2009; Hampl and Bičíková, 2010). 

 Mezi rizikové faktory AD patří narušení fungování osy hypotalamus-hypofýza-

nadledviny. Např. zvýšené hladiny kortizolu mohou zvyšovat riziko vzniku AD. Kortizol 

patří mezi glukokortikoidy a je produkován kůrou nadledvin. Studie in vitro i in vivo 

prováděné na zvířatech ukázaly, že podávání glukokortikoidů při stresových podmínkách 

zvyšuje tvorbu β-amyloidu tím, že dojde ke zvýšení hladin APP a BACE1 (beta-site APP 

cleaving enzyme 1), který vyvolává formování β-amyloidů. To naznačuje, že zvýšené 

hladiny glukokortikoidů u pacientů s AD nejsou pouze důsledkem tohoto onemocnění, 

ale že spíše hrají důležitou roli ve vývoji a progresi tohoto onemocnění (Green et al., 2006).  

 DHEA je steroidní hormon, který je schopný tlumit expresi a aktivitu enzymu 

BACE1, a tím bránit štěpení APP β-sekretázou – tedy štěpení APP na delší nerozpustné 

fragmenty (Tamagno et al., 2003). Studie ukázaly, že DHEA, který může být v mozkové 

tkáni lokálně transformován na estrogeny (DHEA je prekurzorem androgenů a estrogenů), 
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zlepšuje paměť a procesy spojené s učením (Vallee et al., 2001). Díky imunoprotektivním 

vlastnostem a příznivému vlivu na apoptotickou kaskádu, patří DHEA mezi perspektivní 

složky využitelné při léčbě AD.  

 Obecně lze říci, že terapeutický potenciál steroidních hormonů spočívá v příznivém 

ovlivnění enzymů účastnících se buněčného cyklu nebo jednotlivých kroků tohoto procesu. 

V souvislosti s patologickými účinky tau proteinu bylo prokázáno, že estradiol působí proti 

hyperfosforylaci tau proteinu (Alvarez-de-la-Rosa et al., 2005). Estradiol dále snižuje 

aktivitu protein kinázy A, která je zapojena do patologie tohoto proteinu (Liu et al., 2008). 

Na druhou stranu nepříznivé efekty na enzymy, které jsou zodpovědné za hyperfosforylaci 

tau proteinu, bývají způsobeny glukokortikoidy. Lze tedy říci, že glukokortikoidy 

umocňují hromadění tau proteinu (Green et al., 2006). 

 Role steroidních hormonů v patogenezi a léčbě AD je dávána i do souvislosti s jejich 

vlivem na přežívání neuronů, respektive na jejich apoptózu. Steroidy, a to především 

glukokortikoidy, DHEA a jejich metabolity a prekurzory, jsou zapojeny do různých 

signalizačních drah souvisejících s přežíváním a apoptózou. Dlouhodobé působení 

glukokortikoidů spojené s nadměrnou aktivitou osy hypotalamus-hypofýza-nadledviny vede 

ke zhoršení kognitivních funkcí (Herman and Seroogy, 2006). Studie na krysích modelech 

ukázaly, že glukokortikoidy mohou předcházet, ale zároveň také urychlovat 

neurodegeneraci v hippokampu. Tento rozdílný efekt je vysvětlován adaptivními 

mechanismy zapojenými do signalizačních drah (Charalampopoulos et al., 2006). DHEA 

a jeho aktivní metabolity ve většině případů fungují v mozkové tkáni jako činitelé 

zabraňující apoptóze. V některých případech může DHEA naopak podporovat apoptózu 

nervových buněk (Lin et al., 2004).  
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3. Hypotézy a cíle práce 

3.1. Genetická část  

Hlavním společným patogenetickým faktorem mezi pacienty s AD a pacienty 

s diabetem mellitem 2. typu (DM2) je inzulínová rezistence (Han and Li, 2010), která je 

klíčovým faktorem pro vznik DM2 a je jedním z rizikových faktorů, které ovlivňují zhoršení 

kognitivních funkcí. Inzulínová rezistence je porucha v účinku inzulínu a je definována 

jako stav, při kterém normální hladiny inzulínu v plazmě vyvolávají nižší odpověď 

organismu, tj. dochází k nedostatečnému poklesu hladiny glukózy v krvi. Při inzulínové 

rezistenci je proto pro zajištění správné biologické odpovědi organismu nutná vyšší hladina 

inzulínu. Tato kompenzace však po určité době může vést k vyčerpání pankreatu a hladina 

glukózy v krvi se začne zvyšovat. V organismu dochází k relativnímu nedostatku inzulínu 

a vzniká DM2. 

 Inzulínová rezistence se netýká pouze periferních tkání. Přítomnost inzulínu 

a inzulínových receptorů je dnes prokázaná i v řadě oblastí centrální nervové soustavy. 

Inzulín prochází přes hematoencefalickou bariéru a je vychytáván pomocí specifických 

receptorů, jejichž koncentrace s věkem klesá. Na rozdíl od periferních tkání si inzulín 

v centrální nervové soustavě zachoval funkci růstového faktoru a má vliv na synaptogenezi 

a růst nervových buněk. Přítomnost inzulínu v mozkové tkáni brání nasedání oligomerů 

na povrch neuronů, které způsobují jejich apoptózu. V případě inzulínové rezistence 

mozkové tkáně může docházet ke zhoršení kognitivního chování. Tato rezistence může vést 

k inhibici degradace β-amyloidního peptidu nebo ke zvýšení fosforylace tau proteinu 

(Li et al., 2010b). Otázkou zůstává, zda periferní inzulínová rezistence a rezistence 

v mozkové tkáni spolu souvisí nebo zda se jedná o dva nezávislé procesy. Pacienti 

s diabetem mají 1,5-4x vyšší riziko vzniku AD i vaskulární demence (Takeda et al., 2010), 

která se často vyskytuje společně s AD, ale může být přítomná i samostatně.  

Vzhledem k prokázané souvislosti diabetu s poruchami kognitivních funkcí, které 

jsou často patrné i u mladších diabetiků, je asociaci AD s DM2 věnována značná pozornost. 

Pravděpodobný společný patogenetický faktor – inzulínová rezistence, je klíčový jak pro 

vznik DM2, tak je i rizikem pro zhoršení kognitivních funkcí u AD. Otázkou je, zda geny 

kandidátní pro vznik a rozvoj AD mohou souviset s inzulínovou rezistencí obecně 

a zda zjištění frekvencí vybraných rizikových polymorfismů kandidátních genů pro AD 
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v české populaci s různým stupněm glukózové tolerance prokáže významný vliv ve vztahu 

genotyp – fenotyp. 

Tato práce se proto zaměřila na vybrané polymorfismy kandidátních genů pro AD 

BIN1, CLU, CR1 a PICALM u pacientů s DM2, pacientek s gestačním diabetem (GDM) 

v anamnéze a u osob s porušenou glukózovou tolerancí (PGT). Dále se zaměřila na hledání 

nových variant ve vybraných exonech těchto genů a ve všech exonech genu APOE. 

Cíle genetické části práce jsou následující: 

1) Detekovat jednotlivé varianty ve vybraných polymorfismech kandidátních genů pro 

AD (rs744373 v genu BIN1, rs11136000 v genu CLU, rs381361 v genu CR1, 

rs3851179 v genu PICALM) u pacientů s DM2, GDM, osob s PGT a u kontrolních 

jedinců a zjistit, zda tyto varianty souvisí s poruchami glukózového metabolismu. 

2) Pomocí masivně paralelního sekvenování najít nové varianty ve vybraných exonech 

kandidátních genů APOE, BIN1, CLU, CR1 u pacientů s AD a kontrolních seniorů 

a najít případnou souvislost těchto variant s AD. 

3.2. Biochemická část  
I když je známá již řada patobiochemických a neurochemických změn, které vedou 

k morfologickým alteracím charakteristickým pro AD, mechanismy, které jsou jejich 

příčinou, zatím zcela objasněny nebyly. Z biochemického hlediska je typickým rysem AD 

celková porucha oxidativního metabolismu v mozkové tkáni, což vede k nedostatečnému 

přívodu energie a k postupné neurodegeneraci. K dalším charakteristickým změnám pro AD 

patří poruchy imunitního systému nebo dysregulace metabolismu steroidních hormonů, 

které zasahují do mnoha signálních cest. Zajímavě se jeví i propojení AD a DM2 založené 

na metabolických poruchách tukové tkáně, která je zdrojem celé řady látek klíčových pro 

obě onemocnění. Mezi látky, které tuková tkáň produkuje, patří adipokiny a některé 

cytokiny. 

Cíle biochemické části práce jsou následující: 

3) Zjistit hladiny vybraných adipokinů a inkretinů (GIP, GLP-1, leptin, resistin, 

visfatin, adipsin a adiponektin), cytokinů (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, 

IL-21, IL-22, IL-23, IL-25, IL-31, IL-33, IFN-γ, sCD40L a TNF-α) a parametrů 

spojených s neurodegenerací (BDNF, MPO, NCAM, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, 



44 

 

RANTES, sICAM-1 a sVCAM-1, cystatin C, enolasa-2) u pacientů s AD 

a kontrolních seniorů a najít jejich případnou souvislost s AD. 

4) Zjistit hladiny rozšířeného spektra cirkulujících steroidních hormonů a aktivitu 

enzymů steroidogeneze predikovanou na základě poměrů produktů k prekurzorům 

(tj. konjugovaných/nekonjugovaných steroidů) u pacientů s AD a porovnat výsledky 

se skupinou kontrolních seniorů.  
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4. Soubory a metodika 

 Sběr biologického materiálu probíhal kontinuálně již od roku 

1999  v Endokrinologickém ústavu v Praze. V rámci různých studií byli vyšetřováni pacienti 

s diabetem 2. typu (DM2), pacientky s gestačním diabetem (GDM) v anamnéze, jedinci 

s porušenou glukózovou tolerancí (PGT) a zdravé kontroly bez zatížení některé z výše 

uvedených poruch glukózové tolerance. 

 Mezi lety 2012–2015 byli ve spolupráci s Thomayerovou nemocnicí v Praze 

vyšetřováni pacienti s AD. Kritéria pro přijetí pacientů do studie byla následující: mírná 

nebo středně pokročilá fáze onemocnění (schopnost pochopit podmínky účasti ve studii 

a podepsat informovaný souhlas), věk nad 65 let. Pacienti s AD byli diagnostikováni 

na základě mezinárodních kritérií NINCDS-ADRA  (National Institute of Neurological and 

Communicative Disorders and Stroke and the Alzheimer's Disease and Related Disorders 

Association). U pacientů byla provedena neuropsychologická vyšetření, magnetická 

rezonance hlavy a vyšetření cerebrospinální tekutiny. Neuropsychologická vyšetření 

zahrnovala následující tři testy: RBANS (Repeatable Battery for the Assessment of 

Neuropsychological Status), MoCA (Montreal Cognitive Assessment) a GDS (Global 

Deterioration Scale). Dále bylo provedeno antropometrické měření, kdy byly pacientům 

změřeny následující parametry: tělesná výška, váha, obvody pasu, břicha, boků a paže. 

Z naměřených hodnot byl vypočítán BAI index a hodnota BMI (Tab. 2). Vyšetření 

kontrolních seniorů probíhala ve stejném období v Endokrinologickém ústavu v Praze. 

Kritéria pro přijetí do studie byla následující: negativní neuropsychologická vyšetření, 

negativní nález na MRI, souhlas se studií potvrzený podpisem informovaného souhlasu, věk 

nad 60 let. Kontrolní senioři absolvovali stejný protokol vyšetření jako pacienti s AD kromě 

odběru cerebrospinální tekutiny. Kromě vlastního vyšetření dále vyplňovali dotazníky 

zaměřené na osobní i rodinnou anamnézu metabolických a neurodegenerativních 

onemocnění. 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/National_Institute_of_Neurological_and_Communicative_Disorders_and_Stroke
https://en.wikipedia.org/wiki/National_Institute_of_Neurological_and_Communicative_Disorders_and_Stroke
https://en.wikipedia.org/wiki/Alzheimer's_Disease_and_Related_Disorders_Association
https://en.wikipedia.org/wiki/Alzheimer's_Disease_and_Related_Disorders_Association
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Tab. 3 shrnuje léčbu u souboru pacientů s AD. Tab. 4 shrnuje léčbu metabolických 

a hormonálních onemocnění u souboru pacientů s AD a u kontrolního souboru (ADK). 

U prováděných biochemických analýz jsme brali v úvahu možný vliv léčby a jednotlivých 

farmak na výsledné hodnoty sledovaných parametrů. 

 Všichni jedinci uvedení v této práci byli podrobně seznámeni s průběhem studie. 

Podepsáním informovaného souhlasu schváleného Etickou komisí Endokrinologického 

ústavu v Praze souhlasili se zařazením do studie. 

Tab. 3 Léčba pacientů s AD  

léčba  

antidepresiva – selektivní inhibitory zpětného vychytávání serotoninu 
25,8 % cipralex, citalex, lenuxin, seropram, zoloft, miraklide, sertralin, asentra, 

citalopram 
antidepresiva – jiná antidepresiva 

8,2 % 
argofan, coaxil, efectin, mirtazapin, trittico, mirzaten, olwexya 

antipsychotika (neuroleptika) – benzamidy 
3,1 % 

dogmatil, tiapridal 

antipsychotika (neuroleptika) – deriváty butyrofenonu 
2,1 % 

buronil, haloperidol 

antipsychotika (neuroleptika) – jiná antipsychotika 
4,1 % 

rispen 

antipsychotika (neuroleptika) – benzodiazepinové deriváty 
1 % 

grandaxin 

antiparkinzonika – dopa a její deriváty 
8,2 % 

isicom, nacom, nakom mite 

psychostimulancia – anticholinesterázy 
53,6 % 

alzil, aricept, exelon, yasnal 

psychostimulancia – jiná psychostimulancia a nootropika 
4,1 % 

pirabene, geratam piracetam 

psychostimulancia – ostatní léčiva proti demenci 
17,5 % 

ebixa antagonista N-methyl-D-aspartátových receptorů (NMDA) - memantin 
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Tab. 4 Léčba metabolických a hormonálních onemocnění u pacientů s AD a kontrolních 
seniorů 
léčba AD (n=97) ADK (n=65) 

hypolipidemika – inhibitory HMG CoA reduktázy 

21,6 % 15,4 % atoris, atorvastatin, apo-simva, lescol, simgal, 
simvacard, coralip, sortis, tulip, torvacard, rosucard, 
gensi, zocor 
hypolipidemika – fibráty 1 % 3,1 % 
lipanthyl, lipirex, suprelip 
hypotenziva – ACE inhibitory 

29,9 % 10,8 % amprilan, accupro, gleperil, gopten, perinalon, piramil, 
prenessa, prestarium, ramil, inhibace, tritace, dapril, 
enap, accuzide, quinapril, prestance, tarka, tonarssa 

hypotenziva – beta-blokátory selektivní 
21,6 % 4,6 % acecor, emzok, betaloc, betaxa, egilok, lokren, sectral, 

apo-acebutol 
hypotenziva – ostatní 

20,6 % 15,4 % cynt, rilmenidin, tenaxum, lorista, lozap, kylotan, 
twynstra, telmisartan, Blessin plus H, micardis, 
unipres, lusopress, cardura, kamiren 

vazodilatancia (všechna) 

21,6 % 12,3 % betahistin, cinarizin, apo-amlo, agen, zorem, orcal 
neo, enelbin, cavinton, pentomer retard, sorbimon, 
mono mack depot, sermion 

anxiolytika – benzodiazepinové deriváty 3,1 % 0 % 
lexaurin, neurol, oxazepam 
hypnotika, sedativa – léčiva podobná 
bezodiazepinům 1 % 1,5 % 
hypnogen, zolpidem 
antidiabetika (všechna) 

10,3 % 0 % glimepirid, diaprel, oltar, glyclada, glucobene, 
glucophage, siofor, eucreas 
antidiabetika – inzuliny a analogy dlouze působící 1 % 0 % 
levemir 
hormony – glukokortikoidy 1 % 0 % 
prednison 
hormony – hormony štítné žlázy 6,2 % 6,2 % 
euthyrox, letrox, thyreotom 

AD, pacienti s AD; ADK, kontrolní senioři 
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4.1. Genetická část 
Genetická část předkládané práce obsahuje vyšetření 2345 jedinců. Tento početný 

soubor zahrnuje skupinu pacientů s AD (97) a k nim věkem odpovídající skupinu 

kontrolních seniorů (76), pacientky s GDM v anamnéze (550), pacienty s DM2 (392), 

jedince s PGT (117) a odpovídající zdravé kontroly k jednotlivým skupinám bez poruchy 

glukózového metabolismu (1113). 

 U všech jedinců byla provedena izolace DNA z plné krve. Pro izolaci na přístroji 

QuickGene 610L (FujiFilm Life Science, Japonsko) byl použit QuickGene DNA whole 

blood kit L (KURABO Industries, Japonsko). Po změření koncentrace a čistoty byla získaná 

DNA naředěna na pracovní koncentraci 10 ng/μl a uchovávána při -20°C. 

U 2172 jedinců (pacientky s GDM, pacienti s DM2, jedinci s PGT a odpovídající 

zdravé kontroly) byly zjišťovány frekvence jednotlivých variant ve vybraných 

polymorfismech kandidátních genů pro AD. Konkrétně byly vyšetřovány tyto polymorfismy 

– rs744373 v genu BIN1, rs11136000 v genu CLU, rs3818361 v genu CR1 a rs3851179 

v genu PICALM. 

Vyšetření byla provedena metodou Real-Time PCR na přístroji LightCycler 480 

(Roche, Mannheim, Německo). Pro genotypizaci jednotlivých polymorfismů byly použity 

komerčně navržené specifické sondy (TaqMan SNP Genotyping Assays, Applied 

Biosystems). 

U pacientů s AD a skupiny kontrolních seniorů byla v rámci diplomové práce, 

na které tato studie navazuje (Vacínová, 2014) provedena analýza lokusu ve 4. exonu genu 

APOE na zjištění přítomnosti/nepřítomnosti rizikové alely ε4. Toto vyšetření bylo 

provedeno nejprve pomocí klasické PCR, kdy za pomoci specifických primerů byla 

namnožena konkrétní oblast genu. Dále byla použita metoda restrikční analýzy (RFLP) 

za použití restrikční endonukleázy Hha I (Thermo Scientific). 

Pro amplifikaci APOE lokusu byly použity následující primery: 

FWD: GCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGC  

REV: GGCGCTCGCGGATGGCGCTGAG  

Dále byla u pacientů s AD a skupiny kontrolních seniorů provedena analýza 

vybraných exonů (určeny na základě odborné literatury – Bettens et al., 2012; Harold et al., 
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2009; Hu et al., 2011; Kamboh et al., 2012; Ma et al., 2014) kandidátních genů pro AD – 1., 

2., 3. a 4. exon genu APOE, 6. exon genu BIN1, 5., 6., 7. a 8. exon genu CLU, 38. a 39. exon 

genu CR1. Vybrané oblasti jednotlivých genů byly nejprve namnoženy metodou PCR a poté 

analyzovány za pomoci masivně paralelního sekvenování na přístroji MiSeq (Illumina, 

Kalifornie, USA). Pro sekvenování byla použita platforma Nextera XT. Pro vyhodnocení 

byl použit program Integrative Genomics Viewer (IGV). Použité primery pro amplifikaci 

vybraných exonů shrnuje Tab. 5. 

Tab. 5 Seznam primerů použitých pro amplifikaci vybraných exonů kandidátních genů pro 
AD 

Gen Exon Primery 

APOE 

1  FWD: AACAGCCCACCTCGTGACTG 
  REV: CTAGCTACCGTGTCGCTGCC 

2   FWD: CTGAGATGGAACCGGCGGTG 
  REV: GGAGGTTGAGGTGAGGATGAGAG 

3   FWD: GATTAAACCGACTCCCCCCTCA 
  REV: AATTCCAGAGAGCTAAAGCCAGGA 

4 

a FWD: CTCTTGGGTCTCTCTGGCTCAT 
REV: CTGCCCATCTCCTCCATCCG 

b FWD: ATGCCGATGACCTGCAGAAG 
REV: TAAACTAGGGTCCACCCCAGGAG 

c FWD: CCTGGACGAGGTGAAGGAGCA 
REV: AAGGGCAGAGAGAAAGATACACACA 

BIN1 6   FWD: CAGGAGGAAGCCTCCACCCTC 
  REV: GTTGGTGGCTGTGGAGATGAGAAG 

CLU 

5   FWD: AGCTTCACCCCTTCTCACCTC 
  REV: TGACTGTTACAGCCATGGGCAG 

Intron 5   FWD: CCAGCCATGCAGAGATGGACTC 
  REV: CCATGTTCCAGCCCTTCCTTG 

6   FWD: ATCTCTAACGACATCTCACCGA 
  REV: TCAGTCGAGTCCATCTCTGCAT 

7   FWD: AATGCTCAGTCAAAAGCACACATG 
  REV: CAGTTTGTGGCCCTTCCCTTAG 

8  FWD: GGGCTGCAGCTCATCTTGGG 
  REV: GGGTCAGCTCTCTAGGTTTCCTTGG 

CR1 38, 39   FWD: AGCCCTCTGGTAAGCATAAGATAT 
  REV: CCCCTGATCTCAAGAGAGTGATTC 
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4.2. Biochemická část 
 Biochemická část předkládané práce obsahuje vyšetření 163 jedinců. Soubor 

zahrnuje 87 pacientů s AD a 76 zdravých kontrolních seniorů. Vyšetření byla provedena 

z periferní krve a následně získané plazmy nebo séra. Plazma i sérum byly uchovávány při 

-80°C až do jednotlivých analýz. Do dílčích studií byli zařazeni pouze jedinci splňující 

stanovená kritéria pro danou analýzu. 

U pacientů s AD a kontrolních jedinců byla provedena analýza parametrů spojených 

s neurodegenerací v rámci multiplexové ELISA metody na přístroji BioPlex 200 (Bio-Rad, 

Kalifornie, USA). Tato metoda funguje na principu navázání protilátek na různě barevné 

polystyrenové kuličky s magnetickým jádrem, kdy každý odstín odpovídá jednomu analytu. 

V rámci této analýzy byly vyšetřovány následující parametry: BDNF, MPO, NCAM, PDGF-

AA, PDGF-AB/BB, RANTES, sICAM-1 a sVCAM-1 (HNDG3MAG-36K Human 

Neurodegenerative Disease Magnetic Bead Panel 3, Millipore). Dále byla provedena analýza 

parametrů enolasa-2 (Human Enolase 2/Neuron-specific Enolase Quantikine ELISA Kit, 

R&D Systems) a cystatin C (Human Cystatin C Quantikine ELISA Kit, R&D Systems).  

 Za použití stejné metody byla provedena analýza vybraných adipokinů a inkretinů 

v rámci multiplexového panelu obsahujícím následující parametry: C-peptid, ghrelin, GIP, 

GLP-1, glukagon, inzulín, leptin, PAI-1, resistin a visfatin (Bio-Plex Pro Human Diabetes 

10-Plex Assay, Bio-Rad). Vyšetření bylo doplněno o další dva adipokiny – adipsin 

a adiponektin (Bio-Plex Pro Human Diabetes Adipsin and Adiponectin Assays, Bio-Rad), 

které byly díky nutnosti odlišného ředění analyzovány zvlášť.  

 Na přístroji Bio-Plex byla dále provedena analýza vybraných cytokinů 

multiplexovým panelem obsahujícím následující parametry: IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, 

IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23, IL-25, IL-31, IL-33, IFN-γ, sCD40L a TNF-α 

(Bio-Plex Pro Human Th17 Cytokine Assays, Bio-Rad). U všech vyšetření prováděných 

na přístroji Bio-Plex byla jako vstupní materiál použita krevní plazma.  

 U vybraných pacientů s AD a kontrolních seniorů byla provedena analýza 

steroidních hormonů. Celkem bylo stanoveno 44 steroidů a jejich polárních konjugátů 

(Tab. 6). Vyšetření bylo provedeno pomocí metody plynové chromatografie s hmotnostním 

spektrometrem (GC-MS) na přístroji GCMS-QP2010 Plus (Schimadzu, Kyoto, Japonsko).  
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Tab. 6 Steroidy a jejich polární konjugáty stanovené metodou GC-MS 
Steroid [nmo/l] 
Pregnenolon / pregnenolon sulfát 
16α-Hydroxypregnenolon 
20α-Dihydropregnenolon / 20α-dihydropregnenolon sulfát 
Progesteron 
16α-Hydroxyprogesteron 
20α-Dihydroprogesteron 
Allopregnanolon / allopregnanolon sulfát 
Isopregnanolon / isopregnanolon sulfát 
Pregnanolon / konjugovaný pregnanolon 
Konjugovaný 5α-pregnan-3β,20α-diol 
Konjugovaný 5β-pregnan-3α,20α-diol 
Dehydroepiandrosteron (DHEA) / DHEA sulfát (DHEAS) 
7α-Hydroxy-DHEA 
7β-hydroxy-DHEA 
16α-Hydroxy-DHEA / 16α-hydroxy-DHEAS 
Androstenediol / androstenediol sulfát 
5-Androsten-3β,7α,17β-triol  
5-Androsten-3β,7β,17β-triol  
Androstenedion 
Testosteron 
5α-Dihydrotestosteron 
Androsteron / androsteron sulfát 
Epiandrosteron / epiandrosteron sulfát 
Etiocholanolon / konjugovaný etiocholanolon 
Epietiocholanolon / konjugovaný epietiocholanolon 
5α-Androstan-3α,17β-diol / konjugovaný 5α-androstan-3α,17β-diol   
5α-Androstan-3β,17β-diol / konjugovaný 5α-androstan-3β,17β-diol  
Konjugovaný 5β-androstan-3α,17β-diol  
Estron 
Estradiol 
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4.3. Statistické analýzy 
 Statistické analýzy byly provedeny a hodnoceny v programech NCSS 2004 a 2007 

(Kaysville, Utah, USA), Statgraphics Centurion verze XV (Herdon, Virginia, USA) 

a SIMCA-P verze 12.0 (Umea, Švédsko) a v případě potřeby konzultovány se statistikem 

Endokrinologického ústavu v Praze. 

K vyhodnocení frekvenčního zastoupení jednotlivých alel u stanovovaných 

polymorfismů byly sestrojeny frekvenční tabulky testované v první fázi Fisherovým 

exaktním testem nebo chí kvadrát testem. Zároveň byla ověřena Hardy-Weinbergova 

rovnováha.  

Metrická data byla nejprve podrobena exploratorní a konfirmatorní analýze 

a v případě vážných odchylek od distribuční symetrie a v případě nekonstantního rozptylu 

byla data transformována do Gaussovského rozdělení. Ve studii byly použity metody, 

jako jsou lineární modely včetně vícefaktorové ANOVA/ANCOVA, vícenásobná regrese 

(v případě vícerozměrné regrese byly využity metody ortogonálních projekcí do latentní 

struktury OPLS) atd., které umožňují adjustaci biochemických parametrů na věk, BMI, 

pohlaví apod., čímž jsme zároveň vyšetřovali závislost sledovaných proměnných na těchto 

parametrech. V případě neúspěchu transformací byly použity robustní alternativy 

parametrických testů. Konkrétní statistické analýzy jsou popsány v jednotlivých publikacích 

(viz Příloha 1-3). 
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5. Výsledky a diskuze  

5.1. Detekce variant ve vybraných polymorfismech kandidátních genů pro AD 

u pacientů s DM2, GDM a u osob s PGT 

5.1.1. Výsledky 

 U 2172 jedinců (pacientky s GDM a k nim odpovídající kontroly, pacienti s DM2 

a k nim odpovídající kontroly, jedinci s porušenou glukózovou tolerancí) byly stanoveny 

genotypické a alelické frekvence vybraných polymorfismů: rs744373 v genu BIN1, 

rs11136000 v genu CLU, rs3818361 v genu CR1 a rs3851179 v genu PICALM. Výsledky 

analýzy a zastoupení jednotlivých genotypů shrnuje Tab. 7 (viz Příloha) a Obr. 5-8 (viz 

Příloha). 

 U genetických variant rs744373 v genu BIN1, rs11136000 v genu CLU a rs3818361 

v genu CR1 nebyla nalezena žádná významná asociace s GDM, DM2 nebo PGT. Varianta 

rs3851179 v genu PICALM byla asociována se zvýšeným rizikem GDM. Frekvence alely C 

(pravděpodobná asociace s rizikem rozvojem AD) byla významně vyšší u skupiny pacientek 

s GDM ve srovnání s kontrolní skupinou: OR 1.21; 95% CI (1.03-1.44). Tento trend jsme 

nepozorovali u pacientů s DM2 ani PGT, naopak alela C v polymorfismu rs3851179 v genu 

PICALM se u skupiny s PGT vyskytovala s nižší frekvencí oproti kontrolnímu souboru: OR 

0.67; 95% CI (0.51-0.89).  

5.1.2. Diskuze 

Tato práce zaměřila na některé kandidátní geny, které vzešly z celogenomových 

asociačních studií (Harold et al., 2009; Hu et al., 2011; Kamboh et al., 2012). Kromě genu 

APOE, který je prokazatelně spjat s AD, jsme si vybrali geny BIN1, CLU, CR1 a PICALM. 

Vzhledem k možné souvislosti AD s periferní inzulínovou rezistencí, a tedy i s poruchami 

glukózového metabolismu, jsme se zaměřili na pacienty s DM2, pacientky s GDM a osoby 

s PGT. U vybraných polymorfismů rs744373(BIN1), rs11136000(CLU), rs3818361(CR1) 

a rs3851179(PICALM) jsme pomocí RealTime PCR detekovali jednotlivé varianty a hledali 

jsme souvislost těchto variant s výše uvedenými poruchami glukózového metabolismu. 

U vybraných polymorfismů rs744373(BIN1), rs11136000(CLU) a rs3818361(CR1) 

tato práce nenašla žádnou souvislost s DM2, GDM nebo PGT. Ve studiích bylo prokázáno, 

že minoritní alela G polymorfismu rs744373 (BIN1) koreluje s mírou progrese AD 

(Tan et al., 2013). Souvislost tohoto polymorfismu s poruchami metabolismu nebo 
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s přítomností DM2 se v dostupné literatuře neuvádí. Ani naše studie žádnou asociaci mezi 

rs744373(BIN1) a jedinci s poruchou glukózového metabolismu nenalezla. Produkt genu 

CLU se podílí na transportu cholesterolu, váže velké množství ligandů včetně lipidů, 

komplementárních faktorů a β-amyloidních peptidů (Ferrari et al., 2012). Asociace 

polymorfismu rs11136000 (CLU) s AD byla nalezena pomocí GWAS, souvislost tohoto 

polymorfismu s metabolickými poruchami však dostupné studie neuvádí. V našich 

sledovaných souborech nebyla nalezena žádná souvislost mezi jedinci s poruchou 

glukózového metabolismu a tímto polymorfismem. Z GWAS vzešel i další gen CR1, který 

je klíčovým iniciátorem zánětu a může mít souvislost s rizikem vzniku AD (Song et al., 

2000). Polymorfismus rs3818361 (CR1) má podle studií silnou asociaci s AD. Jeho vztah 

k metabolickým poruchám a k DM2 není zatím objasněn. V této studii jsme souvislost mezi 

tímto polymorfismem a jedinci s poruchou glukózového metabolismu nenalezli. 

U polymorfismu rs3851179 (PICALM) byla nalezena asociace s GDM a PGT. Podle 

studií je u pacientů s AD zastoupení jednotlivých genotypů CC 45 %, CT 41 % a TT 14 %, 

alelická frekvence je C 66 %, T 34 % (Harold et al., 2009). Frekvence jednotlivých genotypů 

u našeho souboru pacientek s GDM je CC 49 %, CT 42 %, TT 9 %, alelická frekvence je 

C 70 %, T 30 % (Tab. 7, viz Příloha). Zastoupení jednotlivých genotypů mezi pacienty s AD 

a ženami s GDM ukazuje podobný trend. Frekvence alely C, která je asociována s vyšším 

rizikem rozvoje AD, je u pacientek s GDM významně vyšší oproti kontrolnímu souboru. 

U jedinců s PGT je oproti kontrolním jedincům alela C naopak zastoupena s významně nižší 

frekvencí. Mezi pacienty s DM2 a kontrolními jedinci nebyly ve frekvenci alely C nalezeny 

žádné významné rozdíly. „Protektivní“ alela T byla u pacientek s GDM zastoupena 

s významně nižší frekvencí než u kontrolního souboru, a dokonce i s nižší frekvencí než 

u souboru pacientů s AD. Pacienti s DM2 i jedinci s PGT měli vyšší frekvenci alely T oproti 

kontrolním souborům. Tyto výsledky naznačují, že patogeneze GDM je odlišná od DM2 

i od PGT, a že polymorfismus rs3851179 v genu PICALM může mít svou roli.  

Asociace genu PICALM s vyšším rizikem rozvoje AD byla v některých studiích 

prokázána (Harald et al., 2009; Carrasquillo et al., 2010; Kamboh et al., 2010), některé jiné 

studie (Li et al., 2008; Jun et al., 2010) žádnou významnou asociaci nenalezly. O roli proteinu 

PICALM v DM2 v současné době nejsou žádné údaje. V souvislosti s možnou úlohou 

v patofyziologii GDM je tomu podobně. 
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Studie ukazují, že PICALM může hrát důležitou úlohu v rovnováze železa. Přenos 

železa do buněk je závislý na endocytóze zprostředkované clathrinem, které se PICALM 

účastní. Jedná se o vezikulární transport, který usnadňuje průchod a recyklaci receptorů, 

které se účastní celé řady procesů včetně vychytávání živin (Takei and Haucke, 2001). 

V případě nadprodukce proteinu PICALM dochází k narušení mechanismu tohoto druhu 

endocytózy a dojde k narušení schopnosti buněk importovat železo (Scotland et al., 2012).  

Rovnováha železa je v případě AD narušena. Koncentrace železa v séru, stejně tak 

jako koncentrace transferinu (transportní bílkovina pro železo) a feritinu (zásobní bílkovina 

obsahující železo), jsou u pacientů s AD nižší než u kontrolních jedinců (Crespo et al., 2014). 

V některých oblastech mozkové tkáně, konkrétně v bazálních gangliích, je u pacientů s AD 

naopak zvýšená koncentrace železa oproti zdravým jedincům (Bartzokis et al., 2000). 

V případě GDM je rovnováha železa také narušena. Na rozdíl od AD mají pacientky s GDM 

vyšší koncentrace železa i feritinu v séru ve srovnání s kontrolním souborem žen. Transport 

železa u nich probíhá aktivněji oproti ženám bez GDM (Amiri et al., 2013). 

Kromě rovnováhy železa, hraje PICALM svoji roli i v lipidové rovnováze 

a v metabolismu cholesterolu, který je v případě přítomnosti AD nebo DM2 narušen. 

V případě poruchy proteinu PICALM dojde k odlišné expresi genů zapojených 

do biosyntézy cholesterolu a jeho ztráta může přispívat k narůstající expresi LDL receptorů 

na povrchu buněk a ke zvýšení celkového množství cholesterolu. PICALM může být jedním 

z nezbytných faktorů, který se podílí na správném navádění cholesterolu uvnitř buněk 

(Mercer et al., 2015). 

5.1.3. Shrnutí 

Z výsledků naší studie vyplývá, že polymorfismus rs3851179 v genu PICALM má 

souvislost nejen s AD, ale i se specifickou formou poruchy glukózového metabolismu – 

s GDM. V naší studii frekvence tohoto polymorfismu u žen s GDM odpovídají spíše 

frekvencím u pacientů s AD než u pacientů s DM2. Tato podobnost sice nevysvětluje přímé 

spojení obou těchto onemocnění, nicméně by stálo za úvahu prověřit tuto skutečnost 

v nezávislé studii.   

Výsledky byly publikovány v zahraničním impaktovaném časopise (Příloha 1). 
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5.2. Detekce nových variant ve vybraných exonech kandidátních genů APOE, 

BIN1, CLU, CR1 u pacientů s AD 
Masivně paralelní sekvenování (dříve označováno jako sekvenování nové generace) 

je stále častěji využívaná metoda umožňující sekvenovat tisíce až miliony sekvencí během 

jedné analýzy.  Touto metodou je možné sekvenovat celý genom nebo jen vybrané oblasti 

zájmu. Jednotlivé vzorky je nutné správně označit pomocí unikátních sekvencí, aby byly 

při následném vyhodnocování rozlišitelné. Tato metoda je vhodná nejen pro detekci 

známých a popsaných variant, ale i pro hledání nových variant, které by mohly 

souviset  s AD. 

5.2.1. Výsledky 

U 97 pacientů s AD a 76 kontrolních seniorů bylo provedeno vyšetření vybraných 

exonů kandidátních genů pro AD. Přítomnost rizikové alely ε4 ve 4. exonu genu APOE byla 

vyšetřena pomocí restrikční analýzy v rámci předchozí studie. V rámci této práce byl 

vyšetřen celý gen APOE za pomoci masivně paralelního sekvenování. Frekvenci 

jednotlivých alel v genu APOE u pacientů s AD a kontrolních seniorů shrnuje Tab. 8. 

Tab. 8 Frekvence alel ε v genu APOE u pacientů s AD a kontrolních seniorů 

Soubor AD n=97 ADK n=76 
P hodnota 

Alela Frekvence (%) 
ε2 2,1 7,9 0.02 
ε3 76,6 79,7 0.53 
ε4 21,3 12,4 0.03 

Statistický program NCSS 2004; AD, pacienti s AD; ADK, kontrolní senioři; P, hladina 
významnosti chí-kvadrát test 

 

 Z výsledků je patrné, že u pacientů s AD se alela ε4 vyskytuje s vyšší frekvencí ve 

srovnání s kontrolním souborem. Naopak alela ε2 se u pacientů s AD ve srovnání 

s kontrolními jedinci vyskytuje s nižší frekvencí. 

Tato práce se zaměřila na hledání nových variant ve vybraných exonech genu APOE, 

BIN1, CLU a CR1 pomocí masivně paralelního sekvenování. Vyhodnocovací program IGV 

(Integrative Genomics Viewer) nám zobrazí referenční sekvenci daného genu a kolikrát byl 

náš úsek přečten. Odlišnost našeho vzorku od referenční sekvence je pak znázorněna 

barevně, je zobrazena pozice a pokud je znám tak i rs kód jednotlivé diference. Program 
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vyhodnotí, k jaké záměně nukleotidu došlo a zda se jedná o homo- nebo heterozygota. 

Výstup z analýzy popisuje Obr. 9.  

 

Obr. 9 Výstup z analýzy masivně paralelního sekvenování v programu IGV (Integrative 
Genomics Viewer). Obr. zobrazuje dvě záměny ve 4. exonu genu APOE – rs429358 
(odpovídá alele ε4) a rs7412 (odpovídá alele ε2). V obou případech se jedná o heterozygota 
– výsledek tedy odpovídá genotypu ε2/ε4. 

 

Výsledky nalezených genotypů u vybraných exonů kandidátních genů pro AD 

shrnuje Tab. 9 (viz Příloha). Z výsledků je patrné, že jsme nenašli žádnou novou variantu, 

která by dosud nebyla popsána (všechny varianty měly již přidělený rs kód). V genu APOE 

byla kromě variant odpovídajících jednotlivým alelám ε2 (rs7412) a ε4 (rs429358) nalezena 

jedna substituční varianta rs769452 ve 3. exonu, a to pouze u tří jedinců. U varianty rs7412, 

která odpovídá alele ε2, byla zaznamenána vyšší frekvence u kontrolních seniorů. Varianta 

rs429358, která odpovídá alele ε4, byla v homozygotním stavu nalezena pouze u pacientů 

s AD, v heterozygotním stavu byla u pacientů s AD nalezena s vyšší frekvencí ve srovnání 

s kontrolními jedinci. V genu BIN1 byla nalezena jedna substituce (rs1060743) v 6. exonu. 

V genu CLU byla nalezena jedna substituce (rs7982) v 5. exonu, dvě substituce (rs9331916, 

rs28541694) v 5. intronu a jedna delece (rs3216167) v 6. intronu. Analýza 38. a 39. exonu 

v genu CR1 nenašla žádnou variantu odlišnou od referenční sekvence.  
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Z výsledků dále vyplývá, že u nalezených variant (kromě variant ve 4. exonu genu 

APOE) není rozdíl ve frekvenci jednotlivých genotypů mezi pacienty s AD a kontrolními 

seniory a je tedy pravděpodobné, že tyto varianty nemají souvislost s přítomností AD.  

5.2.2. Diskuze 

Dalším cílem genetické části disertační práce bylo hledání nových variant 

ve vybraných exonech kandidátních genů (APOE – 1., 2., 3. a 4 exon; BIN1 – 6. exon; CLU 

– 5., 6., 7. a 8. exon; CR1 – 38. a 39. exon) pro AD za pomoci masivně paralelního 

sekvenování.  

Masivně paralelní sekvenování je metoda, která umožňuje rychle a relativně levně 

sekvenovat kompletní lidský genom. V případě této analýzy je nutné nejprve vytvořit 

tzv. amplikonovou knihovnu, poté vzorky sekvenovat a na závěr data vyhodnotit a správně 

interpretovat (Koubková et al., 2014). V případě pozitivního záchytu mutace je potřeba nález 

ověřit z nezávislého vzorku jinou metodou – nejčastěji pomocí Sangerova sekvenování. 

Tato technologie je vhodná jak pro cílené sekvenování, tak pro hledání nových mutací 

a polymorfismů, a tím může pomoci charakterizovat molekulární podstatu jednotlivých 

onemocnění včetně AD.  

V genu APOE byly nalezeny varianty, které se nacházejí ve 4. exonu a odpovídají 

jednotlivým alelám ε2 (Arg176Cys) a ε4 (Cys130Arg). Souvislost alely ε4 s AD byla již 

několikrát popsána a mechanismus jejího účinku je stále předmětem současných studií 

(Corder et al., 1993; Bussy et al., 2018). V naší studii je frekvence alely ε4 vyšší u pacientů 

s AD ve srovnání s kontrolním souborem, což potvrzuje její asociaci s tímto onemocněním. 

Dále byla v genu APOE ve 3. exonu nalezena jedna substituční varianta rs769452 

(Leu46Pro). Tato varianta byla nalezena pouze u tří jedinců. Podle databází a dostupné 

literatury je tato varianta nejasného významu (Masoodi et al., 2012) a pravděpodobně nemá 

na vznik a rozvoj AD vliv.  

Sekvenace 6. exonu v genu BIN1 nalezla pouze jednu variantu rs1060743 (Thr162=). 

Jedná se o synonymní variantu, u které nedochází ke změně přítomné aminokyseliny. Podle 

dostupné literatury, však může tato varianta zvyšovat riziko vzniku pozdní formy AD 

(Tan et al., 2014). V naší studii se frekvence této varianty mezi pacienty s AD a kontrolními 

seniory významně nelišila. 
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V genu CLU jsme v naší studii nalezli 4 varianty. Varianta rs7982 (p.His263=), která 

se nachází v 5. exonu, má podle studií významnou asociaci s ukládáním β-amyloidních 

peptidů v mozkové tkáni (Tan et al., 2016). Frekvence této varianty se mezi našimi 

sledovanými soubory nijak významně nelišila. Dále jsme nalezli varianty rs9331916 

a rs28541694, které se nacházejí v oblasti 5. intronu. V dostupných databázích a odborné 

literatuře nebyl zatím klinický význam těchto variant popsán. Frekvence obou těchto variant 

se v naší studii mezi sledovanými soubory významně nelišila. Kromě substitučních variant 

jsme v genu CLU nalezli i jednu jednonukleotidovou deleci rs3216167 (6316delT). 

Tato varianta se nachází v oblasti 6. intronu. Varianta byla již v literatuře popsána (Bettens 

et al., 2012), její asociace s AD však není v současné době známa. V naší studii nebyly 

nalezeny rozdíly ve frekvenci této delece mezi sledovanými soubory. 

Analýza 38. a 39. exonu genu CR1 nenašla žádnou variantu, která by se lišila 

od referenční sekvence.  

5.2.3. Shrnutí 

Z výše uvedeného vyplývá, že tato část disertační práce našla pomocí masivně 

paralelního sekvenování varianty ve vybraných úsecích kandidátních genů pro AD, všechny 

nalezené varianty však již byly v databázích nebo v odborné literatuře popsány. Žádná 

z těchto variant, kromě varianty odpovídající alele ε4 v genu APOE, není popsána jako 

patogenní. Některé varianty však mají podle dostupné literatury asociaci s AD. V rámci naší 

studie se nepodařilo najít žádnou novou variantu, která by mohla souviset s AD.  

Výsledky této části studie byly prezentovány na domácí konferenci (Příloha 11). 

5.3. Stanovení vybraných adipokinů, inkretinů, cytokinů a parametrů spojených 

s neurodegenerací u pacientů s AD a kontrolních seniorů  
 Tato část práce se zaměřila na studium vybraných adipokinů, inkretinů, cytokinů 

a parametrů spojených s neurodegenerací. Všechny vybrané analyty byly stanoveny pomocí 

komerčně navržených multiplexových kitů na přístroji Bio-Plex.  

5.3.1. Výsledky 

 V rámci analýzy vybraných adipokinů a inkretinů byly stanoveny následující 

parametry: leptin, resistin, visfatin, adipsin, adiponektin, GIP, GLP-1. Výsledky naměřených 

hodnot shrnuje Tab. 10 (viz Příloha). U parametrů leptin, adipsin, adiponectin a GIP jsme 

v periferní cirkulaci nenašli žádné významné rozdíly mezi pacienty s AD a souborem 
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kontrolních seniorů. Muži s AD měli vyšší hladiny resistinu ve srovnání s kontrolními 

seniory. Ženy s AD měly také vyšší hladiny resistinu oproti ženám v kontrolním souboru, 

rozdíly v naměřených hladinách však byly na hranici statistické významnosti. Pacienti s AD 

měli dále vyšší hladiny visfatinu oproti kontrolním seniorům. Tento rozdíl byl více patrný 

u žen s AD, které měly hladiny 2x vyšší ve srovnání se ženami v kontrolním souboru. 

Pacienti s AD měli vyšší hladiny GLP-1 oproti kontrolnímu souboru.  

 V rámci analýzy vybraných cytokinů byly stanoveny následující parametry: IL-1β, 

IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, IL-23, IL-25, IL-31, IL-33, IFN-γ, sCD40L 

a TNF-α. Pouze tři parametry (sCD40L, TNF-α a IL-6) byly v plazmě pacientů s AD 

a kontrolních seniorů měřitelné. Zbylé parametry byly pod mezí detekce a nemohly být 

pro další zpracování dále využity. Výsledky měřitelných parametrů shrnuje Tab. 11 

(viz Příloha). 

Z výsledků je patrné, že v hladinách IL-6 nejsou významné rozdíly mezi pacienty 

s AD a kontrolními seniory. Muži s AD mají nižší hladiny TNF-α ve srovnání s kontrolní 

skupinou, u žen nebyl významný rozdíl pozorován. Hladiny sCD40L byly významně vyšší 

u pacientů s AD oproti kontrolním seniorům. Tento rozdíl byl výraznější u žen.  

V rámci analýzy markerů spojených s neurodegenerací byly stanoveny následující 

parametry: BDNF, MPO, NCAM, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, RANTES, sICAM-1 

a sVCAM-1, enolasa-2 a cystatin C. Naměřené hodnoty jednotlivých parametrů 

spojených  s neurodegenerací shrnuje Tab. 12 (viz Příloha).  

Analyty BDNF, PDGF-AA a PDGF-AA/BB byly u velké části jedinců v kontrolním 

souboru pod hladinou detekce. Ve statistických analýzách jsme se zaměřili na parametry 

detekovatelné u obou souborů. Hladiny parametrů NCAM, sICAM-1, sVCAM-1 a cystatin 

C se mezi pacienty s AD a kontrolními seniory významně nelišily. Hladiny analytu MPO 

se mezi muži s AD a muži v kontrolní skupině významně nelišily, ženy s AD měly oproti 

ženám v kontrolní skupině vyšší hladiny MPO. Hladiny chemokinu RANTES byly 

mnohonásobně vyšší u pacientů s AD oproti kontrolním seniorům. Hladiny enolasy 2 byly 

také vyšší u pacientů s AD ve srovnání s kontrolní skupinou, ale rozdíly nebyly 

tak markantní, jako v případě RANTES. 
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5.3.2. Diskuze 

 Adipokiny jsou látky produkované tukovou tkání, které se aktivně účastní 

metabolických procesů v organismu. Svoji úlohu hrají i v zánětlivých procesech, inzulínové 

senzitivitě nebo imunitní odpovědi (Kiliaan et al., 2014). Mezi adipokiny patří leptin, který 

má mimo jiné vliv na učení, paměť a synaptickou plasticitu hippokampu (Oomura et al., 

2006). Studie ukázaly, že hladiny cirkulujícího leptinu souvisejí s přítomností AD. Bylo 

zjištěno, že pacienti s AD mají snížené hladiny tohoto adipokinu ve srovnání s kontrolními 

jedinci, a že leptin redukuje produkci β-amyloidů (Fewlass et al., 2004) i nadměrnou 

fosforylaci tau proteinu (Greco et al., 2008). Naše studie však  rozdíly v hladinách leptinu 

mezi pacienty s AD a kontrolními seniory nenalezla. 

 Další adipokin resistin může mít v souvislosti s AD neuroprotektivní efekt. Resistin 

pomáhá zlepšovat funkčnost mitochondrií a bránit odumírání nervových buněk (Zhu et al., 

2006). V séru byly u pacientů s AD naměřeny vyšší hladiny resistinu oproti zdravým 

jedincům (Demirci et al., 2017). Tato studie našla korelaci resistinu se zánětlivými markery 

přítomnými u AD, a proto se autoři domnívají, že resistin může hrát úlohu v zánětlivém 

procesu charakteristickém pro AD. V naší studii jsme našli zvýšené plazmatické hladiny 

resistinu u pacientů s AD, ale pouze u mužů. U žen nebyly v naměřených hladinách nalezeny 

žádné rozdíly.  

 Pacienti s AD měli v naší studii vyšší hladiny visfatinu ve srovnání s kontrolním 

souborem. Tento rozdíl byl markantněji pozorovatelný u žen, kde byl rozdíl mezi 

naměřenými hladinami dvojnásobný. Visfatin má schopnost napodobovat funkci inzulínu 

(Fukuhara et al., 2005), v souvislosti s imunitním systémem působí jako prozánětlivý marker 

(Romacho et al., 2013). Jeho hladiny se zvyšují během přirozeného stárnutí a v případě 

abnormálního zvýšení může dojít k poškození hematoencefalické bariéry, k akumulaci 

β-amyloidů a k následnému poškození mozkové tkáně (Adams, 2008). Studie našly zvýšené 

hladiny visfatinu u pacientů s metabolickým syndromem a s DM2 (Chen et al., 2006b). 

 Adiponektin je další ze skupiny adipokinů, který má mimo jiné neuroprotektivní 

funkci. Jeho souvislost s AD je kontroverzní. Některé studie žádné rozdíly mezi pacienty 

s AD a kontrolními jedinci nenašly (Dukic et al., 2015), jiné našly zvýšené hladiny 

u pacientů s AD (Khemka et al., 2014). Naše studie žádné významné rozdíly mezi pacienty 

a kontrolami nenalezla. Koncentrace dalšího adipokinu adipsinu v séru i v cerebrospinální 

tekutině pozitivně koreluje s parametry zánětu. Díky průchodnosti přes hematoencefalickou 
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bariéru se zdá, že by jeho vyšší koncentrace v periferii mohly vypovídat o lokálním 

a systémovém zánětu (Schmid et al., 2016). V naší studii nebyly nalezeny žádné rozdíly 

v naměřených hladinách adipsinu mezi sledovanými soubory. 

 Některé výsledky naší studie týkající se adipokinů se shodují s výsledky studií jiných 

autorů, některé výsledky jsou kontroverzní. Z toho lze usuzovat, že vyšetření samotných 

adipokinů pro diagnostiku AD není vhodné, ale v kombinaci s dalšími vyšetřeními, jsou 

některé adipokiny potenciálně vhodné pro doplnění celkového obrazu stavu pacienta. 

 Jak ukázaly studie na zvířecích modelech, inkretiny GIP a GLP-1 mohou hrát 

neuroprotektivní roli v mozkové tkáni (Li et al., 2010b; McClean et al., 2011). Studie uvádí, 

že GLP-1 dokáže redukovat aktivaci mikroglií a chránit neurony proti oxidativnímu stresu 

(Bae and Song, 2017). V naší studii měli pacienti s AD vyšší hladiny GLP-1 ve srovnání 

s kontrolním souborem. Hladiny GIP se mezi sledovanými soubory nijak významně nelišily. 

 Cytokiny jsou glykoproteiny, které iniciují a regulují imunologickou odpověď 

a zánět (Pagani et al., 2005). Mohou mít prozánětlivé i protizánětlivé účinky, na cílových 

buňkách působí prostřednictvím specifických membránových receptorů. Hladiny cytokinů 

se mění v závislosti na přítomnosti zánětu. V souvislosti s AD bylo zjištěno, že některé 

cytokiny mohou stimulovat sekreci dalších proteinů, které se nacházejí v senilních placích 

(Rubio-Perez and Morillas-Ruitz, 2012). Naše studie se zaměřila na prozánětlivé 

i protizánětlivé cytokiny a jejich plazmatické hladiny. Ze všech cytokinů, které byly v naší 

studii hodnoceny, byly pouze tři parametry v plazmě měřitelné. Hladiny prozánětlivého 

IL-6 se v naší studii mezi pacienty s AD a kontrolními seniory nijak významně nelišily. 

Tento výsledek je rozdílný od předchozích studií, které u pacientů s AD zjistily vyšší hladiny 

IL-6 oproti kontrolám (Leung et al., 2010) a jejich korelaci s hladinami v cerebrospinální 

tekutině (Sun et al., 2003). Naše studie tyto výsledky nepotvrdila. 

 Další prozánětlivý cytokin, který je dáván do souvislosti s AD je TNF-α. Podle studií 

mají pacienti s AD vyšší koncentrace tohoto cytokinu ve srovnání s kontrolními jedinci 

(Swardfager et al., 2010). Naše studie zjistila opačný trend – pacientky s AD měly nižší 

hladiny TNF-α oproti ženám z kontrolního souboru. Mezi muži s AD a zdravými seniory 

nebyly zjištěny žádné rozdíly v naměřených hladinách. U pacientů s AD byly zjištěny vyšší 

koncentrace sCD40L. Tyto výsledky jsou v souladu s předchozími studiemi, které došly 

ke stejnému závěru (Volmar et al., 2009). Podle studií sCD40L může společně se svým 
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receptorem spouštět produkci β-amyloidních peptidů a může být přímo zapojen 

do patofyziologie AD (Desideri et al., 2008). Podle některých studií (Yu et al., 2016) 

by sCD40L mohl být jedním z markerů vhodným pro diagnostiku AD. Tuto myšlenku 

podporují i výsledky naší studie. 

 V rámci této studie byly dále měřeny hladiny parametrů, které mají souvislost 

s neurodegenerací. Mezi tyto parametry patří neurotropní faktory, růstové faktory, 

chemokiny a další látky. Tyto markery jsou zapojeny do obranných mechanismů imunitního 

systému, dějů v centrální nervové soustavě, účastní se synaptogeneze, neurogeneze 

a podporují přežívání nervových buněk. Tři ze zkoumaných parametrů (BDNF, PDGF-AA, 

PDGF-AA/BB) musely být ze studie vyřazeny, protože jejich hladiny byly u velké části 

jedinců v kontrolní skupině pod mezí detekce. Dále byly v rámci panelu 

pro neurodegenerativní onemocnění stanoveny hladiny adhezivních molekul NCAM, 

sICAM-1 a VCAM-1. Tyto molekuly jsou biomarkery mikrovaskulárních poruch a studie 

uvádějí, že u pacientů s AD jsou hladiny ICAM-1 a VCAM-1 v plazmě zvýšené 

(Ewers et al., 2010). Naše studie nenašla žádné rozdíly v hladinách těchto parametrů mezi 

sledovanými soubory a pro časnou diagnostiku AD se proto nezdají být vhodnými markery. 

 Cystatin C je dalším ze stanovených neuroparametrů. Jedná se o inhibitor 

cysteinových peptidáz, který se účastní procesů imunitního systému, má antivirální 

a antibakteriální aktivitu a přispívá k obranné odpovědi při poškození mozkové tkáně 

(Mussap and Plebani, 2004). V souvislosti s AD se uvádí, že má neuroprotektivní roli, 

protože inhibuje ukládání β-amyloidů (Sastre et al., 2004). Hladiny cystatinu C 

v cerebrospinální tekutině pozitivně korelují se zvýšenými hladinami tau proteinu (Sundelöf 

et al., 2010). V plazmě byly zjištěny u pacientů s AD nižší hladiny tohoto parametru (Chuo 

et al., 2007), jiná studie se zabývala hladinami cystatinu C v séru a žádné rozdíly mezi 

pacienty s AD a kontrolami nenalezla (Kálmán et al., 2000). Ani v naší studii jsme mezi 

pacienty s AD a kontrolními seniory žádné významné rozdíly nenašli. 

 Enolasa 2 (známá také jako neuron-specifická enolasa) je enzym nacházející 

se v nervových buňkách. Vysoké hladiny enolasy 2 v centrální nervové soustavě mohou 

sloužit jako marker neuronového poškození. Zvýšené hladiny enolasy 2 v séru 

a v cerebrospinální tekutině byly zvýšené v případě přítomnosti nervového poškození, 

např. v případě cévní mozkové příhody (Chekhonin et al., 2002). V souvislosti s AD byly 

nalezeny zvýšené hladiny enolasy 2 u pacientů s AD v cerebrospinální tekutině (Palumbo et 
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al., 2008). Podle této studie se jedná o specifický marker pro neuronální poškození u AD, 

protože hladiny této elonasy byly zvýšené pouze ve skupině pacientů s AD ve srovnání se 

skupinou jedinců s mírnou kognitivní poruchou nebo fronto-temporální demencí. V naší 

studii jsme potvrdili tyto výsledky i přes to, že hladiny enolasy 2 byly měřeny v plazmě, 

a nikoliv v cerebrospinální tekutině. Pacienti s AD měli 3x vyšší hladiny tohoto parametru 

oproti kontrolnímu souboru a tento marker se zdá být vhodným ukazatelem pro doplnění 

diagnostických vyšetření. 

Posledním vyšetřovaným parametrem spojeným s neurodegenerací byl chemokin 

RANTES, který hraje důležitou úlohu v navádění leukocytů do CNS za patologických 

podmínek, zejména v případě výskytu neurozánětu (Ubogu et al., 2006b). U pacientů s AD 

byla nalezena zvýšená exprese RANTES v cerebrální mikrocirkulaci (Tripathy et al., 2010). 

V periferii pacientů s AD byla nalezena jak snížená exprese RANTES na úrovni mRNA 

(Kester et al., 2012), tak i zvýšená koncentrace v plazmě (Marksteiner et al., 2011). Některé 

studie žádné rozdíly mezi pacienty s AD a kontrolními seniory nenašly (Soares et al., 2009; 

Julian et al., 2015). V naší studii jsme nalezli mnohonásobně vyšší hladiny RANTES 

v plazmě u pacientů s AD oproti kontrolním seniorům. 

 Změny v hladinách RANTES byly zaznamenány také v souvislosti Parkinsonovou 

nemocí (Tang et al., 2014) nebo roztroušenou sklerózou (Mori et al., 2016). V případě 

posttraumatické stresové poruchy, kdy pacienti měli vyšší hladiny RANTES v plazmě 

ve srovnání s kontrolní skupinou, ženy měly vyšší hladiny než muži (Oglodek et al., 2015). 

Naše výsledky ukázaly opačný trend – muži mají více jak 2x vyšší hladiny než ženy, 

ale pouze ve skupině kontrolních seniorů. U pacientů s AD jsme žádné rozdíly mezi 

pohlavími nenašli. Rozdíl v hladinách mezi pohlavími u kontrolní skupiny pravděpodobně 

odráží chování RANTES během stárnutí za fyziologických podmínek.  

Dále byly změny v hladinách RANTES zaznamenány v souvislosti s obezitou 

a s přítomností metabolického syndromu (Wu et al., 2007; Ueba et al., 2014). U obézních 

jedinců byla nalezena zvýšená exprese RANTES v subkutánní tukové tkáni ve srovnání 

s kontrolním souborem (Baturcam et al., 2014). V naší studii jsme předpokládali, 

že přítomnost obezity nebo metabolického syndromu bude mít vliv na hladiny RANTES. 

Nicméně protože jedinci ve sledovaných souborech (pacienti s AD, kontrolní senioři) 

se z hlediska obezity výrazně nelišili (měřeno na základě hodnot BMI), došli jsme k závěru, 

že obezita neměla na hladiny RANTES v naší studii žádný vliv. Rozdíly v přítomnosti 
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metabolického syndromu, respektive procentuální zastoupení jednotlivých složek tvořících 

metabolický syndrom, byly mezi sledovanými soubory nevýznamné. Některé hodnoty 

jednotlivých komponent metabolického syndromu byly u pacientů s AD o něco nižší, 

což bylo pravděpodobně způsobeno častější přítomností medikace u tohoto souboru. 

Metabolický syndrom tedy v naší studii neměl na plazmatické hladiny RANTES žádný vliv.  

V mozkové tkáni se RANTES chová jinak než jen jako typický prozánětlivý cytokin. 

Je schopný indukovat proliferaci oligodendrocytů a tím přispívat  k procesu myelinizace 

(Kadi et al., 2006). Pokusy in vitro ukázaly, že RANTES podporuje migraci ganglií (Bolin 

et al., 1998), reguluje diferenciaci a zvyšuje proliferaci astrocytů v čelní oblasti lidského 

mozku (Bakhiet et al., 2001). Má neuroprotektivní roli proti různým neurotoxinům, včetně 

β-amyloidního peptidu (Ignatov et al., 2006).  

Vzhledem k tomu, že obezita ani metabolický syndrom neměly v naší studii 

na hladiny RANTES vliv, se domníváme, že rozdíly mezi pacienty s AD a kontrolními 

seniory jsou způsobeny přítomností neurozánětu v mozkové tkáni pacientů s AD. Důvodem 

by mohla být snaha mozkové tkáně se bránit proti přítomnému zánětu zvýšením produkce 

RANTES. Ten poté prochází přes hematoencefalickou bariéru do periferní cirkulace. Toto 

vysvětlení by však potřebovalo další nezávislé studie. Nabízí se otázka, zda se hladiny 

RANTES nezvyšují přirozeně během procesu stárnutí. Studie Alberta et al. (Albert et al., 

2017) naměřila u kontrolních jedinců nižší periferní hladiny RANTES oproti pacientům 

s poraněním mozku (stejný trend jsme pozorovali i v naší studii). Tyto zdravé mladé 

kontroly (věk ~30 let) měly 2x nižší hladiny RANTES ve srovnání s našimi seniorskými 

kontrolami. Z výsledků lze usuzovat, že se hladiny RANTES v periferii zvyšují přirozeně 

s přibývajícím věkem. Z výše uvedeného vyplývá, že RANTES je potenciálně vhodný 

marker využitelný v diagnostice AD, nicméně je nutné přihlédnout i k ostatním 

souvislostem. 

5.3.3. Shrnutí 

 U pacientů s AD jsme oproti kontrolním seniorům našli zvýšené hladiny resistinu, 

visfatinu a GLP-1. U ostatních adipokinů a inkretinů jsme žádné rozdíly nenalezli. V rámci 

analýzy cytokinů jsme našli zvýšené hladiny sCD40L u pacientů s AD, a naopak nižší 

hladiny TNF-α u žen s AD. V hladinách IL-6 nebyly nalezeny žádné rozdíly, ostatní 

cytokiny nebyly v plazmě měřitelné. U pacientů s AD jsme našli několikanásobně vyšší 

hladiny chemokinu RANTES v periferii ve srovnání se souborem kontrolních seniorů. 
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Vzhledem k tomu, že v naší studii nebyl patrný vliv obezity ani metabolického syndromu, 

je pravděpodobné, že je tento rozdíl způsoben přítomností zánětu v mozkové tkáni pacientů 

s AD. Vliv pohlaví byl patrný pouze ve skupině kontrolních seniorů (muži měli významně 

vyšší hladiny než ženy). U pacientů s AD jsme žádný významný rozdíl mezi pohlavími 

nepozorovali. Dále jsme zjistili trojnásobně vyšší hladiny enolasy 2 u pacientů s AD 

a zvýšené hladiny MPO u žen s AD. U ostatních parametrů jsme žádné rozdíly mezi pacienty 

a kontrolními seniory nezaznamenali.  

 Výsledky naší studie naznačují, že parametry visfatin, resistin, GLP-1, sCD40l, 

RANTES a enolasa 2 jsou potenciálně vhodné pro využití v diagnostice AD. Ostatní 

parametry, kterými se tato studie zabývala, mají i v literatuře kontroverzní výsledky a jejich 

využití v diagnostice AD je sporné a pravděpodobně se pro diagnostiku AD využít nedají. 

Část výsledků tohoto oddílu studie byla prezentována na domácí konferenci (Příloha 

13). 

5.4. Stanovení vybraných cirkulujících steroidních hormonů u pacientů s AD 

 Steroidní hormony jsou látky lipofilní povahy, které vznikají procesem 

steroidogeneze. Prekurzorem pro vznik všech steroidních hormonů je cholesterol. Jedná se 

o regulátory mnoha fyziologických procesů včetně těch, které probíhají v mozkové tkáni. 

Zde mají regulační úlohu, ovlivňují plasticitu neuronů, odpověď na stres, učení a paměť. 

Některé mohou mít neuroprotektivní účinek. V rámci této studie byly stanoveny vybrané 

steroidy a jejich polární konjugáty.  

Dále jsme se zaměřili na enzym SULT2A1 (sulfotransferase family 2A, 

dehydroepiandrosterone-preferring, member 1), který katalyzuje sulfonaci androgenů 

a který je exprimován v nadledvinách v zona retikularis. Steroidní sulfáty jsou důležitými 

prekurzory pro další biologicky aktivní steroidy a mají odlišné fyziologické funkce 

ve srovnání s jejich nekonjugovanými protějšky. Procesem konjugace dochází k významné 

změně biologické aktivity. Hladiny cirkulujících konjugovaných steroidů jsou mnohem 

vyšší než jejich nekonjugovaných forem. Pro hodnocení role SULT2A1 v patofyziologii AD 

jsme analyzovaly steroidy, u kterých převažuje sulfonace katalyzovaná SULT2A1 

nad glukuronidací (konjugace -COOH nebo -OH skupiny s kyselinou glukuronovou). 

Pro odhad aktivity SULT2A1 byly použity poměry steroidních konjugátů a jejich 

nekonjugovaných protějšků.  
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5.4.1. Výsledky 

 Ze studie byli vyřazeni pacienti, kteří užívají následující léčiva: kortikoidy, 

inhibitory vstřebávání serotoninu, hormonální terapie, estrogeny a/nebo nesteroidní 

antirevmatika. Hladiny některých naměřených steroidních hormonů, u pacientů s AD a 

kontrolní skupiny seniorů jsou uvedeny v Tab. 13. Zjistili jsme významné rozdíly 

v poměrech produkt/prekurzor cirkulujících steroidů. Na základě toho můžeme odvozovat 

významné změny ve steroidogenezi, resp. sníženou či zvýšenou aktivitu klíčových enzymů 

steroidogeneze u pacientů s AD ve srovnání s kontrolním souborem. Hladiny C21 steroidů 

byly konzistentně vyšší u pacientů s AD ve srovnání s kontrolním souborem, což ukazuje 

na zvýšenou aktivitu enzymů v zona fasciculata nadledviny u pacientů s AD. Naopak 

hladiny stabilních 5α/β redukovaných katabolitů C19 steroidů, zvláště jejich sulfátů, byly 

u pacientů s AD konzistentně sníženy. Tento výsledek ukazuje na redukovanou aktivitu 

enzymů v zona reticularis nadledviny a dále sníženou produkci neuroexcitačních Δ5 steroidů 

u pacientů s AD oproti kontrolním seniorům, a to u obou pohlaví. U mužů pak byla 

pozorována snížená konverze androstendiolu na testosteron. Výsledky této analýzy byly dále 

hodnoceny ve vztahu s glukózovou tolerancí. Naměřené hodnoty glukózového metabolismu 

u sledovaných souborů jsou uvedeny v Příloze 3. Vztah mezi steroidním metabolomem 

a glukózovou tolerancí nebyl v naší studii prokázán.  

 V rámci odhadování aktivity enzymu SULT2A1 jsme u poměrů 

konjugovaných/nekonjugovaných C21 steroidů nezjistili žádné významné rozdíly mezi 

pacienty s AD a kontrolními seniory. Naopak významné rozdíly jsme nalezli u poměrů 

konjugovaných/nekonjugovaných C19 steroidů. Pacienti s AD měli významně nižší poměry 

konjugátů k volným formám steroidů. Studie prokázala sníženou sulfonaci C19 steroidů, 

tedy nižší aktivitu SULT2A1 enzymu v zona reticularis v nadledvině u pacientů s AD. 

Jednotlivé poměry mezi konjugovanými a nekonjugovanými steroidy jsou uvedeny 

v Tab. 14. 

5.4.2. Diskuze 

 Steroidní látky hrají důležitou úlohu v procesu patofyziologie AD. Jejich souvislost 

s AD byla již několikrát studována, nicméně metabolomická data jsou omezená. U pacientů 

s AD byly popsány změny v hladinách neuroaktivních steroidů, ale jejich vztah ke vzniku 

a rozvoji tohoto onemocnění není dosud příliš jasný. 
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Studie uvádějí, že 17β-estradiol může působit protektivně proti AD, a že jeho pokles 

v průběhu stárnutí může zvyšovat riziko rozvoje tohoto onemocnění (Pike et al., 2009). 

U žen s AD byly naměřeny nižší hladiny 17β-estradiolu v mozkové tkáni ve srovnání se 

stejně starými kontrolami (Rosario et al., 2011). Podobně jako v případě estrogenů 

i testosteron může působit protektivně proti AD. Některé studie uvádějí, že postupná ztráta 

tohoto hormonu během procesu stárnutí může zvyšovat riziko rozvoje AD (Moffat et al., 

2004), jiné studie to však nepotvrdily (Pennanen et al., 2004). Nízké hladiny testosteronu 

v mozkové tkáni negativně korelují s hladinami β-amyloidu u mužů s ranou fází AD 

(Rosario et al., 2011). Obecně lze tedy říci, že postupná ztráta pohlavních steroidních 

hormonů během stárnutí je asociována se zvýšením hladin β-amyloidních peptidů, a tedy 

i s vyšším rizikem vzniku AD, a to jak u mužů, tak i u žen. V naší studii měli muži s AD 

sníženou konverzi androstendiolu na testosteron oproti kontrolním seniorům.  

SULT2A1 je enzym který je během vývoje exprimován převážně ve fetální zóně 

nadledvin (Barker et al., 1994), v dospělosti pak v zona reticularis nadledvin. V menší míře 

je exprimován v ledvinách, vaječnících, prostatě, žaludku nebo v tlustém střevě (Barker et 

al., 1994; Javitt et al., 2001). SULT2A1 katalyzuje sulfonaci androgenů a jejich 

5α/β-redukovaných katabolitů, pregnenolonu, 5α/β-redukovaných izomerů pregnanolonu, 

ale také žlučových kyselin (Thomae et al., 2002). Snížený poměr konjugovaných sulfátů 

(ve vazbě se sulfátem nebo kys. glukuronovou) k nekonjugovaným formám steroidů C/U 

(conjugated/unconjugated) může indikovat sníženou aktivitu SULT2A1. 

Výsledky naší studie ukázaly snížení poměr C/U C19 steroidů u pacientů s AD, 

a tedy asociaci mezi utlumenou sulfonací C19 steroidů v zona reticularis a patofyziologií 

AD. Dřívější studie ukázaly, že s přibývajícím věkem klesá produkce adrenálních 

androgenů, podobně jako klesá produkce v zona reticularis (Dharia and Parker, 2004). 

Ačkoliv se zdá, že DHEA nemá u lidí vliv na kognitivní funkce u pacientů s AD (Maggio et 

al., 2015), některé studie ukázaly neuroprotektivní efekt DHEA/DHEAS (Traish et al., 

2011). Naše data ukazují podobně jako jiné studie (Aldred and Mecocci, 2010) sníženou 

aktivitu zona reticularis u pacientů s AD. 

V naší studii jsme u sledovaných souborů nezjistili významné rozdíly v poměru C/U 

C21 steroidů. Tento trend by pravděpodobně mohl být způsobený nižší stabilitou C21 Δ5 

steroidů. Tyto steroidy mají vysoké individuální výkyvy v jednotlivých metabolických 

procesech. Naproti tomu sulfáty C19 steroidů jsou mnohem více stabilní. Poměry C/U 
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některých steroidů jsou vyšší u mužů oproti ženám, což je pravděpodobně způsobeno vlivem 

testikulární steroidogeneze. Poměr C/U steroidů nebyl závislý na věku s výjimkou 

androsteronu. Hodnota BMI neměla na poměr C/U steroidů u našich sledovaných souborů 

žádný vliv. 

5.4.3. Shrnutí 

 Naše studie zjistila odlišnou adrenální steroidogenezi u pacientů s AD oproti 

zdravým seniorům. Výsledky ukázaly asociaci mezi sníženou sulfonací C19 steroidů v zona 

reticularis a patofyziologií AD. Dále ukázaly, že u pacientů s AD se vyskytují vyšší hladiny 

C21 steroidů, mají tedy zvýšenou činnost zona fasciculata nadledviny. Tento výsledek je 

v souladu s modelem tzv. starší zony reticularis nadledviny vyskytující se u pacientů s AD.  

Výsledky byly publikovány v zahraničních impaktovaných časopisech 

(Příloha 2 a Příloha 3). 
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6. Závěr 

 Předkládaná disertační práce navazuje na výzkumný projekt, který probíhal 

v Endokrinologickém ústavu v Praze, a na moji diplomovou práci, která se zabývala studiem 

společných patogenetických faktorů AD a DM2. Disertační práce je zaměřena na výzkum 

genetických a biochemických změn v souvislosti s AD, jejichž objasnění by přispělo 

k poodhalení pozadí vzniku a rozvoje tohoto onemocnění. 

 U pacientů s AD se velmi často vyskytuje inzulínová rezistence mozkové tkáně. 

Otázkou zůstává, zda inzulínová rezistence v CNS má souvislost s periferní inzulínovou 

rezistencí. Genetická část studie byla zaměřena na některé polymorfismy kandidátních genů 

pro AD, u kterých byla ukázána souvislost s touto nemocí. U těchto polymorfismů jsme 

chtěli zjistit, zda mají i souvislost s poruchami glukózového metabolismu. Výsledky studie 

ukázaly asociaci polymorfismu rs3851179 v genu PICALM s gestačním diabetem 

a s porušenou glukózovou tolerancí. U ostatních polymorfismů nebyla žádná asociace 

s poruchami glukózového metabolismu prokázána. 

 Dále byla genetická část práce zaměřena na hledání nových variant v některých 

exonech vybraných kandidátních genů pro AD a na jejich případnou souvislost s rizikem 

vzniku a rozvoje tohoto onemocnění. Ve sledovaných souborech nebyla nalezena žádná 

dosud nepopsaná varianta. 

 Biochemická část práce byla zaměřena na hledání rozdílů v periferních hladinách 

vybraných adipokinů, inkretinů, cytokinů a neurodegenerativních parametrů mezi pacienty 

s AD a zdravými seniory. Výsledky ukázaly zvýšené hladiny resistinu, visfatinu, GLP-1, 

sCD40L, MPO (pouze u žen) a enolasy-2 u pacientů s AD oproti kontrolním seniorům. 

Velmi významný rozdíl byl nalezen u chemokinu RANTES, jehož hladiny byly 

několikanásobně vyšší u pacientů s AD ve srovnání s kontrolním souborem.  

 Dále byla tato část práce zaměřena na steroidní hormony a na poměry jejich 

konjugovaných a nekonjugovaných forem. Výsledky ukázaly odlišnou adrenální 

steroidogenezi u pacientů s AD. Ve srovnání s kontrolními seniory byly u pacientů s AD 

nalezeny vyšší hladiny C21 steroidů, a naopak nižší hladiny C19 steroidů. Tato data 

poukazují na zvýšenou činnost zona fasciculata nadledvin a zároveň na utlumenou aktivitu 

zona reticularis nadledvin u pacientů s AD.  
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 Tato disertační práce přispěla k poodhalení genetického a biochemického pozadí 

AD, které je velmi komplikované. Byla nalezena asociace rizikového polymorfismu pro AD 

se skupinou jedinců, kteří mají poruchu glukózového metabolismu. Dále byla zjištěna 

souvislost mezi změnami v množství nebo aktivitě některých biochemických parametrů 

a přítomností AD. Společně s dalšími studiemi, které se problematikou AD zabývají, by tato 

práce mohla v budoucnu přispět k vytvoření modelu pro lepší diagnostiku AD.   
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Tab. 9 Frekvence genotypů nalezených variant u vybraných exonů kandidátních genů pro 
AD 

Gen Genotyp Frekvence (n) Frekvence (%) p hodnota 
    AD 

(n=97) 
ADK 

(n=76) 
AD 

(n=97) 
ADK 

(n=76) 
  

APOE rs429358      
    TT 62 58 64,6 76,3 0,13 
    CT 27 18 28,1 23,7 0,63 
    CC 7 0 7,3 0 0,09 
 rs7412      
    CC 92 64 95,8 84,2 0,02 
    CT 4 12 4,2 15,8 0,02 
    TT 0 0 0 0 0,58 
 rs769452      
    TT 95 75 97,9 98,7 0,83 
    CT 2 1 2,1 1,3 0,83 

     CC 0 0 0 0 0,59 
BIN1 rs1060743      

     TT 46 43 47,4 55,2 0,38 
     CT 44 30 45,4 39,5 0,53 

      CC 7 4 7,2 5,3 0,83 
CLU  rs7982      

     CC 40 32 41,2 42,7 0,97 
     CT 46 28 47,4 37,3 0,24 
     TT 11 15 11,4 20,0 0,17 
  rs9331916      
     GG 58 46 59,8 63,9 0,70 
     AG 34 23 35,1 31,9 0,80 
     AA 5 2 5,1 4,2 0,95 
  rs28541694      
     GG 58 47 59,8 65,3 0,57 
     CG 31 22 32,0 30,5 0,98 
     CC 8 3 8,2 4,2 0,45 
  rs3216167      
     TT 47 35 48,5 44,8 0,74 
     T- 42 31 43,3 40,8 0,86 

      -- 8 11 8,2 14,4 0,29 
CR1    ―           

Statistický program NCSS 2004; p, hladina významnosti chí-kvadrát test; AD, pacienti 
s AD; ADK, kontrolní senioři 
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Tab. 13 Hladiny steroidních hormonů u pacientů s AD a kontrolních seniorů (uvedeny jsou 
pouze analyty, které se mezi sledovanými soubory významně lišily) 
  AD  ADK    
  muži (n=18) muži (n=11) p hodnota  

 
průměr [nmol/l] ± 

SD 
průměr [nmol/l] 

± SD  
Pregnanolon  0.07 ± 0.034 0.04 ± 0.0304 0.01 
5β-Pregnan-3α,20α-diol C 22.9 ± 13.21 10.8 ± 4.17 0.006 
16α-hydroxy-
dehydroepiandrosteron 0.06 ± 0.0444 0.03 ± 0.0226 0.03 
5α-Androstan-3β,17β-diol C 81.1 ± 56.82 137.4 ± 61.54 0.02 

 AD ADK  
 ženy (n=30) ženy (n=22) p hodnota  

 
průměr [nmol/l] ± 

SD 
průměr [nmol/l] 

± SD  
Pregnenolon 1.6 ± 1.38 0.9 ± 0.48 0.03 
16α-hydroxy-pregnenolon 0.2 ± 0.15 0.1 ± 0.11 0.02 
16α-hydroxy-progesterone  0.7 ± 0.54 0.5 ± 0.72 0.02 
5β-Pregnan-3α,20α-diol C  13.5 ± 7.15 8.6 ± 3.71 0.005 
Androsteron C 220.2 ± 201.1 403.5 ± 227.87 0.001 
Epiandrosteron C 77.6 ± 55.23 152.2 ± 85.52 0.001 
Epietiocholanolon C  8.9 ± 7.26 16.5 ± 11.55 0.003 
5α-Androstan-3β,17β-diol C 15.9 ± 11.61 48.4 ± 44.71 0.0001 
5β-Androstan-3α,17β-diol C 3.3 ± 1.88 4.6 ± 2.35 0.05 
Statistický program NCSS 2004; Two-Sample test; SD, směrodatná odchylka; AD, 
pacienti s AD; ADK, kontrolní senioři; p, hladina významnosti; C, konjugovaná forma 
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Obr. 5 Zastoupení polymorfismu rs7443373 v genu BIN1 u pacientek s GDM, pacientů 
s DM2, jedinců s PGT a jednotlivých kontrolních souborů 

 

 

Obr. 6 Zastoupení polymorfismu rs11136000 v genu CLU u pacientek s GDM, pacientů 
s DM2, jedinců s PGT a jednotlivých kontrolních souborů 
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Obr. 7 Zastoupení polymorfismu rs3818361 v genu CR1 u pacientek s GDM, pacientů 
s DM2, jedinců s PGT a jednotlivých kontrolních souborů 

 

 

Obr. 8 Zastoupení polymorfismu rs3851179 v genu PICALM u pacientek s GDM, pacientů 
s DM2, jedinců s PGT a jednotlivých kontrolních souborů 
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Sekvenování nové generace v genetice 
Alzheimerovy nemoci

APOE BIN1 CLU

rs7412  - 4. exon rs429358 – 4. exon rs1060743 – 6. exon rs7982 - 5. exon rs9331916 - intron rs28541694 - intron rs3216167- 6. exon
pacienti AD

4 (2/2)* 28 (11/17)* 35 (16/19)* 69 (30/39)* 28 (15/13)* 24 (12/12)* 20 (8/12)*
kontrolní senioři

5 (3/2)* 8 (2/6)* 13 (4/9)* 28 (12/16)* 10 (3/7)* 13 (4/9)* 19 (9/10)*

G. Vacínová1,2, J. Včelák1, D. Vejražková1, P. Lukášová1, O. Bradnová1, B. Bendlová1, M. Vaňková1

1 Endokrinologický ústav, Praha
2 Přírodovědecká fakulta UK, Katedra antropologie a genetiky člověka, Praha

Úvod:
Genetické pozadí Alzheimerovy nemoci (AD) je velmi komplexní. Nejvíce je s AD spojována riziková alela ε4 v genu APOE. Pomocí celogenomových
asociačních studií bylo identifikováno dalších minimálně 10 genů (BIN1, CR1, CLU, PICALM, MS4A4/MS4A6E, CD2AP, CD33, EPHA1 a ABCA7),
které asociují s AD. Naše studie se zaměřila na následující geny: gen APOE nejčastěji spojovaný s AD, gen CR1 spojovaný s imunitní odpovědí, gen
CLU spojovaný s metabolismem cholesterolu a gen BIN1 spojovaný se synaptickou funkcí. Cílem studie bylo zjistit možnosti využití sekvenování
nové generace v diagnostice AD.

IGA  MZ ČR NT/13543-4, MZ ČR - RVO (EÚ, 00023761)

Metodika:
Sekvenování nové generace (NGS) je metoda umožňující sekvenovat tisíce až miliony sekvencí během jedné analýzy. Sekvenování probíhá podle
následujícího schématu:

fragmentace DNA → hybridizace s adaptory → příprava knihoven → tvorba klastrů a jejich ukotvení → sekvenování → analýza dat 

Výsledky:

sekvenace 4. exonu APOE pomocí NGS potvrdila výsledky zjištěné metodou RFLP (Obr.1 a 2a-f):

metoda NGS objevila v tomto exonu i vzácnou variantu alely ε3 → ε3* (Obr. 3a-b):

Sekvenace ostatních exonů vybraných genů našla následující varianty (Tab.1):

Obr. 1: Výsledky metody RFLP

Obr.2a-f: Výsledky metody NGS

a) b) c)

d) e) f)

Tab. 1: Zachycené varianty pomocí NGS

Závěr:
Sekvenování nové generace zjednodušuje analýzu genů spojovaných s AD, umožňuje sekvenovat mnoho genů během jedné analýzy a usnadňuje 
vyhledávání nových variant v kandidátních genech, které by se mohly podílet na patogenezi tohoto onemocnění. 

Celkem bylo vyšetřeno 78 pacientů s AD a 38 kontrolních seniorů. Analýza probíhala pomocí sekvenátoru nové generace MiSeq (Illumina).
Nalezené varianty byly porovnány s referenční sekvencí hg19 a vyhodnoceny pomocí programu Integrative Genomics Viewer. Výsledky
sekvenování 4. exonu APOE byly porovnány s výsledky analýzy RFLP. Dále byly vyšetřeny 1., 2. a 3. exon APOE, 38. a 39. exon CR1, 5., 6., 7.,
a 8. exon CLU a 6. exon BIN1.

(http://www.illumina.com/technology/next-generation-sequencing.html)

CR 1 CLU BIN1 

nalezená varianta – rs7982 - 5. exon rs9331916 - intron rs28541694 - intron rs3216167 - intron rs1060743 - 6. exon
záměna A/G C/T C/G A/- A/G
význam v AD synonymní varianta ? ? ? zvyšuje riziko rozvoje AD
pacienti AD 78/69* 78/28* 78/24* 78/41* 78/35*
kontrolní senioři 38/28* 38/10* 38/13* 38/19* 38/13*

APOE – 4. exon, varianta 22 C/T, 176 AK, ε2

APOE – 4. exon, varianta 33

APOE – 4. exon, varianta 23 C/T, 176 AK, ε2

APOE – 4. exon, varianta 34 T/C, 130 AK, ε4

APOE – 4. exon, varianta 24
T/C, 130 AK, ε4

T/C, 130 AK, ε4

C/T, 176 AK, ε2

APOE – 4. exon, varianta 44

Obr.3a: Metoda RFLP Obr.3b: Metoda NGS
APOE – 4. exon, varianta 33*

C/T, 154 AK, ε3*

*celkem/jedinci s nalezenou variantou
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