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ANOTACE

U pacientli s Alzheimerovou chorobou dochazi v mozkové tkéni k nadmérné
fosforylaci proteinu tau a vzniku neurofibrilarnich klubek a také k agregaci B-amyloidu,
ktery vytvafi v mozku specifické utvary, tzv. ,senilni plaky*. SouCasna diagnostika
Alzheimerovy choroby je pfevazné zaloZzena na behaviordlnich a kognitivnich testech,
na priikazu vyraznych patologickych zmén v mozkové tkani pomoci zobrazovacich technik
a na prikazu a kvantifikaci nékolika malo biologickych markerti stanovovanych
v mozkomiS$nim moku. K jednoznacnému potvrzeni diagndzy dochézi az post mortem a to

histologickym nélezem v fezu mozkové tkan¢.

KLICOVA SLOVA

Alzheimerova choroba, senilni plaky, neurofibrilarni klubka, tau protein, f-amyloid

TITLE

Diagnosis of Alzheimer’s disease — options and limitations

ANOTTATION

In patients with Alzheimer's disease occurs in the brain tissue to excessive
phosphorylation of tau protein and the formation of neurofibrillary tangles and also to the
aggregation of P-amyloid, which forms the brain-specific features, so-called "senile
plaques". The current diagnosis of Alzheimer's disease is mainly based on behavioral and
cognitive tests on evidence of significant pathological changes in brain tissue using
imaging techniques and the detection and quantification of the few biological markers
stipulation in the cerebrospinal fluid. To clear up the diagnosis is post-mortem and

histological findings in a section of brain tissue.
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Seznam pouzitych zkratek

CAG .......... triplet cystein-adenosin-guanin
AD.......... Alzheimerova choroba

NFTS ......... neurofibrilarni klubka

MMSE .......... Mini-Mental Status

DSM-IV ......... Diagnosticky a Statisticky manuél dusevnich poruch
APP .......... amyloidni prekurzorovy protein
ApoE .......... apolipoprotein E

MIC .......... Mild cognitive impairtment

PHES ........... fibrily z kterych se skladaji NFTS
SPs .......... amyloidni (senilni) plak

AB.......... B-amyloid

NET .......... neprilysin

IDE .......... insulysin

GSK3B .......... glykogen-syntaza kindza-3[3

CDKS .......... cyklin-dependentni proteinova kindza 5
CT.......... pocitacova tomografie

MR ........... magnetickd rezonance

PET .......... pozitronova emisni tomografie
SPECT .......... jednofotonova emisni tomografie
MRS ........... magnetickd rezonance spektroskopie
MEG .......... magnetickd encefalografie

FDG ........... fluoro-deoxy-D-glukozy

PIB .......... Pittsburgh Compound-B

CSF.......... mozkomisni mok

T-tau ........... celkovy tau

P-tau.......... fosforylovany tau

| AU nepouziva se

PK.......... cAMP zavisla protein kinaza
PP.......... proteinové fosfatazy

FID ........... frontotemporalni demence

BACE-I ......... B-sekretaza



SOD .......... superoxiddismutaza

GFAP .......... gliové fibrilarni kyselé proteiny
GAP43 ........... neuromodulin

NF-L.......... NF protein s lehkym fetézcem
AlAT ........... alfa-1-antitrypsin

A1ACT .......... alfa-1-antichymotrypsin

SORLI .......... sortilinu ptibuzny receptor
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1. Uvod

V soucasné¢ dobé pozorujeme fenomén prodluzovani lidského Zzivota. Lid¢ se
dozivaji daleko vyssiho véku, nez tomu bylo diiv. Kdyz ¢lovek starne, spolu s nim starnou
vSechny jeho tkan€ a bunky. Je zcela evidentni, Ze s tim souvisi 1 zvySeny vyskyt chorob,
hlavné chorob spojenych s degeneraci funkéni tkan€, napf. neurodegenerativni zmény
v mozkové tkani u pacientll s Alzheimerovou chorobou.

Alzheimerova choroba je choroba, ktera tézce zasahuje do Zivota pacienta i jeho
ptibuznych. Zmény mozkové, vyskytujici se pfevazné v oblastech souvisejicich s paméti,
maji negativni dopady piedev§im na pamét’ pacienta, zmény v chovani a halucinace a s tim
spojeny neklid a deprese.

V dnesni dobé je o vyzkum Alzheimerovy choroby a pficin jejiho vzniku velky
zajem. Vyviji se nové metody v diagnostice choroby a také 1é€b€. Proto jsem si vybrala
Alzheimerovu chorobu jako téma své bakalafské prace. Budu se zabyvat zatazenim
Alzheimerovy choroby, objevitelem Aloisem Alzheimerem, vyskytem, piiznaky a
postupem choroby, rizikovymi vlivy pro vznik choroby, charakteristickymi 1ézemi
nachazejicimi se v mozkové tkani, 1écbou a hlavné diagnostikou zamétenou na markery

v biologickém materiélu.
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2. Neurodegenerativni choroby

Neurodegenerace, pomald a progresivni dysfunkce a postupna ztrata neuronii a
axonl v centralni nervové soustavé, je primarni patologicky rys akutnich a chronickych
neurodegenerativnich onemocnéni, jako jsou napiiklad Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba, neurotropni virové infekce, cévni mozkova piihoda,
paraneoplastické poruchy, traumatickd mozkova zranéni a roztrousena skleroza [1].

Vétsina  geneticky  podminénych  konkrétné  autozomalné¢  dominantnich
neurodegeneraivnich onemocnéni se déli do dvou skupin a to na zdklad¢ spolecné
patologie. ~ Tyto skupiny jsou 1) polyglutaminovd onemocnéni, 2) tauopatiec a
synukleinopatie [2].

U polyglutaminovych onemocnéni je typicky ndlez zmnoZeni opakujicich se
tripletl v jednom genomu. Vznikaji tak bilkoviny, které se hromadi v jadrech neurond,
tvofi intracelularni inkluze a zplsobuji smrt neurond. VSechna polyglutaminova
onemocnéni jsou progresivni fatalni poruchy, které obvykle zacinaji az v dospélosti a
vyviji se po dobu 10 az 30 let. Mezi tyto choroby patii Huntingtnova choroba.
U Huntingtnovy choroby je to triplet cystein-adenosin-guanin (CAG) genu pro protein
huntington na kratkém rameni 4. chromozomu. NarGst velikosti segmentu CAG vede
k produkci abnormalné dlouhé verze proteinu huntington, ten se $t€pi na kratsi toxické
fragmenty, kterd se vazi dohromady, hromadi se v neuronech, naruSuji jejich funkci a
zpusobuji jejich zanik [2 - 4].

Tauopatie a synukleopatie vznikaji na zakladé ptitomnosti charakteristickych plaka.
Synukleinopatie je rtznorod4a skupina neurodegenerativnich onemocnéni, které sdileji
spolecné patologické 1éze slozené z agregat nerozpustného proteinu a-synukleinu
v neuronech a gliich. Do této skupiny patii Parkinsonova choroba a demence spojena
s vyskytem Lewyho télisek. Parkinsonova nemoc je pomérné casté neurodegenerativni
onemocnéni, prevalence nad 60 let v€ku je aZ 1% a s rostoucim v€kem vyskyt pfibyva.
Klinicky obraz je charakterizovan znamou tetradou: tremor, akineze, rigidita a porucha
posturalni stability. Typicky pro parkinsonsky tremor je jeho klidovy charakter, zvyraznéni
vyvola stres, unava, po¢itani a naopak mizi ve spanku. Pfi akinezi vazne iniciace pohybu,

zejména pro automatické pohyby, mizi souhyby (napt. pohyby hornich koncetin pfi chiizi),
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dochazi ke zpomaleni hybnosti. Rigiditou rozumime zvysSeni svalového tonu, nartista
pasivni odpor pii pohybech [2,5,6].

Vldknité¢ inkluze zproteinu tau a degenerace mozkové tkan¢ v nepfitomnosti
B- amyloidnich plakii jsou typickymi charakteristickymi znaky neurodegenerativnich
tauopatii. Onemocnéni, které patii do této skupiny, jsou Pickova nemoc a progresivni
supranuklearni obrna [7].

Diky velkému technickému pokroku v molekularni genetice a molekularni biologii
jedince. Pokrok zobrazovacich technik umoznuje lepSi popis a hodnoceni zasahu
v preklinickych a pocateCnich fazich neurodegenerativnich procest. Alzheimerova
choroba (AD podle Alzheimer’s disease) obsahuje charakteristické znaky obou skupin a
proto se zafazuje samostatné. AD je nejcastejsi z téchto chorob, postihuje 20-25 miliona

lidi na celém svéteé a je Ctvrtou nejcastéjsi pricinou umrti ve vyspelych zemich [2,8].

3. Alzheimerova choroba

AD je progresivni a smrtelné neurodegenerativni
onemocnéni. Nej€astéjsimi piiznaky jsou kognitivni zmény, ztrata
paméti a zmeény v chovani. AD je spojena s neurodegeneraci,

nejdiive dochazi k synaptickému poskozeni a nasleduje funkcni

ztrata neurond. Dva hlavni neuropatologické znaky AD jsou | Qbrazek &. 1: Alois

extracelularni beta-amyloidni (senilni) plaky a intracelularni Alzheimer [15]

neurofibrilarni klubka (NFTS). Mozek zdravého dospélého pacienta ma asi 100 miliard
neurontl, z nichz kazdy vytvaii mnoho vétvi a tvoii spojeni s jinymi neurony, tzv. synapse.
Na téchto synapsich dochazi pomoci mediatorti k ptenosu informace. Mozek obsahuje 100
bilionl synapsi, umoziiuji neustalé rychlé Siteni signala pfes mozkové obvody, vytvaret
mobilni zaklad vzpominek, myslenky, pocity, emoce, pohyby a dovednosti. Hromadéni
B-amyloidu mimo synapse vede k naruSeni komunikace mezi synapsemi a pfispiva
k bunééné smrti neurontd a dalSich podpirnych bunék. Uvniti neuront klubka blokuji
dopravu zivin a dalSich molekul a dochazi tak ke smrti bunky [9-12].

K objeviim typickych patologickych zmén u AD doslo uz v 19. stoleti. Senilni
plaky pojmenoval roku 1898 pii zkoumani dvou pfipadl senilni demence Redlich [13]. AD

vSak detailné popsal az Alois Alzheimer. Narodil se v roce 1864 v Markbreitu. Maturoval
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v roce 1883 v Aschffenburgu. Studoval medicinu v Berling, Tiibingenu, Wiirzburgu, kde
napsal diplomovou praci nazvanou ,Uber die Ohrschmalzdusen® (O ceruminalnich
zlazach). V nemocnici ve Frankfurtu nad Mohanem se zabyval vyzkumem mozkové kiry
lidského mozku. V listopadu roku 1901 byla do nemocnice pfijatd se znamkami demence
jednapadesatiletd pani Auguste D., u které¢ Alzheimer po smrti nalezl v odebrané mozkové
tkdni masivni senilni plaky. Vlastnim objevem byly neuronalni klubka, kterd nalezl
ve ¢tvrtiné neuronti. Klubka byla nalezena i u ,,bézné* senilni demence, Alzheimer vSak
povazoval sviij ptipad za ,atypickou formu bézné¢ demence™ charakterizovanou ¢asnym
zaCatkem a typickym klinickym prabéhem. Referoval o ni roku 1906 na schuzi
jihonémeckych psychiatri v Tiibingenu. Piednaska se jmenovala ,,Uber eine eigenartige
Erkrankung der Hirnrinde* (O svérdzném onemocnéni mozkové kiry). Ptipad byl
publikovan v roce 1907 a tato publikace je povazovana za zaklad definice Alzheimerovy
choroby. Roku 1903 Alzheimer opousti Frankfurt a pfechazi do Mnichova na Kralovskou
psychiatrickou kliniku. Reditel kliniky a Alzheimeriiv spolupracovnik Emil Kraepelin
pojmenoval onemocnéni ve své ucebnici zroku 1910 Alzheimerovou chorobou. Alois
Alzheimer zemfel v roce 1915 na ledvinové selhani ve véku 51 let[1,13 - 15].

Od svého objeveni, vice nez pred 100 lety, dosSlo k velkym védeckym prilomim
ve vyzkumu AD. V roce 1960 védci objevili souvislost mezi poklesem kognitivnich
funkci a poctem plakid a klubek v mozku pacientl s AD. AD byla formaln¢ uznéna jako
choroba. V 70. letech 20. stoleti védci udélali velky pokrok v pochopeni lidského téla jako
celku a to hlavné diky objevim novych technologii vcetné¢ hybridomové k vyrobé
monoklondlnich protilatek. V 90. letech doslo k lepSimu pochopeni nervovych bunck
v mozku pacientl s AD a pozd¢€ji environmentalnich, genetickych a jinych rizikovych

faktord vedoucich k AD [13,16].

3.1. Prevalence

AD je nejcastéji vyskytujici se neurodegenerativni chorobou (demenci) viibec,
ptredstavuje piiblizn€é 70% vSech diagnostikovanych ptipadi demence. Celkova prevalence
AD v populaci dosahuje 1%. Je to choroba, jejiz prevalence i1 incidence jsou vyrazné
zavislé na véku. Pocet nemocnych AD roste exponencidlné z 1% ve véku 60-70 let az

na 6% az 8% ve veéku 85 let [19]. U Zen je riziko vzniku AD vys$$i nez u muzi a to az 1,9
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krat [13]. V soucasnosti je postizeno vice nez 24 miliont lidi po celém svéte. Kromé toho
je hlaseno vice nez 5 miliont rocné novych piipadi AD [17-19].

Nejveétsi vyskyt pacientll nad 60 let véku s demenci je v Severni Americe (6,4%) a
Zapadni Evropé (5,4%), pak nasleduje Latinska Amerika (4,9%), Cina se zipadnim
Pacifikem (4,0%). Odhadovand ro¢ni incidence demence (na 1000 obyvatel) byla nejvyssi
v Severni Americe (10,5), pak Latinské Americe (9,2) a v Zapadni Evropé (8,8). Cisla
rostou s vyspélosti zdravotnictvi v dané zemi a s dostupnosti diagnostiky pro pacienty
s projevy demence. Je odhadovéano, Ze v nasi republice je minimalné 70 000 pacientl

s klinicky vyjadienou touto chorobou, ale spise jich bude vice [13,20,21].

3.2. Klinicky obraz

Choroba je rozdélena do 2 podtypi v zavislosti na véku ndstupu: AD s Casnym
nastupem (presenilni) a AD s pozdnim nastupem (senilni). AD presenilni pfedstavuje
piiblizné 1 az 6 % vsech piipadi a zadina se projevovat zhruba od 30 do 60 let. Casné
formy AD jsou Casto geneticky podminéné. AD s pozdéj$im nédstupem jsou Castéjsi formou
AD a projevuji se okolo 65 let [10,18,19,22].

Pro AD je typicky plizivy, pomaly zacatek. Mezi prvotni piiznaky AD patfi
zmatenost, poruchy kratkodobé paméti, problémy s pozornosti, zmény v osobnosti,
jazykové potize a nevysvétlitelné napady. Tyto pifiznaky jsou za normalnich okolnosti
velmi mirné a casto ziistanou bez povSimnuti osobou samou, blizkymi pacienta nebo
zdravotniky. AD vede postupné ke zhorSeni kognitivnich a pamétovych funkci, zmény
osobnosti, nevypocitatelnému chovani a ke ztraté¢ kontroly nad té€lesnymi funkcemi.
Pacienti s AD casto prezivaji posledni mésice a n€kdy i roky ve vegetativnim stavu. N&kdy
muze nastat jakési zdanlivé zastaveni ¢i zpomaleni prib&hu choroby, které trva urcity cas,
a pak opét dochazi k dalsi progresi [16,17].

V priméru ziji lidé 8 az 10 let od objeveni prvnich klinickych ptiznakdi AD.
Presenilni formy, pfedevSim s familiarnim vyskytem, maji zpravidla rychlejsi pribéh.
Pacienti umiraji v dasledku vSeobecného vycerpéani, podvyzivy, Grazi, selhani zadkladnich
zivotnich funkci nebo na zépal plic [16,17,19].

Klinického obrazu vyuzivaji 1ékati v diagnostice. Neuropsychologické testy
pomahaji identifikovat chovani a duSevni pfiznaky spojené se zménami a abnormalni

funkci mozku. Mezi tyto testy patii Mini-Mental Status (MMSE). Zahrnuje testy paméti,
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pozornosti, matematickych vypoctl a jazyku. Také se 1€kafi mohou pii stanoveni diagnozy
opfit o kritéria uvedend v Diagnostickém a Statistickém manuéalu duSevnich poruch
(DSM-1V). Pro splnéni kritéria DSM-IV pro demenci, je pozadovano nasledujici:
pfiznaky musi zahrnovat pokles v paméti a v nejméné jedné z nasledujicich kognitivnich
schopnosti:
1. Schopnost vytvaret souvisly projev nebo pochopit mluveny nebo psany jazyk.
2. Schopnost rozpoznat a identifikovat objekty za predpokladu, Ze nedoslo ke zméné
smyslové funkce.
3. Schopnost vykonavat motorické aktivity za ptedpokladu, Ze nedosSlo ke zméné
pohybové schopnosti, smyslové funkce a pochopeni pozadovaného tkolu.
4. Schopnost myslet abstraktné, ucinit zdravy tGsudek a planovat a provadét slozité

tkoly [12,16].

3.3. Genetické a jiné rizikové vlivy AD

Ob¢ formy AD presenilni a senilni (familidrni a sporadickd) se z vyssi Cetnosti
vyskytuje v nékterych rodindch, vykazuje tedy familidrni agregaci. NejCastgjsi
autozomaln¢ dédicnou genetickou pri¢inou patogeneze u familiarni formy AD je
mutace genli pro APP (amyloidni nekurzorovy protein), presenilin 1 a 2. Tyto geny se
nachazeji na 21. chromozomu a bylo zji$téno vice nez 160 mutaci na téchto genech, které
vedou k produkci patologického peptidu B-amyloidu, ktery se hromadi v mozku ve formé
plakt. I kdyby jen jeden z téchto genli obsahoval mutaci, bude se u dotycné osoby témér
nevyhnutelné brzy vyvijet poc¢atek AD. To znamend, Ze pokud je jeden z rodic¢ii nemocen,
maji jeho déti 50% Sanci vzniku onemocnéni. U vétSiny piipadii familiarni AD s mutacemi
APP dochazi k propuknuti AD ve véku mezi 40 az 50 lety a pfedstavuje méne nez 1%
vSech ptipadi AD [11,13,19,22,23].

NejdilezitéjsSim geneticky rizikovym faktorem pro sporadickou formu AD je
nosi¢stvi genu pro apolipoprotein E (ApoE) na 19. chromozomu. ApoE se vyskytuje
v né€kolika izofotach - €2 a €3 a €4. Nejcastéji se vyskytuje izoforma ApoE €3, u které se
veédci domnivaji, ze neptispiva k rozvoji AD. ApoE €2 je pomérné vzacna alela a poskytuje
ur¢itou ochranu pied vznikem onemocnéni AD. ApoE €4 se vyskytuje u 40% nemocnych
s pozdnim néastupem AD. Studie potvrdily, Ze APOE &4 alela zvySuje riziko vzniku AD,

ale pric¢ina mechanizmu je neznamad. Potvrdilo se pouze, ze v ptipad¢€ ptitomnosti ApoE -4
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se snizuje vek propuknuti AD, 1 kdyz nosi¢stvi této alely samo o sobé¢ zaddné konkrétni
dopady na jednotlivé nositele nema. Proto se ApoE -4 nepovazuje jako dilezity biomarker
pro AD, ale je pfidavan do diagnostického panelu biomarkeri [13,19,22 - 24].

Jak pfispivaji tyto geny v patogenezi AD, se zabyvalo mnoho studii. Konkrétni
podil na progresi AD vSak zGstava nejasny. To naznacuje, ze AD je podminéna kombinaci
vlivli genetickych s vlivy zevniho prostiedi. Zdravi mozku je tzce spojeno se zdravim
celého orgénu srdce a cév. ProtoZze je mozek orgén z nejvétsi siti cévniho zasobeni v téle,
kardiovaskularni onemocnéni jako je vysoky cholesterol, vysoky krevni tlak, diabetes
mallitus 2. typu, koufeni a obezita mohou byt rizikovym vlivem pro vznik
neurodegenerativniho onemocnéni véetné¢ AD [12,13,19].

Mezi normdlnim starnutim a prvnimi pfiznaky AD se mulze nachdzet pfechodny
stav zvany MIC (podle anglického Mild cognitive impairtment). Je to stav, kdy uz ma
Clovek problémy s paméti a zdkladnimi kognitivnimi schopnostmi. A pokud se u pacienta
vyskytuje MIC, je velkd pravdépodobnost, Ze se vyvine v AD. Mezi rizikové vlivy jsou

pocitany také urazy hlavy a niz$i vzdélani [12,18].

3.4. Neuropatologie

Pti Alzheimerové chorobé dochézi k podobnym zménam jako pii stdrnuti. Snizuje
se hmotnost a objem mozku, snizuje se tloustka mozkové kiry, rozsifuji se mozkové
komory. Zmény jsou vSak mnohem nédpadné&j$i u presenilni formy AD, kdy zmény

hmotnosti oproti zdravym jedinciim mohou byt az 0 300 g [13,25].

Normal

Alzheimer's

* )

' Neurofibrillary._
. tangles _

Obrazek €. 2: Plaky a klubka
[16]
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Patologické zmény mozkové tkan¢ u AD se nejcastéji nachazeji v misté asociace
mozkové kury a ve stfednich temporalnich lalaccich. Patologické 1éze se zac¢inaji nejdiive
vyskytovat v stfedni temporalni oblasti, zvlast¢ amygdale, hippokampové CA-1 oblasti,
entorhinalni klife a transentorhinalnich oblastech. Neuropatologickymi charakteristickymi
znaky AD jsou "pozitivni" 1éze, jako amyloidni plaky, mozkové amyloidové angiopatie a
studie naznacuji, Zze stupenn kognitivni poruchy u AD koreluje s hustotou téchto 1ézi.
Nicméné novéjsi studie [18] ukazuji, ze 1 pfes zvySujici se demenci, mize pocet senilnich
plakii a NFTS zistat stabilni po mnoho let. V nedavné studii o starnuti v Baltimore
(Baltimore Longitudinal study on aging) pfitomnost patologie neprokazalo zvySenou
pravdépodobnost ubytku kognitivnich funkci. Proto ackoli senilni plaky a NFTS jsou
klasické patologické znaky AD, jejich mnozstvi neni dobrym ukazatelem zéavaznosti
onemocnéni. Misto toho ztrata pyramidovych bunck nebo ukazatelti neurondlni konektivity
jako je ztrata synapsi nebo neuritické zmény, ziejmé nejlépe koreluji s poklesem
kognitivnich funkeci. Ztrdta synapsi a axonalni patologie jsou pravdépodobné klicové
neuropatologické funkce vedouci k demenci u téchto neurodegenerativnich onemocnéni
[9,10,18,23,26].

Spolecné tyto udaje podporuji koncepci preklinické AD faze, béhem které se plaky
a nasledné¢ NFTS, hromadi pfiblizn€ 10 az 20 let pied nastupem kognitivniho poklesu [9].

3.4.1. Neurofibrilarni klubka

Intracelularni neurofibrilarni klubka (tangles, NFTS) poprvé popsal ve svém ¢lanku
Alois Alzheimer a jsou dodnes povazovany za zdkladni mikroskopicky nalez u AD.
Klubka ptfedstavuji degenerativni zménu bunécéného skeletu, ktera se jevi v histologickych
technikdch jakoZzto hustd splet’ vldken bizardnich tvarti vypliujici téla neuront, zejména
frontalni kiry, amygdaly a hippokampu. Spleti degenerovanych neurofibril jsou
lokalizovany perinuklearné. Ultrastruktura NFTS je sloZend z fibril, které méfi v prioméru
10 nm, vyskytuji se v parech a tvoii 3D konformace o velikosti 65 nm. Mala ¢ast vldken
NFTS netvoti pary a maji vzhled rovnych vldken bez periodicity PHFS. Ty se vétSinou
nachdzeji disperzné v neuropilu nebo v blizkosti senilnich plak. Hlavni slozkou NFTS je

mikrotubularné asociovany protein tau, ktery je abnormaln¢ hyperfosforylovany v mistech
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potencionalni fosforylace [17,25,26]. Mnozstvi NFTS koreluje se zavaznosti kognitivni
poruchy [27].

NFTS mohou byt zobrazeny pomoci impregnace stiibrem, jako je technika Gallyas
nebo Bieschowski [25]. Alternativni metodou je barveni fluorescencnimi barvami, jako je
Thioflavin-S, pomoci nichz Ize rozpoznat strukturu -skladaného listu parovych
Sroubovicovych vldken nebo immunohistochemické techniky s protilatkami proti
abnormalné fosforylovanému tau proteinu [25,26].

Existuje fada dalSich proteinovych slozek spojenych s neurofibrilarnimi klubky,

jako ubiquitin a cholinesterazy, ale protein tau je povazovan za rozhodujici slozkou [25].

3.4.2. Senilni plaky

Mezi jiné dulezité patologické 1éze, se kterymi se setkdvame u pacientu s AD patii
senilni (amyloidni) plak (SPs). Jsou to kulaté extracelularni 1éze 10-200 um v priiméru,
které byly piivodné urCeny a zatazeny pouzitim Bielschowského stiibrné techniky, ktera se
dodnes pouziva [18]. Mohou se nachazet také u starSich non-dementnich jedinct, ale
v mnohem niZ$im mnozstvi, nez u pacientli s AD. Tyto formy jsou jeSté nezralé, nebo
netoxické. Senilni plaky jsou slozité struktury, které jsou definovany nahromadénim
4 kDa proteinu extracelularné s konfiguraci beta-skladaného listu s nazvem amyloid-f3
(AB). AP je dlouhy 37 - 43 aminokyselin a vznikd proteolytickym S$tépenim APP - a
v- sekretazami [28]. Prevladajici konfigurace beta-skladany list tohoto proteinu proptijcuje
schopnost vazat barvivo Kongo derven a produkovat dvojlom pii prosviceni
polarizovanym svétlem. V obvodu plaku se setkavame s 1 az nékolika mikroglialnimi
buiitkami a méné Casto reaktivnimi astrocyty. Zda jsou tyto mikroglidlni buniky aktivné
zapojeny do kaskady nebo zplisobuji zanét je stile pfedmétem intenzivniho vyzkumu
[18,25,29].

Nosologie senilnich plakii se v prabéhu let vyvijela. Rozdé€luji se na podtypy -
difuzni, primitivni, neuritické, kompaktni, s jddrem a vatové. Pro praktické ucely jsou jen
dva typy bézné¢ pouzivané v neuropatologickych analyzach, a to difuzni a neuritické.
Diftzni senilni plaky pfedstavuji nej¢asnéjsi mozkové 1éze v AD a bylo navrzena hypotéza,
ktera neni dosud prokazana, ze tyto plaky progreduji do klasické a kompaktni plakety.
Typické neuritické, klasické, nebo kompaktni plaky jsou kulaté extracelularni 1éze 10-50

pum v pruméru. Difizni senilni plaky byvaji rGiznorodé co do velikosti tak frekvence.

18



Vétsina rozptylenych plakl jsou mensi nez 20 um v pruméru. Senilni plaky vSech typt
jsou distribuovany pievazné v mozkové kuire [18].

Tvorba AP je povazovana za hlavni mechanizmus vzniku AD. Nejen Ze je zde
nepieberné mnozstvi histopatologickych, biochemickych, genetickych dat, které podporuji
klicovou ulohu AP v patogenezi AD, ale Zadna jind hypotéza se za posledni dvé desetileti
intenzivniho vyzkumu onemocnéni neobjevila ve spojeni s AD. Patogeneze AD spociva

v nerovnovaze mezi vyrobou a odstranénim AP, to vede k postupnému hromadéni a

zpusobuje fadu reakci vedoucich k synaptické dysfunkci, mikroglydze a ztraté neuront

[29].

Obrazek ¢. 3: Fotografie temporalni kury pacienta s Alzheimerovou chorobou, barveni
technikou Bieschowski, zvétSeni 400x, dva senilni plaky a mezi nimi neurofibrilarni

klubko [25].
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3.5. Lécba Alzheimerovy choroby

V soucasné dobé neexistuje zddna G¢inna 1écba ani preventivni opatieni, které by
napomahaly pfedchazet AD, zastavily progresi nebo oddalily nastup nemoci [9]. Nckteré
drogy nebo jiné latky napt. ze skupiny acetylcholinesteraz mohou pomoci s kognitivnimi a
behaviordlnimi pfiznaky a zlepSit tak kvalitu Zivota pacientl s AD. Léky se déli na léky
zmirfiujici ztrdtu paméti a na léky ovliviiujici zmény chovani [9,19,30].

Vzhledem k tomu, Ze u pacientll s AD dochazi k degeneraci neurontll s postiZenim
cholinergniho pfenosu v hippokampu a ptedni, bazalni ¢asti mozku, coz jsou oblasti
souvisejici s paméti a poznavanim a také tak dochazi k poklesu trovné cholinergnich
markerti, cholinacetyltransferazy a acetylcholinesterazy, je jednou z léCebnych strategii
zvySovani  hladiny intrasynaptického acetylcholinu, tedy podavani inhibitorQ
acetylcholinesterazy [31]. Schvélenymi léky jsou napt. Aricept, Exelon, Razadyne, Cognex,
Donepezil a Galantamin. Také poddvani memantinu (Namenda) slouzi k lé¢bé
kognitivnich symptomQ (napf. ztrita paméti, zmatenost, a problémy s mySlenim a
uvazovanim) AD [29,30].

U pacientil s AD dochazi, prevazné v Casnych stadiich, ke zménadm chovéni a
zménam osobnosti, jako jsou: podrazdénost, uzkost, deprese, hnév a agresivita. K zmirnéni
téchto projevii se pouzivaji nasledujici 1€ky: antidepresiva na Spatnou naladu a
podrazdénost napft. citalopram (Celexa), fluoxetin (Prozac) a paroxeine (Paxil), anxiolytika
proti uzkosti a neklidu napf. lorazepam (Ativan) a oxazepam (Serax), antipsychotika proti
halucinacim, bludim a agresi napft. aripiprazolu (Abilify), klozapin (Clozaril) a haloperidol
(Haldol) [30].

V soucasné dob¢ se vyviji 1éky, které¢ by omezovaly ukladani AP nebo proteinu tau
v mozkové tkani. Cilem je chrénit neuronové populace a podporovat vznik synapsi a
neurogenezi. Testuji se léky, které by snizovaly AP akumulaci. Mezi né patii
anti-agregujici molekuly, které blokuji oligomery a vldkna, reguldtory Sté€peni APP
pusobici tak, ze blokuji B- nebo y- sekretazu, 1éky zvySujici degradaci AP (napt. dodanim
neprilysinu (NEP) a insulysinu (IDE)), léky blokujici signalni drdhy a receptory, které
aktivuji tvorbu neurotoxickych oligomerii (napf. Fyn kinasea, inhibitory glykogen-syntaza
kinazy-3B (GSK3p) a cyklin-dependentni proteinova kinazy 5 (CDKS5) a dalsi [10].

Studie 1é¢iv plsobicich proti kumulaci proteinu tau je také dilezitym cilem.

Pomoci napf. lithia dochazi ke sniZeni syntézy nebo sniZeni fosforylace proteinu tau [10].
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Pokud nejsou pacienti s AD vcas 1éCeni, md AD velké osobnostni a ekonomické

nasledky z hlediska spolecenského ale i z hlediska fungovani rodiny [9].

4. Diagnostika Alzheimerovy choroby

Mnoho védcl se zajima o to, jak levné a spolehlivé diagnostikovat AD dfive a
s vEtsi presnosti. Nékteré vyzkumy se zaméfuji na osobnostni zmény a kognitivni funkce,
dalsi studie se zabyvaji poskozenim mozku a vnéjsSimi klinickymi ptiznaky. Védci také
sleduji zmény v krvi a v mozkomis$nim moku, které mohou naznacovat vznik AD. Kromé
toho vyviji zobrazovaci systémy, které by pomohly zjistit i drobné zmény ve struktufe
mozkové tkané [16].

V klinickém hodnoceni AD se bézné pouzivd pocitacova tomografie (CT) a
magnetickd rezonance (MR). PredevSim se pouzivaji k vylouceni jinych typl
neurodegenerativnich chorob. RozSifend kortikalni atrofie s fidnutim medialnich
temporalnich lalokl jsou nejcastéjs$i zobrazované nalezy u pacientl s AD, ale nejsou to
nalezy patognomické, mtize se jednat o projev normalniho starnuti. Magneticka rezonance
se pouziva ke zkoumani atrofii v entorhinalni, perirhinalni a temporalni kafe. Objemové
zmény pozorovatelné magnetickou rezonanci jsou v souladu s progresi AD a zdvaznost
objemové ztraty souvisi se zavaznosti onemocnéni. Absence kortikalni atrofie nebo zmén
v medidlnim temporalnim laloku neni dostate¢na k vylouceni diagnozy AD. Strukturalni
zmény jsou patrné az pozdéji v pribéhu onemocnéni. To podnécuje rozvoj a
zdokonalovani vice sofistikovanych kvantitativnich metod, které jsou schopny odhalit
jemné zmény v prubéhu casu [29,32,33].

Moderni funkéni zobrazovaci techniky, jako je pozitronova emisni tomografie
(PET), jednofotonova emisni tomografie (SPECT), magneticka rezonance spektroskopie
(MRS), funkéni MRI, magnetickd encefalografie (MEG) sledovani mozkového
metabolismu s fluoro-deoxy-D-glukézy (FDG) a Pittsburgh Compound-B (PIB) zobrazuji
nejen, zda jedinec trpi ur€itou formou demence, ale umoziuji také nahlédnout
do mechanizmii synaptického selhdni a neurodegenerace. Na rozdil od strukturalnich
zobrazovacich metod maji funkéni zobrazovaci metody schopnost rozpoznat jemné
patofyziologické zmény v mozkové tkani a vlastni tedy vétsi potencidl k ur€eni ptesné a

vCasné diagnozy, sledovani progrese onemocnéni a 1écbu [17,29,33].
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Obrazek €. 4: Transaxialni FDG-PET obrazy normalnich kontrolnich jedincu a pacientii s

mirnou formou AD [33].

Diagnéza pravdépodobné AD vyzaduje vylou€eni dalSich neurodegenerativnich
onemocnéni spojenych s demenci, jako frontotemporalni demence, Parkinsonova choroba,
onemocnéni s Lewyho télisky, Creutzfeldt-Jakobova choroba a mozkové autosomalné
dominantni arteriopatie. Také je tieba vyloucit poskozeni v dusledku deprese, chronické
intoxikace drogami, chronické infekce centralniho nervového systému, onemocnéni $titné
zlazy a vitaminové nedostatky (napt. B12, thiamin) [19].

Odliseni AD od jinych typti demenci je nékdy obtizné a nepiesné a obvykle se
provadi pomoci klinick¢é anamnézy a klinického vySetfeni a nc¢kdy lze také stanovit
diagnozu pouze vyloucenim jinych typl demence. LiSi se zejména mirou a rychlosti
projevu ptiznaku a jak rychle nemoc progreduje [16,17].

Béhem zivota pacienta lze nemoc diagnostikovat na zdkladé¢ duSevnich a
behaviordlnich symptomt, fyzikdlniho vySetfeni, neuropsychologickych testi a
laboratornich vysetieni [16].

V soucasné dob¢ je mozné definitivni diagnéozu AD urcit pouze pii pitveé. Zjistuje

se pocet dvou charakteristickych 1ézi: amyloidnich plaki a NFTS [9].
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4.1. Biomarkery

-----

pouzit k diagnostice choroby, nebo napomdhd urcit, zda nedochazi k nékterym
patologickym zméndm. Idedlni biomarker by mél poskytnout informaci o riziku
onemocnéni dlouho pied ndstupem prvnich ptiznakli. Kromé toho by analyza biomarkeru
méla byt levnd, Casové nenarocna bez potieby specialnich klinik. A konecné by idealni
biomarker mél byt méfitelny ve snadno dostupném biologickém materidlu pacienta
[9,21,23].

U neurodegenerativnich onemocnéni biomarkery napomahaji odhalit ¢asna stadia
nemoci, prognoézu onemocnéni a hodnoceni rizika vzniku onemocnéni. Biomarkery
s dobrou diagnostickou specificnosti  slouzi vyzkumnikiim krozliSeni jedinct
s preklinickou a pravdépodobnou diagnozou od osob, které nemaji AD patologii nebo maji
jiné neurodegenerativni poskozeni. Diagnosticky marker pro AD by mél odrazet hlavni
patologicky proces nemoci, tedy degeneraci neuronli a jejich synapsi zplisobenou
charakteristickymi 1ézemi senilnimi plaky a NFTS [9,28,34,35].

Pro diagnostiku AD se spoléhame na 3 skupiny vySetfeni: 1) analyza CSF
(mozkomisni mok) pfipadné plné krve spolu s prikazem specifickych biomarkert jako je
AP, protein tau a ptipadné dalsi doposud nevalidované molekuly. 2) Zobrazovaci techniky
béhem Zivota pacienta spolu s histologickymi preparaty post mortem. 3) Behavioradlni a
kognitivni testy.

Dale v textu se zamétfim na definici a charakteristiku biochemickych markert. CSF
je velmi uzitecnd kapalina pro AD diagndzu, protoze odrazi metabolické procesy v mozku
diky pfimému kontaktu mezi mozkem a CSF. Pro rutinni diagnézu AD z CSF mé nékolik
nevyhod: lumbalni punkce a odbér mozkomiSniho moku je invazivni 1é¢ba s potencidlnimi
vedlejsimi ucinky, screening pacientli je ¢asto obtizny a ndsledné analyzy téhoZ pacienta
v prubehu nékolika let jsou problematické [36]. Biomarkery pro AD v CSF méiené
metodou ELISA jsou AP 1-42, celkovy tau (t-tau) a fosfo-tau (p-tau) v pozici 181. Pouze
kombinace téchto tii biomarkerti CSF vyrazn€ zvySuje diagnostickou piesnost pro AD,
ktery dava dohromady citlivost > 95% a specificitu > 85% [37]. Také nékteré techniky
pozitronové emisni tomografie mohou zobrazit NFTS piimo na zivych pacientech, ale jsou
drahé¢ a s omezenou dostupnosti. Je potfeba zaméfit se na vyzkum biomarkerti také

v jinych télnich tekutinach [36,37].
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Méteni v plazmé nebo séru je zlatym standardem na klinikéch, protoze odbér je
minimalné invazivni, ve srovnani s CSF. Metoda méieni biomarkert AD v krvi by
splitovala kritéria screeningové metoda. Pomohla by rychleji a v€as urcit diagnézu AD a
zvysila by se tak uroven péce o pacienty [23,37].

Plazmatické a sérové biochemické markery navrzené pro AD sleduji
patofyziologické procesy, jako je tvorba amyloidniho plaku (AB), vznik zanétu (cytokiny),
oxidacni stres (vitamin E), metabolismus lipidii (apolipoprotein E, 24S-hydroxycholesterol)
a cévni onemocnéni (homocystein, lipoprotein (a)) [38]. Nejlépe prozkoumanou
biomarkrem v plazmé je zatim AP, ale vysledky jsou doposud rozporuplné [39].

U vSech onemocnéni je v lidském séru zvySené mnozstvi protilatek. Tohoto
poznatku vyuzili Nagele a kol. (2011) a zjistili, Ze zvySené mnoZzstvi protilatek je i v séru
pacientli s neurodegenerativnimi chorobami. Pomoci vysokoucinné proteinové microarray
technologie urcili panel 10 autoprotilatek, které jsou specifické pro pacienty s AD a to s
96,0% citlivosti a 92,5% specifitou [40].

I pfes mnoho studii zabyvajicich se krevnimi markery AD nebyl dodnes validovan
spolehlivy biomarker, pomoci kterého by lékatfi mohli jednoznacné diagnostikovat AD

[23,36,37].
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Imunoanalytické stanoveni t-tau, p-tau a AB42 v CSF

. s primérnd zména (% z
Typ metody specifita protilatka Kontrol)
T-tau
ELISA T-tau ATI120 + Pab navyseni
ATI120 + navyseni (primérné o
ELISA T-tau HT7/BT2 300%)
i navyseni (primérné€ o
ELISA T-tau 16B5 + 16G7 200%)
Mikroskopicka Pab-ht2 + Mab F- o 0
ELISA T-tau F11/F-H5 navyseni (216%)
P-tau
P-tau 181 +| AT180/AT270 + e o
ELISA P-tau 231 HT7/AT120 navySeni (348%)
P-tau 231 + Mab aptl-tau " navyseni (neni uvedena
ELISA P-tau 235 anti-tau riimérna hodnota)
au PT231PS235 p
Mab anti-tau + o N
ELISA P-tau 199 Anti-PS199 navyseni (2-300%)
P-tau 231 | Taul/CP27 + CP9 navyseni
ELISA P-tau 181 HT7 + AT270 navyseni (2-300%)
P-tau 369 + e 0
ELISA P-tau 404 PAb92e + PHF-1 navyseni (346%)
Ap42
ELISA AB1-42 | BAN-50 + BC-05 | pokles (pramérné o 50%)
ELISA AB1-42 21F12 +3D6 pokles (pramérné o 50%)
ELISA ABX-42 | 266 + PAb277-2 | pokles (primérné o 50%)
ELISA ABX-42 | BNT-77 + BC-05 | pokles (primérné o 50%)
ELISA ABX-42 WO-2 + G2-11 navyseni (161%)
ELISA ABX-42 6E10 + PAb164 pokles (32%)
ELISA ABX-42 |4GS8 + PAb44-344 pokles (37%)
Western blot ABX-42 G2-11 pokles (43%)
Imunoprecipitation o
'+ Western blot APX-42 G2-11 pokles (39%)
SDS-PAGE s
mocovinou + ABX-42 n. pokles (50%)
Western blot
SELDI-TOF ABX-42 n. pokles (71%)
Tabulka ¢. 1: Imunoanalytické stanoveni t-tau, p-tau a Af42 v CSF [pfevzato a

modifikovano z 34].

T-tau (total tau), p-tau (fosforylovany tau), Ap42 (amyloid B 1-42), n. (nepouziva se)
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4.1.1. Protein tau

Tau protein je cytoplazmaticky mikrotubularni protein hojné se nachazejici
v neuronovych axonech [34,41], ktery se podili na sestaveni a stabilizaci mikrotubulii

[27,28].

Phosphotau

protein

Microtubule

Obrazek €. 5: Fyziologicka funkce proteinu tau — stabilizace mikrotubulu [42].

Tau je fosfoprotein, s vice nez 30 potencidlnimi misty fosforylace [27,34], C.-X.
Gong a K. Igbal (2008) uvadi vice nez 40 lokalit fosforylace [43]. Fosforylace probiha
obvykle na serinovych a treoninovych aminokyselinovych zbytcich a zptisobi oddéleni
proteinu tau od mikrotubulii a tim jejich destabilizaci [28,36]. Za normalnich podminek
jsou ob¢ formy tau - fosforylovand 1 defosforylovand v rovnovaze. Prevazuje-li
fosforylovana forma, dochéazi k agregaci tau proteinu do Sroubovitych vlaken v télech
neuront (perikaryu) vedouci k tvorbé neurofibrilarnich klubek (NFTS) [28].

Fyziologickd uroven fosforylace tau proteinu je disledkem dynamické regulace
kindz a fosfatdz. Mezi hlavni tau kindzy patii glykogen-syntdza kinaza-3f (GSK3p),
cyklin-dependentni proteinova kinaza 5 (CDKS5) [38], cAMP zavisla protein kinaza (PK) a

stresovymi faktory aktivované kindzy. Proteinové fosfatdzy PP maji obvykle Siroka

vvvvvv

26



nadmérné fosforylace proteinu tau nejsou doposud znamy, jednou z moznosti je chyba

v regulaci enzymu PP2A [43].
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Obrazek €. 6: Fosforylace tau proteinu [42].

Koncentrace t-tau v mozkomisnim moku u zdravého ¢loveéka je asi 300 ng/l,
u pacienta s AD asi 900 ng/l [Blennow K. a Hampel H. (2003), ptevzato z 36]. Ve velkém
mnozstvi studii bylo zjisténo v CSF u AD zvySené mnozstvi t-tau i p-tau [36]. U t-tau je
zvySeni o dvojnasobek az trojnasobek [32]. Blennow K. a kol. (2001) uvadi zvySeni CSF
t-tau cca 0 200% az 300% [34].

Alessia M. a kol. (2003) vyuZili monoklonalni protilatku AT 270 specifickou pro
fosforylovany na threoninu tau v pozici 181 a pomoci sendvicové ELISA metody naméfili
u pacientli s AD hodnoty vyssi (52 + 19 pg/ml), ve srovnani se zdravymi jedinci (27 + 10
pg/ml) [44].

Zvysené hladiny t-tau proteinu v CSF pravdépodobné odrazi intenzitu poskozeni
neurond a jejich degeneraci [34], avSak nejsou pro AD specifické. Miize se jednat také
o MIC, nebo o jiné mén¢ bézné neurodegenerativni onemocnéni [31,34]. I kdyz zvySena
hladina CSF p-tau se jevi jako pomérné specificka pro AD [9]. ZvySeni hladin v CSF p-tau
koreluji se zatizenim NFTS [9]. Nicméné neni jasné, zda zvySeni hladin CSF neni
zpusobeno zvySenym uvoliovanim tohoto strukturdlniho proteinu pfi poSkozeni axoni,

dendriti, synapsi a bunécné smrti. To vSak nemusi byt spojeno pouze s AD, ale také
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s poranénim hlavy, kdy je ¢ast mozkové tkan¢ poskozena nebo cévni mozkovou piihodou
[9].

Fyziologicky je tau vysoce heterogenni protein: v dospélém lidském mozku
existuje Sest riiznych tau izoforem vznikajicich z jednoho genu alternativnim sestfihem
mRNA [34]. Rliznorodost je umocnéna rozsahlymi post-translacnimi modifikacemi, véetné
fosforylace, glykosylace a oxidace proteinu [36,43]. Jsou dlouhé 352 - 441 aminokyselin
s molekulovou hmotnosti mezi 50 a 65 kDa [34]. Izoformy kde je tau protein fosforylovan
v pozici 181, 199 a 231 jsou charakteristické pro AD [34]. Mohou byt pouzity k odliSeni
nemocnych pacientli od zdravych a také k vylouceni jiné neurodegenerativni choroby (napf.
frontotemporalni demence (FTD) a demence s Lewyho télisky) [36].

Byla vyvinuta ELISA metoda [45], kterou méfime pomoci monoklondlnich
protilatek specifickych pro tyto 3 izoformy, jejich koncentrace v CSF. Koncentrace p-tau
181, 231 a 199 jsou u pacienti s AD zvySené. Pii diagnostice maji vSechny stejnou
senzitivitu, 1 kdyz p-tau 181 a 231 mohou mit poné¢kud vétsi presnost pro AD ve srovnani
s jinymi formami demence [23].

V nedavné studii, bylo vyuzito p-CSF tau 231 k odliSeni pacienti s AD a pacientd
s jinymi neurodegenerativnimi chorobami s citlivosti 85% a specificitou 97%. Navic,
p-tau 231 vyrazné zlepsila diferencialni diagnézu mezi AD a non-AD skupin jedinct,
zejména s FTD [45].

Vyzkum metod pro analyzu tau v krvi jsou jest¢ na zacatku. Neni zcela jasné, jak
zvysené hladiny tau v CSF odpovidaji hladinam tau v krvi. Nicméné se predpoklada, ze
kdyz CSF opousti subarachnoidealni prostor a piestupuje ptes supachnoidedlni granulaci
do Zilniho ob&hu, mohou produkty z mozku a tim i tau pfestoupit z CSF. Tak zatimco
ptvodni zpravy o detekci tau v krvi jsou slibné, je zapotiebi dalsi vyzkum s cilem vyuzit
tyto poznatky k vyvoji ovéfené metody pro méfeni tau v krvi [36].

Stanoveni proteinu tau v krvi by bylo velkou vyhodou a to zejména v klinickych
studiich. I pfes znac¢né usili objevit spolehlivé metody k urceni hladiny proteinu tau v séru
nebo plazmé u pacientdi s AD, nebo s jinymi neurodegenerativnimi chorobami, chybi,

protoze zmény v koncentracich proteinu tau v krvi u téchto chorob jsou nepatrné [36,37].
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4.1.2. B-amyloid

Amyloid-f je peptid s neznamou fyziologickou funkei [9] s molekulovou hmotnosti
4 kDa [28,31]. Vétsina AP je produkovéna v mozku [9]. Jsou generovany v sekrecnich
vaccich neuronti [46] tak, Ze dochazi k proteolytickému Stépeni APP [11,34,37].
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Obrazek €. 7: Schematicky diagram stépeni APP [47]

EC — extracelularni, IC — intracelularni, TM — transmembranovy, A doména je zvyraznéna Cervene.

APP je postupné Stépen dvémi membranoveé vazanymi - a y- sekretdzami [9,28].
B-sekretaza $tépi APP a uvoliiuje se derivat sSAPPPB. Fragment dlouhy 99 aminokyselin
(CTFP) ziistava na membranu vazan. Nésledné je §tépen y-sekretdzou a vznika AB. Stépeni
y-sekretazou je ponckud nepiesné, coz vede k C-koncové raznorodosti vysledné populace
AP vcetné AP 1-37/38/39/40/42 ("Ab kvintet"). Tento heterogenni soubor C-koncovych
AP peptidi 1ze rozdélit pomoci metody Western blott a nebo SDS-PAGE. AB40 konci
valinem a jsou nejhojnéjsi (~ 80 - 90%), nésleduje AB42 (~ 5 - 10%), ktery konci alaninem.
Mirné delsi formy AP, zeyjména AP42, jsou vice hydrofobni a fibrilogeni, a jsou hlavni

druhy odpovédné za AP agregaci [31].



B-sekretaza Stépi asi 10% z celkové bunécné APP. Zbyvajici APP, témet 90 % je
Stépeno a-sekretdzou, vznika sAPPa a 83 aminokyselin CTFa. Vzhledem k zésadni roli pti
vytvareni AP, jsou B- i1 y- sekretdzy povazovany za mozna cile pro rozvoj anti-AD léCiv
[31].

Za degradaci A jsou odpovédné dva enzymy neprilysin (NEP) a insulysin (IDE).
NEP je plazmaticka membranové védzana metaloprotedza typu Il a je zodpoveédny
za degradaci riznych extracelularnich peptida. IDE je také metaloprotedza a §tépi peptidy
extracelularné i intracelularné [10]. Zna¢né mnozstvi AP zlstdvd nedegradované,
nedochazi k prostupu AP pies hematoencefalitickou membranu do obéhu a hromadi se
v mozku [31]. Abnormalnim hromadénim neurotoxického AP peptidu dochazi k tvorbé
vysoce nerozpustné agregaty znamé jako senilni plaky [11]. To je vyznamnym faktorem
v rozvoji AD, a je na mysli, Ze je pravdépodobnou pficinou ztraty paméti a kognitivnich
funkci v tomto onemocnéni [46].

Diagnézu AD doprovazi snizend hladina AB-42 v mozkomisnim moku (CSF) [37] a
to asi 0 30 - 50% u jedinct, kteti maji klinické ptfiznaky AD, oproti kontrolnim
nedementnim jedinctim [9].

Fagan A. a Holtzman D. (2010) prokazali velmi silny opacny vztah mezi hladinou
CSF ApP42 a charakterem nalezu amyloidu in vivo (méfeno PET). Jejich vysledky
prokézaly, Ze nizka hladina CSF AB1-42 je vybornym biomarkrem depozice kortikalniho
amyloidu bez ohledu na klinickou diagnézu [9].

Zatimco koncentrace AB1-40 nebo "AP total" u jedinci s AD jsou podobné
jedincim bez projevii demence [34,37]. V duasledku toho je vyrazny pokles v poméru
AP42/AB40 (nebo zvySeni v poméru AP40/AB42) v CSF. Jsou potiebné dalsi studie
k urceni, zda pomér CSF AB42/AB40 ma vétsi potencial nez diagnosticky CSF AB42 sdm
[34]. AB1-38 se mlze nachazet v CSF ve zvySené koncentraci [34].

Alessia M. a kol. (2003) pouzili sendvicové ELISA ke stanoveni AP v CSF.
Monoklonalni protilatka 21F12 specifickd pro volny C-konec A slouZila k zachyceni a
monoklonélni protilatka 3D6 specifickd pro N-konec byla pouzita pro detekci. Zjistila
koncentraci AP1-42 niz$i u pacienti s AD (0,42 + 0,19 ng/ml) ve srovnani se zdravymi
jedinci (0,73 £+ 0,22 ng/ml) [41]. Hladina AB42 nekoreluje s mirou progrese onemocnéni,
ale zlistava stabilni po celou dobu choroby [32].

V nékolika studiich pomoci metody ELISA zjistili védci v plazmé zvySené
mnozstvi celkového AP nebo AB1-42 [Schupf N. a kol. (2001), Kosaka T. a kol. (1997),

prevzato z 38]. Vjinych studiich nezjistili vyznamné rozdily v plazmatickych
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koncentracich AP méteného u pacientii s AD a u jedinct bez demence [Fukumoto H. a kol.
(2003], ptevzato z 38]. Zvysend hladina AP miize byt vyuzita k predpovédi AD. Vysoké
plazmatické hodnoty AP jsou rizikovym faktorem vzniku AD [36]. A také se koncentrace
AP v plazmé vyuziva ke sledovani Gc¢inkl 1€k, které ovliviiuji $tépeni APP. Napiiklad
1€k, které inhibuji B- a y- sekretazu [38].

Koncentrace AP v plazmé, které by mohly byt pouzity jako diagnosticky nalez,
nebyly doposud validovany [32].

4.1.3. Dalsi potencionalni biomarkery

Ubiquitin je maly protein (8,7 kDa) ptfitomny ve vSech bunkéach téla a podili
na ATP-dependentni degradaci proteini. Na poskozené nebo jiz nepotfebné proteiny se
kovalentné¢ vdzou molekuly ubiquitinu a slouzi jako signdl k jejich degradaci pomoci
ubiquitin-dependentnich proteaz. Bylo prokazano, ze se u pacienti s AD se ubiquitin
hromadi v neurofibrilarni klubkach i senilnich placich. Pomoci metody ELISA zaloZené
na pouziti monoklondlni protilatky 1510, kterd je specifickd pro volny nekonjugovany
ubiquitin, bylo zjisténo u pacientli s AD nékolikandsobné zvySené mnozZstvi ubiquitinu

v CSF pfimo umérné neurofibrilarnim zménam [34,48].

Obrazek €. 8: Ubiquitin (hnédy) a senilni plak
(modry) [49].
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Nedavno byla také kvantifikovana B-sekretaza (BACE-1) v CSF. ZvySené mnoZstvi
BACE-1 v CSF muze byt vyuzita také jako biomarker v ¢asného staddia AD a koreluje
s ubytkem kognitivnich funkci. Bylo prokazano, ze hladiny BACE-1 v CSF je ovlivnéna
ApoE genotypem, nejsiln€j$im genetickym rizikovym vlivem pro AD [9,39].

Nekteré studie [50] se zamétily na produkty oxidacniho stresu k charakterizaci
pacientll s AD. ZvySené mnozstvi isoprostani v CSF zodpovédnych za peroxidaci lipida
muze byt také vyuzito jako biomarker AD. Nicméné vzhledem k narocné analyze je
kvantifikace isoprostanti povazovana za Cist¢ védeckou metodu [37]. Jiné studie zjistily
niz§i uroven antioxidantli, zejména superoxiddismutazy (SOD), v CSF u pacientl
s neurodegenerativni chorobou, véetné AD [50].

Gliové fibrilarni kyselé¢ proteiny (GFAP) byly rovnéZz nalezeny u pacientii s AD
ve zvySeném mnoZstvi a to az 10x [51].

Pro pacienty s AD je mozkovad tkan charakteristicka zvySenym mnozstvim
zanétlivych reakci, oxidativniho stresu a poruchou homeostazy véapniku. Proto jsou v CSF
zjistény zvySené hladiny nékterych proteinii vazajicich vapnik S100 a to S100B a S100A6
a S100A9 a S100A12 [52].

GAP43 (neuromodulin) je protein lokalizovany v presynaptickych terminalnich
axonech kortikalnich neuronti. V mozkové tkdni u pacienti s AD se GAP43 nachazi
v dystrofickych senilnich placich. Stanoveni hladiny GAP43 Ize pouzit jako biomarker
AD. V CSF pacientll s AD se nachéazi ve zvySeném mnozstvi, ale je vSak zapotiebi dalsi
studie o potencialu GAP43 jako diagnostického markeru AD [34].

NF proteiny jsou stavebni ¢asti neuronovych axont, které jsou dulezité pro jejich
funkci. NF jsou slozeny ze tii podjednotek na zakladé¢ molekulové hmotnosti - vysoka
(NF-H), stfedni (NF-M) a lehkd (NF-L). NF-L je lokalizovan hlavné ve velkych
myelinovych axonech. Uroveir NF-L v CSF koreluje s mnoZstvim bilé mozkové hmoty.
Proto CSF - NFL miize byt povazovan za biomarker degenerace velkych myelinovych
axonl. ZvySené hladiny NF-L v CSF jsou uvadény u pacientti s AD, ale také u pacientt
s FAD [34].

Dalsi potencionalni biomarkery pfitomné ve vysSich hladinach u pacientd s AD
jsou alfa-1-antitrypsin (A1AT) a alfa-1-antichymotrypsin (A1ACT). Jsou to inhibitory
serinové protedzy pii zanétu. Zvysené hladiny A1ACT koreluji se zdvaznosti patologie a

vyvolavaji hyperfosforylaci proteinu tau v neuronech [51].
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Také potencionalni biomarker AD, ktery se nachazi se v CSF je sortilinu ptibuzny
receptor (SORL1), také znamy jako SorLA, nebo LRI11. Nachazi se u pacientd s AD
na rozdil od zdravych kontrolnich jedincti ve snizeném mnozstvi [50].

I ptes pocetné studie zaméfené na objev novych biomarkerti v mozkomisnim moku
a krvi k dnesnimu dni nebyl zadny novy biomarker pro rutinni diagnostiku validovan [33].
Pfi¢inami jsou vysokd variabilita vysledkii mezi pacienty v prubéhu choroby 1 volba

testovanych pacienti, stadia jejich onemocnéni, pohlavi, vk atd.
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5. Zavér

Od objeveni Alzheimerovy choroby Aloisem Alzheimerem ubéhlo uz vice nez 100
let. Védci se po celou dobu snazili objasnit, jak choroba vznika, co je jeji pficinou, jak ji
vcas diagnostikovat a 1écit.

AD je choroba zplsobena neurodegeneraci mozkové tkan¢, uklddanim senilnich
plaki a neurofibrilarnich klubek v mozku. Senilni plaky jsou tvofeny nehromadénim
proteinu B-amyloidu v extracelularnich prostorech mozkové tkan¢ a neurofibrilarni klubka
intracelularni kumulaci hyperfosforylovaného proteinu tau.

Priciny mohou byt genetické predispozice pacientld, napif. nosi¢stvi genu
pro apolipoprotein E na 19. chromozomu. Také se mezi potencialnimi pfi¢inami vzniku
objevuje vysoka hladina cholesterolu v krvi, vysoky krevni tlak, diabetes mellitus 2. typu,
koufeni a obezita.

AD je mozno diagnostikovat pomoci zobrazovacich metoda (CT, MR, PET, FDG a
dalsi), kognitivnich a behavioralnich testii, nebo pomoci biomarkeri méfenych v CSF nebo
krvi pacienta.

V soucasné¢ dob¢ jsou validovany 3 biomarkery méfeny v CSF, které mohou
pouzity k urceni bézné klinické diagnoézy a to Bf-amyloid 1-42, t-tau a p-tau 181. Ostatni
znamé biomarkery napf. f-amyloid 231, ubiquitin, nebo B-sekretdza mohou byt vyuzity
k potvrzeni diagnézy AD, zatim jsou tyto biomarkery ve fazi védeckych studii. Je
zapotiebi dalSich studii k doplnéni Skaly diagnostickych biomarkert, prokazovanych
v CSF nebo i vkrvi. Objev charakteristickych markert AD v krvi odebirané méné
invazivné nez CSF by byl velkym pifinosem v diagnostice a 1é€bé AD.

V soucasnosti se 1é¢ba AD zamétuje predevSim na oddéleni ¢i zmirnéni ptiznakl a
na zlepSeni kvality zivota pacienta i jeho okoli. Detailni znalost patogeneze choroby a
pri¢in vzniku degenerativnich zmén charakteristickych pro AD jsou nezbytnou podminkou

pro vyzkum a nastaveni efektivni 1éCby ¢i prevence choroby.
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