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ANOTACE

Cilem této bakalaiské prace je feSerSni zpracovani dostupnych literarnich zdroj
na téma Biomarkery neurodegenerativnich onemocnéni a popsat vysledky vlastniho
vyzkumu, ktery by mohl vést k pozdéjSimu vyvinuti diagnostické metody pro rutinni
diagnostiku vybranych neurodegenerativnich chorob. Vyzkum probihal v Néarodnim
Gstavu dugevniho zdravi pod vedenim RNDr. Jana Riéného, Csc. ve spolupraci se
spole¢nosti Vidia spol. s.r.o. Vestec

Pomoci metody ELISA jsme testovali plazmy a séra pacienti s
neurodegenerativnimi poruchami na pfitomnost autoprotilatek proti vybranym antigentim
u mirné kognitivni poruchy (MCI), Alzheimerovy choroby (AN), frontotemporalni
lobarni degenerace (FTLD), vaskuldrni demence (VD), Parkinsonovy demence,
amyotrofické lateralni sklerozy (ALS), demence s Lewyho télisky (DLT) a kombinace
nékolika téchto demenci. Vysledky experimentl jsou uvedeny v druhé c¢ésti prace.

V prvni ¢asti bakalaiské prace jsou reSerSné zpracovany dostupné informace o
nejznaméjSich neurodegenerativnich onemocnénich, jsou uvedeny vybrané antigeny a

protilatky a jejich role v organismu a hodnoty v pribéhu onemocnéni.

KLIiCOVA SLOVA

Neurodegenerativni onemocnéni, Alzheimerova choroba, ELISA, antigen, autoprotilatka,

biomarker

TITLE

Biomarkers of neurodegenerative diseases

ANOTATION

This bachelor thesis brings information from the available literature on the topic
of Biomarkers of neurodegenerative diseases and describes the results of our own
research, which could lead to the development of a diagnostic method for routine

diagnosis of selected neurodegenerative diseases. The research took place at the National



Institute of Mental Health under the leadership of RNDr. Jan Ri¢ny, Csc. in cooperation
with Vidia spol. s.r.o.

Using ELISA, we tested plasmas and sera of patients with neurodegenerative
disorders (mild cognitive impairment, Alzheimer's disease (AD), frontotemporal lobar
degeneration (FTLD), vascular dementia (VD), Parkinson's dementia (PD), amyotrophic
lateral sclerosis (ALS), dementia with Lewy bodies (DLB) and combinations of several
of these dementias) for the presence of autoantibodies to selected antigens.

In the first part of the bachelor's thesis, the available information on the most
well-known neurodegenerative diseases is written up, selected antigens and antibodies

and their role in the organism and values during the disease are presented.

KEY WORDS

Neurodegenerative disease, Alzheimer's disease, ELISA, antigen, autoantibody,

biomarker
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TERMINOLOGIE

Acetylkoenzym A (acetyl-CoA) - 1atka Gicinna v metabolickych reakcich, kde je
vychozim metabolitem zejména pro B-oxidaci mastnych kyselin a pro biosyntézu lipidua v
téle. Je soucasti citratového cyklu, do néhoz vstupuje a kondenzuje

s oxalacetatem na citrat.
Amygdala - parovd mozkova struktura obratlovcil, umisténa ve stiedni ¢asti spankového
laloku a jako soucast Papezova emoc¢niho okruhu je propojena hojnymi drahami do

ostatnich ¢asti limbického systému a do mozkové kiry.

Astrocyty (¢i astroglie) - buiiky patfici do skupiny neuroglii. Jsou to rozvétvené

hvézdicovité podptrné bunky s dlouhymi vybézky.

Axon -vybézek nervoveé bunky (neuronu) slouzici jako informacéni vystup pii pienosu

informace mezi neurony nebo mezi neuronem a jinymi buiitkami (napf. bunikkami svalu).

Cytokin - oznaeni pro skupinu mensich signéalnich proteinti, u€astnicich se vyznamné

v imunitni odpovédi.

Hippocampus- ¢ast mozku ve spodni ¢asti mozku, soucast limbického systému

Chromozom - specifickd barvitelna buné¢né struktura eukaryot ptfitomna v jadie. Sklada

se z DNA a histonu.

Inhibitory acetylcholinesterdzy — skupina latek riizné chemické struktury inhibujici

acetylcholinesterazu. Zvysuji ucinek pusobeni acetylcholinu na synapsi.

Kognitivni — rozpoznévaci, tykajici se vhimani a mysleni

Memantin — derivat amantadinu s obdobnym uzitim jako antiparkinsonikum.

Mikrotubuly - jedny z vléken cytoskeletu, ktera slouzi k transportu rtiznych struktur a

latek uvnitt bunky.



Neuroglie (gliové bunky, glie) - podplirné buiikky neurond.

Neuron — nervova bunka, zédkladni stavebni a funk¢éni jednotka nervového systému.
Neuroplasticita - vyvoj zmén v mozku v pritbéhu Zivota

Nucleus Bazalis Meynerti — soucéast bazédlnich ganglii, které jsou soucasti Sedé
hmoty koncového mozku zevné od thalamu. Vytvafeni a fidi pohyb, podileji se také na

kognitivnich funkcich a funkcich limbického systému.

Temporalni laloky (Spankové laloky) - Casti mozkové klry uloZzeny za spankovou kosti

a vnitinim uchem v obou mozkovych hemisférach

(Augustinack et al., 2016; Vokurka et al., 2015).



UvVOD

Kazdé¢ tfi1 vtefiny je ve svété diagnostikovan novy piipad demence. V roce 2015 to
bylo 9,9 milionii novych ptipadi a ocekava se, ze do roku 2050 to bude az 131,5 miliont
dalSich pacientii. Jsou to choroby, které vyznamné ovliviiuji kvalitu Zivota pacienta a
jeho rodiny a diiveé ¢i pozdé€ji konci smrti. Piesto, ze vydaje na 1é¢bu a vyzkum novych
1ékt jsou obrovské, dosud vSechny klinické testy zamétené na lécbu téchto chorob mély
99,6% neuspesnost. Je to predevsim proto, ze degenerace mozku zacind ddvno pfedtim,
nez se zacnou objevovat symptomy a neurologické poskozeni uz mize byt v pribchu
nemoci nevratné (Anderson, 2019).

Neurodegenerativni onemocnéni patii do skupiny neurologickych chorob, jejichz
spolecnym znakem je ztrdta nervovych bunck spole¢né s charakteristickymi nalezy
proteinovych lozisek v mozku. Mluvi se proto o proteinopatiich. Proteinova loziska jsou
u vétSiny chorob tvofena bilkovinami amyloid-B, tau, a - synuklein nebo TDP - 43.
Celosvétoveé nejrozsifenéjSim neurodegenerativnim onemocnénim je Alzheimerova
choroba, ktera je také hlavni pfi¢inou demence u 50-75 % pacientli s demenci. Také je to
Kombinace snizené hodnoty amyloidu-f42 v poméru s amyloidem-f40 a zvySené
hodnoty fosforylovaného tau proteinu v mozkomisnim moku tvoii dnes uz bézné
vyuzivané biomarkery pro prikaz Alzheimerovy choroby. Nicmén¢ se stale nedafi nalézt
biomarkery, které by dokdzaly sledovat pritbéh AN a dalSich neurodegeneraci, vyzkumy
stale probihaji (Simrén et al., 2020).

Snaha vyzkumnych pracovnikl je nalézt nejen spolehlivé biomarkery pro prukaz
nemoci a jejich prabe¢h, ale také vyvinout takovou diagnostickou metodu, kterd bude

rychld, levna, spolehlivéa a co nejméné invazivni.
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1  MIRNA KOGNITIVNI PORUCHA

Mirna kognitivni porucha (dale jen MKP) pfedstavuje stav mezi normalnim starnutim
a neurodegenerativnim onemocnénim, tedy stav, kdy jsou pfitomny symptomy podobné
jedna o MKP, je potieba, aby byla splnéna nasledujici kritéria:

e kognitivni upadek ve smyslu poskozeni paméti nebo pozornosti,

e potize s vykonavanim béznych dennich ¢innosti

e ale v zdsad¢ normalni fungovani a absence demence (Roberts & Knopman, 2013).

Diivodem, proc¢ je dulezité diagnostikovat MKP spravng, je to, Ze muze (ale nemusi)

ptejit do jiné demence.

1.1 Klinicky obraz

MKP se projevuje depresi, uzkosti, nepiatelskym chovanim a celkové sniZenou
kvalitou zivota a to hlavné tehdy, kdyz si je pacient védom svého onemocnéni. Z
neurobiologického hlediska dochdzi k atrofii temporalnich lalokli, pfedevSim v
hippokampu a entorhinalnich ¢astech a hypermetabolismu gluk6zy (Ashraf et al., 2015).
Také dochazi ke shlukovéani B-amyloidu do plak kolem neuront (hodnota Ab42 je v
CSF snizena, coz indikuje jeji vétsi koncentrace v mozku) a vytvatfeni neurofibrilarnich
klubek, coz pfipomina neurologické nélezy u Alzheimerovy demence. ZvySené hodnota
celkového a fosforylovaného tau proteinu ukazuji na neurondlni poskozeni a predpovidaji
ptechod MKP do AN).

Také ptitomnost ApoE4 maze byt rizikovym faktorem pro vznik MKP, tak jako pro
AN.

1.2 Diagnostika
Kromé vySe zminénych chemickych biomarker, se k diagnostice vyuzivaji
zobrazovaci metody jako je PET/MRI, kde se posuzuje, zda je atrofie a ztenceni

rhindlnich kortexti spole¢né¢ s atrofii hippokampt vétsi nez u bézného starnuti (Anderson,

2019)
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1.3 Lécba
K 1é¢bé MKP se pouzivaji inhibitory cholinesteraz a Iék memantin, v ptipadé depresi
také dalsi 1éky na jejich zvladnuti. Doporucuje se také nefarmakologicka 1écba jako je

cviceni pro podporu mobility a rovnovahy a stimulace paméti (Strohle et al., 2015).
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2 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Azheimerova choroba (dale jen AN) je v soucasnosti nejrozSifencjsi
neurodegenerativni onemocnéni, které se projevuje kognitivnimi, behaviordlnimi a
neuropsychologickymi zménami, které zhorsuji kvalitu zivota a ztézuji bézné kazdodenni
¢innosti.

AN je nejcastéjsi pti¢inou demence, jejimiz pifiznaky jsou problémy s paméti,
myslenim, vyjadfovdnim, orientaci v misté a Case, rozpoznavanim lidi ¢i véci a nakonec
dochéazi ke zméné osobnosti (Dubois et al., 2010). Je to onemocnéni, které postihuje
Sedou ktiru mozkovou a doba pieziti je primérné 9 let.

Demence je velmi rozsifeny problém. Celosvétovy pocet lidi s demenci podle ADI
(Alzheimer's Disease International) presahuje 44 miliont. Alzheimer Europe v roce 2009
odhadovala, ze v CR zije vice nez 123 000 lidi s demenci. V roce 2013 uz u nas bylo

podle stejnych odhadii o 20 000 lidi s demenci vice, tedy 143 000 (www.alzheimer.cz).

AN ma tfi stadia:

e preklinické, kdy ma jiz pacient zmény na mozku, ale choroba se jesté klinicky
neprojevuje.

e Stadium mirné kognitivni poruchy, kdy je pacient jesté sobéstacny, ale jiz vnima
nekteré poruchy. V tomto stadiu je snaha zjistit, zda jsou projevy demence
pri¢inou budouciho rozvoje AN nebo jsou pfic¢inou jiné¢ formy demence, pfipadné
jina onemocnéni mozku.

e Stadium demence je kone¢né stadium pii AN, kdy je pacient jiz nesobésta¢ny v

dusledku velkého postizeni mozku (Vyhnalek et al., 2012).

2.1 Déleni

Pokud se ptiznaky choroby za¢nou objevovat pted 65. rokem zivota, hovofime o
familiarni form& AN. Ta byva zpravidla podminéna geneticky, to znamend, ze n¢kterou
genetické faktory podminiujici onemocnéni.

Druhd, podstatné castéjsi, je forma, jejiz zacCatky zacinaji aZz po 65. roce a tu
nazyvame sporadickd forma AN. Senilni forma nemd genetické predispozice k

onemocnéni (Jirdk & Koukolik, 1998).
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2.2 Rizikové faktory vzniku

Mezi znamé rizikové faktory vzniku AN patii predevSim veék, kdy riziko AN
exponencialné vzristd, nejveétsi incidence se udadva po 85. roce zivota. Déle je to
genetické zatizeni, tedy AN nebo Downliv syndrom v rodiné, zenské pohlavi a nizké
vzdélani. Dalsi faktory, které zplisobuji neurodegeneraci mozku jsou tvorba amyloidu-f3,

degenerace tau-proteinu a ptritomnost kyslikovych radikali.

2.2.1 Autoprotilatky

Z nedavnych vyzkumt vyplynulo, Ze také imunitni systém hraje dilezitou roli v
patogenezi AN. U pacientii s AN a jinymi demencemi byly totiz objeveny autoprotilatky
proti riznym molekulam, ackoliv jejich role dosud nebyla uplné¢ pochopena. Podle
nedavnych studii se ale ukdzalo, Ze by mohly mit potencidl jako nové diagnostické
biomarkery pro AN a dal$i neurodegenerativni onemocnéni (Wu & Li, 2016). Piehled

konkrétnich autoprotilatek bude rozebran v kapitole 9 Autoprotilatky.

2.2.2 Genetické faktory

Jak jiz bylo tfe€eno, ke genetickym predispozicim patii také onemocnéni Downovym
syndromem. Je to z toho divodu, ze lidé trpici DS maji trisomii 21. chromozomu, na
jehoz raménku je umistén gen, ktery koduje amyloidovy prekurzorovy protein (Amyloid
Precursor Protein, APP). Tito lidé maji tedy az 50% Sanci, Ze po 50. roce onemocni AN

(Head et al., 2012).

2.2.2.1 Amyloidovy prekurzorovy protein (APP)

Jak uz nazev napovida, APP je prekurzorovy protein, ze kterého vznika amyloid .
To je vyznamny degenerativni protein, ktery tvoii zaklad tzv. alzheimerovskych plaki.

APP se stépi enzymem alfa - sekretazou a vznikaji fragmenty o délce 40
aminokyselin. Pfedpoklada se, ze se prispivaji k neuroplasticit¢ mozku. Mlze se stat, ze
se APP stépi B nebo y-sekretazou. V takovém ptipadé vznikaji fragmenty o 42 (piipadné
43) AMK, které se shlukuji a polymeruji v nerozpustny B-amyloid. Ten se uklada v ¢asti
Sedé¢ hmoty mozkové, kde jsou nervova vldkna, vybézky gliovych bun€k a synapse a

ey e

neurodegeneraci a odumirdni neuroni a sterilnimu zanétu (Zetterberg et al., 2010).
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Bylo zjisténo, Ze toto patologické Stépeni APP je u nckterych pacientii, zvlasté u
téch s familiarnim typem nemoci, geneticky podminéno na 14. a 1. chromosomu. Tam
jsou geny oznacovan¢é jako preseniliny. Konkrétné¢ Presenilin 1 (PS-1) umistény na

chromosomu 14 a Presenilin 2 (PS-2) na chromosomu 1 (Zetterberg et al., 2010).

2.2.2.2 Apolipoprotein E4

Dalsim genetickym faktorem je ptfitomnost apolipoproteinu E4 (ApoE4), pfesnéji
izoformy &4, ktery je produkovan astrocyty v mozku. Pfedpoklada se, ze ptispiva ke
koagulaci APP a tim vzniku plakd. APO E4 je kodovan na chromozomu 19 (Rosenthal et
al., 2018).

2.3  Klinicky obraz

Z hlediska fyziologie jsou v prabéhu Alzheimerovy choroby patrné
makroskopické a mikroskopické zmény. Na obrazku ¢. 1 miZzeme vidét MRI zdravého a
poskozeného mozku. U toho poskozeného je znat predevSim zmenSeni objemu mozku,

hlavné vnitinich struktur spankového laloku, hippokampu, entorhinalni kiry a amygdaly.

Obr 1: Makroskopické zmény mozku pfi AN. Pfevzato z:

https://www.brightstarcare.com/chattanooga/files/2013/11/alzheimers-scan.jpg
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Z mikroskopickych zmén jsou nejstudovanéj$i tvorby amyloidnich plakd a
neurofibrildrnich zamotka (tangles), které mizeme vidét na obrazku ¢. 2. V dusledku

toho dochézi k degeneraci nervovovych vldken a vzniku nemoci.

Alzheimerova nemoc normalni stav

" =

Obr. 2: Srovnani mikroskopickych zmén v mozku pacienta s AN, neurofibrilarni zdmotky a amyloidni

laky. Pievzato z: https://www.nudz.cz/adcentrum/klinicka_cast.html

2.4 Patologie

Pti AN dochazi k degeneraci a ubytku ptedevs§im cholinergnich neuroni, postizen
je hlavné jejich presynapticky oddil. Jednd se o neurony, které projikuji z Nucleus
Bazalis Meynerti. Také ubyvaji presynaptické muskarinové a nikotinové receptory a
snizuje se mnozstvi enzymu cholinacetyltransferdzy, kterd syntetizuje acetylcholin z
cholinu a acetyl-CoA. Naproti tomu acetylcholinesteraza, kterd odbourava acetylcholin,
zUustava nezasazena.

Vyse zminény amyloid-f, ktery vznika rozkladem APP, se hromadi v mozkové
tkdni. U pacientll s AN neni tento protein dostate¢né rychle rozklddan anebo je tvotfen
ptili§ a vznikaji plaky. V mistech téchto alzheimerovskych plakti vznikd zanét, u kterého
dochazi k aktivaci mikroglii 1 astrocytii. Také k uvolnéni cytokint a volnych kyslikovych
radikalt, které pisobi dal§i degenerativni zmény peroxidaci lipid bunéénych membran
neurontl, které pozdé¢ji zanikaji (Chandoga et al., 2013).

Dalsim proteinem, ktery se podili na neurodegeneraci mozku, je tau protein. To je

vysoce rozpustny protein bézné se vyskytujici v neuronech, kde ma za ukol stabilizovat
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mikrotubuly, hlavné v axonech a tam také zprosttedovava optimdlni transport vzruchi
(Pedersen & Sigurdsson, 2015). Je to také hlavni fosfoprotein v mozku a miizeme ho
najit ve fosforylované a defosforylované formé. Nadmérnou fosforylaci
(hyperfosforylaci) tau proteinu dochazi ke zménam jeho molekuly, které potom vytvareji
zamotky (tangles) uvniti neuronti (Chandoga et al., 2013).

Pti AN také dochazi k pfiliSnému vtoku vapniku do neuront, coz v koneném
dusledku zplsobuje zanik neuronti, protoze dojde k destabilizaci jejich wvnitiniho
prosttedi. Déle se na rozvoji AN podili poSkozeni mitochondrii, snizena oxidace glukozy

nebo nedostatek nervovych riistovych faktort.

2.5 Diagnostika

Diagnostika onemocnéni je dilezitd, a to hlavné proto, aby se vyloucili jiné druhy
demence, demence provazejici starnuti, pfipadné mirna kognitivni porucha (MKP), ktera
miize a nemusi piejit v AN (Olsson et al., 2016). Také je nutné rozliSit, o které
onemocnéni se jednd, aby bylo lé¢eno spravnymi preparaty.

K diagnostice se vyuzivaji kognitivni testy, zobrazovaci testy, jako jsou MRI a
PET, a laboratorni diagnostika (Dubois et al., 2007). Mezi nejzndméjsi laboratorni
markery, které se v soucasné dob¢ vyuzivaji, patfi hladina amyloidu-f, tau a

fosforylovaného tau proteinu (Olsson et al., 2016).

2.5.1 Koncentrace amyloidu-p (Ap)

Bohuzel se ukézalo, ze zrovna koncentrace amyloidu-f v plazmé neni spolehlivy
marker, ktery by mél prediktivni vyznam. Nebyly totiz nalezeny vyznamné rozdily mezi
koncentraci AP v plazmé u pacientl s preklinickou AN a u osob, které demenci netrpéli
(Lovheim et al., 2016).

S koncetraci Ap v mozkomiSnim moku je to ovSem jiné. Bylo totiz zjisténo, ze
tato hladina u pacientti s AN klesa oproti hladindm u stejné starych lidi, a to az o 50%.
(Blennow et al., 2015). Jesté presn¢jsi se zda byt urCeni poméru izoforem AB40: AP42 v
mozkomiSnim moku. Tak Ize také odliSit mirnou kognitivni poruchu, ktera se muze

vyvinout do AN od stabilni MKP (Olsson et al., 2016).
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2.5.2 Koncentrace tau proteinu

Tau je protein, ktery podporuje sestavovani tubulinu do mikrotubuld, jedné z
hlavnich slozek neurondlniho cytoskeletu, ktera definuje morfologii a poskytuje
strukturalni podporu neuroniim (Kosik, 1993).

Jak jiz bylo zminéno, tau protein se v plazmé nachdzi ve dvou forméch,
fosforylované a defosforylované. Bylo zjiSténo, ze u pacientli s AN je koncentrace tau
proteinu v plazmé vyznamné zvySena v porovnani se skupinou lidi s vyloucenou
demenci. Pfesto, ze tato hladina ukazuje pouze koncentraci celkového tau proteinu, je
mozné vyuzit tento marker pro odliSeni pacienti s AN nebo MKP od zdravych osob
(Chiu et al., 2014).

M¢éteni tau proteinu v likvoru dokonce ukazalo, ze je ho mozné vyuzit jako marker
pro predikci postupu MKP do AN (Andersson et al., 2008).

Pro zajisténi likvoru je zapotiebi lumbalni punkce, coz je invazivni metoda. U
obou vySe zminénych biomarkerii je mozné lumbalni punkci nahradit zobrazovacimi

metodami, které odhali amyloidni plaky nebo neurofibrilarni klubka v mozku.

2.6 Lécbha

Pro 1écbu AN zatim nebyly objeveny I€ky, které by spolehlivé onemocnéni
zastavily, soucCasnad lécba se soustiedi na zpomaleni neurodegenerativnich zmén,
konkrétné se jednd o inhibitory cholinesteraz a a antagonisty N-metyl aspartitovych
receptort (Graham et al., 2017). Také probihaji vyzkumy, které zkoumaji vliv
intravén6znich imunoglobulinovych produkti ptipravenych z plazmy zdravych darct

jako potenciélnich I¢kt - IVIG (Hromadkova et al., 2015).
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3 DEMENCE S LEWYHO TELISKY

Demence s Lewyho télisky (dale jen DLT) je po AN druhou nejcastéjsi
neurodegenerativni chorobou. Ovliviiuje kognitivni chovéani, pohybové schopnosti a
autonomni funkce. Je velmi podobna Parkinsonové chorobé, obé jsou to synukleinopatie,
u kterych miizeme najit v mozcich pacientli charakteristickd Lewyho téliska v mozku.
Lisi se v ¢asovém sledu ptiznaktli, u PD se motorické ptiznaky objevuji diive nez u DLT

(Gomperts, 2016).

3.1 Klinicky obraz

Lewyho téliska a Lewyho neurity vznikaji abnormélnim ukladanim chybné slozeného
alfa-synukleinu a ubiquitinovych agregatii v mozku, mizeme je vidét na obrazku ¢. 4.
Projevuje se podobnymi pfiznaky jako PD, ale dfivéjSim nastupem kognitivnich
dysfunkei, zrakovymi halucinacemi a poruchou chovani v REM fazi spanku (Berman &

Miller-Patterson, 2019).

3.2 Rizikové faktory vzniku
Hlavnim rizikovym faktorem je vék, DLT pfedstavuje asi 5% vSech pfipadii demence
u lidi starSich 65 let. DalSim faktorem je mutace gent pro glukocerebrosidazy a a alfa-
synuklein a H1 haplotyp MAPT (microtubule-associated protein tau). Jako rizikové
faktory se neprojevily ani apolipoprotein E4 (Sezgin et al., 2019).

3.3 Diagnostika
Diagnostika DLT zahrnuje jak zobrazovaci metody, tak biochemické rozbory. MRI
nebo CT mize vyloucit jiné poskozeni mozku, které by mohlo ovliviiovat motorické a
kognitivni funkce. Navic, pokud se jednda o DLT, mize byt vidét atrofie parieto-
occipitalniho kortexu a striata nebo zmény objemu v mozkovém kmeni.

PET sken ale mtze byt pro diagnostiku DLT uzite¢néjsi, je to metabolicka funkéni
metoda, ktera dokaze odhalit zménény metabolismus glukozy v mozku (Jellinger, 2018).
DLT je povazovana za chorobu ,,mezi AN a PD%, symptomy vSech nemoci jsou podobné,
tak je nékdy tézké odlisit jednu od druhé. Jako biomarkery se vyuzivaji stejné biomarkery

jako pro diagnostiku AN a PD, tedy AP1-42, celkovy a fosforylovany tau a alfa-
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synuklein v MMM. Jako potencialni biomarker se uvazuje o neurofilamentech (Schade &

Mollenhauer, 2014).

3.4 Lécbha
DLT se stejn¢ jako ostatni demence doposud neda vylécit, ale ke zmirnéni ptiznaki
se vyuzivaji inhibitory cholinesterdz, serotonergni antidepresiva, antipsychotika a

dopaminergni stimulanty (Palermo et al., 2018).
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4 PARKINSONOVA DEMENCE

Parkinsonova demence (déle jen PD) je po Alzheimerové demenci tieti nejCastejsi
neurodegeneraci. Zpusobuje zanik dopaminergnich neuronii v substantia nigra.
Nedostatek dopaminu v bazalnich gangliich vede k poruchdm hybnosti, které se projevuje
1 charakteristickym tfesem tzv. extrapyramidovym parkinsonskym syndromem (De
Virgilio et al., 2016). DalSimi projevy mohou byt také poruchy kognitivni nebo
senzorické, naptiklad ztrata ¢ichu (Roth et al., 1999).

Primérny vék vzniku PD je okolo 60 let, ale zhruba 10 % pacienti onemocni jiz

pted 40. rokem véku.

4.1 Klinicky obraz

Dle Braakovy teorie se déli pribéh onemocnéni na 6 stadii. Preklinické 1. a 2.
stadium se vyznacuje ztratou sluchu a abnormalnim chovanim ve spanku. Ve 3. a 4.
stadiu, kdy jiz dochazi k postizeni neuront v substantia nigra a kdy poklesne dopamin
pod 50% hranici normy, se objevi somatické ptiznaky, jako jsou bolesti kloubii a svall a
po Case dochazi 1 k motorickym potizim. Objevuje se klidovy tfes, dochazi ke zpomaleni
pohybt (bradykineze), omezeni rozsahu pohybii (hypokineze) a startu pohybii (akineze).
Dalsimi typickymi projevy jsou napiiklad zmenSeni pisma, strnuly vyraz obliceje, fecové
problémy nebo pomala Sourava chlize. V pozdéjsich stadiich nemoci dochézi k postizeni
vegetativniho nervstva, psychickym problémim, zejména depresim, a porucham

kognitivnich funkci, coz miize vést az k demenci (Braak et al., 2002).

4.2 Patofyziologie
Typickym znakem pro Parkinsonovu chorobu z hlediska patofyziologie je ukladéani a
hromadéni proteinu a - synukleinu ve formé Lewyho télisek, podobné jako se to déje u
AN, kde se hromadi amyloid-B a vznikaji alzheimerovské plaky. Lewyho téliska jsou
povazovana za typickou znamku zaniku neurond u PD. Vyskytuji se ale i u jinych forem
demence, typicky u demence s Lewyho télisky, ale také v senilnich placich u AN (Roth et
al., 1999).
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4.3 Rizikové faktory vzniku

4.3.1 Genetické faktory

Bylo identifikovano nékolik gent, které mutuji bilkoviny zodpovédné za rozvoj
familiarni, ale u urcitého procenta pacientii i sporadické formy Parkinsonovy nemoci.

Bilkoviny, které maji byt z buiikky odstranény, jsou oznafeny ubiquitinem a nasledné
degradovany v proteazomech. Zmutované geny zpusobuji to, ze se bilkoviny Spatné
Spatn¢ skladaji, shlukuji se, a proto jejich odstraiovani z neuront vazne, proteiny se
shlukuji a vytvafi inkluze. Piikladem je jiz zminovany a - synuklein. Diky mutaci genu
pro tuto bilkovinu vznikaji a - synukleinové fibrily, které se hromadi v Lewyho téliskach,
které jsou typické nejen pro PD, ale také pro demenci s Lewy bodies (DLT). Tuto
agregaci podporuje také oxidativni stres (Davie, 2008).

Dalsimi geny, které se uplatiuji pfi mutacich bilkovin, jsou geny pro bilkovinu
parkin. Ta nevytvaii Lewyho téliska ani jiné inkluze, ale také poSkozuje ubiquitin —
proteazomovy komplex. Parkin je za normdlnich okolnosti protein, ktery zajistuje
odstranovani poskozenych proteinii a také chrani neurony, protoze zabranuji rozkladani
jejich funkénich ¢asti (Ulmanova & Ruzicka, 2007).

Nejnovéjsim objevem je mutace genu pro enzym LRRK?2 (leucine-rich repeat kinase
2), nazyvanym také dardarin. Tato mutace byla objevena nejen u familidrni formy
nemoci, ale také u ¢asti pacientli se sporadickou formou nemoci. LRRK?2 je bézny protein
v mozku, ktery je exprimovan v neuronech a zajistuje spravnou funkci neuronti regulaci
signalového pienosu. Jelikoz se ukéazalo, Ze mutace tohoto genu se spolupodileji i na
patogenezi tautopatii, uvazuje se, Ze terapie zaméiena na LRRK2 by mohla zpomalit,

nebo snad Uplné zastavit rozvoj neurodegenace (Gilks et al., 2005).

4.4 Lécba

V 1é¢bé Parkinsonovy choroby byl za posledni léta ucinén obrovsky pokrok.
Nejucinn€jsim 1ékem pro potlaCovani symptomi PD je Levodopa. Je to prekurzor
dopaminu, dopliuje dopamin v bazalnich gangliich. Pronikd do mozku a tam je
dekarboxylovan na dopamin. Je ale spojena s vyznamnymi komplikacemi, jako je u¢inek

,opotfebeni®, dyskineze vyvolana levodopou a dalsi motorické komplikace.

28



Inhibitory katechol-o-methyl-transferazy, agonist¢ dopaminu a dopaminergni terapie
jsou alternativni moznosti v 1é¢bé PD a mohou byt pouzity soubézné s levodopou.
Neurochirurgicka 1é¢ba se zaméfenim na hlubokou stimulaci mozku je znama teprve

kratce (Jankovic & Aguilar, 2008).
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5 VASKULARNI DEMENCE

Vaskularni demence (dale jen VD) je neurodegenerace zpusobend poskozenim mozku
infarkty. Postizeni mize byt zptisobeno trombozou, embolii nebo krvacenim a postihuje
hlavné malé tepénky v oblastech kognitivnich funkci, jako je thalamus nebo frontdlni
oblast. Casto se také objevuje spoleéné s Alzheimerovou chorobou a tvofi asi 15 % vsech

demenci (O’Brien & Thomas, 2015).

5.1 Klinicky obraz

Vaskularni demence je onemocnéni, které poskozuje bilou hmotu mozkovou,
zpusobuje ztratu myelinu, poSkozeni axond, mozkovou atrofii, vCetné temporalniho
laloku. To zpusobuje kognitivni dysfunkce podobné Alzheimerové chorobé (Kalaria,

2018).

5.2 Rizikové faktory vzniku

Nejveétsim rizikovym faktorem vzniku VD jsou cévni choroby pacienta, predevsim
opakujici se mrtvice, nebo hypertenze, dale cukrovka, hyperlipidémie, koufeni, fibrilace
sini nebo metabolicky syndrom nebo dalsi stavajici chronicka onemocnéni.

Také pokrocily vék je rizikovym faktorem, riziko exponencidlné vzriistd po 65. roce
zivota. Také Groven vzdélani hraje roli v rozvoji VD. Bylo zjiSténo, ze vysokosSkoleské
vzdélani je spojeno s mensimi kognitivnimi deficity. Uz ale nemé dopad na pokrocilé
onemocnéni nebo rychlost progrese. Vzacné to miizou byt genetické predispozice, jako
jsou mutace genu pro ruzné vaskulopatie (Iadecola, 2013).

Dalsim rizikovym faktorem muze byt tzv. mozkovd amyloidova angiopatie, coz je
stav, kdy se depozita peptidi B-amyloidu uklddaji v mozkovych cévach, zilach a

kapilarach (Gorelick et al., 2016).

5.3  Diagnostika
Jelikoz je vaskuldrni demence zptsobena cévnim poskozenim mozku, pfedpoklada se,
ze po infartkech mize dojit ke snizeni kognitivnich funkci, pfipadné¢ az demence.
Diagnostika zahrnuje vyuziti zobrazovacich metod, kde by mély byt vidét mozku nebo

nitrolebni krvaceni zaroven s nastupem piiznak demence.
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Laboratorni diagnostika zahrnuje testy bézné po prodélani mrtvice, ale pacientd, ktefti
mrtvici neprodélali, zalezi vybér laboratornich markerti na jejich klinickém profilu a
vysledcich zobrazovacich metod. Obecné ale zahrnuji testy z krve, pfipadné
mozkomiSniho moku, které se bézné¢ pouzivaji pro zjiSténi demence (tedy Alzheimerovy
choroby) v kombinaci s testy na vaskuldrni onemocnéni a infekce. V pfipad¢ genetické

zatéze je mozné udélat také genetické testy (Biessels, 2016).

54 Lécba

Lécba VD se zaméfuje na zachranu pamétovych funkci. Pouzivaji se latky, které
podporuji vytvafeni novych synapsi a udrzuji jejich spojeni a léky, které 1é¢i, nebo

udrzuji vaskuldrni onemocnéni (Sun, 2018).
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6 AMYOTROFICKA LATERALNI SKLEROZA

Amyotrofickd lateralni skleroza, znama také jako Lou Gehrigova choroba (dale
jen ALS), je smrtelné neurodegenerativni onemocnéni, které je charakterizovano
degeneraci jak hornich motoneuronii, tedy téch které projikuji z mozkové kiry do
mozkového kmene a michy, a dolnich motoneuront, tedy téch, které¢ vedou dale do svalt.
Pacient trpi motorickymi potizemi az atrofii svall, pozdéji demenci a onemocnéni konci
smrti (Hardiman et al., 2017).

VétSina pacientd trpi sporadickou formou nemoci (sALS), pouze 10% piipadu je
zdédénych (familial — fALS). Tyto dvé formy se od sebe nijak nelisi. V poslednim
desetileti byly objeveny nové mutace genti pro familarni formu ALS, z nichZ nejznamé;jsi
jsou mutace genll Sodl (kodujici superoxid dismutdzu) a C9orf72 (TARDBP, kodujici
TAR DNA-binding protein 43) (Ferri & Coccurello, 2017).

6.1 Klinicky obraz

Jak jiz bylo fe¢eno, ALS se projevuje motorickymi potizemi. Zac¢atek nemoci miize
byt u pacientl rizny, nékteti pocituji svalovou slabost koncetin, u nékterych se projevuje
disartrii (problémy s feci) a disfagii (problémy s polykanim). Nésledn¢ se béhem rozvoje
nemoci az u 50 % procent pacientil vyvinou problémy kognitivniho charakteru a u 13%
frontotemporéalni demence (Hardiman et al., 2017). Onemocnéni také provazi vahovy
ubytek, jak ze svalové hmoty, tak z tuku. V konecn¢ém stadiu nemoci pacient trpi
svalovou atrofii, a je to pravé atrofie dychacich svall ktera je pfiCinou umrti pacientl s

ALS. Studie uvadi, ze doba preziti je kolem 30 mésicii od za¢atku symptomu (Salameh et

al., 2015).

6.2 Patofyziologie
V ptipadé ALS se také jednd o proteinopatii, ktera zplisobuje agregace proteinil
kolem neuront a tim jejich zanik. TDP - 43 je RNA vazajici protein, ktery, spolu s
ostatnimi stejné¢ zaméfenymi proteiny, urcuje osud RNA transkript od jejich zrani az po
degradaci. Jejich Spatna fuknce tedy miize zplisobovat defekty v metabolismu RNA.
Kromé TDP-43 mizeme v agregatech najit také proteiny FUS nebo SODI1 (bude
vysvétleno v kapitole 9 Autoprotilatky).
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Také naruSeny ubiquitin - protedzomovy systém hraje roli ve shlukovani proteint.
ALS neni onemocnéni pouze neurond, ale degenerace se tyka také astrocytii, mikroglii,

makrofagi a oligodendrocytt (Oskarsson et al., 2018).

6.3 Diagnostika
Diagnostika ALS zahrnuje vyuziti elektromyografie k vySetieni bioelektrickych
signalti ve svalech (Lenglet & Camdessanché, 2017). Jako biomarker pro laboratorni
vySetteni se méti hladina jiz zminiovaného proteinu TDP-43 v MMM, jehoz hladina je v
MMM vyznamné zvySena az u 95 % pacientl s ALS oproti zdravym kontrolam

(Majumder et al., 2018).

6.4 Lécbha

ALS je v soucasné dobé bohuzel nevylécitelné onemocnéni s kratkou dobou pteziti.
Jako podplirnd 1é¢ba se doporucuje cviceni, spravnd vyziva a z farmakologického

hlediska serotoninova lécba (Holecek & Rokyta, 2018).
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7  FRONTOTEMPORALNI LOBARNI DEMENCE

Frontotemporalni lobarni demence (dale jen FTLD) je degenerativni onemocnéni,
které¢ zasahuje piedevs§im frontalni a tempordlni laloky mozku. Narozdil od pfedeslych
chorob, FTLD zacina pted 65. rokem véku, vyjicné uz v 35 letech. Ve srovnani s AN je
FTLD rychlej$i z hlediska rozvoje poruchy kognitivnich funkci a také je kratSi doba

preziti pacienta (Sivasathiaseelan et al., 2019).

7.1 Klinicky obraz

Choroba mé tfi hlavni formy, behaviordlné-dysexekutivni varianta FTLD
(impulzivni a neadekvatni chovani, ztrata socialniho vnimani), non-fluentni progresivni
afazie (progresivni expresivni afazie, potize s vybavovanim slov, gramatikou, psanim,
¢tenim) a sémantickd demence (problémy s pojmenovanim slov a vyznamu sdé¢leni),
které se od sebe 1isi klinickymi projevy.

Na MRI nebo CT muzeme vidét atrofii nebo vyraznou asymetrii frontdlnich a
temporalnich lalokli a amygdaly, coz vede ke ztraté neuront (Olney et al., 2017).

Z imunohistochemického pohledu mtzou byt FTLD tautopatie, ubiquitinopatie anebo
FTLD bez specifického histologického obrazu, nebo onemocnéni s neurofilament6znimi

okluzemi (Rektorova, 2006).

7.2  Diagnostika

Pro potvrzeni FTLD se vyuzivaji neuropsychologické testy, zobrazovaci techniky
jako je MRI, nebo PET nebo SPECT metabolické testy.

Také se testuje hodnota TDP-43, fosforylovany tau protein a FUS. Toto jsou tfi
nejobvyklejsi biomarkery, jejichz zvySend hodnota v MMM poukazuje na onemocnéni
FTLD. Na obrazku ¢. 4 mizeme vidét, jak vypadaji inkluze TDP — 43 v mozku pacienta
s FTLD. Primérné¢ 20-30 % pacientt ma tuto chorobu zdédénou z prvni linie
pfibuzenstva diky mutaci genu C9orf72 (TARDBP, kodujici TAR DNA-binding protein
43, stejn¢ jako u ALS) (Devenney et al., 2019).
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7.3 Lécba
Dosud nebyla objevena zadna lécba pro FTLD. Doba preziti zavisi na typu
onemocnéni a muze to byt par let i desetileti. Pacientim s tautopatii se podavaji 1éky jako
u AN, tedy inhibitory acetylcholinesterazy a memantin.
Tém, ktefi nevykazuji zvySené hodnoty tau proteinu v MMM, se podavaji
serotonergni modulatory. Také neuroleptika pro zvladnuti psychoz, které onemocnéni
Casto provazeji. Ale jak se choroba rozviji, ke kognitivnimu upadku se ptidavaji také

neuromotorické potize (Sivasathiaseelan et al., 2019).

Obr. 4: Dva nalezené typy TDP — 43 1ézi v motorické kiie a piedni singuldrni kaie. Pfevzato z

https://actaneurocomms.biomedcentral.com/articles/10.1186/s40478-017-0480
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8 BIOMARKERY

Biomarkery jsou charakterizovany jako jakékoliv latky, struktury nebo procesy,
kter¢é miZzou byt objektivné zméfeny v télnich tekutindch nebo tkanich a mlZzou byt
hodnoceny jako indikator biologickych a patogennich procesi nebo farmakologickych
odpovédi na lécbu. Biomarkery musi byt dostatecné specifické a senzitivni pro dané
onemocnéni, aby se dalo usoudit na pozitivitu testu (Strimbu & Tavel, 2010).

Do soucasnosti bylo objeveno nékolik specifickych biomarkerti pro vyse uvedené
neurodegenerativni onemocnéni, které se vice ¢i méné vyuzivaji pro potvrzeni
onemocnéni. Soucasné moderni vyzkumy se snazi objevit novy biomarker nebo jejich
kombinaci, ktery by odhalil neurodegenerativni onemocnéni nejlépe jesté ptred jeho
klinickou manifestaci. Diky povédomi o tom, ze proteiny vyskytujici se u
neurodegenerativnich onemocnéni plisobi v téle jako antigeny, lze vyuzit k prikazu
onemocnéni protilatky proti témto proteinim (autoprotilatky). Tyto antigeny se exprimuji

v rtiznych ¢astech neuronti, jak mizeme vidét na obrazku €. 5.

Antigeny, které jsou zahrnuty v této praci, mizeme rozdélit na n¢kolik skupin:

1. Antigeny, které reflektuji probihajici patologie u AN:

e Tau protein

e APB40

o AB42
2. Antigeny, které se vyuzivaji k diferencialni diagnostice nebo detekci smiSené
demence:

e TDP-43 (Transactive response DNA — binding protein 43)

e a-synuklein

o FUS (Fused in sarcoma, RNA - binding protein)
3. Antigeny, kter¢ reflektuji degeneraci dendritu (axonu):

e VSN-I1 (Visinin — like protein 1)

e NfL a NfH (Neurofilament light chain a Neurofilament heavy chain)
4. Antigeny, které reflektuji mikroglidlni a astrocytarni aktivaci

o« TREM?2 (triggering receptor expressed on myeloid cells-2)

e MBP (Myelin Basic Protein)

e GFAP (Glial fibrillary acidic protein)

e Chi3li (CHI3LI encoding the inflammatory glycoprotein YKL-40)
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e S100b (S100 calcium-binding protein B)
e MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1)

5. Antigeny, které odrazeji ztratu synapsi

e Ng (Neurogranin)*

K detekci protilatek se vyuzivd metody ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent

Assay), jejiz postup bude popsan pozdéji v kapitole 11.1 ELISA.

* (Dhiman et al., 2019), (Zetterberg, 2017), (Lashley et al., 2018), (Zhang et al., 2018).
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Obr. 5: Schematicky nakres zobrazujici misto exprese biomarkeru a lokalizaci patologickych proteinovych

plakd. Pievzato od Simrén et al., 2020.
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9 AUTOPROTILATKY

Autoprotilatky jsou imunoglobuliny, které mizou byt produkovany za
fyziologickych a patofyziologickych podminek. Fyziologicky télo produkuje
autoprotilatky, které rozpoznavaji autoantigeny. Jsou to protilatky, Casto tfidy IgM, které
jsou produkovany spontanné v pribéhu vyvoje B bunék. Jejich ucelem je fagocytdza
apoptickych buné¢k a inhibice zanéctlivych procesti. Za normalnich okolnosti jsou
pfirozené se vyskytujici autoprotildtky malo afinitni k vlastnim antigenim. Produkce
vysoce afinitnich autoprotilatek, pfedev§im z tfidy IgG, je stimulovana zanéty a
infekcemi, které spousti afinitni vyzravani protilatek do stavu, kdy reaguji s vlastnimi
antigeny. Zhrouceni imunitni tolerance je hlavni divod, ktery vede k patogenni produkeci
autoprotilatek a autoimunitnim onemocnénim.

Tim, Ze se patogenni autoprotilatky navazou na vlastni antigeny s vysokou
afinitou, spusti zanétlivy proces. Alzheimerova choroba a ostatni demence mohou byt
také typem autoimunitniho onemocnéni, protoze, jak uz bylo uvedeno vyse, u pacientt s
neurodegenerativnimi onemocnénimi byly detekovany protilatky proti vlastnim
antigenim. Né&které z nich se mohou podilet na rozvoji onemocnéni, nékteré naopak

mohou zmiriovat jeho prabéh (Wu & Li, 2016).
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10 AUTOPROTILATKY JAKO POTENCIALNI
BIOMARKER U NEURODEGENACI

10.1 BIOMARKERY ALZHEIMEROVY CHOROBY A
SROVNANI S JINYMI DEMENCEMI

a) antigeny, proti kterym byly objeveny protilatky

Jak jiz bylo uvedeno, u pacienti s AN byly objeveny dva hlavni znaky, podle
kterych usuzujeme na onemocnéni AN, a to alzheimerovské plaky tvofené proteinem -
amyloidem a neurofibrilarni zamotky, tvofené tau proteinem. Tyto také slouzi jako dva
hlavni biomarkery pro diagnostiku AN. Jejich hladiny miizeme najit v mozkomisnim
moku, kde hodnoty celkového a specificky fosforylovaného proteinu tau jsou zvySené a
naopak jsou snizené hladiny f-amyloidu (de Souza et al., 2012).

Podle né€kolika studii byly prokazany autoprotilatky proti tau proteinu a f-
amyloidu, a to jak v krvi, tak v mozkomiSnim moku (Bartos et al., 2012). Jedna se
konkrétné o zvysenou hladinu autoprotilatek proti peptidu B-amyloidu 1-42 a fragmentu
25-35 a jeho oligomerim. Tyto autoprotilatky se jevi jako spolehlivy biomarker pro
detekci AN (Maftei et al., 2013). Stejn¢ jako autoprotilatky proti tau proteinu, které se
navazuji na jeho fragmenty obsahujici domény vazajici mikrotubuly a také fosforylované
formy tau-proteinu jako jsou pT181, pT231, pS235, pS202 a pS209 (Pascual et al., 2017).

Autoprotilatky proti tau proteinu a amyloidu-f jsou vSak detekovany a spojeny i s
dal§imi demencemi jako jsou FTLD a DLT. AvSak jejich hladiny se liS§i ve srovnéni s
AN, navic maji tyto demence dal$i specifické markery (Maetzler et al., 2011).

Oba vySe zminéné biomarkery jsou vhodné pro diagnostiku bezprostiedniho
vyskytu AN, ale maji nizkou prognostickou hodnot, pokud jde o snizovani kognitivnich
funkci. A proto je snaha nalézt dal$i biomarkery, které by toto spliiovaly. A protoze
ztrata mozkovych synapsi mnohem Iépe odpovidd kognitivnimu tpadku, zkoumd se

napiiklad protein neurogranin.

S100b (S100 calcium-binding protein B) je glidlni protein, ktery je exprimovan

hlavné na astrocytech aktivovanych v mozku pacientti s AN. Jako vSechny glidlni bunky
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je soucasti periferniho nervového systému, ktery neprodukuje elektrické impulzy.
Zajistuje homeostdzu a chrani neurony. Proto je zvySeni jeho hladin v mozkomi$Snim
moku znakem degenerace neuronil (nebo zranéni mozku), ¢ehoz se muze vyuzit jako
biomarkeru (Thelin et al., 2017).

Hladiny tohoto proteinu kolisaji v prub&hu rozvoje demence a autoprotilatky proti
nému indikuji rozvijejici se neurodegeneraci. Tyto autoprotilatky se vSak objevuji i u

vaskuldrni demence, kde jsou jejich hladiny jesté vyssi (Steiner et al., 2011).

Dal§im antigenem, proti némuz muUzeme najit v mozkomisnim moku
autoprotilatky, je GFAP (Glial fibrillary acidic protein). To je protein, ktery je
exprimovan na mnoha buiikkdch v CNS. V astrocytech je jednim z hlavnich proteint,
ktery tvofi glidlni vldkna. Je dualezity pro spravnou funkci CNS i1 hematoencefalické
bariéry. Autoprotiladtky proti GFAP vykazuji vy$si hladiny u AD nez u kontrolnich
vzorkll a tyto hladiny jeSté vzrhstaji u pacientll s vaskuldrni demenci (Mecocci et al.,
1995).

Cytoplazmatické inkluze proteinu TDP-43 jsou charakteristické pro ALS. V
plazmé pacientli byly nalezeny zvySené hladiny proteinu TDP-43 v porovnéni s
kontrolami (Suéarez-Calvet et al., 2014). Navic byly prokdzany zvySené hladiny NFL
(neurofilament light) v krvi ALS pacientli oproti kontrolam (Weydt et al., 2016).

Parkinsonova nemoc (PD) stejné jako demence s Lewy bodies (DLT) jsou
spojovany s ukladanim agregovaného proteinu a-synukleinu ve formé tzv. Lewy bodies.
o - synuklein je presynapticka bilkovina, kterd je vyznamna v celé fadé¢ neuronalnich
procest, hlavné v synaptickém pienosu a ovliviiuje synaptickou plasticitu. Tvoii asi 1 %
vSech proteinit v CNS a je exprimovan v neuronech v termindlni presynaptické oblasti
axonu, neokortexu, hippokampu, substantia nigra i gliovych bunkéach. Ovliviiuje
metabolismus dopaminu interakci s tyrosinhydroxylasou, kterd se nemuze hydrolyzovat a
dusledkem toho se snizuje tvorba dopaminu. Ukladani a-synukleinu je zékladem chorob
souhrné nazyvanymi synukleinopatie (Stefanis, 2012).

PD a DLT je casto slozité¢ odliSit, protoze i u Parkinsonovy nemoci dochazi po
motorickych problémech k rozvoji demence. Hladiny celkového a-synukleinu v
mozkomiSnim moku jsou u pacienttt s PD snizené oproti kontrolnim subjektim a ve
srovnani s AN (Gao et al., 2015); Naopak hladiny oligomerti a-synukleinu jsou v MMM
zvysené jak u PD, tak u demence s Lewy bodies (DLT) ve srovnani s AN a kontrolami
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(Hansson et al., 2014). Autoprotilatky proti a-synukleinu byly nalezeny jak u pacientii s
PN, tak s DLT (Koehler et al., 2013). Ukazuje se, ze jejich hladiny nejsou v priabéhu
onemocnéni stabilni a nejvyssi titry lze méfit u pacienti s méné¢ nez 4 lety trvani PD
(Smith et al., 2012).

V patologii PD se uplatituji rovnéz gliové bunky. Byly nalezeny autoprotilatky
proti antigenim MAG (myelin-associated glycoprotein), MBP (myelin basic protein) a
PLP (proteolipoprotein) u pacientti s PN (Papuc et al., 2014).

MAG (Myelin-associated glycoprotein) je transmembranovy glykoprotein
lokalizovany na Schwannovych bunikdch a membréanach oligodendrocyti. Je zodpovédny
za interakci mezi gliovymi a bunikkami a axony a také za myelinizaci béhem neuralni
regenerace v perifernim nervovém systému. V centralnim nervovém systému naopak

inhibuje neuroregeneraci (Quarles, 2007).

MBP (Myelin basic protein) je druhy nejvice zastoupeny protein v myelinu
centralni nervové soustavy. Reaguje s fadou polyaniontovych proteinii a zaporné
nabitych lipidd a pfi vazbé na né ziskava strukturu. Také plsobi jako protein vazajici
membranovy aktin, ¢imz se ucastni pfenosu extracelularnich signdli do cytoskeletu v

oligodendrocytech a tight junctions v myelinu (Boggs, 2006).

PLP (proteolipid protein) je nejcastéjSim membrdnovym proteinem v myelinu
centralni nervové soustavy. Je dilezity pro zrani a stabilitu myelinu a axont (Greer &
Lees, 2002).

U anti-MAG autoprotilatek byla charakteristicka zvysena hladina oproti kontrolam
a nasledujici klesajici trend v opakovanych métenich po dobu jednoho roku. Oproti tomu
hladiny autoprotilatek proti MBP a PLP se s Casem zvySovaly (Papu¢ et al., 2014).

Pacienti s PD a DLT mohou rovnéz vykazovat amyloid-p patogenezi s nalezem
amyloidnich plakt (Jendroska et al., 1997). Pacienti bez projevi demence a s depozity p-
amyloidu prokazovali rychlej$i nastup kognitivniho deficitu, nez pacienti bez B-amyloid
patologie. (Alves et al., 2014). Méfeni autoprotilatek a porovnani jejich hladin u PD a
DLT muze slouzit jako slibny biomarker pro rozliSeni téchto dvou nemoci a v ptipadé
méfeni hladin autoprotilatek proti gliovym markerim rovnéz pro sledovani rozvoje

onemocnéni.
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Spole¢ny biomarker neurodegenerativnich onemocnéni jako je NfL, by rovnéz
mohl pomoci v diferencialni diagnostice. NfL. (Neurofilament light chain) je neuronalni
cytoplazmaticky protein, ktery je vysoce exprimovan v axonech. Je jednim z
nejslibnéjSich biomarkert, protoze jeho hladiny se zvySuji jak v mozkomisnim moku, tak
v krvi amérné stupni poskozeni axonl u fady neurodegenerativnich onemocnéni. Diky
novym imunologickym metodam, které jsou schopné detekovat velmi nizké hladiny Nfl,

je mozné snadno a opakovan¢ sledovat prubéh nemoci (Gaetani et al., 2019).

Barto§ et al. popsali protilatky proti Nfl v séru u pacientii s AN. Jejich hodnoty
byly stejné jako u kontrolnich zdravych jedinct, ale také objevil protilatky proti NfH

(Neurofilament heavy chain), které byly oproti kontrolam snizené (Bartos et al., 2018).

Zvysené hladiny NfL byly zaznamendny v MMM pacientti s ALS, ale také u
pacientii s AN a VD, kde byl ov§em nériist niz§i. NfL bylo méteno také u pacientt s PD
(Magdalinou et al., 2015), pficemz nedavna studie potvrdila schopnost rozlisit PD od
atypickych parkinsonskych syndroma (Hansson et al., 2017), a FTLD (Rohrer et al.,
2016). Bacioglu et al. (2016) méfili hladiny NfL v MMM a plazmé mysiho modelu
riznych proteinopatii — tautopatie, amyloidopatie a synukleinopatie, s cilem jejich
porovnani. MMM 1 plazmatické hladiny NfL byly zvysené 10-20x u modelu tautopatie a
amyloidopatie, pfi¢emz model synukleinopatie vykazoval 1000x vys$i hladiny oproti

kontroldm (Bacioglu et al., 2016).

b) antigeny, proti kterym zatim protilatky nebyly objeveny, ale slouzi jako

biomarker sami o sobé

Neurogranin je postsynapticky protein, ktery je zodpovédny za schopnost uceni,
hlavné prostfednictvim vazby na kalmodulin (De Vos et al.,, 2015). Podili se na
potenciaci a synaptické plasticit¢ a zvySena koncentrace v MMM u pacienti s AN
ptedpovida prechod MKP do AN. Bylo zjisténo, ze neurogranin se vyrazné zvysuje v
MMM rychle po akumulaci B-amyloidu, coz podporuje myslenku, Ze ke ztraté synapsi
dochazi u AN pacientll brzy po propuknuti nemoci a Ze je tedy neurogranin dobrym

biomarkerem pro sledovani ubytku synapsi (Simrén et al., 2020).
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Hladina neurograninu je u pacientli s AN zvySena, oproti hladinam u pacientl s
FTLD, DLT a PD (Janelidze et al., 2016). Také by mohl slouzit jako marker konverze
MKP v AN (Kvartsberg et al., 2015).

Kolem 50 % FTLD pfipadi je charakterizovdno vyskytem zkracenych a
fosforylovanych forem proteinu TDP-43 (transactive response DNA-binding protein 43;
FTLD-TDP podtyp). TDP-43 je protein, ktery se vaze na RNA a reguluje sestfih,
translaci, transport a dokonce degradaci mRNA. V souvislosti s neurodegenerativnimi
onemocnénimi je TDP-43 protein, ktery se u lidi vaze na mRNA neurofilamentu s nizkou
molekulovou hmotnosti a je responsivnim faktorem na neurondlni aktivitu v dendritech
hippokampdlnich neuronti, a mize byt tedy zodpovédny za regulaci stability mRNA a
lokélni translaci v neuronech (Gao et al., 2018).

Ve 45 % FTLD ptipadi byl prokdzan vyskyt agregatii proteinu tau (FTLD-tau
podtyp) (Goossens et al., 2015). Jak protein tau, tak TDP-43 byly detekovany v
plasmé/séru pacienti s AN a FTLD-TDP (Zetterberg et al., 2013). U FTLD-TDP zatim
vyskyt autoprotilatek ohlasen nebyl, ale da se spekulovat, Ze by mohly byt v krvi
ptitomné vzhledem k vyskytu TPD-43 proteinu v plazmé FTLD-TDP pacientt.

Kromé tau a TDP-43, by mohl byt vhodnym antigenem pro detekci autoprotilatek
protein FUS (RNA-binding protein FUS, Fused in sarcoma). FUS je protein vazajici
RNA/DNA a podili se na riznych bunéénych procesech, véetné transkripce a regulace
genl, opravy DNA a udrzovani genomické stability. Muze se tedy stat, ze FUS
sekvestruje dulezité regulatory nebo spusti abnormalni signélni drahy vedouci ke zméné
fyziologie bunék. Anebo agregace FUS proteinu ,,vycerpaji funkéni FUS, coz mize
zpusobit nestabilitu mRNA a spustit imunitni odpovéd’, jako je zanét, coz mé za nasledek
dalsi poSkozeni neuronti. VyCerpani funkéniho FUS vede k neurodegenativnimu

onemocnéni (Chen et al., 2019).

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1, nazyvany také chemokine ligand 2 -
CCL2) je dilezitym chemoatraktantem pro mikroglie a lymfocyty. Je to maly cytokin,
ktery patii do tzv. C-C chemokinnich receptort. Vysilda monocyty, pamétové T buiky a
dendritické bunky na mista zanétu (Yao & Tsirka, 2014). Slouzi jako biomarker
neurodegenativnich onemocnéni, kdy reflektuje glidlni aktivaci a neurdlni zanét (Simrén

et al., 2020).
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VSN-1 (Visinin like protein 1) je nové objeveny marker, ktery indikuje poskozeni
neuront a mikroglidlni aktivaci. Podili se synaptické plasticité a vytvareni paméti. Je to
protein, ktery spolu s dalSimi udrzuje homeostazu vapniku nervového systému.
Poskozend homeostdza vapniku je totiz jednim z patofyziologickych rysii AN
(Groblewska et al., 2015).

Mnoho studii se snazilo porovnat hladinu VSN-1 v MMM u pacienti s AN se
zdravymi kontrolami a pacienty s MKP. Ptesto, ze hladiny VSN-1 jsou u pacienti s AN a
MKP vys$s§i nez u kontrol, zatim (2017) se nepotvrdilo, Ze by hladiny samotného antigenu
VSN-1 v MMM n¢jak vyznamné odliSovali AN pacienty od téch s MKP (Hu et al.,
2017).

TREM2 (Triggering receptor expressed on myeloid cells 2) — je protein,
specificky tim, Ze je exprimovan vyhradné na buiikdch imunitniho systému, kterymi jsou
dendritické bunky, granulocyty, builkky kostni dfené, makrofagy, Kupfferovy bunky,
alveolarni makrofagy a osteoklasty. To by mohlo naznacovat, ze imunitni systém hraje
vyznamnou roli v patogenezi AN a dalSich neurodegeneraci.

Nedavné studie (2017) ale ukazaly, ze exprese TREM2 je u zanétlivych procest
zvysena a také, ze rozpustny TREM2 je v mozku pacientll s AN produkovan v zavislosti
na progresi onemocnéni, coz z n¢j €ini slibny marker pro zjisténi rozvoje onemocnéni.
Ukazalo se totiz, ze TREM2 je vyrazné¢ zvySen v MMM u pacienti s MKP, ranych
stadiich AN a ALS, v porovnani se zdravymi kontrolami a AN pacienty.

U téch se také zjistilo, ze hladiny TREM2 odpovidaji hladindm celkového a
fosforylovaného proteinu tau v MMM, ale neodpovidaji zménam hladin amyloidu-p3 nebo
ApoE4 (Jay et al., 2017).

Nedavny objev ukazal, ze genetickd varianta R47H TREM?2 zvysuje riziko AN asi
trojnasobné, podobné jako riziko, které udélujeme genetické mutaci APOE4. V mySich
AN modelech deficit TREM2 snizoval mikroglidlni odpovéd’ na vytvafeni plakl z
amyloidu-B, bylo snizeno mnozstvi mikroglidlnich bunék obklopujicich plaky a zhorSila
se aktivace exprese mikroglidlnich gend.

Fosfolipidy a lipoproteiny (véetné¢ APOE) byly identifikovany jako ligandy pro
TREM2. Varianta R47H TREM2 narusuje schopnost TREM2 vézat ligandy, fagocytézu

mikrogliemi a transkripéni odezvu (Yeh et al., 2017).
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CHI3L1 (chitinase-3-like protein 1 nebo také YKL-40) je glykoprotein, ktery je
exprimovan a sekretovan bunikami imunitniho systému (a buiikdch odvozenych z
monocytu) pfi zanétu, imunitnich onemocnénich nebo karcinogenezi. Zatim je jeho role v
patogenezi neurodegeneraticnich onemocnénich nejasné. Patfi ale do rodiny chitindz, coz
jsou enyzmy, které katalyzuji hydrolyzu chitinu. CHI3L1 postradé chitindzovou aktivitu
kvili mutacim. Ukdzalo se, Ze se ucastni pfemény cytoskeletu béhem zrani monocytu a
jeho aktivace (Yeo et al., 2019).

Amyloidové plaky v mozku AN pacienti mohou indukovat aktivaci mikroglii,
které spousti syntézu prozanétlivych mediatori. To vede ke zvySené expresi CHI3L1 v
astrocytech. Studie prokazali, ze hladina tohoto glykoproteinu je zvySena u pacientl s
AN ve srovnani se zdravymi jedinci. Navic tato hladina korelovala s hodnotami proteinu
tau a amyloidu-p.

Zajimavé je, Ze bylo zjiSténo, Ze exprese CHI3LI je zavisla také na pohlavi
pacienta, nejvice zvySend je u zen nad 65 let s AN v porovnani s ostatnimi kontrolnimi
skupinami (muzi zdravi i s AN, mladsi zeny). Hladina také s jesté vysSim vékem klesé a
rozdily u exprese zase mizi, pravdépodobn¢ vlivem snizovani pohlavnich hormond.

CHI3L1 je zatim jako novy biomarker v. MMM pro Alzheimerovu chorobu
zkouman (Sanfilippo et al., 2019).

Probéhly ale studie, které porovnavaly hodnoty fosforylovaného tau, VSN-1 a
CHI3LI, jejichz cilem bylo zjistit, zda kombinace téchto tfi biomarkeri mlize zptesnit
diagnostiku AN a MKP a také, jestli nalezené hodnoty odpovidaji amyloid-B patologii a
ostatnim AN znakiim, jako je snizovani kognitivnich funkci nebo atrofie mozku. Zvysené
hodnoty jak VSN-1, tak CHI3L1 muazou ukazovat na degenerativni onemocnéni (Zhang

et al., 2018). Také hodnoty TREM2 v MMM korelovaly s CHI3L1 (Jay et al., 2017).
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10.2 HODNOTY AUTOPROTILATEK NEURODEGENERATIVNICH
CHOROB

Zde uvadime tabulku, ktera shrnuje vySe uvedené dosud objevené hodnoty autoprotilatek

u jednotlivych demenci v MMM. Otaznik v bunikdch znamend, Ze autoprotilatky jesté

nebyly popsany v dostupné literatufe.

Tab. 1: Hodnoty autoprotilatek neurodegenerativnich onemocnéni

NEURODEGENERATIVNI CHOROBY

PROTILATKY MKP AN FTLD PD DLB VD
PROTI
Ap42 ? | nebo stejnd | ? 1 ) ?
hodnota
Ap40 ? ? ? ? ? ?
Tau protein | 1 (zélezi | | nebo stejna | ? lnez ? ?
na hodnota kognitivné
pohlavi) normalni
a-synuclein | ? 1 1(>PD) 1, | nebo |1 ?
stejna
hodnota
FUS ? ? ? ? ? ?
VSN-1 ? ? ? ? ? ?
NFL ? Stejna hodnota ? ? ? ?
v plazmé a séru
TREM2 ? ? ? ? ? ?
MBP ? ) ) ) ) ?
GFAP ? ) ? Stejna ? 1
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hodnota

Chi3li

S100b

Stejna

hodnota

MCP-1

Neurogranin
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11 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni ¢asti v této praci je provedeni a vyhodnoceni vysledki,
které jsme provadéli v laboratofich Narodniho ustavu duSevniho zdravi ve spolupraci se
spolecnosti Vidia spol. s.r.o0. sidlici ve Vestci.

Cilem spoluprace je snaha vyvinout spolehlivou diagnostikou metodu, kterad by
dokazala jednoduchymi imunologickymi testy odhalit nékteré z neurodegenerativnich
onemocnéni.

Jako vzorky jsme pouzili redlné¢ plazmy a séra pacienti s rlznymi

neurodegeneracemi, které ma NUDZ k dispozici pro vyzkumné tGéely.

11.1 ELISA

Pro analyzu protilatek jsme pouzili metodu nepiimé ELISA. ELISA (The enzyme-
linked immunosorbent assay) je jednoduché a rychlé technika pro detekci a kvantifikaci
protilatek nebo antigenti, které jsou navazany na povrch pevné latky, vétSinou
mikrotitracni desticky. Tato technika ma nékolik variant, jedna se o pfimou (pro priukaz
antigenl) a nepfimou ELISA, sandwichova (pro priikkaz protilatek) a kompetitivni ELISA
(pro prikaz protilatek a antigentl) (Aydin, 2015).

Principem této metody je vysoce specifickd reakce antigenu a protilatky. U
nepiimé ELISA, kterou jsme pouzili my, se vzorek s hledanym antigenem napipetuje do
96 jamkové mikrotitraéni desticky a antigen se navaze na jeji povrch. Poté se prida
blokovaci roztok, aby se zaplnila vSechna nenavdzana mista v jamce. Potom se desticka
promyje, aby se odstranily nenavdzané antigeny. Pfida se primarni latka a desticka se
necha inkubovat a dochazi k reakci antigenu a protilatky. Poté se opét promyje a odstrani
se nenavazand protilatka. Ptida se sekundarni protilatka znacend enzymem, ktera reaguje
s primarni protilatkou a po inkubaci se desticka opét promyje. Pfida se substrat, ktery
reaguje s enzymem a nakonec se pfidd roztok na zastaveni enzymatické reakce.
Vysledkem je barevnd zména, jejiz intenzita se méti spektrofotometricky pii 400 - 600nm
(Lin, 2015). Schematicky ndkres principu ELISA mtizeme vidét na obrazku €. 6.

Jako primarni latka se pouziva neoznaeny imunoglobulin nebo sérum, které jsou
specifické proti hledanému antigenu. Sekundarni protilatka je protilatka proti Fc-
fragmentu imunoglobulinli zvifete, ze kterého byla vytvofena primarni protilatka. V

piipadé nepiimé ELISA je znacena enzymem, ktery reaguje se substratem.
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Enzym, kterym jsou znaceny sekundarni protilatky, které pouzivame v naSich

experimentech, je kienovéa peroxiddza (HRP, horseradish peroxidase). HRP katalyzuje

ptenos elektronti z peroxidu vodiku na akceptor (v nasem ptipadé TMB) a oxidaci vznika

barevny produkt, jehoZ intenzita se méti na spektrofotometru (Beranova & Tonar, 2012.).

SUBSTRAT SUBSTRAT
// *Iﬂi— SEKUNDARNI
PROTILATKA

Antigen

Obr. ¢. 6: Schematické znazornéni metody nepiimé ELISA. Pfevzato a upraveno z:

https://www.nordicbiosite.com/blog/elisa-principles-101
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12

METODIKA

K experimentiim jsme pouzivali nasledujici pomucky:

Material:

96 jamkové mikrotitracni desticky P Gama plate,
Antigeny: antiTau — vyizolovano z Flebogamma DIF, LOT A4GDB00341
o GFAP - Antibodies online, LOT ABIN368852
o S100b — abcam, LOT ab82734
o TDP —43 —abcam, LOT ab41970
o NFL — MyBioSource, LOT 03597
o A-synuklein — Sigma, LOT 027M4025V
vzorky plazem pacientd sriznymi neurodegeneracemi dodané Motolskou

nemocnici

Chemikalie:

Koutovaci vazebny roztok BIC (NaCOs pH 9.5, 1,1M) 10x fedény,

PBS (Phosfate buffered Saline, LOT 7MB109),

detergent Tween 20, LOT SLBZ5913

Promyvaci roztok PBST (PBS s detergentem Tween)

BSA (Bovine serum Albumin, Sigma — Aldrich, LOT SLBT 8348),

Blokovaci roztok (1% BSA v PBST),

Konjugat NOVEX 1 mg Goat Anti-human IgG Fc antibody, HRP conjugate, higly
cross-adsorbed, LOT 23-21-101711,

STOP roztok (1M H,SOy),

H,0, a TMB (3,3°,5,5’- tetramethylbenzidine, LOT SG2434022) jako substrat.

Ptistroje:

Pipety eppendorf 10 ul — 5000 ul,

Ttepacka Heidolph titramax 100,

Promyvacka Thermo Wellwash 4MK2,
Spektrofotometr TECAN spc infinite M200PRO,
PC

Koutovani desek

a) Ptiprava vazebného roztoku (BIC)
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Navazime 0,320g NaCOs a 0.580 g NaHCOs3 a rozpustime ve 100 ml destilované
vody.

Roztok BIC je ptipraven z roztoku 10x, je tedy potfeba ho 10x nafedit v
deionizované vodé¢ (fedéni: 1 dil BIC:9 dilid dH,0O). Pfi koutovani 100 pl/jamku je na
jednu desku potieba asi 10 ml roztoku. U pracovni koncentrace vazebného roztoku
piekontrolujeme pH, pfipadné upravime na pH = 9,6 = 0,1 pomoci 30% NaOH nebo IM
HCI.

b) Naredéni antigenu ve vazebném roztoku

V roztoku BIC natedime antigen, tak aby koncetrace antigenu v BIC byla 2,5
ug/ml. Nejdiive vysrazime 250 ul antigenu v methanolu a rozpustime v 1,5 ml vody
(koncentrace antigenu je 0,226 mg/ml v 1,5 ml vody) a takto nafedény antigen v BIC je
napipetovan v objemu 100 pl na jamku. Takto nakoutované desticky jsou nejprve hodinu
ponechdny pii laboratorni teploté, a poté pfes noc inkubovany v lednici (celkové

inkubace 20-24hod).

c) Piiprava PBST

Mezitim si piipravime promyvaci roztok 1000ml 10% PBST, coZ je roztok PBS s
pfidavkem detergentu Tween. 100M1 PBS rozpustime v 900ml destilované vody a

ptidame 200 ul Tweenu.

d) Priprava 1% BSA v PBST

Pro blokaci desek pouzivame 1% BSA v PBST, které pfipravime tak, Ze navazime
0,5 ug BSA, které presypeme do zkumavky a dolijeme PBST do 50 ml. Toto mnozstvi

staci na dv¢ desky.

¢) Zablokovani jamek

Do jamek je pfidan roztok PBST s BSA (bez odstranéni antigenu a bez promyti)
tak, aby vyslednd koncentrace BSA v jamce byla 1% a celkovy objem tekutiny v jamce
byl 200 pl (pfi koutovani antigenu v objemu 100 pl/jamku je tedy ptidano 100 pl 2%
roztoku BSA v BIC; na 10 ml 2% BSA v BIC tedy navazime 0,2 g BSA). Desky jsou

op¢t inkubovany pies noc v lednici (celkoveé inkubace 20-24hod).
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f) Vysuseni a uchovavani

Po inkubaci jsou jamky promyty nejprve 1x promyvacim roztokem PBST, ktery jsme
si pfipravili, a poté 2x deionizovanou vodou. Nasledné jsou desky vysusSeny v inkubatoru
pti 37°C 3 hod. (Pokud nejsou desky suché, je mozné Cas suSeni prodlouzit). Jestlize

nejsou desky hned pouzivany, jsou vakuové zabaleny a uchovavany v lednici.

2. Vlastni provedeni ELISA

a) Inkubace primdrni protilatky

Ptipravime si pracovni koncetraci vzorkl tak, abychom méli na jeden vzorek troji
koncetraci v tripletu, zvolime si tedy koncetrace 1:50, 1:150 a 1:450 a spocitame, kolik

potfebujeme materidlu:

Redéni:

1:50 (A): celkem 510 ul, pouzijeme 12 ul plazmy, které priddme ke 498 ul 1% BSA v
PBST.

1:150 (B): Odebereme 170 ul z (A): a ptidame je ke 340 ul 1% BSA v PBST.

1:450 (C): Odebereme 170 ul z (B): a pfidame je ke 340 ul 1% BSA v PBST.

Do jamek pipetujeme 100 ul zfedéného vzorku a nechame 60 minut inkubovat pii

laboratorni teploté. Poté 4x promyjeme 200 ul PBST roztoku.

Pipetujeme do jamek nésledujicim zpisobem:

Tab. 2: 96 jamkova mikrotitracni desti¢ka se zndzornénim napipetovanych koncentraci vzorkl

1 2 3x |4 5 6x |7 8 9x |10 11 12 x

1:50 1:150 1:450 1:50

1:150

1:450

1:50 | ST

1:150

1:450

blank

T Q| m | g Q) W o>
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Vzorky: &. 515 (jamky A1-9), & 534 (B1-9), &. 535 (C1-9), &. 538 (D1-9), &. 571 (E1-9),
& 634 (F1-9), & 680 (G1-9), & 714 (H1-9), &. 730 (A10-12, B10-12, C10-12).

- Jako standard (kontrolni vzorek) pouZzijeme plazmu zdravého jedince
- Jako blank pouzijeme 1% BSA v PBST

- Jamky oznacené ktizkem (3, 6, 9, 12) nejsou potazeny antigenem

b) Inkubace sekundérni protilatky

Jako sekundarni protilatku pouzivame anti-human HRP 1:2 s glycerolem, je tedy
tfeba spocitat, kolik ji budeme potiebovat. Koncetrace bude 1: 15 000 v 1% BSA v PBST
a do kazdé jamky ptidavame 100 ul sekundarni protilatky. Budeme tedy pipetovat 4 ul
protilatky na 30 ml 1% BSA v PBST. Piikryjeme a nechdme inkubovat 30 minut v
laboratorni teploté a poté 4x promyjeme 200 ul PBST.

c) Pridani substratu

Po promyti a fddném vyklepnuti veSkeré tekutiny z jamek, je do kazdé jamky
pfidano 100 pl roztoku TMB a H,0,. Po napipetovani 1. jamky jsou zapnuty stopky na
15 min, aby v kazdé jamce byl roztok pfesn¢ stejnou dobu. Desku ptikryjeme tak, aby k

ni nepronikalo svétlo, a inkubujeme pii laboratorni teploté na tiepacce.

d) Zastaveni reakce

Reakci zastavime presné po uplynuti 15 min pfidanim 100 pul STOP roztoku do kazdé
jamky bez promyti. Snazime se dodrzovat stejnou rychlost a potadi jako pii pipetovani

TMB, aby v kazdé jamce probihala reakce stejné dlouho.

2. Vvhodnoceni testu

Vysledné hodnoty absorbance odecteme pii vlnové délce 450 nm a odecteme
interferujici hodnotu OD (opticka densita) pti vinové délce 620-690 nm (referencni filtr)

na spektrofotometru.

12.1 Vysledky

Vysledky experimentli jsou graficky znazornény v grafech v ptiloze (kapitola 15

Ptilohy) a jsou relativné vztazeny ke zdravému jedinci, tedy je to relativni pomér hladin
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autoprotilatek pacientdi s neurodegeneraci ku hladindm autoprotilatek nalezenych u
zdravych jedincl. ZvysSené hodnoty ukazuji na zvySené protilatky u pacientii s
autoprotilatek u pacientii, a naopak, ¢islo mensi nez jedna vyjadfuje snizenou hladinu
autoprotilatek u pacientt, hladiny autoprotilatek jsou stejné, pokud hodnoty odpovidaji
jedné. Grafy jsou vlastni prace vytvofend v programu GraphPad.

Kalibracni ktivka je uvedena pouze u proteinu tau 441, jiné autoprotilatky
potfebné ke kalibraci nebyly k dispozici. Ke kalibraci byly pouzity vyizolované
protilatky z IVIG.
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13 ZAVER

Z vySe uvedenych grafi je patrné, ze v plazmé pacienti s rlznymi
neurodegeneracemi byly detekovany protilatky proti vybranym antigentim (nejdelsi
forma proteinu tau, GFAP, S100b, TDP43, Nfl, a - synuklein. Dosud byly analyzovany
vzorky s AN, MKP a VD, pouze par vzorki ostatnich nemoci. Zde mizeme vyzdvihnout,
ze se nam povedlo detekovat protilatky pro TDP43, které v plazmé jesté nebyly popsany.

U prvniho grafu mizeme dobfe videt, Ze u vzorklt AN pacientli je pomér OD a
pruméru vysledkt namétenych hladin protilatek proti nejdel$i formé tau proteinu vyssi
nez jedna, coz odpovida vyssi hladiné autoprotilatek oproti zdravému jedinci. Také jsou u
AN zvySené hodnoty autoprotilatek proti antigenim GFAP, TDP - 43 a a - synukleinu,
vyrazn€ zvysSené jsou hladiny autoprotilatek proti S100b a Nfl.

Naproti tomu je u MKP vzorkl vidét, ze pomér OD a priméru vysledkl
naméfenych hladin protilatek proti nejdelsi formé tau proteinu je roven jedné, coz
znamena stejnou hladinu autoprotilatek jako u kontrolnich vzorki.

U vzorkii pozitivnich na vaskuldrni demenci vidime, Ze rozptyl vysledki je
pomérné velky a hodnoty se lisi. Autoprotilatky proti nejdelsi formé tau jsou zvysené,
autoprotilatky proti a-synukleinu jsou sniZzené, ostatni hladiny jsou stejné jako u
zdravého pacienta.

Cilem hledani autoprotilatek proti antigenim u neurodegenerativnich onemocnéni
je snaha nalézt urcity panel protilatek, ktery by ndm pomohl v diferencidlni diagnostice.
Z vyse uvedenych vysledkl je patrné, Ze je zapotiebi zanalyzovat vét§i mnozstvi vzorkd,
abychom mohli fici, které protilatky zvolit jako biomarkery.

Tato prace popisuje experimenty, které jsou soucasti projektu spolecnosti Vidia
spol. s.r.0, jejimz cilem je vytvofit diagnosticky kit pro rychlejsi a jednodussi diagnostiku
neurodegenerativnich onemocnéni. Uvedené vysledky jsou pouze predbézné, protoze
experimenty stale probihaji. V blizké dobé laboratotf planuje kompletaci nasbiranych
vzorkli a naslednou analyzu vSech pacientli pro mozné vyvozeni zavéra a statistické
vyhodnoceni nalezenych hladin autoprotildtek s cilem nalézt vzorec protilatek s

dostatecné vysokou specificitou a senzitivitou.
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Priloha A Graf ¢. 1 - Vysledky hladin autoprotilatek proti nejdelsi forme tau proteinu u

neurodegenerativnich onemocnéni
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Priloha B Graf ¢. 2 - Kalibracni krivka pro kvantifikaci autoprotilatek proti nejdelsi

formé tau proteinu.
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Priloha C Graf €. 3 - Vysledky hladin autoprotilatek proti GFAP u neurodegenerativnich

onemocnéni
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Priloha D Graf €. 4 - Vysledky hladin autoprotilatek proti S100b u neurodegenerativnich

onemocnénti.
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Priloha F Graf ¢. 6 - Vysledky hladin autoprotilatek proti Nfl u neurodegenerativnich

onemocnéni
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Priloha G Graf ¢. 7 - Vysledky hladin autoprotilatek proti a-synukleinu u

neurodegenerativnich onemocnéni

anti-o.-synuclein nAbs
3.0
2.5 T
A 207
S 15
S
= 1.0 T
5 %‘I‘ —
= 0.5 —
0.0 L
0.5
SELOSL
S QY
?\/




