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ANOTACE

Tato bakalarskd prace je zaméfena na proteinové biomarkery u neurodegenerativnich
chorob, které jsou zapotiebi pro podporu klinického hodnoceni a urychleni diagnostiky. Cilem
této prace je shrnuti poznatki o vybranych neurodegenerativnich chorobach, vybér

specifickych proteinovych biomarkerd pro dana onemocnéni a metody jejich stanoveni.

KLICOVA SLOVA

Neurodegenerativni onemocnéni, proteinové biomarkery, zobrazovaci metody

TITLE

Protein Biomarkers of Neurodegenerative Diseases

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on protein biomarkers in neurodegenerative diseases, which
are needed to support clinical trials and accelerate diagnosis. The aim of this work is to
summarize the knowledge about selected neurodegenerative diseases, the selection of specific

protein biomarkers for the diseases and methods for their determination.

KEY WORDS

Neurodegenerative diseases, protein biomarkers, imaging methods
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Neuron

Biomarker

In vivo

In vitro

Fibrila
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Neurofibrilarni tangles
Intraneurondlni
Extracelularni
Translace
Transkripce
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Synapse
C-termindlni oblast
N-terminalni oblast
Intronova sekvence
Kortex
Hippokampus
Amygdala
Temporalni lalok
Frontélni lalok
Parietalni lalok
Atrofie

Insularni kortex

parova struktura ve sttednim mozku
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funk¢ni a anatomicka jednotka nervového systému
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v zivém organizmu
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cast mozkové kliry, odd€luje temporalni od frontalnich lalok



UvVOD

Neurodegenerativni onemocnéni jako Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
frontotemporalni degenerace, vaskularni demence, demence s Lewyho télisky apod. mohou byt
obtizn¢ diagnostikovatelné, protoze sdili bézné neuropatologické, kognitivni a klinické profily
komplikujici jejich diagndzu. Neurologické poruchy jsou Casto spojeny s dysfunkci zpisobenou
napt. poruchami pii jejich sbalovani a formovani oligomerti a intra-nebo extracelularnich
agregatli nebo je zména proteinu geneticky podminéna. Na podporu klinického hodnoceni,
urychleni a zptfesnéni diagnostiky je zapottebi najit spolehlivé biomarkery, které by byli

charakteristické pro dané neurodegenerativni onemocnéni.
Cilem této prace je shrnuti poznatkli o proteinovych biomarkerech vybranych

neurodegenerativnich onemocnéni. Prace rovnéz poskytuje struény piehled napii¢ metodami,

které se vyuzivaji k diagnostice téchto onemocnéni.
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1 NEURODEGENERATIVNI CHOROBY (ND)

Neurodegenerativni choroby jsou onemocnéni, kterd postihuji centrdlni nervovou
soustavu (CNS) a jsou charakteristickda svym pozvolnym zanikem neuronii, ukladanim
proteinovych depozit do zasazenych bun¢k, ptipadné do jejich blizkého okoli, a zmnozenim
ganglii. Jedna se o velmi obsahlou skupinu onemocnéni, jelikoz zahrnuje riiznoroda postizeni
struktury v CNS. Jednim ze zakladnich mechanizmi, které vedou ke vzniku choroby, jsou
zmény v sekundarni struktufe proteinti charakteristické pro danou skupinu onemocnéni. Tyto

proteiny bunky nejsou schopny zpracovat. [1]

Nasledujici podkapitoly budou vénovany pfiblizeni vybranych neurodegenerativnich
onemocnéni. Pozornost také bude vénovana specifickym biomarkeram. Dale v dalsi kapitole
budou nastinény jednotlivé metody, diky kterym lze diagnostikovat neurodegenerativni

poruchy

1.1 Alzheimerova choroba (AN)

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, u kterého mizeme
rozliSovat dvé formy, familiarni AD a sporadickou AD. Ob¢ tyto formy vykazuji stejné
patologické znaky, 1idi se pouze dédi¢nosti a incidenci. [2] Radi se mezi amyloidopatie. U
starSich jedincii predstavuje nejcastéjsi pri¢inu demence. Toto onemocnéni nervové soustavy je
charakteristické nashromazdénim extraceluldrnim amyloidu-f3 (AB) ve formeé senilnich plakd,
intracelularnim uklddanim depozit abnormalné fosforylovaného t-proteinu ve formé
neurofirbrilarnich spleti, zdnikem synapsi a apopt6zou neuront, coz miize vést az k mozkové
atrofii. [3]

AN mizeme rozdé€lit do tii stadii na zaklad¢ ztraty sobéstacnosti a paméti pacienta.
V pocate¢nim stadiu dochazi ke zhorSovani paméti. Pacient si nevybavuje udalosti, které se
staly v blizké minulosti, napt. hleda své odlozené predméty. Ztraci schopnost uceni, zistava
vSak nadale sobéstacny. V nasledujicim stddiu této nemoci se zvétSuje pamétovy deficit.
Pacient si vybavi pouze hluboce zakofenéné vzpominky, informace apod. Zacina byt
dezorientovany a jeho sobéstacnost je tim velmi naruSena. U posledniho stiddia se projevuje

témert uplna ztrata paméti. Pacient uZ nepoznava ani své nejblizsi. Tato faze kon¢i letalné. [4]
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1.1.1 Biomarkery AN

Alzheimerova choroba je charakterizovana biomarkery AP spolu s proteiny Tau (P-tau a T-
tau). Pokud jsou detekovany, zvySuje se pravdépodobnost rozvoje této choroby. Pacienti
s Alzheimerovou chorobou maji piiblizné¢ o polovinu snizenou hladinu AB-42 a nékolikrat
zvySenou hladinu celkového proteinu Tau a P-tau v cerebrospinalni tekutiné (CSF) oproti
zdravym jedincim. Oba tyto biomarkery lze stanovovat in vivo nebo in vitro. [5] O moznych

diagnostickych metodach budeme hovofit v nasledujici kapitole.

1.1.1.1 Amyloid Beta

Amyloid-f je vlaknity bilkovinny agregat slozeny z aminokyselin. Vznika z daleko vétsiho
transmembranového amyloidniho prekurzoru APP, ktery je St€pen pomoci enzymi. Tento
membranovy prekurzor je exprimovan mnoha tkanémi a vyskytuje se v riznych izoformach.
Nejhojngji zastoupend forma prekurzoru APP je o délce 695 aminokyselin, kterda je
produkovéna vyhradné neurony. DalSimi izoformami jsou APP o délce 751 a 770 AMK. Tyto
formy se vylucuji hlavné na perifernich buiikach a trombocytech. [6,7] APP je syntetizovan
v endoplazmatickém retikulu, odkud je transportovan do Golgiho aparatu, pozdéji do
plazmatické membrany. Zde se tento transmembranovy amyloidni prekurzor pomoci
B-sekretazy a y-sekretazy Stépi za vzniku ApB. (viz. Obr. 1)

Non-Amyloidogenic Pathway | Amyloidogenic Pathway

Towic Ap Amylaid
Apz Dligomers Plaques
Monomers
APP SAPPH ]
I 5APPa I I f [ 'ﬁ

I — — L

py | Sec a-Sec 1-Sec v-Sec I #

Extracellular — = — m—

space

Inter-Mamranea
space
CTFa CTFp
Cytoplasm
il I AICD

Obrazek 1: Schéma vzniku patologického beta amyloidu — prevzato z [72]

AICD
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Amyloid beta se shlukuje za vzniku oligomeri, které jsou rozpustné, protofibril a fibril,
které jsou nerozpustné. Strukturalni pfeména oligomerii na fibrily zahrnuje asociaci volné
agregovanych vldken do a-helixu a B-listu. Amyloidni fibrily se nasledn¢ ukladaji ve forme
amyloidnich plakti. Hlavni sloZzkou téchto plaki je AP o délce 42 aminokyselin. [7] Diky
ptitomnosti AB-42 mtzeme odliSit AD od frontotempolarni demence (FTD), kde je jeho hladina
normalni. AB-42 miZze byt snizeny u pacienti s demenci s Lewyho télisky (DLB) a i u pacientt
s Parkinsonovou chorobou. [8] Hladiny tohoto amyloidu koreluji nepiimo s plakovym
zatizenim. Tento jev byl pozorovan in vivo pomoci Pozitronové emisni tomografie (PET). [9]

Nizké hladiny AP v CSF byly naméfeny u pacientl, kteti maji diagnostikovanou
autozomaln¢ dominantni AN. Toto snizeni miize byt detekovatelné jiz zhruba 25 let pred
nastupem prvnich klinickych ptiznakli AN. Rovnéz se u pacientll vyskytuji abnormality v
metabolismu glukozy. Ackoli je AP-42 Siroce pfijimanym diagnostickym biomarkerem
v souvislosti s AN stale probihd vyzkum standardizac¢nich protokolti pro analyzu CSF

v laboratorni klinické praxi. [8]

1.1.1.2 t-protein

Tau (tubulin-associated unit) protein patii do skupiny proteinti asociovanych s mikrotubuly.
(viz. Obr. 2) [10] Jedna se o neuronalni protein vyskytujici se hlavné v nemyelinizovanych
kortikélnich axonech CNS. Jednou z jeho hlavnich funkci je podporovat stabilitu mikrotubull
a usnadnéni transportnich mechanismil axonll. Vyskytuje se v Sesti riznych izoformach se tremi
(3R-tau) nebo Ctyfmi tandemivymi repeticemi (4R-tau). [6] Patologickd forma Tau byla u AN
potvrzena ve spojeni s PHF (Paired Helical Filaments), které se nasledn¢ shlukuji do
neurofibrilarnich spleti (NFT). Ty jsou ve spojeni s amyloidem beta ve formé senilnich plakt
fazeny jako biomarkery, které urcuji AD. [8, 10] Inkluze proteinu Tau v neuronech nebo
gliovych bunkéch se mize vyskytovat i u jinych neurodegenerativnich onemocnénich, kde se
tyto inkluze od sebe 1i§i na molekularni arovni. [11]

T-tau je oznaceni pro celkovy Tau protein, ktery je méfen pomoci nespecifickych testli na
Tau. T-tau v mozkomi$nim moku je zvySen u nemoci, kde hraje vyznamnou roli ztrata neuront.
Vysoké koncentrace tohoto proteinu jsou zkoumany v souvislosti se zdvaznymi onemocnénimi
jako mrtvice 1 Creutzfeld-Jakobova choroba. [6] Tento biomarker CSF miize byt pouzity jako

diagnosticky, ale neodrazi stddium nemoci. [8§]
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P-tau oznacuje protein, ktery je fosforylovany na urcitych threoninovych nebo serinovych
zbytcich. Samotna fosforylace vede ke zménam vlastnosti Tau proteinu. Tyto zmény mohou
zpisobit agregaci do PHF a NFT. Neni prozatim jasné, z jakého divodu se P-tau zvySuje
v souvislosti s AN, ne vSak u jinych neurodegenerativnich onemocnéni, u kterych jsou takeé

ptitomny neurofibrilarni smotky. [6]

Phosphotau

Vesicle

Kinesin &

Tau
protein

Microtubule

Obrazek 2: Funkce tau proteinu za normalnich podminek — prevzato z [71]
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1.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonovu chorobu (PN) mizeme definovat jako chronické a progresivni
neurodegenerativni onemocnéni, které postihuje az 4% populace starsi 60 let. Po AN je toto
onemocnéni druhé nejCastéjsi zdvazné neurodegenerativni onemocnéni. [12] Jednd se o
multisystémovou a-synukleinopatii s Lewyho télisky. [13] Podle sou¢asnych poznatkli by se
PN m¢éla rozd¢€lovat do tii stadii: preklinického, prodromalniho a klinického. Prodromalni faze
onemocnéni je takové stddium, kdy jsou pfitomny piiznaky, které jsou nedostacujici pro

definovani klinické diagnoézy. [14]

Neuropatologie této choroby je charakterizovana postupnou degeneraci dopaminergnich
neuronll v substantia nigra, konkrétn¢ v ¢asti pars compacta, a intraneurondlni inkluzi o-
synukleinu, kterd je znama jako Lewyho patologie. Touto patologii se rozumi pritomnost
Lewyho télisek a Lewyho neuritt. [13, 14, 15] Tyto neurony zajist'uji transport dopaminu do
ostatnich bunck a jejich degenerace vede k dysfunkci nervové sité, ktera zahrnuje mimo jiné i
motorickou kortikalni oblast. [16]

Diagnoza tohoto onemocnéni je obvykle klinickd a pro potvrzeni je zatim nezbytnou
soucasti pitva. Mezi charakteristické klinické ptiznaky PN se fadi hlavné rigidita, klidovy ties
a postularni instabilita, ktera souvisi s nedostatkem dopaminu. [16, 17, 18] Nejednd se vSak o
komplexni motorickou poruchu, PN je dnes povazovana spise za systémové onemocnéni, diky
jejim nemotorickym piiznaklim, které ¢asto pfedchazeji klinickym rystim choroby. [18] Mezi
tyto pfiznaky patii anosmie, rizné vizualni abnormality, deprese, uzkost, inava. [16] DalSimi
nemotorickymi pfiznaky PN jsou Ubytek hmotnosti a gastrointestindlni dysfunkce, kde mezi
nejcastéjsi patii chronickd zacpa, ktera postihuje az 60 % pacientl postiZenych touto nemoci.

[12]
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1.2.1 Biomarker PD

Vyznamnym omezenim v samotné 1é¢bé PN je jeji pozdni detekce. Jednim z problémt pti
diagnostice je slozité vyhledavani specifickych biomarkerti. Tyto biomarkery mohou udévat
konkrétni stav organizmu, vyhodnocovat pribéh samotné nemoci a ptipadné¢ predpovidat
ucinky 1écby. [16] V této podkapitole se budeme zabyvat klinicky nejslibnéjsim biomarkerem,

a-synukleinem.

1.2.1.1 a-synuklein

Jedna se o hlavni slozku Lewyho télisek, jez jsou charakteristické pro patologii PN a DLB,
které se od sebe lisi jen nepatrné. [12, 19] Synukleiny jako takové spadaji do skupiny malych
rozpustnych proteinii, kam fadime a, B a y-synuklein. VSechny tyto synukleiny jsou zastupci
neuronalnich proteinti. U B a y-synuklein nebyl zatim prokazan vétsi vyznam v diagnostice
tohoto ND. [12, 20] a-synuklein je relativné maly protein o velikosti 14kDa, ktery je vétSinou
exprimovan v mozku na presynaptickych termindlech. Primarné¢ se jedna o intracelularni
protein, mize se vSak vyskytovat i v biologickych tekutinach, jako je krev, plazma nebo
mozkomis$ni mok. Podili se na ovliviiovani presynaptické signalizace ustalovani rovnovahy
neurdlnich membran a pienosu, ktery je uskute¢nén prosttednictvim membranového vackového

transportu. [12] (viz. Obr. 3)
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Sklada se z tii oblasti, které¢ jsou od sebe zcela odlisné. Prvni ¢ast tohoto proteinu je tzv. N-
konec, ktery zodpovidd za vazani lipida. Obsahuje amfifilické helikdlni kodovani
apolipoproteini. Tyto lipoproteiny se mohou vazat k fosfolipidim a pfijimat helikalni
konformaci. [12, 20] Dalsi ¢asti je centralni hydrofobni oblast, tzv. non-amyloidni slozka, ktera
umoznuje podstoupit konformaéni zménu na B-skladany list. Tato zména vede ke shlukovani a
tvorbé amyloidnich vlédken. Posledni ¢asti je karboxylovy konec, ktery ma vysoky negativni
potencial a je zodpovédna za zprostfedkovani interakci mezi a-syn a jinym proteinem, ktery je
vazany na membranu.

a-syn se muze vyskytovat v riznych izoformach, které se od sebe 1i$i po¢tem aminokyselin
a agregacnim potencidlem zavislym na jeho posttranslacnich modifikacich. [12] Na chybné
sloZeni tohoto proteinu je zamétena velka ¢ast vyzkumu, kterd by mohla pomoci v identifikaci

specifickych patologickych forem. [8]

1.3 Demence s Lewyho télisky (DLB)

Demence s Lewyho télisky je neurodegenerativni porucha, kterd uzce souvisi s vékem a je
CastéjSi u mladSich pacienti nez PN. Zpusobuje progresivni kognitivni pokles, ktery
vyznamnym zpusobem ovliviiuje kazdodenni ¢innost pacienta. [21] Mezi dals$i vyznamné
ptiznaky této choroby patii spontanni extrapyramidové motorické rysy, halucinace i anamnéza
poruchy spanku. [22] Spolu sdemenci Parkinsonovy choroby (PDD) jsou zastupci
neurodegenerativnich onemocnéni, které jsou zalozeny na zaklad¢ a-synukleinové patologie.
PDD je charakterizovana vyznamnymi extrapyramidovymi motorickymi ptiznaky, ale
neuropsychiatrické a kognitivni pfiznaky se objevuji az pozdéji. U DLB jsou tyto motorické
pfiznaky mirné nebo se objevuji az v pozdnich stadiich nemoci. [22] Jsou druhou nejcasnéjsi
formou demence u starsich jedinct. [23] DLB je charakterizovana akumulaci agregatového a-
syn proteinu v Lewyho téliskach a neuritech. [22]

Toto onemocnéni je slozité diagnostikovat v jeho ranych fazich. Pravdépodobné je to
zpusobeno vysokou heterogenitou v klinickych projevech, kdy ptiznaky nejsou zcela ziejmé.
Nejcastéjsi chybou v diagnéze této nemoci je zdmeéna s AN, PN a dalSimi méné typickymi
parkinsonizmy. [24] Pfi diagnoze se spoléhd na klinické projevy nemoci. Mezi podptrné
pfiznaky patfi pomérné zachovalé struktury stfedniho spankového laloku a ackoli je tento jev
bézné ptitomen, nebyla dosud prokazana jeho specifi¢nost. [21]
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1.3.1 Biomarker DLLB

Pravdépodobnym diagnostickym ukazatelem tohoto onemocnéni by mohl byt, stejné jako
u PN, a-syn. Charakteristika tohoto biomarkeru byla popsana v ptfedchozi podkapitole
biomarker Parkinsonovy choroby. Odliseni PN od DLB spociva pouze v ¢asovém projeveni
klinickych ptiznakd. Doposud nebyl nalezen samostatny specificky biomarker pro tuto

chorobu. [25]

1.4 Frontotemporalni demence (FTD)

Frontotemporalni demence je heterogenni neurodegenerativni onemocnéni, které je spojené
s postupnou degradaci frontalnich a temporalnich lalokt. [6, 26, 27] Jedna se o neuropatologii
bez ptiznakti AN a druhou nejcastéjsi pfi¢inu demence, kterd se projevuje ve vékové skupiné
od 45 let. Mezi jeji charakteristické znaky patii zhorSovani jazykovych funkci, zmény
v chovéni, osobnostni zmény apod. [26, 27, 28, 29]

FTD muzeme na zdkladé projevt klinickych ptiznaki identifikovat dva typy nemoci. Prvni,
behavioralni typ FTD (bvFTD) se vyznacuje vaznymi zménami v osobnosti a chovani pacienta,
které nejsou spojeny s kognitivnim poskozenim. [6, 26] Druhou variantou tohoto onemocnéni
je primarni progresivni afazie (PPA), kterd je spojovana s postupnym zhorSovanim jazykovych
dovednosti. [26, 28] PPA miize byt dale rozdélovana do tfi hlavnich podtypu, kterymi jsou
agramatickd PPA (PPA-G), sémantickd PPA (PPA-S) a logopenickd PPA (PPA-L). VSechny
tyto podtypy maji sva definovand diagnostickd kritéria. Jsou zalozena na specifickych
klinickych a radiografickych vlastnostech. [28]

U pacientli s bvFTD dochdzi k postupnému rozpadu nervovych obvodi, diky cemuz
dochazi ke zminovanym dramatickym zménam v osobnostnich a behavioralnich rysech
pacienta. Chovaji se apaticky, neprojevuji téméf zadny zdjem o okolni svét, ve vétSing ptipada
nezacinaji konverzaci. Pokud se apatie projevuje aZ v pozdnich stadiich nemoci, mize zakryvat
dalsi ptiznaky dysfunkce frontdlniho mozkového laloku. [28, 30]

U pacienti s PPA-G se jiZz v raném stadiu nemoci projevuji problémy se syntaxi, Casto
nespravné uzivaji slovesné Casy a tvary pridavnych jmen. Ostatni pacienti s PPA maji potize

s plynulosti feci, hovofi v kratkych frazich, nedodrzuji rytmiku a melodii feci. [28]
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V¢asna diagndza FTD je nesmirné diilezita pro zajisténi optimalni péce a doprovodné 1é¢by.
Tato diagnostika vSak mulze byt narond zdavodu podobnosti piiznaki a

neuropsychologickych profilt s jinymi typy demence. [26]

1.4.1 Biomarker FTD

vvvvvv

oproti AN velmi heterogenni. Hledani natolik specifického biomarkeru, ktery bude schopen
odlisit FTD od ostatnich neurodegenerativnich demenci, je jednim z aktualnich problémt,
kterym se kliniti neurologové zabyvaji. [28] V souCasnosti je nam znamo, Ze u tohoto
onemocnéni se vyskytuje celd fada inkluzi, mezi které patfi abnormalni inkluze t-proteinu a
TAR DNA vazaného proteinu 43 (TDP-43). [27, 30] V nedavné dobé byl navrzen jako
diagnosticky a prognosticky biomarker pro FTD neurofilamentovy lehky fetézec (Nf-L).
Neurofilamenty jsou jedna znejhojnéji zastoupenych slozek nervového a axonalniho
cytoskeletu. PIni zde zasadni roli v transportu a fungovani synapse. Jeho hladiny v CSF a krvi
se zvySuji po degeneraci a apoptdéze neuront. [6, 30] V této podkapitole se zaméfime na
biomarker TDP-43 spolu s Nf-L. Problematika kolem t-proteinu byla nastinéna jiz v sekci

biomarkery AN.

1.4.1.1 TAR DNA-binding protein 43

TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43) je jaderny protein, o velikosti 414 AMK, ktery je
koédovany genem TARDBP. Tento gen se nachazi na lidském chromozomu 1p36. [31, 32] Je
vSudypfitomné exprimovan v riznych tkdnich, vcetné tkdné¢ mozkové. U pacientli s FTD
vykazuji neurony typickou akumulaci tohoto proteinu. Podle nynéjSich poznatkd je dale
schopen pasivné difundovat mezi jddrem a cytoplazmou dané bunky. [31] TDP-43 je slozen z
C-terminalni oblasti, kterd je bohatd na glycerin, diky niZ je schopen vézat jednovlaknovou
DNA, RNA a dalsi proteiny. Dale obsahuje N-terminalni doménu se dvéma vysoce
specifickymi vzorci AMK, kterymi jsou velkd a mald podjednotka ribonukleosid-difosfat

reduktazy (RRM1 a RRM2). [29, 31, 32]
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TDP-43 se specifikuje na Sirokou $kalu transkriptit RNA, mimo jiné i na pfepis pre-mRNA,
mRNA a dlouhych intronovych sekvenci. Diky této vlastnosti mize protein ovliviiovat
mnozstvi procest zpracovani RNA. Mezi takové procesy patii alternativni sestiih, stabilita

RNA, biogeneze mikroRNA nebo omezeni transkripce, popi. jejimu uplnému zabranéni. [31]

1.4.1.2 Neurofilamentovy lehky Fetézec

Jako neurofilamenty oznacujeme cytoskeletalni slozky neuronii, které jsou bohaté
zastoupené v neuronovych axonech. Diky tomu, Ze se nachazeji v cytoplazmé neuronti, mohou
indikovat miru poskozeni neuronti a axonti u vSech onemocnéni, které piimo souvisi
s degeneraci mozkovych bunék. [33] Jsou soucasti pfechodnych filamentt, které jsou slozeny
ze tii jednotek: neurofilamentovy tézky fetézec (Nf-H), neurofilamentovy stfedni fetézec (Nf-
M) a neurofilamentovy lehky fetézec (Nf-L), ktery je v této problematice nejrozsahleji
zkouman. [33, 34] ZvySené hladiny Nf-L v krvi i v CSF u pacientii s FTD je spojeno se
zavaznosti onemocnéni a ptimo souvisi se snizenym objemem Sed¢ a bilé hmoty mozkové ve
frontalnich a temporalnich lalocich. [30] Mezi jednotlivymi podtypy neurofilament nebyly
zaznamenany zadné odchylky ve stanovenych hladinach. Rozdil byl zaznamenan v
presymptomatické a symptomatické fazi onemocnéni, kdy v presymptomatickém stadiu se
hladiny Nf-L pohybovaly ve fyziologickém rozmezi, zatimco u symptomatického stadia
nemoci byla hladina zvySena. [33, 34] Tento biomarker je nespecificky, avSak mohl by se stat

slibnym kandidatem pro urceni stadia nemoci.

1.5 Vaskularni demence (VD)

Vaskularni demence se fadi mezi neurologické kognitivni poruchy, a je zpisobena hojnymi
vaskularnimi pfi¢inami pfi absenci jinych patologii. [35] Mezi takové vaskularni pfic¢iny
muzeme fadit teritoridlni infarkt, mnohocetny embolicky infarkt, strategicky infarkt,
hemodynamicky infarkt, nebo krvaceni do mozku. [36] Diky rtiznorodosti cerebrovaskularnich
onemocnéni byva obtizné objasnit patologické mechanizmy a pfiiny této nemoci. Na zaklade
toho se diagndza onemocnéni odviji od rozsahlych klinickych a jinych ptfiznakd. Potvrzeni

onemocnéni pfichdzi aZ po posmrtném odebrani vzorku. [35] Onemocnéni ma podobné
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rizikové faktory jako cévni mozkova piihoda, tedy pokrocily veék (nad 65 let), obezitu, pohlavi,
historii rodiny pacienta. [37]

Kognitivni poskozeni nebo demence v diisledku poskozeni cév se sklada ze tii podstatnych
prvkl. Prvni jsou ziskané kognitivni poruchy, dale poskozeni cév mozku a kauzalni spojeni
mezi nimi. Pfi akutni symptomatické mrtvici, ktera dale zpisobuje akutni kognitivni dysfunkci,
jsou vSechny vyse uvedené prvky splnény, a tim je stanovena diagnéza kognitivniho poskozeni
v disledku poskozeni cév. Pokud tyto zminéné poskozeni nemaji urcity ¢asovy vztah k akutni
mozkové piihodé¢, je tézsi rozpoznat, zda je pticina vaskularni povahy. Na pocatku 80. a 90. let
se zaCala pouzivat prvni diagnosticka kritéria pro vaskuldrni demenci (VD). Klasickym
ptikladem kritéria VD je NINDS-AIREN, ktera zajistila prvni zékladni prvek jako definici
»diagnozu demence, vyzadujici pritomnost poklesu paméti a intelektualnich schopnosti, které
zpuisobuji narusené fungovani v kazdodennim zZivote*. [38]

Odlisny podtyp VD je subkortikdlni ischemickd vaskularni demence (SIVD), ktera
zpusobuje onemocnéni malych cév mozku. Diky tomu se dale zhorSuji vykonné funkce s

relativné zachovanou paméti, které jsou spojeny s jejim rychlostnim zpracovanim. [36]

1.5.1 Biomarker VD

Pro diagnostiku VD se hojné vyuzivaji zobrazovaci metody, jako je CT a MRI. CT mozku
je jednim ze zakladnich vysetfeni pacienta s moznou demenci, které je zaloZeno na identifikaci
cévnich zmén. MRI mozku je vice prikaznéj$§i nez pocitacovd tomografie. K pouziti
magnetické rezonance je vSak pfistupovano v piipadé neurcitych nélezi na CT. [39] Pozoruji
se zmény, které jsou typické pro VD, jako naptiklad infarkty proménné velikosti, zmény bilé
hmoty, hipokampalni skler6za aj. Dale se vyuziva pozorovani zmén hladin AP, tau a
fosforylovaného tau v mozkomisnim moku. Tyto biomarkery nejsou dostatecné spolehlivé a

specifické pro diagnostiku VD. [40] Protein Tau a A byly jiz dfive popsany v podkapitole AN.
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2 DIAGNOSTICKE METODY

V této kapitole bude vénovana pozornost jednotlivym vybranym metodam, které nam
v souc¢asné¢ dobé umoznuji diagnostikovat neurodegenerativni onemocnéni za pomoci
specifickych biomarkert.

Mezi soucasné postupy u diagnostiky neurodegenerativnich chorob patii magneticka
rezonance (MRI), vypocetni tomografie (CT), jednofotonovd emisni vypocetni tomografie
(SPECT) / pozitronova emisni tomografie (PET), anebo biochemické vySetieni cerebrospinalni
tekutiny na pfitomnost specifickych biomarkeri. Metody jako PET/SPECT se ve vétSing
ptipadd nevyuzivaji samostatng, ale v kombinaci jako tzv. hybridni diagnosticky systém, jakym

je napt. PET-CT. [39]

2.1 Magneticka rezonance (MRI)

Magneticka rezonance (Magnetic resonance imaging) je neinvazivni technologie vyuzivana
v 1ékarstvi k poskytovani diagnostiky vnitinich organd, v¢etné mozku a pohybového aparatu.
[41] MRI vytvafi silné magnetické pole, které vypousti rddiové viny na diagnostiku vybranych
casti téla. Kazdy typ tkané reaguje specificky na riizné radiové viny v magnetickém poli. Tato
zobrazovaci metoda zaznamenava odpovédi tkani a vyhodnocuje je ve formé obrazu. Funguje
na principu , pritomnosti protonii vodikového jadra H' v lidském téle, kde kazdy proton ma sviij
magneticky moment neboli spin. V konstantnim magnetickém poli protony rotuji okolo osy ve
smeru pole, a to s urcitou frekvenci, ktera zavisi na sile magnetického pole a na vnitini strukture
jadra atomu.” [42]

Hlavnim rozdilem této zobrazovaci techniky od vypocetni tomografie je, Ze magneticka
rezonance nevyuziva ionizaniho zateni. Jak jiz bylo zminéno, MRI vykresluje obraz na
zakladé rizné prostupnosti radiovych vin tkdnémi lidského organizmu. [43] Vyhodou MRI je
presnost zobrazovani, nizky stupenl cytotoxicity a pomérné vysoké rozliSeni. Dalsi velkou
vyhodou je dobry kontrast mezi zdravou a postiZzenou tkani. Jedna z hlavnich nevyhod této

metody je jeji zdlouhavost, a také pfisna kontraindikace. [44]
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2.1.1 Alzheimerova choroba

Atrofie v disledku ztraty neuronii je nevyhnutelnou soucdsti progresivnich
neurodegenerativnich onemocnéni, jakym je i AN. Ztrdta mozkové tkané Uzce souvisi
s kognitivnimi deficity. Abychom mohli jako ukazatel pouZzit miru atrofie, kterd se méni oproti
zavaznosti, je zapotiebi dikladn¢ znat detaily v riiznych stadiich tohoto onemocnéni.

Strukturalni magneticka rezonance je stale jednou z nejhojnéji vyuzivanych zobrazovacich
metod v diagnostice AN. Snimky dokazi detekovat kontrast mezi Sedou a bilou mozkovou
hmotou a rozdilny objem v charakteristickych ¢astech mozku, jako je napt. hippokampus. Diky
tomu je mozné detekovat i malé zmény ve struktuie Sedé hmoty. Méfeni se obvykle provadi

pomoci vizualizace, ackoli se v poslednich letech zvySuje pocet automatizovanych metod. [54]

2.1.2 Parkinsonova choroba

Diky progresivni atrofii u PN je moznost detekovat toto neurodegenerativni onemocnéni jiz
v ¢asném stadiu. MRI poskytuje dilezité informace pfi lokalizaci strukturalnich zmén v mozku
pacienta. Tyto zmény se projevuji ve snizeném objemu v oblasti hippokampu a amygdaly. Tato
metoda je povazovana, diky svym funkcim, za strategicky ndstroj pro lepsi charakterizaci PN
v jejich ranych stadiich. [60]

Za pomoci udajii z funkéni magnetické rezonance (fMRI) v klidovém stavu muizeme
vypocitat parametry, které odrdzeji smér kortikostrialniho propojeni se striatalni oblasti. Tyto
parametry jsou biologicky vyznamné, nebot’ odrazi zékladni anatomii a rozd€lovani dopaminu

napii¢ mozkem. [61]

2.1.3 Demence s Lewyho télisky

U tohoto typu onemocnéni bylo pomoci strukturalni MRI zjisténo zachovavani objemu
hippokampu a stiedniho temporalniho laloku oproti AN. Tato metoda vykazovala pouze 40%
citlivost. [62] PouZitelnost této metody v diagnostice DLB je znaéné ztiZena niz§i mirou

pozorovatelné atrofie. [63]
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2.1.4 Frontotemporalni demence

Frontalni a temporalni atrofie pfi zobrazovani pomoci MRI piedstavuji charakteristické
neuropatologické zmény. Na zaklad¢ presné lokalizace téchto atrofii miZzeme urcit, o jaky typ
FTD se jedna. Napiiklad behavioralni FTD je nejvyraznéjsi ve frontdlnich lalocich a insuldrnim

kortexu, ktery oddé€luje frontalni lalok od temporalniho. [28]

2.1.5 Vaskularni demence

Zobrazovani mozku je nezbytnou soucasti pii hodnoceni pacientii s kognitivnimi deficity,
u kterych existuje podezieni na poSkozeni cév. MRI se vyuziva v ptipadech, kdy jsou snimky
z vypocetni tomografie malo prikazné. [65] Magnetickd rezonance je schopna detekovat

morfologické poruchy, avSak ty nejsou schopny prokézat disledky podminénych patologii. [66]

2.2 Vypocetni tomografie (CT)

Vypocetni tomografie (Computed tomography) je nedestruktivni technika, ktera byla
puvodné vyvinuta pro medicinské ucely. [45] Za pomoci rentgenového zafeni dokaze zobrazit
patologii vnitfnich organt a tkani lidského téla. [46] Princip této zobrazovaci metody je takovy,
ze zkoumany objekt je umistény mezi zdroj zafeni a pole detektoru. Ob¢ tyto komponenty se
kolem objektu otac¢i a postupné zaznamendvaji projekce pod specifickymi uhly. Cely proces
bézi do doby, nez se zdroj s detektorem oto¢i minimalné o 180 stupiit. [47]

Pii tomto vySetfeni se vyuziva jodovych kontrastnich ¢inidel. Nesmirnou vyhodou této
metody je jeji diagnostickd rychlost, dostupnost a Zadna kontraindikace. Nevyhodou této

metody je jeji radiacni zat€Z pro organismus. [42]

2.2.1 Alzheimerova choroba

Nejcastéji studovanym markerem v progresi AN je rychlost Sifeni atrofie. V 80. letech
minulého stoleti se pomoci CT prokédzaly abnormalné zvétSené mozkové komory a zarezy
v mozkové klfe u pacientli s AN. Vypocetni tomografie mé oproti magnetické rezonanci
nesporné vyhody, jako jsou nizsi provozni ndklady, az stondsobna zobrazovaci rychlost, vyssi

rozliSeni a daleko mensi omezeni, ktera souvisi s klaustrofobii pacientt. [57]
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2.2.2 Vaskularni demence
Jak jiz bylo zminéno u kapitoly MRI, tato technologie se vyuziva ke studiu a hodnoceni

pacientt, u kterych existuje prokazatelné podezieni na poskozeni cév. [65]

2.3 Jednofotonova emisni pocitacova tomografie (SPECT)

Jednofotonova emisni pocitacova tomografie (Single Photon Emission Computed
Tomography) je lékatskou zobrazovaci metodu, kterd poskytuje 3D obraz na zaklad¢ detekce
fotontl, které jsou vytvareny pomoci emisniho zafeni z radioaktivnich latek. Ty jsou obsazené
spolu s nosi¢em v poddvaném radiofarmaku. [48, 49] Zareni je zachycovano ve vSech smérech
kolem pacienta. K detekci se pouziva gama kamera, kterd je slozena z koliméatoru zajistujiciho
detekci pouze paprskli emitovanych z téla pacienta, a detektoru. [49] V klinické praxi se
nejcasteji uzivaji tyto detektory dva, a jsou stejného typu jako u planarni scintigrafie. Vyhoda
této zobrazovaci techniky oproti planarni scintigrafii je ve schopnosti zobrazeni 1éze s daleko
vysSim kontrastem vici okoli. Na druhou stranu je tato metoda zatiZzena horsi rozliSovaci
schopnosti a vysokym Sumem na pozadi. [50]

V diagnostice neurodegenerativnich onemocnéni se nejéastéji vyuzivaji radiofarmaka ve
formé¢ ligandu. Mezi takové ligandy patfi napf. hexa-methyl-propylen-amin-oxim [42]
Distribuce radioaktivni latky v téle pacienta pak vypovidé o funkci jednotlivych tkdni a orgénd.

[48]

2.3.1 Alzheimerova choroba

Zapomoci SPECT mlzeme méfit omezeni regiondlniho mozkového krevniho toku (rCBF),
které je dulezité k lepSimu pochopeni symptomi a také ke stanoveni zdkladni patologie u AN.
Omezeni prutoku krve mozkem ndm umoziuje zhodnoceni snizené neuralni aktivity pacienta.
K vysetteni rCBF-SPECT se nejcastéji pouziva komeréné dostupny jodamfetamin. Omezeni
této metody spociva v predvidani stavu amyloidu pomoci patologickych ukazateld, jakym je
v tomto piipad€ regiondlni pritok krve. Diky tomuto se tato metoda vyuZiva spiSe jako

pomocna k AB-PET. [59]
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U této zobrazovaci metody probihd v nyngjSich letech vyvoj novych radioaktivné
znacenych indikatord, které¢ budou vykazovat srovnatelnou citlivost s indikatorem Pittsburgh
Compound B ([11C] PiB). Tento indikator se pouziva v zobrazovaci metod¢ PET, ktera je

popsana nize v kapitole. [56]

2.3.2 Parkinsonova choroba
Zobrazovani dopaminového transmiteru (DAT) pomoci SPECT umoziuje detekovat
pritomnost nedostatku v nigrostriatalni draze. Jedna se tedy o diagnosticky piistroj, za jehoz

pomoci mizeme stanovovat integritu dopaminergniho systému. [68]

2.4 Pozitronova emisni tomografie (PET)

Pozitronova emisni tomografie je lékaiska funkcni diagnostickd metoda, kterd se hojné
pouziva v nuklearni medicing. Diky jejim mechanizmim ndm umoziuje sledovat fyziologické
1 patologické procesy, které v lidském organizmu probihaji za pouziti tzv. vizualizace dané
struktury. [51] Uskutecniuje se za pomoci specifickych radiofarmak, kterd se aplikuji
intravenozné. [52] Tato radiofarmaka jsou sloZena z radionuklidu podléhajicimu samovolnému
rozpadu a nosice. Jejich pouziti je podminéno polocasem rozpadu, ktery musi byt dostateéné
dlouhy na to, aby zbyte¢n¢ nezatézoval organizmus a zaroven aby se stihl rozdistribuovat do
urcitych tkani. Diky vizualiza¢ni funkci se diferencidlné odliSuje od metod CT nebo MRI. Tyto
metody nam poskytuji pouze informace o anatomické struktuie dané tkan¢. Vyhodou PET
oproti jinym zobrazovacim metodam je jeji vysoka citlivost. [51]

Tato zobrazovaci metoda, podobné¢ jako SPECT, poskytuje tfirozmérny obraz s detekci na
par fotont, ktery vznika anihilaci elektronu a jeho anti-Castice, pozitronu. [48, 52] Pfi tomto
procesu vznikaji y-paprsky, které¢ jsou ndsledné detekovany pomoci nédhodnych detektort,
kterymi je pacient obklopen. Zobrazovaci schopnost je vSak omezena samotnou anihilaci
pozitronu. Anihilace je proces, kdy interaguje elektron s pozitronem. Pfi této interakci obé
castice zanikaji a vznikaji dva fotony. Tyto dva nové vygenerované elektrony leti kazdy
opa¢nym smérem a na zakladé toho mizeme zpracovat signaly a nasledn¢ vyhodnotit vysledny

tomograficky obraz. [48, 53]
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Obrazek 4: PET spektra podle patolog. proteint u jednotlivych ND — prevzato z [70]

2.4.1 Alzheimerova choroba

Pozitronova emisni tomografie je slibnou neinvazivni metodou, kterd je vyuzivéna k v€asné
diagnéze AN, k vedeni Gi¢inné terapie a pii urceni preventivnich opatieni. Nesmirnou vyhodou
PET je schopnost detekovat biologické zmény v mozku dfive nez kterykoli jiny diagnosticky
test. Diky v€asnému potvrzeni AN je umoznéna léCba, ktera vyrazné zpomaluje ztratu
funkénich schopnosti. Omezenim této zobrazovaci techniky je pomérné nizka kvalita obrazu ve
srovnani s MRI a CT. [58]

Spolecné s ostatnimi biomarkery, jako je mira kortikalni atrofie a agregace A a t-proteinu,
je jednim z aspekti pro v¢asnou diagnozu. Tato metoda ve spojeni s diagnostikou AN vyuziva
jako radiofarmakum 2- deoxy-2-18F-fluor-D-gluk6zu (18F-FDGQG). [54]

Glukoza je pro mozkové bunky jednim z hlavnich zdrojii energie. [54] Je pfitomna v krvi a
dokaze prochazet hematoencefalickou bariérou. Pokud vzroste potieba energie, glukoza se
fosforyluje na gluk6za-6 -fosfat. 18F-FDG napodobuje puasobeni glukézy, dokud neni
fosforylovéan. Fosforylovany FDG se zachyti ve tkani a dal neni schopen metabolizovat. Mira
vychytavani 18F-FDG je pak imérnym ukazatelem metabolismu tohoto monosacharidu. [55]
SniZzeny metabolismus je pak povazovan za biomarker, ktery se objevuje uz roky pted
samotnymi kognitivnimi pfiznaky. [54] Vychytavani 18F-FDG v rGznych ¢astech mozku je
pomoci PET detekovano a je interpretovano jako znamka synaptického a neuralniho poskozeni.

[55]
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Podle nedavnych studii, které byly zaméteny na citlivost a specifitu u 18F(FDG)-PET pfi
detekci demence, se prokazala 93 % senzitivita a 76 % specifita. Také se prokdzala schopnost
odlisit pacienty s AD od pacientl s jinymi degenerativnimi onemocnénimi s citlivosti 94 % a
specifitou 73 % pro AD a 78 % pro ostatni onemocnéni. [54]

Amyloid pozitronova emisni tomografie je schopna detekovat tuto patologii s vysokou
specifitou a citlivosti, a tim napomahat diagnostice samotného onemocnéni. Diky amyloid-PET
jsme schopni proméfit hustotu vzniklych amyloidnich plaki v mozkové tkani. [59] Ukladéani
AP zac¢ina mnoho let pfed nastupem prvnich ptiznakt. Pomoci radioaktivniho indikatoru
[11C] PiB je mozné uskuteénit zobrazovani AP in vivo. Vychytavani tohoto radioindikatoru
bylo detekovano ve frontalnich, parietdlnich a temporalnich lalocich. U pacientli s ¢asnym
nastupem AN bylo pozorovano vyssi vychytavani [11C] PiB ve srovndni s AN s pozdnim
nastupem. [56] Vyhodnoceni probihd vizudlné¢ a hodnoti se piitomnost/neptitomnost

amyloidnich plakd. [59]

2.4.2 Parkinsonova choroba

Pomoci technologie FDG-PET jsme schopni u Parkinsonovy choroby stanovovat regionalni
metabolizmus glukézy. Tento metabolizmus odrdzi zmény v neurondlnich funkcich v disledku
nemoci. U tohoto onemocnéni je charakteristicky snizeny metabolizmus v parieto-okcipitalni
oblasti a v premotorické oblasti. [67] U pacientli s PN byl prokazan snizeny metabolizmus
v lateralnich frontalnich, paracentralnich a parietotemporalnich oblastech a zvySeny
metabolizmus v lentiformni a talamické oblasti mozku. Tato metoda dokaZze urcit atypické

parkinsonské syndromy se 91 % specifitou a 86 % citlivosti. [69]

2.4.3 Demence s Lewyho télisky

Diky méfeni metabolismu glukézy za pomoci 18F-FDG pozitronové emisni tomografie
muzeme odlisit pacienty s DLB od ostatnich demenci. Ackoli demence s Lewyho télisky
ukazuje snizeny metabolismus glukézy napiic celou kortikalni oblasti, nejvyznamnégjsi je
v kortexu vizualni asociace, ktera se nachazi v tylni oblasti mozku. [21] Podle nékterych studii
muZe souvislost s timto hypometabolismem souviset s frekvenci vizualnich halucianci, které

jsou typickym znakem pro DLB. [25] Diky této oblasti lze odli§it DLB od Alzheimerovy
choroby s 86 % citlivosti a 91 % specifitou. [21, 25, 64]
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2.4.4 Frontotempolarni demence

Pacienti s FTD vykazuji snizeny metabolizmus gluk6zy nejcastéji ve frontalnim a prednim
temporalnim laloku. Tato diagnostika se uskuteciiuje za pomoci radioaktivniho indikatoru 18F-
FDG. V c¢asnych fazich tohoto onemocnéni je hypometabolismus omezen jen na frontalni
laloky. S progresi tohoto onemocnéni se tyto patologické zmény $iii pfes parietalni a temporalni

oblast. [66]
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ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo shrnuti poznatki o proteinovych biomarkerech vybranych
neurodegenerativnich onemocnéni a vyhotoveni stru¢ného piehledu metod, které se
k diagnostice téchto onemocnéni vyuzivaji.

V prvni ¢asti byla vénovand pozornost charakteristice vybranych neurodegenerativnich
onemocnéni, kterd zahrnuje jak obecny popis dané ND, tak popis specifického biomarkeru.

Druha ¢ast této prace byla vénovana popisu metod, které se vyuzivaji ke klinické diagnéze.

U jednotlivych metod byla rozebrana onemocnéni, pro ktera se tyto metody vyuzivaji.
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