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Abstrakt

Alzheimerova choroba je nevylécditelna, neurodegenerativni nemoc, majici za
nasledek ztratu paméti, zmény chovani a postupny vyvoj demence.
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1 Cile prace

1. Zavedeni metody stanoveni pfitomnosti vSech tfi biomarkerd v mozkomisnim
moku do rutinni laboratorni praxe. Vytvoreni standardniho operacniho postupu
vySetfeni.

Ovéreni analytickych znakl metody.
Na zakladé pozitivnich vysledkl detekovat nej¢astéjsi pfic¢iny onemocnéni.

4. Zhodnotit vysledky a porovnat s literaturou.
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2 Teoreticka cast

2.1 Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease — AD)

2.1.1 Obecna charakteristika nemoci

AD je neurodegenerativnhi onemocnéni, majici za nasledek zhorSeni pameéti,
zmény chovani a postupny vyvoj demence. (Yang Z. et al.,2012) Jedna se progresivni,
chronickou a i pfes neustaly vyzkum stale nelécitelnou nemoc. (Sharma V. et al., 2012)
Typicky vyskyt nemoci je nad 65 let. S prodluzovanim pramérné délky zivota, zejména
ve vyspélych statech svéta, jeji prevalence vyrazné narusta. (Vali§ M. et al., 2008)
Epidemiologické studie ukazuji, Zze AD je vedouci pfi€ina demenci, Citajici celosvétové
okolo 50% vsech pfipadl. (Dong S. et al., 2012) Nemoc se mUze vyvijet 8 az 20 let,
v zavislosti na Zivotnich podminkach a zdravotnim stavu postiZzeného. (Callone P.R. et
al.,2008) V soulasné dobé neni jednoznacné urena pfi¢ina vzniku Alzheimerovy
choroby, zfejmé se ale jedna o kombinaci zmén souvisejicich s vékem, genetickych
rizikovych faktort, prostfedi a Zivotniho stylu. (Krishnan. K.J. et al., 2012)

Z neuropatologickych nalezl je znam pribéh nemoci. Dostupna data svédc&i o tom, ze

vznik Alzheimerovy choroby je multifaktorialni.

2.1.2 Historie Alzheimerovy choroby

Jako prvni toto onemocnéni popsal Alois Alzheimer, to kdyZ v roce 1901 byla do
nemocnice ve Frankfurtu nad Mohanem pfijata se znamkami demence pani Augusta
D.. Alzheimer o ni referoval roku 1906 na 37. schlzi jihonémeckych psychiatri a
pfipad byl publikovan roku 1907. Prikopnické vyzkumy Aloise Alzheimera se zaméfily
na ¢asnou formu této demence (familiarni forma), ktera je vzacna, zacina ve stfednim
véku a rychle postupuje. A to z toho dlvodu, ze se lidé dfive nedozivali tak vysokého
véku, jak je tomu v soucasnosti, proto vétsina lidi zemfela dfive nez by se u nich mohla
projevit sporadicka forma nemoci, ktera zacina v pozdnim véku. (Koukolnik F. & Jirak
R., 1998; Bragdon A.D. & Gamon D., 2002)

V Alzheimerové zaznamu z roku 1907 je popisovana pfitomnost plaki a klubek
u jednoho pfipadu presenilni demence. Ve stejném roce Oskar Fischer nalezl
neuritické plaky ve 12 - ti pfipadech senilni demence. Alzheimer i Fischer shodné
nalezli hlavni patologické znaky choroby a na zakladé jejich objevu doSlo ke stanoveni
klinicko - patologickych rysi nemoci dnes znamé jako Alzheimerova choroba. Nemoc

byla pojmenovana jako Alzheimerova Emilem Kraepelinem, vedoucim Royal



Psychiatric Clinic v Mnichové, kde Alzheimer pracoval v letech 1903 az 1912. (Goedert
M., 2009)

2.1.3 Prvni pfiznaky

Rozpoznani pocCatkl nemoci nemusi byt snadné. Velmi Casto si postizeny
zacinajici problém nechce pfipustit. V tomto ohledu je velice dulezité okoli nemocného,
které si vétSinou vSimne, Ze néco neni v poradku. Dulezité je navstivit co nejdfive

Iékare, ktery ur€i spravnou diagnézu, aby byla zapo€ata v€asna IéCba.

v’ ztrata paméti (zejména kratkodobé; jde tedy spi$ o poruchy uceni a

zapamatovani si u¢eného)

v' problémy s vykonavanim béznych kazdodennich aktivit

v' poruchy jazykové funkce — zapominani slov a problémy s vyjadfovanim

v' dezorientace — v ¢ase i prostoru

v' zhors$ujici se schopnost Usudku, stale obtiznéj$i rozhodovani — neschopnost
racionalniho uvazovani

v' potize s abstraktnim myslenim

v' nespravné umistovani predmétl — neschopnost je pak najit

v' problémy pfi oblékani

v' zmény osobnosti, nalady a chovani

v’ ztrata zajmu o koniCky a zaméstnani

¥v' snizena iniciativa (Bragdon A.D. & Gamon D., 2002; internet 1)

2.1.4 Charakteristika patologie onemocnéni

Dosud neni zcela jasna pficina, ktera spousti rozvoj Alzheimerovy choroby, ale
dostupné nélezy a studie ukazuji, Ze mezi obecné pficiny spojené s AD patfi:
e genetika
e kardiovaskularni choroby
e autoimunitni porucha
e poranéni hlavy
e obecné uroven zivotniho stylu (toto ma mnoho faktort od stresu az po $patnou
zivotospravu).
e prostiedi

Pficina geneticka — u familiarni i sporadické formy AD.

e Sporadicka forma - P¥i€ina vzniku je stdle neznama, ovSem pravdépodobné

zahrnuje, jak polygenetické tak enviromentalni faktory. Zde je genetickym

Cinitelem apolipoprotein E (ApoE) - je predominantnim apolipoproteinem
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v centralni nervové soustavé (CNS) a je syntetizovan a sekretovan hlavné
astrocyty a mikrogliemi. ApoE ma stézejni roli v transportu lipidi mezi CNS
bunkami, v udrzeni lipidové homeostasy, opravé poskozeni neuronu, udrzeni
synaptickych spojeni a odklizeni toxind. ApoE €4: hlavni gen pro sporadickou
AD. Existuji 3 rizné isoformy lidského ApoE — €2, €3, €4, kddované rlznymi
alelami (2,3,4). ApoE hraje hlavni roli v intracelularni B - amyloidni
clearence mozku. OvSéem ApoE ¢4 alela ma negativni vliv na B - amyloidni
clearence, toto pfispiva k agregaci peptidovych fragmentd a tim k tvorbé
amyloidnich plakd. Sporadicka AD je asociovana se snizenim rychlosti 8 -
amyloidni clearence z CNS. ApoEe4 slouzi také k transportu cholesterolu, ktery
je jednim z moznych rizikovych faktor(l vzniku nemoci. Osoba ktera ma jednu
kopii €4 trpici traumatickym poSkozenim mozku ma relativni riziko demence
zvySené minimalné 10krat. (Dong S. et al., 2012; Vanltallie T.B., 2013; Tan Z.S.
et al., 2003)

e Familiarni forma (FAD): 5 — 10% vSech pfipadu tohoto onemocnéni.

0 s Casnym zagatkem — do 60.roku Zivota
0 s pozdnim zacatkem — po 60. roce Zivota (Koudelkova M., 2010)
Tato forma zahrnuje vice genetickych Cinitel( a témi jsou:

o Amyloidni prekurzorovy protein (APP) — zde je pfi€¢inou AD mutace genu
kédujiciho tento protein. Tato mutace vede k sestfihu APP v B - misté
pomoci B — sekretasy(EC 3.4.23.46), tento sestfih ma za nasledek
tvorbu depozit AB.

o0 Presenilin (PS) — existuji dva PS geny (PS1, PS2). PS, nicastrin, aph - 1
a pen - 2 tvori aktivni y - sekretasovy komplex, kde PS tvofi katalytické
jadro komplexu. PS1 mutace je nejbéznéjSi geneticka pficina ¢asného
pocatku familiarni AD (FAD). PS geny kotvi okolo 90% identifikovanych
FAD mutaci. Bylo popsano vice nez 100 PS1 mutaci. Nékteré z nich
jsou asociovany s velmi ¢asnym pocatkem (pfed 30 rokem Zzivota)
poklesu. Mnoho PS1 mutaci vede k narlistu produkce vice toxického
AB42 peptidu. Bézna amyloidni hypotéza pfedpoklada, ze deposita AR
peptidu, specialné, vice hydrofobni a agregace - nachylna ABR42 iniciuje
patogenni kaskadu vedouci k neurodegeneraci znamé u AD. Toto je
tedy toxicky pfispévek funkce PS v iniciaci neurodegenerace AD. (Dong
S.etal., 2012)

e Autoimunitni hypotéza — bufky imunitniho systému uto&i na neurony po

poSkozeni hematoencefalické bariéry (Blood Brain Barier — BBB). BBB muze

byt poskozena dvéma dulezitymi rizikovymi faktory, které vedou k AD:
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kardiovaskularni nemoci (ateroskleréza, hypertenze, urazy, traumatické
poSkozeni mozku) a genetika, kde mutace APP genu vede k AB nadprodukci
majici za nasledek akumulaci nejen v mozku, ale i na sténach mozkovych
krevnich cév s naslednou BBB poruchou. (Arshavsky Y.l., 2006)

0 zanét — esencialni Casti AD patogeneze je zanétlivy proces vyvolany
amyloidnimi depozity. Tento proces je charakterizovan astrogliésou
(abnormalni zvySeni mnozstvi astrocytt zplsobené destrukci blizkych
neuronud, nasledkem ischémie, traumatu, infekce nebo autoimunity),
mikrogliésou (nahromadéni mikroglii v mozku jako odpovéd na ischémii
nebo infekci), zvySenim hladin cytokinl a zménami v akutni fazi
proteint. (Sharma V. et al., 2012; Arshavsky Y.l., 2006)

o0 Cytostukturalni zmény u AD jsou zpusobeny tfemi mechanismy, které
vysvétluji podil imunitniho procesu ve vyvoji symptomd nemoci. Témi
jsou:

a) abnormalni autoimunitni reakce namifena vici komponentam
mozkove tkané

b) lokalni imunitni reakce zpusobena poSkozenim mozkové
tkané; tyto normalni imunitni reakce jsou lokalné zesileny v mozkové
tkani, coz vede k dalSimu strukturalnimu a funkénimu poskozeni CNS

¢) naruSeni imunocytokinové sekrece (nadmérna sekrece a
ukladani INF-y, TNF, IL-1, IL-2, IL-6 nalezené v okoli AB). Amyloidni
depozita jsou primarni faktor, ktery spousti lokalni zanét. (Sharma V. et
al., 2012)

Hlavni neuropatologické znamky AD jsou pfitomnost extracelularnich
amyloidnich plak, které jsou slozeny z amyloidu beta 40 a 42 (AR40; Ap42), kde ABR42
tvofi dominantni &ast amyloidnich depozit a intracelularni neurofibrilarni klubka (NFT —
neurofibrillary tangles), ktera jsou sloZzena z hyperfosforylovaného proteinu tau. (Anoop
A. et al., 2010; Capule Ch.C.& Yang J., 2012) Dochazi ke ztraté cholinergnich neuronu
a synapsi v mozku, tato neuronalni smrt je pfevazné pfitomna v celém bazalnim
pfednim mozku, amygdale, hipokampu a kortikalni oblasti. (Borlongan C. V., 2012)
Abnormality v synapsich u AD mozkové tkané byly zaznamenany jiz vice nez pfed 40 -
ti lety (Gonates N.K. et al., 1967). Dochazi k poSkozeni az 45 — ti% synaptickych spoju
u AD pacientd ve srovnani se zdravymi jedinci. Tyto synaptické zmény byly nalezeny
specialné v neokortexu a hipokampu. Ztrata téchto dilezitych spoju odpovédnych za
neuronalni komunikaci mize pfedstavovat hlavni morfologické zmény pfimo spojené

s kognitivnim zhorSenim u AD pacientu. (Pozueta J. et al., 2012) Tyto procesy postihuji
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zprvu tedy tzv. cholinergni systém. Na pfenosu nervovych vzrucht v tomto systému se
podili neuropfenasec¢ acetylcholin, ktery je dllezitym Cinitelem v zachovani kognitivnich

funkci, pozornosti, paméti a schopnosti uceni.

Predpoklada se, Zze do urCité miry je mozek schopen tento toxicky proces
kompenzovat, toto mlze trvat i 10 az 15 let do vypuknuti klinickych symptomd.
Z tohoto dlvodu jsou proteiny zapojené v patogenezi AD slibnymi biomarkery

v identifikaci Gasnych pocatku choroby. (Baron R., et al., 2007)

V patologické kaskadé AD jsou stéZejni tyto proteiny:

2.1.4.1 Amyloidovy prekurzorovy protein (APP)

APP je zakladni membranovy glykoprotein exprimovany v mozku a CNS. Jeho
fyziologickou funkci je regulovat synaptické funkce a neuronalni aktivitu.

Podstupuje sekvenéni proteolytické stépeni dvéma cestami: a cestou a 3 cestou
(obr.1). U zdravého Clovéka je APP S§tépen prevazné enzymem a — sekretasou (EC
3.4.24.81), ta odstépuje extracelularni fragmenty o délce 1 - 39 aminokyselin (AMK —
aminokyselina). a - sekretasovy sestfih je APP neamyloidogenni. U Alzheimerovy
choroby je APP §tépen pfevazné 3 — sekretasou a nasledné y — sekretasou blize
N - terminalniho konce. Tyto enzymy ods$tépuji delSi fragmenty B - peptidu o 40 - 43
aminokyselinach. B - sekretasova (BACE1) cesta tedy vede k tvorbé AB depozit, kde
AB42 je dominantni komponentou plakl pozorovanych u AD pacientl. 42 AMK dlouha
ApB isoforma (AB42) je vysoce hydrofobni a tvofi oligomery a fibrily, ktera se akumuluji
jako extracelularni plaky.

Patologicka funkce APP spociva v jeho amyloidogenim procesu. Bylo
rozpoznano mnoho APP mutaci zpusobujicich autosomalné dominantni ¢asny pocatek
AD. (Dong S. et al., 2012; Zeman M. & Jirak R., 2012; Anoop A. et al., 2010)

OLIGOMERY
SAPP_B DIMER &
SEKRETASA MONOMER
= o sTKRETASA P (RUZNA DELKA)
\ ,
LUMEN Y—SEKRETAS &— Y- SEKRETASA
MEMBRANA .
I U U | I
CYTOSOL  aicD APP APP APP AICD
a- CTF B- CTF
< NEAMYLOIDOGENNT | [ AMYLOIDOGENN] >
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Obr. 1 Proteolytické stépeni APP.

V B cesté je APP zpocCatku sestfizeno B - sekretasou k uvolnéni sAPPB (solubilni
APPB) do extracelularniho prostoru a uvnitf membrany zistava 99 - amino kyselin
dlouhy C - terminalini fragment (CTF - 99). CTF - 99 je postupné zpracovan y — sek-
retasou za uvolnéni AR a APP intracelularni C - terminalni domény (AICD). V a cesté je
APP $tépen nejdfive a - sekretasou za nasledného uvolnéni sAPPa, a poté y — sekre-
tasou za ods$tépeni neamyloidogenniho fragmentu AR zvaného P3. (Dong S. et al.,
2012; Fagan A.M. & Perrin R.J.)

2.1.4.2 Amyloid beta (AB)

AB je hlavnim ¢initelem a iniciaCnim faktorem patofyziologie nemoci. Akumulace
AB je pfitomna i u kognitivné nepostizenych starych lidi. Nalezy soucasnych studii
postuluji, Z2e AB depozita u starSich lidi bez demence mohou mit vliv na Siroky
strukturalni systém, ackoli neni jasné, zda lidé s vysSi Urovni AB budou progredovat do
AD. Jsou tedy nutné dalsi studie odhalujici efekt vysSich hodnot $ - amyloidu
pozorovanych u normalniho starnuti. (Oh H. et al., 2011)

AB je produktem S&tépeni APP. Mezi zdroje AB patfi krevni destiCky, kozni
fibroblasty a je také produkovan nervovymi bunfikami mozku. O 12 hodin pozdéji je
z mozku sekretovan do CSF, poté o 24 hodin pozdéji prechazi pfes hemato-
encefalickou bariéru do krve (AR clearence). Finalni degradace probiha
v retikuloendoteliarnim systému. (Shoji M., 2012; Seman P. & Seman N., 2011)

Poté co je AB syntetizovan bunkami mozku je jeho molekula flexibilni a
neslozena. Plsobenim riiznych faktort se AB slozi do tvaru, ktery je znam jako
B - skladany vzor. AB molekula se paruje s dalSimi AR molekulami a vytvafi dimery,
trimetry a multimery (bud v neposkladané nebo poskladané formé) nebo oligomerni
shluky.(Seman P. & Seman N., 2011) Tyto oligomery jsou velmi neurotoxické.
Oligomery puUsobi jako patogenni ligandy, které se pfipojuji na synapse a poskozuji
neurony. Dusledkem je Fada neurodegenerativnich procesl, jako je inhibice
dlouhodobé potenciace, oxida¢ni stres, podkozeni synapsi a také hyperfosforylace
intraneuronalniho tau proteinu. V lidském mozku jsou ve velmi asném stadiu AD
oligomery beta akumulovany okolo neuronu. (Pozueta J. et al., 2012) Dalsi AB
molekuly se pfipojuji jedna k druhé, agreguji a tvofi AB fibrily a nakonec plaky.
Amyloidni plaky - depozita byla nalezena vné nervovych bunék (neuront). (Woo H. et
al., 2011) Molekula AB42 ma pfirozeny sklon vytvaret pary s dalSimi AR molekulami.
Tento parovaci proces zacina uvnitf lidskych neurond. Plasobeni AR na nervové
membrany zpUsobuje otevieni kalciovych iontovych kanald s korespondujicim

posSkozenim neuronu, poskozenim elektrického potencialu (zfejmé souvisi s paméti) a
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snizenim synaptickych spint v nékterych mozkovych oblastech. (Seman P. & Seman
N., 2011)

AB je tedy schopen pfijmout mnoho rliznych agregacénich forem zahrnujicich
amyloidni fibrila, pravé tak jako nefibrilarni struktury (solubilni AB42 oligomery). Neni

dobfe znamo, ktery z AB42 forem je nejvice odpovédny za AD. (Bartl J. et al., 2013)

2.1.5.3 Tau protein

Tau protein je intracelularni protein, ktery je syntetizovan uvnitf neurond a
lokalizovan v axonech, kde poskytuje stabilitu a komplexnost mikrotubuld v neuronech
a ma dulezitou funkci v axonalnim transportu. U normalnich jedincl je pfitomna pouze
nizka koncentrace tau proteinu v mozkomisnim moku (cerebrospinal fluid — CSF).
Funkce tau proteinu je Uzce regulovana mnozstvim post-translaénich modifikaci
zahrnujicich fosforylaci serinovych a threoninovych rezidui. (Koudelkova M., 2009;
Anoop A. et al., 2010)

2.1.4.4 PHOSPHO-TAU protein (p-tau)

Béhem AD progrese je tau protein hyperfosforylovan a postupné disociuje
z mikrotubuld a vytvarfi dvojice spiralovych (helikalnich) filament, ktera vytvareji
intracelularni neurofibrilarni klubka (NFT). Vysledkem je zanik neurond a vznik
demence. Tento fosforylovany tau protein => phospho - tau, je dal§im ze specifickych
markeru detekovatelnych u AD. (Koudelkova M., 2009; Anoop A. et al., 2010)
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Obr.2: Patologicka kaskada Alzheimerovy choroby.

Proteolyticky sestfih APP nejprve B - sekretasou nasledovan y - sekretasou produkuje
AB42 a dalsi kratké AR fragmenty. Nasledna agregace AB42 ma za nasledek tvorbu
oligomer a amyloidnich vlaken. Amyloidni vlakna jsou posléze ukladana jako senilni
plaky. Toxicita oligomerti a amyloidnich fibril vede ke kaskadé tau - hyperfosforylace,
tau protein je plvodné vazan na mikrotubulech, kterym poskytuje stabilitu. Po
hyperfosforylaci tau protein disociuje z mikrotubulll a agreguje do NFT, coz nasledné
zpUsobuje zvyseni cytoskeletarni flexibility a neuronalni smrt (obr.2). (Anoop A. et al.,
2010)

2.1.5 Rizikové faktory

Vyskyt demenci b&éhem 20 - ti let sledovani byl vyznamné predikovan vysokym
vékem, nizkou vzdélanosti (<10 let), hypertenzi, hypercholesterolémii a obezitou.
ZvySeny systolicky krevni tlak a vysoka koncentrace cholesterolu v séru a specialné
kombinace téchto rizik ve stfednim véku zvysuje riziko AD v pozdnim véku. Hypertenze
a diabetes byly pozitivné asociovany s kognitivnim poklesem v 6 let trvajici studii,

zaméfené na populaci v pozdnim stfednim véku. (Stefanova E. et al., 2012)

v vék - Jeden ze zéakladnich faktord. U lidi pred 60 - tym rokem se s nemoci
setkavame spiSe vzacné. U lidi nad 85 let trpi chorobou kazdy paty.

v' pohlavi - V tomto ohledu jsou Zeny ohrozeny o trochu vice nez muzi, za coz jsou
zodpovédné nejspiSe hormony nebo obecné delSi primérna délka zivota. StarSi
zeny po menopauze, které uz nemaji ochranny ucinek estrogenu maiji vysSsi riziko
AD. (Wang K. et al., 2012). Védci dokazali, ze zeny které uzivaji hormon estrogen
jsou vystaveny mensimu riziku Alzheimerovy nemoci €i jinych demenci.

v' genetické predpoklady - Také ovliviiuji vyskyt AD. U blizkych pfibuznych (rodice,
déti, sourozenci) je vyskyt 3 — 4x vétdi, ovSem je o mnoho slabSim rizikovym
faktorem nez je vék! Geny hraji daleko vyznamnéjsi roli u malého procenta lidi,
ktefi trpi formou nemoci s €asnym zacatkem. Tato nemoc se vyskytuje v rodinné
anamnéze u 40 - ti% postizenych, ovSem tento proces je velmi vzacny! (Bragdon
A.D. & Gamon D., 2002)

v' vzdélani - Podle vysledkl mnoha studii ¢lovék, ktery je ve vzdélavacim procesu
vice nez 10 let ma 4x nizsi pravdépodobnost vyskytu AD.

v' koufreni - Studie prokazuiji, Ze koureni pfinasi vyssi riziko vzniku demence.

v' alkohol - Dlouhodoba konzumace vétSiho mnozstvi alkoholu s sebou pfinasi vétsi
riziko onemocnéni. VSechny vyzkumy publikované béhem poslednich 10 - ti let

naznacuiji, ze lehké uzivani alkoholu m(ize byt asociovano s redukci rizika
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u nespecificky se vyskytujicich demenci a AD. Miré pozivani alkoholu (hlavné
vino — Cervené - antioxidacni efekt polyfenold hojnych ve viné) naopak chrani vici
demenci cestou snizeni vaskularnich rizikovych faktor(. Vino méa také protektivni
efekt vuci Skodlivym ucinkdm koufeni. (Panza F. et al., 2012

hypertenze — V patogenezi nemoci je dulezita hypertenze. U AD se objevuji
mikrovaskularni patologické zmény. (Tariska P. et al., 1997)

celkovy cholesterol - Celkovy cholesterol v séru byl spojen s nartustem rizika AD,
dokonce mirné zvySena hladina cholesterolu. (Stefanova E. et al.,, 2012)
Cholesterol vede kbunécné inhibici a - sekretasy, ktera je zodpovédna za
neamyloidogenni $tépeni APP, tim zplsobuje zvySeni AR tvorby cestou aktivace 3
- a y - sekretas. Naopak snizeni hladiny cholesterolu ma za nasledek snizeni AR
tvorby. Tyto nalezy ukazuji, Ze hypercholesterolémie zplsobuje zvySeni rizika
AD.(Umeda T. et al., 2012)

hyperhomocysteinémie (HHcy) - Homocystein je meziprodukt methioninového
cyklu. Jeho tvorba vyzaduje pfitomnost folatd a vitaminu B. Ackoli neni pIné
prostudovana biologicka asociace mezi HHcy a AD, existuje mnoho moznych
mechanisml. Tyto mechanismy zahrnuji mikrovaskularni poskozeni, oxidativni
stres a také pfimé zmény v metabolické cesté APP. Sou€asné studie potvrzuji, Ze
HHcy navozuje AB navySeni a kognitivni deficit. Naopak sniZeni hladiny HHcy
ZlepSuje nékteré dulezité AD neuropatologické rysy jako je kognitivni deficit,
hladinu AB depozit v mozku a oxidativni stres u zvifecich modelu. (Zhuo J. &
Pratico D., 2010)

diabetes mellitus - Hyperglykémie sniZuje aktivitu mitochondrialniho komplexu |
inzulinovou resistenci, ktera je asociovana s diabetem Il.typu. Inhibice komplexu |
vytvari enviromentalni oxidativni stres, ktery nakonec vede k agregaci 8 - proteinu
s naslednou neuronalni smrti. (Dominguez R.O. et al., 2012) Biochemicka analyza
podporuje vztah mezi AD a inzulinovou dysfunkci. Poskozena inzulinova odpovéd
v mozku, ktera muze urychlit tvorbu neurofibrilarnich klubek je asociovana se
zvySenym rizikem AD u pacientl s diabetem Il.typu. (Wang K. et al., 2012) Dal§im
faktorem puUsobicim v patogenezi AD je dysregulace metabolismu glukdsy v mozku.
Normalni metabolismus glukdsy v mozku je nezbytny pro zajisténi kognitivnich
funkci. (Zeman M. & Jirdk R., 2012)

poranéni hlavy - V anamnéze pacientd s AD se poranéni hlavy vyskytuje 2x
Castéji. Za poranéni hlavy se povazuje takové zranéni, pfi kterém dojde ke ztraté
paméti nebo posttraumatické amnézii trvajici vice nez 30 minut. Nejvice jsou

ohrozeny skupiny lidi, ktefi jsou €asto vystaveni podkozeni hlavy, témi jsou napf.
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boxefi, fotbalovi hradi, tito lidé maji zvySené riziko demence, kognitivnhiho zhoreni
v pozdé&jsim véku a vyskyt tau klubek pfi autopsii. (Thies W. & Bleiler L., 2012)

v" volné radikaly — Toxické slouceniny, které ni¢i mozkovou tkan. Po poranéni maze
mozek produkovat vysoce reaktivni molekuly vodiku, kysliku a Zeleza
s nesparovanymi elektrony, tedy volné radikaly. Radikaly prodéravi bunéénou
membranu, nacez z buriky uniknou latky nezbytné pro pfeZiti a vniknou do ni
toxiny. Za pfi¢inu zvySeni produkce volnych radikalt, ktera vede ke zvySeni
oxida¢niho poskozeni mozkové tkané je povazovano i samotné starnuti. (Bragdon
A.D. & Gamon D., 2002)

v deprese - Starsi lidé s depresi maji 3 - 4x vétsi riziko propuknuti demence.

v’ stres — Stresovy hormon kortizol je latka toxickd pro mozek. Kortizol snizuje
energetické zasobeni mozku glukésou, toto vyvolava vnitfni zmatenost a potize
s kratkodobou paméti. Vysoké hladiny kortizolu vyvolané v dusledku dlouhodobého
stresu mohou mozkové burky zahubit tim, Ze podporuji produkci volnych radikald.
(Bragdon A.D. & Gamon D., 2002)

v' obezita - Jak vysoka tak i nizkd hodnota BMI (Body mass index) je spojena
s kognitivnim zhorSenim a demenci, zahrnujici také AD. Vysoka hodnota BMI ve
stfednim véku je rizikovym faktorem AD, naopak vysoka BMI hodnota v pozdé&jSim
véku ma protektivni efekt. (Vidoni E.D. et al., 2011)

2.1.6 Stadia nemoci

Rozliseni od pfiznakli doprovazejicich klinicky normaini starnuti nemusi byt
zpocCatku jednoduché. Neni totiz jasné, jak dlouho trva preklinické stadium nemoci,
které zahrnuje vyvoj choroby do prvnich klinickych pfiznakd a je pravdépodobné, ze

trva nejméné nékolik let.

Mild cognitive impairtmnet (MCI)

Jedna se o prodromalni (obdobi bez klinickych pfiznakl) drovenn AD. MCI tedy
pfedstavuje stadium mezi kognitivnimi zménami normalniho starnuti a demenci.
Stanoveni MCI je dulezité, protoze predstavuje vysoké riziko vyvoje demence. Tito
jedinci nevykazuji obvykle pfijata kritéria demence. Zde se silné uplatriuje stanoveni
biomarkerd z CSF (B - amyloid, tau, p - tau), které jsou vysoce sensitivni pro
diagnostiku AD, ale i pfedpovédi po¢atku AD z MCI. (Shoji M., 2012; Shoji M., 2011;
Geda Y.E., 2012)

Prvni stadium (mirna forma) — trva dva az étyfi roky

Druhé stadium (stfedné tézka forma) — trva od dvou do deseti let
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Treti stadium (tézka forma) — trva jeden az tfi roky

V konecnych stadiich Alzheimerovy choroby jiZz destruktivni proces v mozku znicil
prakticky vSechny nervové bunky mozkové hemisféry kromé té €asti mozkové kiry,

ktera Fidi motorickou ¢innost a zrak. (Callone P.R. et al.,2008)

2.1.7 Diagnostika

Definitivni diagnéza AD vyZaduje post - mortem identifikaci pfitomnosti dvou
znamek mozkovych lézi — extracelularni depozita AB peptidu (amyloidni plaky) a
intraneuronalni akumulace hyperfosforylovaného tau proteinu (neuronalni klubka).
Klinicka diagnéza AD béhem Zivota je zaloZena na smérnicich ustanovenych v roce
1984 the National Institute of Neurological Disorders and Stroke - Alzheimer’'s Disease
and Related Disorders Association (NINCDS - ADRDA), ktera déli diagndézu na
pravdépodobnou, moznou, nepravdépodobnou a jistou. Vroce 2007 postulovala
skupina védcl vedena profesorem Duboisem nova kritéria diagnostiky Alzheimerovy
choroby, vychazejici z biologickych markerll této nemoci. Diagndéza Alzheimerovy
nemoci je ¢asto velmi komplexni otazkou. (Fagan A.M. & Perrin R.J., 2012; Giorgio A.
& De Stefano N., 2013; Jirak R., 2011)

2.1.7.1 Hlavni diagnosticka kritéria NINCDS-ADRDA:

A. PFitomnost ¢asného a signifikantniho naruseni paméti.

Podporujici nalezy (ke kritériim pfipojeny pozdéji):

B. PFitomnost medialni temporalni atrofie.

C. Abnormalni biomarkery v CSF.

D. Specificky nalez funkéniho zobrazeni metodou PET(pozitronova emisni tomografie)
E

. Prikaz autosomalné dominantnich mutaci v rodiné vztahujici se k Alzheimerové
chorobé. (Jirak R., 2011)

e Pravdépodobna Alzheimerova choroba: je potvrzena demence klinickym

i neuropsychologickym testovanim. Porucha kognitivnich funkci je
progredientni a je pfitomna ve dvou ¢i vice oblastech kognice. Zacatek
klinickych pfiznakud je mezi 40 — 90 - tym rokem zivota. Nesmi byt pfitomna

jina porucha, ktera vede ke vzniku demence.

e MoZna Alzheimerova choroba: je pfitomen syndrom demence s atypickym

zaCatkem, klinickym obrazem nebo progresi bez znamé etiologie, ale neni

pfitomno onemocnéni, kterym by bylo mozné demenci vysvétlit.
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o Nepravdépodobna Alzheimerova choroba: u pacienta je pfitomen syndrom

demence s nahlym zacatkem, fokalni neurologické pfiznaky nebo zachvaty

¢i poruchy chuize ¢asné v priibéhu choroby.

o Jistd Alzheimerova choroba: pacient splfuje kritéria pro pravdépodobnou

AD a je podan histopatologicky dukaz biopsii nebo autopsii. (Jirak R., 2011)

2.1.7.2 VySetreni pacienta

Pacienti podstupuji fadu vysetfeni jako jsou psychometrické testy a také MRI
(magneticka resonance) — odhalujici lehkou hipokampalni atrofii. Atrofie hipokampu je
prokazatelna jiz nékolik let pfed poCatkem demence a mulzZe byt prognostickym
faktorem pro pfechod MCI do demence.( Geda Y.E., 2012)

Soucasné pokroky v zobrazovacich technikach poskytuji strukturu a fyziologii
mozku AD jedincl, ovdem biomarkery zalozené na CSF reprezentuji pfimé a nejvice
vhodné poznatky ve studiu progrese nemoci. Biomarkery jsou uzite€né v detekci
preklinickych pfiznakl, pravé tak jako symptomatickych stadii AD. Klinické symptomy
AD jsou diagnostikovany ve star§im véku. Degenerativni proces pravdépodobné
zaCina mnoho let pfed klinickym poCatkem nemoci. Biomarkery jsou esencialni ¢asti
IéEby nemoci a jsou nezbytné pro diagndézu, monitoring progrese nemoci, detekce
C¢asného pocatku nemoci, sledovani terapeutického efektu, tedy vyvarovani chybného

stanoveni diagnézy nemoci. (Anoop A. et al., 2010)

2.1.7.3 VySetfeni mozkomisniho moku — biomarkery AD : | beta amyloid, 1 tau
protein, 7 p - tau

Vysetfeni AD biomarkeru patfi do oblasti specialni likvorologie. V ramci pfipadné
SirSi diferencialni diagnostiky je velmi pfinosné mozkomisni mok pfed vySetfenim AD

biomarker( podrobit i zakladnimu vySetreni:

1. ureni permeability hematoencefalické bariery, pfedevSim vypocltem
albuminového kvocientu

2. stanoveni koncentrace glukésy a laktatu vlikvoru a v krvi a vypocteni
koeficientu energetické bilance

3. stanoveni bunécnosti a zhodnoceni cytologického obrazu likvoru

Dale rozSitenému zakladnimu vySetfeni (vySetfeni imunoglobulind s vypoétem

intratekalni syntézy imunoglobulinl, vysetfeni zanétlivych a destrukénich parametru,
vySetfeni komplementu) k odhaleni jinych pFi¢in demence.

Poté nastupuje specialni likvoroligie do které zahrnujeme i vySetfeni tripletu.

Abnormalni vysledky mohou pfedchazet klinickou manifestaci onemocnéni o 1 - 2 roky,

a tim by mohla byt zapocata v€asna terapie. (Koudelkova M., 2010)
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2.1.8 Terapie

Jedny z hlavnich lékl jsou kognitiva, ktera v pocateCnich stadiich nemoci
zlepSuji takzvané kognitivni funkce (mySleni, pamét ¢&i orientaci). Pomahaji v mozku
zabranit odbouravani potfebného acetylcholinu (nutny pro pfenos nervovych signalu).
Inhibitory acetylcholinesterasy (EC 3.1.1.7) donepezil, galantamin, rivastigmin,

u kterych byl dokazan ucinek v obdobi mirné, stfedné pokrocilé i t&éZké demence.

DalSimi vyuzZivanymi Iéky jsou hypnotika (pro poruchy spanku), neuroleptika
(pro odstranéni agresivity a neklidu), antidepresiva (zmirfiuji deprese) a anxiolytika
(utlumuji uzkost).

Nefarmakologické intervence - postupy uréené ke zlepSeni kognitivnich funkci
— napf. kognitivni stimulace &i kognitivni trénink (Casto ve skupiné) zaméfené na
multikomponentni ovlivnéni (pozornost, pamét, orientace, jazyk).

Samoziejmé neustale dochazi k pokusim vyvijet mnoho novych latek s tera-
peutickym Gc¢inkem mezi které patfi napf. AR vakcina nebo y - sekretasovy inhibitor,

dokonce i mnoha sméry probihajici vyzkum kmenovych bunék. (internet 2, 3)
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3 Prakticka cast

3.1 Biologicky material

Biologicky materidl pouZity pfi analyze je mozkomidni mok. PF¥i zpracovani
biologického materialu je dulezita preanalyticka faze, ktera muze znacné ovlivnit
vysledek vySetfeni. Mezi preanalytické postupy patfi operace od Zadosti o analyzu az
po zahajeni analyzovani vzorku, coz zahrnuje pfipravu nemocného na odbér, odbér

materialu, jeho uchovavani a transport do laboratofe. (Koudelkova M., 2009)

3.1.1 Likvor (mozkomisni mok-cerebrospinal fluid-CSF)

CSF je pruhledna télni tekutina, ktera obklopuje subarachnoidalni prostor a
ventrikularni systém v okoli mozku. CSF plsobi jako kapalny ,polstar“ poskytujici
zakladni mechanickou a imunologickou ochranu mozku uvnitf lebky.

Ziskava se cestou lumbalni punkce. Odbér malého mnozstvi mozkomisniho
moku z patefniho kanalu v oblasti bederni patefe. Ackoliv lumbalni punkce je invazivni
a pro pacienta bolestiva, CSF je nejvice informativni kapalny biomarker zkoumany
v prognéze neurodegenerativnich chorob. ldealni biomarker by mél byt vysoce
specificky a mél by odrazet stupen odpovédi na I1éEbu a pfedpovidat pfesné priibéh
nemoci.

Proteiny které pfimo odrazi specifické aktivity mozku difunduji do CSF Iépe nez
do jinych tekutin. Tyto proteiny a metabolity mohou slouZit jako vyborny biomarker pro
AD. Jako €asny informacni zdroj vyvoje AD, napi MCI, kde spravna diagnoza je
stézZejni. (Anoop A. et al., 2010)

3.1.2 Odbér, skladovani a transport CSF

Pacient by mél podstoupit lumbalni punkci rano, po celono¢nim pustu. Lumbalni
punkce by méla byt provadéna na urovni L3/L4 nebo L4/L5 (bederni obratle - vertebrae
lumbales, L1-L5). Odebira se nejméné 4 ml CSF do polypropylénovych zkumavek.

Vzorky CSF by nemély byt déle nez 4 hodiny pfi 4 — 20 - ti °C pfed tvorbou
alikvotd. Vzorky skladujeme pfi -80 °C az do testovani. Je tfeba vyhnout se
rozmrazovani vzork(l, opakované mrznuti/tani ma za nasledek chybné hodnoty
koncentrace.

Po odebrani by mél nasledovat co nejrychlejSi transport do laboratofe,

transportuje se na chladu.

3.1.3 Vybér skupiny pacient

Pacienti jsou vybirani na zakladé diagn6ézy. Pro vybér diagnézy bylo potieba
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nastudovat literaturu o tomto typu onemocnéni a vybrat klinické pfiznaky pacientu, na
zakladé kterych jsou formulovany diagnézy. Na zakladé dat byla vybrana skupina
diagnéz, které se spojuji s danym onemocnénim nejCastéji nebo jsou pro né&j pfimo
typické. Veskeré informace o pacientech jsou ziskavany z LISu (laboratorni informacni

systém) nazyvaného OpenLims a z nemocni¢niho informacéniho systému MEDEA.

Pocdet vzorkll v mérenich:

1., 3., 4. méfeni — 34 vzorkl pro phospho - tau protein a A; 36 vzork(l pro tau protein
2.méfeni — 28 vzorku pro phospho - tau a AB; 30 vzork({l pro tau protein
Celkovy pocet zméfenych pacientl : 138

Tab. 1 Diagnézy méfrenych pacientu:

G629 |Polyneuropatie NS Reg |Neznamé a neurcené priciny

nemochnosti
164  |Cévni mozkové pfihoda |G98 j:’i'n“a‘*m'”””"hy NS nezafazené
G98 Jiné poruchy NS M5312 Eer_\_llkobrachlalnl syndrom, kréni
rajina
G20 Parkinsonova choroba FO3 Neuréena demence
G35 Roztrousena skleréza D470 Noyo@varynnejlst. a nezn. chovani
z histiocytll a kmen. burniek
R51 |Bolest hlavy NS G448 ;’I'I';sy'"ce“e syndromy bolesti
A692 [Lymeska nemoc R55 Mdloba-synkopa, zhrouceni
G510 |Bellova obrna D860 |Sarkoidéza plic
G511 One'mocnenl Iur!lbal. aj. M5446 Lur_r]bago s ischiasem, bederni
meziobratl. plotének krajina
G959 |Nemoci michy NS 2501 [Jina fyzikalni Ié¢ba
E889 |Poruchy metabolismu NS | G430 |Migréna bez aury
1693 .Nasledky mozkového G969 Porucha cervikalni nervové
infarktu soustavy NS

Neurceny diabetes mellitus s

1672 | Mozkova ateroskler6za E148 M . .
neuréenymi komplikacemi

Jiné uréené
G258 |extrapyramid. a pohyb. M5447
poruchy

R410 |Dezorientace NS H814

Lumbago s ischiasem, bederni-
kfizova krajina

Zavrat’ - vertigo, centralniho
pavodu

M5422 | Cervikalgie kréni krajiny | C621 | ZN - sestouplé varle

Akutni lymfoblasticka

C910 L. R42 Zavrat’
leukémie
D869 |Sarkoidésa NS G610 |Guillain - Barré syndrom
G219 Seku_ndarr_u M7967 Bolesg v koncetiné, kotnik a noha
parkinsonismus NS pod nim
Alzheimerova nemoc s Jiné neurg€. pfiznaky a znaky
G300 |. g oy R298 |tykajici se nervosval. a koster.
¢asnym zacatkem
soustavy
J180 [Bronchopneumonie K922 [Krvaceni ze zaludku a stiev NS
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3.2 Chemikalie

Pro méfeni byly na zakladé prostudovani nabidky trhu vybrany ELISA kity od
firmy INNOGENETICS: INNOTEST hTAU Ag; B-amyloid .42y a PHOSPHO-TAU 1g1p).
Jedna se o triplet biomarkerd vhodny ke stanoveni diagnézy Alzheimerovy choroby. Na
trhu je zatim omezené mnozstvi téchto detek&nich kitu. Existuji také kity pro stanoveni
dubletu - Amyloid Beta 42 peptidu a Tau proteinu (pf.Lab Test), ovSem triplet, tedy
kombinace tfi marker( nabizi pfesnéjSi vyhodnoceni a tfeti marker PHOSPHO-TAU

zvySuje schopnost spravného stanoveni.

Souprava uréena pro stanoveni hTAU Ag proteinu, celkem pro 84 vzorkt

Desticka potaZena protilatkou - 1x96 jamek (12x8 potazenych testovacich jamek a

sacek silikagelu, jako susidlo).

Sample Diluent — 1x20 ml (Fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny a 0,05% Proclin

300 jako ochranou, tento diluent se také uziva jako blank).

Conjugate 1 — 1x0,2 ml (2 monoklonalni protilatky anti - hTAU, znacené biotinem, ve
fosfatovém pufru se stabilizujicimi proteiny a 0,03% Proclin 300 jako
ochrana, pfed pouzitim fedime 100x Conjugate Diluentem =>Conjugate

Working solution 1 musi byt pfipraven Cerstvy!).

Conjugate 2 — 1x0,2 ml (Peroxidasa - zna€eny streptavidin obsahujici Proclin 300 jako
ochranu, fedime pfed pouzitim 100x Conjugate Diluentem => Conjugate

working solution musi byt pfipraven Cerstvy!).

Conjugate Diluent — 1x30 ml (Fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny a 0,03% Proclin
300 jako ochranu, pouzivame k fedéni koncentrovanych

konjugatu (Conjugate 1, 2)).

Substrate TMB — 1x0,3 ml (Tetrametyl benzidin (TMB) rozpustény v dimetyl sulfoxidu
(DMSO). Redime pred uzitim 100x Substrate Buffer. Substrate
working solution solution by mél byt pfipraven Cerstvy! Koncentrovany
TMB muze krystalizovat, a proto by mél byt kompletné rozpustén

pred pouzitim — rozpoustét pfi 18°C)

Substrate Buffer — 1x30 ml (Fosfat - citratovy pufr obsahujici 0,02% H,O,, pouzivame
k fedéni Substrate TMB).

Wash Solution — 1x60 ml (Fosfatovy pufr obsahujici 0,15 Proclin 300, je fedén 25x
pfed pouzitim destilovanou nebo deionizovanou vodou. Pfipravime
pfinejmensim 40 ml fedéného promyvaciho roztoku pro kazdou
testovaci jamku. V koncentrovaném promyvacim roztoku se mohou

pfi skladovani pfi 2 - 8 °C tvofit solné krystalky. Tyto krystaly musi byt

-4 -



kompletné rozpustény. Promyvaci roztok je stabilni 24 hodin pfi

pokojoveé teploté 18 - 30 °C).

hTAU Standard — 3 vialky (Obsahuiji lyofilizovany (zmrazeny) rekombinantni hTAU
standard. Rozifedény standard je stabilni 6 tydn( pfi 6 - 8 °C).

Destic¢kové pecetidlo — 4

Minigrip bag — 1 (pro skladovani nepouzitych strip().

Spotiebni material a pomucky
- 3x kadinka 20 ml; 1x kadinka 1000 ml; 1x kadinka 50 ml; 1x valec 10 ml; 2x valec 12

ml; 1x valec 30 ml; 1x valec 1000 ml; 1x valec 20 ml; 1x valec 5 ml; 1x valec 50 ml

- buni¢ina, ependorfky (1,5 — 2 ml)
- multikanalova pipeta 30 — 300 pl
- pipety — 5 —2000 pl

Souprava uréena pro stanoveni PHOSPHO - TAU 451p) Ag, celkem pro 82 vzorku

Desti¢ka potaZena protilatkou — 1x96 (12x8 potazenych testovacich jamek a sacek

Silikagelu, jako susidlo).

Sample Diluent - 1x30 ml (Fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny 0,01%MIT/0,1%

CAA jako ochrana, uzivame k fedéni standardu).

Conjugate 1 — 1x0,2 ml (Biotinilované anti — PHOSPHO - TAU1s1p) (AT270bio) ve
fosfatovém pufru se stabilizujicimi proteiny 0,01%MIT/0,1%
CAA jako ochrana. Redime 100x pfed pouzitim s Conjugate Diluent 1.

Conjugate working solution ma byt pfipraven Cerstvé!).

Conjugate 2 — 1x0,3 ml (Peroxidasou - znaceny streptavidin obsahujici 0,02% MIT a
0,02% bromonitrodioxanu jako ochrana. Redime pfed pouzitim 100x
s Conjugate Diluent 2. Conjugate working solution 2 musi byt pfipraven

Cerstvy!).

Conjugate Diluent 1 — 1x20 ml (Fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny a 0,01%MIT/
0,1%CAA jako ochrana (purpurové zbarveny roztok) pouzivame

pro fedéni Conjugatu 1).

Conjugate Diluent 2 — 1x30 ml (Fosfatovy pufr obsahujici 0,05% Proclin 300 jako
ochranu (zelené zbarveny roztok), pouzivame k fedéni

Conjugatu 2.

Substrate TMB — 1x0,3 ml (Tetrametyl benzidin (TMB) rozpustény v dimetyl sulfoxidu
(DMSO). Redime pfed uzitim 100x Substrate Buffer. Substrate

working solution solution by mélbyt pfipraven Cerstvy! Koncentrovany
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TMB muze krystalizovat, a proto by mél byt kompletné rozpustén

pred pouzitim — rozpoustét pfi 18°C)

Substrate Buffer — 1x30 ml (Fosfat - citratovy pufr obsahujici 0,006% H,0O,, pouzivame
k fedéni Substrate TMB.
Stop Solution — 1x30 ml (0,9N kyselina sirova)

Wash Solution — 1x60 ml (Fosfatovy pufr obsahujici 0,01%MIT/0,1%CAA, je fedén 25x
destilovanou nebo deionizovanou vodou pfed pouzitim. Pfipravime
nejméné 40 ml fedéného promyvaciho roztoku pro kazdou jamku. .
V koncentrovaném promyvacim roztoku se mohou pfi skladovani pfi
2 - 8 °C tvofit solné krystalky. Tyto krystaly musi byt kompletné

rozpustény. Nafedény promyvaci roztok je stabilni 4 tydny pfi 2 - 8 °C).

Standard (100000pg/ml) — 3x0,2 ml (3 vialky obsahujici 0,3 ml 100000 pg/mi
PHOSPHO - TAU (181P) Standard. Vortexujeme 10 minut.
K fedéni standardu pouzivame polypropylénové vialky.

Naredéné roztoky by mély byt po pouziti vyfazeny).

Desti¢kové pecetidlo — 8

Minigrip bag — 1 (pro skladovani nepouzitych strip().

Spotrebni material a pomucky

- 3x kadinka 20 ml; 1x kadinka 1000 ml; 2x valec 10 ml; 1x valec 15 ml; 1x valec 30 ml;
1x valec 1000 ml; 1x valec 20 ml;

- buni€ina, ependorfky (1,5 — 2 ml)

- multikanalova pipeta 30 — 300 pl

- pipety — 5 — 2000 pl

Souprava pro stanoveni 3 - AMYLOIDU (142, celkem pro 82 vzorku

Desticka potaZena protilatkou — 1x96 (12x8 potazenych testovacich jamek a sacek

Silikagelu, jako susidlo).

Sample Diluent — 1x30 (Fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny a 0,01%MIT/,1%CAA
jako ochranu, pouzivame k fedéni standardu a vzorkl s vysokou
koncentraci B - AMYLOID (1.42).

Conjugate 1 — 1x0,2 ml (Mysi anti — B - AMYLOID (1.42)lgG znacené biotinem ve
fosfatovem pufru se stabilizujicimi proteiny a 0,04%MIT/0,1%CAA, jako
ochrana. Redime 100x s Conjugate Diluent 1. Conjugate working

solution 1 je stabilni 24 hodin pfi pokojové teploté).

Conjugate 2 — 1x0,3 ml (Peroxidasou - znaceny streptavidin obsahujici 0,02%MIT a
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0,02% bromonitrodioxan jako ochranu. Pfed pouzitim fedime 100x
s Conjugate Diluent 2. Conjugate working solution 2 musi byt pfipraven

Cerstvy).

Conjugate Diluent 1 — 1x20 ml (Fosfatovy pufr se stabilizujicimi proteiny a 0,01%MIT/

0,1%CAA, jako ochrana, pouzivame k fedéni Conjugate 1).

Conjugate Diluent 2 — 1x30 ml (Fosfatovy pufr obsahujici 0,05%Proclin 300, jako
ochranu, hovézi kasein jako stabilizator a hovézi aprotinin jako

proteasovy inhibitor, pouzivame k fedéni Conjugate 2).

Substrate TMB — 1x0,3 ml (Tetrametylbenzidin (TMB) rozpustény v dimetyl sulfoxidu
(DMSO). Redime 100x pfed pouzitim s Substrate Buffer. Substrate

Working solution musi byt pfipraven pro kazdé méfeni Cerstvy!).

Substrate Buffer — 1x30 ml (Fosfat-citratovy pufr obsahujici 0,02% H,O, , pouzivame k
fedéni Substrate TMB).

Wash solution — 1x60 ml (Fosfatovy pufr obsahujici 0,01%MIT/0,09%CAA, fedime
25x destilovanou nebo neionizovanou vodou. Pfipravime nejméné
40 ml fedéného promyvaciho roztoku do kazdé jamky.
V koncentrovaném promyvacim roztoku se mohou pfi skladovani pfi
2 - 8 °C tvofit solné krystalky. Tyto krystaly musi byt kompletné
rozpustény. Naredény promyvaci roztok je stabilni 24 hodin pfi

pokojoveé teploté).

Standard (99600pg/ml) — 3x0,2 ml (Pfed pouzitim nechame standard roztat na stole a
poté vortexujeme. Jakmile standard roztaje nemuize byt
skladovan pro dalSi pouziti. Roztoky musi byt vyfazeny.
Pro pfipravu standard pouzivame jen polypropylénové

zkumavky).

Stop Solution — 1x30 ml (0,9N kyselina sirova).

Desti¢kové pecetidlo — 8

Minigrip bag — 1 (pro skladovani nepouzitych strip().

Spotiebni material a pomucky

- 3x kadinka 20 ml; 1x kadinka 1000 ml; 1x valec 10 ml; 2x valec 12 ml; 1x valec 30 ml;
1x valec 1000 ml; 1x valec 20 ml

- buni€ina, ependorfky (1,5 — 2 ml)

- multikanalova pipeta 30 — 300 ul

- pipety — 5 — 2000 pl
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3.3 Pristroje

EVOLIS - Evolis systém je plné automatizovany mikrodestiCkovy procesor od Bio Rad
laboratories.

Pomocné pristroje

Trepacka Wellmix

TfepacCka Unikat

3.4 Metodika - ELISA
ELISA — Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

K méfeni se vyuziva solid - phase enzymova imunoanalyza, ktera slouzi ke
kvantitativnimu stanoveni markert v CSF. Metoda je zaloZzena na principu sendvi¢ové
enzymoveé imunoanalyzy. Markery jsou nejdfive uchyceny monoklonalnimi protilatkami
(monoklonalni protilatka ma pfesné definované vlastnosti a velice specificky se vaze na
svUj substrat) kotvenymi na mikrotitracni desti¢ce. Poté jsou inkubovany s protilatkami
znacenymi biotinem. PFfitomnost vzniklého komplexu Antigen - Protilatka je detekovana
peroxidasou (EC 1.11.1.7) - znaenym streptavidinem, kde komplex streptavidin —
biotin ma pro reakci zesilovaci efekt. Po pfidani substrate working solution dojde ke
zbarveni vzorka (¢im je vétsi koncentrace pfitomného markeru, tim je zbarveni
intenzivnéjsi). Nasleduje méfeni absorbance pfi 450 nm na pfistroji Evolis. (¢im je vétsi

naméfena absorbance, tim vyssi je koncentrace).

3.4.1 hTAU protein - princip

BIO

BT2

D AT120 TAU

HT7

HRP

SV

BIO
Obr. 3 Princip INNOTEST hTAU Ag (antigen)
(AT120 - kotvici monoklonnalni protilatka (IgG1); HT7 + BT2 (IgG1) - detekéni
monoklonnalni protilatky (Ab); SV - streptavidin; HRP - kienova peroxidasa; BIO-biotin)

Na dné jamek mikrotitracni desti¢ky je navazana monoklondlni protilatka proti

lidskému tau AT120. Do jamek potazenych protilatkou jsou pfidavany vzorky, popf.

standardy, spole¢né s konjugaénim pracovnim roztokem 1. Jako konjugat 1 slouzi
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smés dvou biotinylovanych monoklonalnich anti - tau specifickych protilatek HT7 a
BT2. Po inkubaci, béhem niz probiha imunochemicka reakce tau proteinu s proti proti-
latkami a po nasledném odstranéni nenavazanych sloZzek promytim je biotin detekovan
pomoci dalSiho konjugacniho pracovniho roztoku 2, ktery obsahuje streptavidin s kfe-
novou peroxidasou. Po pfidani substrate working solution dojde ke zbarveni vzorku. Po
zastaveni reakce STOP roztokem méfime do 15 - ti minut absorbanci pfi 450 nm.
(Fialova L. et al., 2011)

3.4.2 PHOSPHO - TAU protein - princip

HRP
BIO
®
HT7 AT270 SV
PHOSPHO—
PEPTIDE

Obr. 4 Princip INNOTEST PHOSPHO - TAU1s1p)
(HT7-kotvici monoklonnalni protilatka (IgG1); AT270 (IgG1) - detekéni monoklonnalni
protilatka; SV - streptavidin; HRP - kfenova peroxidasa; BIO - biotin)

Na dné jamek mikrotitracni desticky je navazana monoklonalni protilatka proti
PHOSPHO - TAU, HT7. Do jamek potazenych protilatkou jsou pfidavany vzorky, popf.
standardy, spole¢né s konjugaénim pracovnim roztokem 1. Jako konjugat 1 slouzi
biotinylovana monoklonalni anti - PHOSPHO-TAU1s1p) specificka protilatka AT270. Po
inkubaci béhem niz probiha imunochemicka reakce proteinu s protilatkami a po
nasledném odstranéni nenavazanych sloZzek promytim je biotin detekovan pomoci
dalSiho konjugacniho pracovniho roztoku 2, ktery obsahuje streptavidin s kfenovou
peroxidasou. Po pfidani substrate working solution dojde ke zbarveni vzorkl(. Po

zastaveni reakce STOP roztokem méfime do 15 - ti minut absorbanci pfi 450 nm.

3.4.3 B - AMYLOID 142 - princip

HRP

BIO
C
SV

21F12 3D6
AMYLOID (1—-42)
Obr. 5 Princip INNOTEST B - AMYLOID 4.4
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(21F12 - kotvici monoklonndlni  protildtka (lgG2a); 3D6 (IgG2b)-detekéni

monoklonnalni protilatka; SV - streptavidin; HRP - kfenova peroxidasa; BIO - biotin)

Na dné jamek mikrotitracni desticky je navazana monoklonalni protilatka proti
B - amyloidu, 21F12. Do jamek potazenych protilatkou jsou pfidavany vzorky, popf.
standardy spoleCné s konjugacnim pracovnim roztokem 1. Jako konjugat 1 slouzi
biotinylovana monoklonalni anti — B - AMYLOID1.4;) specifickd protilatka 3D6. Po
inkubaci béhem niz probihda imunochemicka reakce proteinu s protilatkami a po
nasledném odstranéni nenavazanych sloZzek promytim je biotin detekovan pomoci
dal$iho konjugacniho pracovniho roztoku 2, ktery obsahuje streptavidin s kfenovou
peroxidasou. Po pfidani substrate working solution dojde ke zbarveni vzork(. Po

zastaveni reakce STOP roztokem méfime do 15 - ti minut absorbanci pfi 450 nm.

3.5 Postup

CSF je uchovavan pfi teploté -80°C. Vzorky i v8echny reagencie je nutné pfed
méfenim vytemperovat 30 minut pfi pokojové teploté a pfed vlastnim pipetovanim
kazdy vzorek promichat na vortexu.

Tab. 2 Pouzité vzorky ze vSech méfeni

méreni 1.méreni 2.méreni
parametry pohlavi vék diagnéza pohlavi vék | diagnéza

1. Zena 78 G20 muz 60 (G629
2. muz 51 G20 muz 56 (G629
3. zena 30 G35 zena 66 G629
4. Zena 51 G35 muz 56 (G629
5. muz 59 G35 zena 52 G629
6. muz 52 G20 zena 49 164

7. muz 28 G35 zena 54 G98
8. muz 26 G35 zena 82 G20
9. zena 35 G35 muz 86 G20
10. muz 71 G20 zena 77 G20
11. muz 72 G20 Zena 77 G20
12. zena 50 G35 zena 54 G35
13. zena 66 G20 zena 80 G20
14. Zena 45 G35 muz 77 G20
15. muz 60 G20 muz 76 G20
16. Zena 34 G35 muz 79 G20
17. zena 33 G35 zena 47 G35
18. muz 74 G20 Zena 64 G219
19. Zena 58 R51 Zena 74 G20
20. muz 35 A692 zena 76 G20
21. muz 33 G510 zena 73 G20
22. muz 61 G511 Zena 53 G35
23. muz 40 G959 muz 63 G20

-30 -



24. zena 50 G959 zena 70 G20
25. Zena 45 A692 muz 68 G20
26. Zena 53 A692 muz 58 G35
27. Zena 37 G35 zena 66 G20
28. muz 49 G35 muz 69 G20
29. Zena 100 E889 muz 61 G20
30. muz 72 1693 zena 68 G510
31. zena 68 1672 Standard

32. muz 58 G258 Standard

33. zena 76 R410 Standard

34. muz 50 M5422 Standard

35. muz 96 C910 Standard

36. zena 50 D869 Standard

3.méreni 4.méreni
pohlavi vék diagnoéza pohlavi vék | diagnéza

1. zena 62 G300 zena 71 M5446
2. zena 67 J180 zena 42 G35
3. muz 68 G20 zena 65 Z501
4, zena 79 R69 zena 62 G98
5. zena 40 G510 Zena 57 M5312
6. zena 56 G35 zena 58 M5446
7. muz 40 G98 Zena 44 G430
8. muz 20 M5312 zena 72 G20
9. zena 70 G20 zena 76 G629
10. zena 50 G20 muz 64 G629
11. Zena 59 FO3 zena 46 G969
12, muz 56 G629 muz 68 G98
13. muz 86 G20 muz 58 G98
14, zena 22 G35 zena 44 G35
15. zena 77 G20 zena 65 E148
16. muz 25 D470 muz 54 M5447
17. zena 55 G20 muz 47 H814
18. zena 76 G20 zena 38 G35
19. zena 71 G20 zena 54 G35
20. zena 51 G20 muz 78 C621
21. zena 73 G20 zena 71 R42
22. zena 56 G448 zena 47 G219
23. muz 61 G20 muz 60 G610
24. zena 30 G35 zena 53 G430
25. Zena 32 G35 muz 41 M7967
26. zena 27 G35 Zena 64 R298
27. muz 71 G20 zena 48 (G968
28. muz 55 G20 Zena 41 K922
29. zena 56 G20 muz 23 G35
30. muz 57 G20 zena 35 A692
31. muz 55 G20 Zena 38 G969
32. Zena 51 G20 zena 30 G98
33. muz 26 G35 muz 69 G98
34. zena 35 G35 zena 47 AB92
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35. zena 45 R55 zena 69 G98

36. zena 38 G35; D860 muz 54 G20

3.5.1 Tau-protein

Priprava reagencii
e Priprava 500 ul 1200 pg/ml hTAU standardu:
- lahvi¢ky obsahuijici lyofilizovany rekombinantni hTAU standard
(c =1200 pg/ml)

- jednu lahvi¢ku nafedime pfidanim 500 pl Sample Diluentu

- po nafedéni nechame stat 15 minut a poté michame 15 sekund pomoci
vortexu
- rozpustény Standard je stabilni 6 tydn( pfi skladovani v 2 - 8°C

Tab. 3 Redéni standardu pro TAU.

Sample Diluent
c (pg/ml) Standard (pl) (pl)
1200=>A lyofil. hTau 500
600=>B 100z A 100
300=>C 50z A 150
150=>D 50z A 350
75=>E 200z D 200

e Pfiprava pracovnich roztoku

Conjugate working solution 1 (konjugaéni pracovni rotok 1) fedime 100x:

5 ml Conjugate Diluent + 50 pl Conjugate 1

Conjugate working solution 2 (konjugacéni pracovni roztok 2) fedime 100x:

9 ml Conjugate Diluent + 90 pl Conjugate 2
Substrate working solution (pracovni roztok substratu) fedime 100x:
12 ml Substrate Buffer + 120 pl Substrate TMB

Wash solution (promyvaci roztok) fredime 25x:

30 ml Wash solution + 720 ml destilované vody
Stop solution (Stop roztok):
12,2 ml H,SO, 95-97% + 33,8 ml destilované vody

Pracovni navod:

Pfipravime si mikrotitracni desti¢ku s potfebnym mnozstvim jamek (48 jamek).

1. Pipetujeme 75 pl konjugacniho pracovniho roztoku 1 do kazdé jamky.

2. Pipetujeme 25 pl standardu (5 standardi) a 25 pl blanku = sample diluentu
v dupletu, 25 pl vzorku (36 vzorku, jamky 2E - 6H). Zamichame pomoci tfepacky
1 minutu pfi 1000 rpm.
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Tab. 4 Pipetovani standardu a blanku.

standard

standard
A

standard
B

standard
C

standard
D

standard
E

blank

jamky

1A | 1B

1¢ | 1D

1E | 1F

1G | 1H

2A | 2B

2c | 2D

3. Zakryjeme adhezivnim pecetidlem a inkubujeme pfes noc (14 -
v inkubatoru pfi 25+/-2°C.
Promyjeme 4 x 400 yl Wash Solution.

18hodin)

Pipetujeme 100 pl konjugaéniho pracovniho roztoku 2 do kazdé jamky.
Zakryjeme adhezivnim pecetidlem a inkubujeme 30+/-3 minuty v inkubatoru
pfi 25+/-2°C.
7. Promyjeme 4 x 400 yl Wash Solution.
8. Pipetujeme 100 pl Substrate Working Solution do kazdé jamky.
9. Inkubujeme 30+/-3minuty pfi pokojové teploté (18 — 30°C) ve tmé.
10. Pipetujeme 100 pl 2N kys. sirové (Stop Solution) do kazdé jamky ve stejném
pofadi a ve stejném Casovém intervalu jako Substrate Working Solution.
11. Bezpelné upevnime stripholder k optimalnimu zamichani (1 minutu pfi 1000 rpm).

12. Cteme (b&hem 15 minut po poslednim kroku) p¥i absorbanci 450 nm.

3.5.2 Phospho - tau protein
Priprava reagencii

e Prtiprava 500 pg/ml PHOSPHO - TAU1s1p). Standardu
- koncentrovany PHOSPHO - TAU standard (c = 100000 pg/ml) nafedime 200x
pomoci Sample Diluentu

X = 500x2000 =10yl (viz. Tab. 5)
100000

Tab. 5 Redéni standardu pro PHOSPHO - TAU.

Sample Diluent
c (pg/ml) Standard (pl) (pl)
500=>A 10 pl 1990
250=>B 100 ul z A 100
125=>C 50 ulz A 150
62,5=>D 50ulzA 350
31,3=>E 100 ul zD 100
15,6=>F 50ulzD 150

Pfiprava pracovnich roztoku

Conjugate working solution 1 (konjugaéni pracovni rotok 1) fedime 100x:

10 ml Conjugate Diluent 1 + 100 pl Conjugate 1

Conjugate working solution 2 (konjugacéni pracovni roztok 2) fedime 100x:
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10 ml Conjugate Diluent 2 + 100 pl Conjugate 2
Substrate working solution (pracovni roztok substratu) fredime 100x:
15 ml Substrate Buffer + 150 pl Substrate TMB

Wash solution (myci roztok) fredime 25x:

30 ml Wash solution + 720 ml destilované vody

Pracovni navod:

Pfipravime si mikrotitracni destiCku s potfebnym mnozstvim jamek (48 jamek).

1.
2.

Pipetujeme 25 pl konjugaéniho pracovniho roztoku 1 do kazdé jamky.
Pipetujeme 75 pul standardu (6 standardd) a 75 upl blanku = sample diluentu
v dupletu, 75 pl vzorku (34 vzorkd, jamky 2G - 6H). Zamichame pomoci tfepacky

1 minutu pfi 1000 rpm.

Tab. 6 Pipetovani standardu a blanku.

St.

standard

standard

standard

standard

standard

standard

A

B

C

D

E

F

blank

jamky

1A

1B

1C

1D

1E

1F

1G

1H

2A

2B

2C

2D

2E

2F

10.

11.
12.

Zakryjeme adhezivnim pecetidlem a inkubujeme pfes noc (14 - 18hodin) pfi

2 -8°C.

Promyjeme 5 x 400 yl Wash Solution.

Pipetujeme 100 pl konjugaéniho pracovniho roztoku 2 do kazdé jamky.
Zakryjeme adhezivnim pecetidlem a inkubujeme 60+/-3 minuty v inkubatoru

pfi pokojové teploté.

Promyjeme 5 x 400 yl Wash Solution.

Pipetujeme 100 pl Substrate Working Solution do kazdé jamky.

Inkubujeme 30+/-3minuty pfi pokojové teploté (18 — 30°C) ve tmé.

Pipetujeme 50 pl Stop Solution do kazdé jamky ve stejném pofadi a ve stejném
C¢asovém intervalu jako Substrate Working Solution.

Bezpecéné upevnime stripholder k optimalnimu zamichani (1 minuta pfi 1000 rpm).

Cteme (b&hem 15 minut po poslednim kroku) pfi absorbanci 450 nm.

3.5.3 B - Amyloid

Priprava reagencii

e Priprava 1500 ul 2000 pg/ml B - amyloid .42, standardu:

- koncentrace koncentrovaného B - amyloid 1.4z standardu je 99600 pg/ml

_ 1500x2000
99600

X =30ul (viz. Tab.7)

Tab. 7 Redéni standardu pro Ap.

-34 -



Sample Diluent

c (pg/ml) Standard (pl) (pl)
2000=>A 30 pl 1470
1500=>B 150 yl z A 50

1000=>C 200yl zA 200
500=>D 200l zC 200
250=>E 200 ylzD 200
125=>F 200 ppl zE 200

e Pfiprava pracovnich roztoku

Conjugate working solution 1 (konjugacni pracovni rotok 1) fedime 100x:
10 ml Conjugate Diluent 1 + 100 pl Conjugate 1

Conjugate working solution 2 (konjugacni pracovni roztok 2) fedime 100x:
12 ml Conjugate Diluent 2 + 120 pl Conjugate 2

Substrate working solution (pracovni roztok substratu) fredime 100x:
12 ml Substrate Buffer + 120 pl Substrate TMB

Wash solution (myci roztok) fredime 25x:

30 ml Wash solution + 720 ml destilované vody

Pracovni navod:

Pfipravime si mikrotitracni destiCku s potfebnym mnozZstvim jamek (48 jamek).

1.
2.

Pipetujeme 75 pl konjugacniho pracovniho roztoku 1 do kazdé jamky.
Pipetujeme 25 pl standardu (6 standardl() a 25 ul blanku =
v dupletu, 25 ul vzorku (34 vzorkd, jamky 2G - 6H). Zamichame pomoci tfepacky
1 minutu pfi 1000 rpm.

Tab. 8 Pipetovani standardu a blanku.

standard | standard | standard | standard | standard | standard
St. A B C D E F blank
jamky|1A| 1B |1C| 1D |1E| 1F | 1G |1H| 2A | 2B | 2C | 2D | 2E | 2F
3. Zakryjeme adhezivnim pecetidlem a inkubujeme 1hodinu pfi pokojové

teploté (18 - 30°C) ve tmé.

Promyjeme 5 x 400 yl Wash Solution.

Pipetujeme 100 pl konjugacniho pracovniho roztoku 2 do kazdé jamky.
Zakryjeme adhezivnim pecetidlem a inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté ve
tmé.

Promyjeme 5 x 400 yl Wash Solution.

Pipetujeme 100 pl Substrate Working Solution do kazdé jamky.

Inkubujeme 30 minut pfi pokojové teploté (18 — 30°C) ve tmé.

. Pipetujeme 50 pl Stop Solution do kazdé jamky ve stejném pofadi a ve stejném

C¢asovém intervalu jako Substrate Working Solution.
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11. Bezpelné upevnime stripholder k optimalnimu zamichani (1 minuta pfi 1000 rpm) .

12. Cteme (b&hem 15 minut po poslednim kroku) p¥i absorbanci 450 nm.

3.6 Verifikace metody

Verifikace (ovéfeni) je poskytnuti objektivniho dukazu, ze dana polozka splfiuje
specifikované pozadavky. Tedy potvrzeni, Ze jsou dosazeny pozadované analytické
znaky deklarovana vyrobcem.

Pfed uvedenim metody do rutinniho laboratorniho provozu je potfeba provést
verifikaci. Ve vS8ech 3 pfipadech se jedna o kvantitativni stanoveni. Jako zakladni

verifikaéni parametry byly vybrany:

opakovatelnost v sérii — byly vybrany standardy z kalibracni kfivky, které byly

opakované namérfeny v jedné sérii. Pro kazdy marker byly vybrany 2 standardy: pro
B - AMYLOID a PHOSPHO - TAU standardy B a E; pro TAU protein standardy B a D.

Tab. 9 Pipetovani standardud pro opakovatelnost u p - AMYLOIDU, PHOSPHO - TAU a
TAU protein.

TAU protein standard B standard D
jamky 1cl1pl 2| 2F | 2G| 1G|1H]2H ] 3A | 3B

B - AMYLOID standard B standard E
jamky 1c]1pl26|2H]3Af2a]2B]3B|3C]| 3D

PHOSPHO - TAU standard B standard E
jamky 1c|1D]|2G|2H]|3A]2A]2B|3B|3C]| 3D

mezilehla presnost — ovéfeni bylo provedeno vyhodnocenim vysledkd parametrd

standardni kfivky naméfenych v oddélenych sériich. Z kazdého méfeni byly vybrany
dva standardy: pro B - AMYLOID a PHOSPHO - TAU standardy B a E; pro TAU protein
standardy B a D.

dolni rozsah metody — vyhodnocenim naméfenych hodnot blanku (Sample diluent).

LOD = pramérny blank + 2xS
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4 Vysledky

4.1 Verifikace

Pro ovéfeni metody byly pouzity parametry: opakovatelnost v sérii, mezilehla
pfesnost a dolni rozsah metody. Pomoci funkci v programu excel byly pro kazdy
parametr vypocitany hodnoty - smérodatna odchylka (smodch.vybér) a primér.
Variaéni koeficient (CV) a limit detekce (LOD) byly vypocteny pomoci vzorce

=>CV :Mxmo; LOD = prumer +2*smodch.

prumer

e opakovatelnost v sérii

Tab. 10 Vybrané standardy méfené v jedné sérii v 5 - ti opakovanich.

tau protein(OD) B amyloid(OD) p-tau(OD)

standardy| ST.B ST.D ST.B ST.E ST.B ST.E
1. 1,11 0,19 1,92 0,52 1,34 0,07

2. 1,13 0,2 1,93 0,48 1,28 0,07

3. 0,97 0,24 2,01 0,47 1,25 0,05

4. 1,12 0,2 2,05 0,41 1,32 0,07

5. 1,13 0,18 1,98 0,48 1,26 0,07
pramér 1,09 0,2 1,98 0,48 1,29 0,07
smodch 0,07 0,02 0,05 0,04 0,04 0,01
CV (%) 6,15 11,07 2,71 8,19 3,16 11,49

Variaéni koeficient ma na zakladé doporuceni vyrobce nabyvat pro opakovatelnost
hodnot mensich nez 15%. Z vysledkd vyplyva, Ze podminka opakovatelnosti byla
spinéna.

e mezilehla presnost

Tab. 11 Vybrané standardy z méfeni.

tau protein(OD) 8 amyloid(OD) p - tau(OD)
standardy | ST.B ST.D ST.B ST.E ST.B ST.E
1. 1,11 0,19 1,92 0,52 1,34 0,07
2. 1,13 0,2 1,93 0,48 1,28 0,07
3. 0,97 0,24 2,01 0,47 1,25 0,05
4. 1,12 0,21 2,05 0,41 1,32 0,07
5. 1,13 0,18 1,98 0,48 1,26 0,07
6. 1,37 0,28 2,14 0,58 1,8 0,05
7. 1,25 0,26 2,12 0,49 1,79 0,08
smodch 0,12 0,04 0,09 0,05 0,25 0,01
pramér 1,15 0,22 2,02 0,49 1,43 0,07
CV (%) 11 17 4 10 17 13
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Pro vypocet variaCniho koeficientu byly vylou€eny statisticky odlehlé hodnoty. Variaéni
koeficient pro mezilehlou pfesnost ma na zakladé doporuceni odborné spoleénosti pro
tento typ metody dosahovat hodnoty maximalné 20%. Z vysledkl vyplyva, ze

podminka mezilehlé pfesnosti byla spinéna.

® dolni rozsah metody

Tab. 12 Vyhodnoceni dolniho rozsahu metody — hodnoty blank( z kazdého méreni.

- PHOSPHO -

markery TAU protein | AMYLOID TAU

1.méreni 0,06 0,06 0,05

2.méreni 0,12 0,06 0,05

3.méreni 0,13 0,05 0,06

4.méreni 0,09 0,05 0,05

pramér 0,1 0,06 0,05

smodch 0,03 0,006 0,005

LOD 0,15 0,07 0,06

Limit detekce splnuje vyrobcem deklarované podminky.

TAU protein: blank<0,200
AB: blank<0,100

PHOSPHO - TAU: blank<0,100
Z namérfenych verifikaénich dat vyplyva, ze vS8echny parametry byly splnény.

Soupravy jsou vhodné pro méfeni.

4.2 Vysledky pacientu

Analyzator méfi hodnotu absorbance v kazdé jamce. Pro kazdé méfeni se
vyhodnocuje nova standardni kfivka, kter& ma zadané rozmezi hodnot (pro kazdy
marker jiné). Na zakladé hodnot koncentraci a absorbanci bodu standardni kfivky

analyzator vyhodnoti koncentrace vSech vzorkd.

4.2.1 Vyhodnocovaci kritéria

Patologické hodnoty vysSetfovanych proteint (vyhodnoceni dle literatury)

- kritéria byla pfevzata z ¢&lanku Praktické zkuSenosti s laboratorni diagnostikou
Alzheimerovy nemoci pomoci tau proteinu, phospho - tau proteinu a B - amyloidu
v likvoru. (Koudelkova M., 2009)

+ H-tau 21-501et > 300 pg/ml
51-701let  >450 pg/ml
71-931let > 500 pg/ml

* p-tau > 60 pg/ml
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* B -amyloid

<500 pg/ml

Patologické hodnoty vysetfovanych proteina (2.kritétia vyhodnoceni) — kritéria

deklarovana vyrobcem

« H-tau

+ p-tau

* B -amyloid

21 —-51 let
51 =71 let
>71 let

18 - 44 let
45 - 77 let
21 -51 let
51-71let
>71 let

> 225 pg/ml
> 370 pg/ml
> 512 pg/ml
> 66,26 pg/ml
> 45,67 pg/ml
<616 pg/ml
< 562 pg/ml
< 567 pg/ml

Tab. 13 Vysledky vsech méfeni TAU proteinu — vSechny naméfené hodnoty TAU

proteinu vyhodnocené dle obou kritérii. Cervené jsou znazornény pozitivni hodnoty

vyhodnocené dle kritérii z literatury a modré dle kritérii od vyrobce. Obé& barvy pak

znazornuji, Ze pozitivita byla vyhodnocena na zakladé obou kritérii.

1.méreni 2.méreni 3.méreni 4.méreni
TAU TAU TAU TAU
vék (pg/ml) vék | (pg/ml) | vék (pg/ml) vék | (pg/ml)
1.[78] 405 |60 17068 [62] 12 71 | 156,68
2. [51| 261 56 | 232,22 | 67 479(-)‘ 42 | 92,96
330 9998 [66] 23502 [68| P.md. |65 1208
4. 51| 864 |56 0 79 | 43151 [ 62| 340,83
5. |59 865 |52 309,51 |40 | 111,02 [ 57 | 145,71
6. |52 | 1585 |49 | 287,84 |56 | 189,63 |58 | 174,31
7. 28| 1235 |54 | 154,69 |40 | 24043 |44 | 276,37
8. 26| 154 82| 304,73 [20| 119,85 |72 | 545[88 |
9. [35| 1356 |86 0 70 | 2579 | 76| 401,81
10.[ 71| 4566 |77 [ 2158 [50 | 213,05 |64 | 228,01
11.[72] 67,7 [ 77 [ 235,02 | 59 0 46 0
12.[50 [ 156 [ 54 | 286,61 |56 | 220,02 | 68 | 648)68 |
13.] 66 | 205,09 |80 [ 447,94 [86 | 166,62 |58 | 286,89
14.]45] 956 |77 ] 306,33 [ 22| 261,41 [44 | 146,59
15.[60 [ 186 [ 76| 456,15 |77 | 200,92 | 65| 301,05
16.[34 | 1245 [79] 330,85 [ 25| 131,85 | 54 | 390,99
17.[ 33 P.md. [47 0 55 | 297,27 |47 | 143,05
18.[ 74| Pmd. [e64 | 25211 |76 | 287,66 | 38 | 101,36
19.[ 58 | 3653 [ 74| 353,72 | 71| 32553 |54 | 206,61
20.[ 35 88 76 | 382,09 [51| 7188 [ 78| 531BM |
21.[33| P.md. [73 0 73 | 309,63 | 71 | 260,17
22.] 61 163 | 53 | 171,98 | 56 | 512088 | 47 | 145,71
2340 @il [63] Pmd. |61 ] 397,89 [60| 23659
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24.]50 ] 2427 [70] Pmd. [30] 8236 [53] 176,86
25.[45| Pmd. [68] Pmd. [32] 13529 [41] 151,43
26.[53| Pmd. [ 58| P.md. |27 | 16832 |64 | 437,61
27.| 37 207 [66]| Pmd. |71 1288 [48] 146,59
28.[ 49| 151 69 | Pmd. |55 216,53 | 41 | 302J8H |
20.[55| Pmd. [61]| Pmd. |56 | 48888 |23 203,71
30.[ 72| 158 [ 68| Pmd. |57 | 146,19 | 35| 289,72

31.| 68 319,5 Standard | 55 137,13 38 | 226,37
32.| 58 P.m.d. Standard | 51 100,88 30 | 405
33.| 76 121 Standard | 26 0 69 | 741
34.| 50 P.m.d. Standard | 35 154,02 47 173,03
35.] 96 P.m.d. Standard | 45 0 69 | 272,32
36.| 50 97 Standard | 38 165,89 54 | 360,87

Z tabulky ¢.13 vyplyva, Ze jsme detekovali celkem 27 pozitivnich pacientl, z toho 17
zen a 10 muzu. Pomoci kritérii dle vyrobce: 27 pozitivnich, z toho 17 Zzen a 10 muzu.
Dle kritérii z literatury: 14 pozitivnich pacientd, z toho 9 Zen a 5 muzl. Shoda kritérii

nastala ve 14 - ti pfipadech.

Koncentrace TAU proteinu v zavislosti na véku
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Obr. 6 Graf zavislosti koncentrace TAU proteinu na véku (obé pohlavi) + hrani¢ni
hodnoty pro TAU protein — kritéria dle vyrobce. Kritéria jsou zavisla na véku: vzorky
jsou pozitivni pokud pfekroCi vyznacené hranice. Hodnoty nad 225 pg/ml (21 - 51let);
hodnoty nad 370 pg/ml (51 - 71let); hodnoty nad 512 pg/ml (vice jak 71let)
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Koncentrace TAU proteinu v zavislosti na véku
1400 -
1200 - o o .
1000 -
'E‘ 800
> . ¢
2 .
o 600 -
. *
: R X
400 - . ¢ . s
* z * P . * .
o S S ,’o,. * . '0“0 &
2001 * & ’:’ z‘,f 04 ’;0‘3 ) ¢ .
4 LK J *%,
¢ ¢ 0"03 000 0 ve "’ 'S
D00 060 0 0000600000006 6 &
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110
vék

Obr. 7 Graf zavislosti koncentrace TAU proteinu na véku (obé& pohlavi) + hrani¢ni
hodnoty pro TAU protein — kritéria dle literatury. Kritéria jsou zavisla na véku: vzorky
jsou pozitivni pokud pfekro€i vyznacené hranice. Hodnoty nad 300 pg/ml (21 - 50let);
hodnoty nad 450 pg/ml (51 - 70let); hodnoty nad 500 pg/ml (71-93let)

Koncentrace TAU proteinu v zavislosti na véku (zeny)
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Obr. 8 Graf zavislosti koncentrace TAU proteinu s vékem u Zen.
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Koncentrace TAU proteinu v zavislosti na véku (muzi)
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Obr. 9 Graf zavislosti koncentrace TAU proteinu s vékem u muzu.

TAU protein - zeny
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68 wrobce
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pocet pacientl
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Obr. 10 Vyhodnoceni ¢etnosti pozitivnich a negativnich hodnot TAU - proteinu u Zen na

zakladé obou kritérii. Z grafu vyplyva, ze z celkového poctu 85 Zen bylo na zakladé
kritérii dle vyrobce ur€eno 17 pozitivnich a 68 negativnich Zzen. Na zakladé kritérii dle

literatury bylo ur¢eno 9 pozitivnich a 76 negativnich Zen.
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TAU protein - muzi
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Obr. 11 Vyhodnoceni €etnosti pozitivnich a negativnich hodnot TAU - proteinu u muzi

pocet pacientt

na zakladé obou kritérii. Z grafu vyplyva, Ze z celkového poctu 53 muzli bylo na
zakladé kritérii dle vyrobce ur¢eno 10 pozitivnich a 43 negativnich muzu. Na zakladé

kritérii dle literatury bylo uréeno 5 pozitivnich a 48 negativnich muza.

TAU protein

138
124 kritéria dle
111 ] ] %%)t%ni
m pozitivni
kritéria dle
m pozitivni
27
14
O I

Obr. 12 Vyhodnoceni &etnosti pozitivnich a negativnich hodnot TAU - proteinu na

pocet pacientt

zakladé obou kritérii (obé pohlavi). Z grafu vyplyva, ze z celkového poctu 138 pacientu
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bylo na zakladé kritérii dle vyrobce uréeno 27 pozitivnich a 111 negativnich pacient(.

Na zakladé kritérii dle literatury bylo ur€eno 14 pozitivnich a 124 negativnich pacientd.

Tab. 14 Vysledky vSech méfeni PHOSPHO - TAU proteinu — v8echny naméfené
hodnoty PHOSPHO - TAU proteinu vyhodnocené dle obou kritérii. Cervené jsou
znazornény pozitivni hodnoty vyhodnocené dle literatury a modfe pozitivhi hodnoty
vyhodnocené dle vyrobce. Obé barvy predstavuji, ze pozitivita byla vyhodnocena

obéma kritérii.

1.méreni 2.méreni 3.méreni 4.méreni
P-TAU P-TAU P-TAU P-TAU
vék | (pg/ml) | vék | (pg/ml) | vék | (pg/ml) | vék (pg/ml)
1. | 78 | 67008 | 60 | 31,14 | 62 | o6l | 71 26,67
2. | 51 | 4653 | 56 | 4649 | 67 | 39,29 | 42 24,01
3. | 30 | 5564 | 66 | 4474 | 68 | 73 65 2002
4. | 51 | 3155 | 56 | 159 | 79 | 76 62 -
5. | 59 | 2047 | 52 | PO [ 40 | 255 | 57 32,22
6. | 52 | 37,18 | 49 | 5151 | 56 | 42,54 | 58 32,61
7. | 28 | 3338 | 54 | 2065 | 40 | 499 | 44 49,1
8. | 26 | 3326 | 82 | 5622 | 20 | 31,66 | 72 81021
9. | 35 | 3567 | 86 | 44,38 | 70 | 5411 | 76 34,87
10.] 71 | BOM | 77 | 36,07 | 50 | 51,73 | 64 41,14
11.] 72 | 3026 | 77 | 103 59 0 46 0
12.] 50 | 33,15 | 54 | 59, 56 | 46,02 | 68 53,47
13.| 66 36 | 80 | 52,63 | 86 | 3359 | 58 40,83
14.| 45 | 2385 | 77 | 52,79 | 22 | 5472 | 44 29,27
15.] 60 | 37,18 | 76 | 93 77 | 4331 | 65 49,35
16.| 34 | 3864 | 79 | 67 25 | 34,43 | 54 7]
17.] 33 | 178 | 47 | 21 55 47 25,11
18.| 74 | 24,02 | 64 | 2568 | 76 38 17,05
19.| 58 | 3955 | 74 | 57,74 | 71 | 80 54 37,49
20.| 35 | 27,78 | 76 | 4753 | 51 | 588 | 78
21.| 33 | 943 | 73 0 73 | 4468 | 71 42,76
22.| 61 | 3578 | 53 | 2625 | 56 | ooWM | 47 29,71
23.| 40 | 26,75 | 63 | 5342 | 61 | 53,71 | 60 45,43
24.| 50 | 5254 | 70 | 47,87 | 30 | 16,06 | 53 42,18
25.| 45 | 18,74 | 68 | 7288 | 32 | 27,31 | 41 32,02
26.| 53 | 17,3 | 58 | 3873 | 27 | 3376 | 64 32,22
27.| 37 | 4121 | 66 | 5668 | 71 | 14 48 32,02
28.| 49 | 3443 | 69 | 3B | 55 41 55,87
29.| 55 | P.md. Standard | 56 23 24,01
30.| 72 | 173 Standard | 57 | 47,77 | 35 54,51
31.| 68 | 69l Standard | 55 | 50,12 | 38 40,68
32.| 58 | 24,19 Standard | 51 | 20,99 | 30 69028
33.] 76 | 3117 Standard | 26 0 69 55,65
34.| 50 | 12,11 Standard | 35 | 26,87 | 47 28,36
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Z tabulky ¢.14 vyplyva, Ze jsme detekovali celkem 31 pozitivnich pacientd, z toho 20
zen a 11 muzu. Pomoci kritérii dle vyrobce: 24 pozitivnich pacientl, z toho 15 Zzen a 9
muzu. Kritéria z literatury: 25 pozitivnich pacientd, z toho 15 Zen a 10 muzd. Shoda

kritérii nastala v 18 - ti pfipadech.

Koncentrace PHOSPHO-TAU proteinu v zavislosti na véku
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Obr. 13 Graf zavislosti koncentrace PHOSPHO - TAU proteinu na véku (obé& pohlavi) +
hrani¢ni hodnoty pro PHOSPHO - TAU protein — kritéria dle vyrobce. Kritéria jsou
zavisla na véku: vzorky jsou pozitivni pokud pfekro€i vyznacené hranice. Hodnoty nad
45,67 pg/ml (18 - 44let); hodnoty nad 66,26 pg/ml (45 - 77let).
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Obr. 14 Graf hodnot koncentraci PHOSPHO - TAU proteinu (ob& pohlavi) + hraniéni
hodnoty pro PHOSPHO -TAU protein — kritéria dle literatury. Kritérium neni zavislé na
véku: vzorky jsou pozitivni pokud pfekro¢i vyznaCené hranice. Hodnoty nad 60 pg/ml

jsou pozitivni.
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Obr. 15 Graf zavislosti koncentrace PHOSPHO - TAU proteinu s vékem u Zen.

Koncentrace PHOSPHO-TAU proteinu v zavislosti na véku (muzi)
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Obr. 16 Graf zavislosti koncentrace PHOSPHO - TAU proteinu s vékem u muza.
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PHOSPHO-TAU - Zeny
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Obr. 17 Vyhodnoceni €etnosti pozitivnich a negativnich hodnot PHOSPHO - TAU

proteinu u Zen na zakladé obou kritérii. Z grafu vyplyva, Zze z celkového poctu 80 Zen

bylo na zakladé kritérii dle vyrobce urCeno 15 pozitivnich a 65 negativnich Zen. Na

zakladé kritérii dle literatury bylo ur€eno 15 pozitivnich a 65 negativnich Zen.

PHOSPHO-TAU - muzi

50 - kritéria dle

wrobce
41 40 W negatiwni
m pozitivni
kritéria dle
literatury
o negatiwni

m pozitivni

pocet pacient

Obr. 18 Vyhodnoceni &etnosti pozitivnich a negativhich hodnot PHOSPHO - TAU

proteinu u muzlt na zakladé obou kritérii. Z grafu vyplyva, Ze z celkového poctu 50
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muzl bylo na zakladé kritérii dle vyrobce uréeno 9 pozitivnich a 41 negativnich muzu.

Na zakladé kritérii dle literatury bylo uréeno 10 pozitivnich a 40 negativnich muzu.

PHOSPHO-TAU protein

130

kritéria dle

106 105 wrobce

m negativni

m pozitivni
kritéria dle
literatu

@ negativni

m pozitivni

pocet pacientt

24 25

E I

Obr. 19 Vyhodnoceni &etnosti pozitivnich a negativnich hodnot PHOSPHO - TAU

proteinu na zakladé obou kritérii (obé& pohlavi). Z grafu vyplyva, ze z celkového poctu

130 pacientu bylo na zakladé kritérii dle vyrobce ureno 24 pozitivnich a 106
negativnich pacientl. Na zakladé kritérii dle literatury bylo uréeno 25 pozitivnich a 105

negativnich pacientd.

Tab. 15 Vysledky vSsech méfeni B - AMYLOIDU - vSechny naméfené hodnoty [3-
AMYLOIDU vyhodnoceny dle obou kritérii. Cervené jsou znazornény pozitivni hodnoty
vyhodnocené dle literatury a modfe pozitivhi hodnoty vyhodnocené dle vyrobce. Obé

barvy pfedstavuji, Ze pozitivita byla vyhodnocena obé&ma kritérii.

1.méreni 2.méreni 3.méreni 4.méreni
vék | AB (pg/ml) | vék | AB (pg/ml) | vék | AB (pg/ml)| vék | AB (pg/ml)

28 1439 54 49608 40 764,28 44 1280,7
26 | 1190,22 | 82 248120 20 544,52 72 | 1866,88

1.1 78 | 141013 [ 60 | 42008 | 62 | 46008 [ 71 | 60079
2. | 51 | 150911 | 56 | 72548 67 | 55714 | 42 | 102563
3.1 30 | 132673 | 66 | 548,81 68 | 4c0M | 65 | 152549
4. | 51 | 84055 | 56 go 79 1588 | 62 | 1216,25
5.1 59 | 73224 | 52 | 974,62 40 | 4cpM88 | 57 | 127582
6. | 52 | 139301 | 49 664 56 | 797,75 | 58 | 1199,83
7.

8.
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9. ] 35 1367,29 86 871,45 70 355000 76 652,58
10.| 71 1112,87 77 35808 50 978,77 64 1220,86

11.] 72 | 959,09 | 77 265121 59 19884 46 0o
12.] 50 | 1323,92 | 54 551, 1 56 685,81 68 | 1450,76
13.] 66 | 1359,80 | 80 6044 86 717,78 58 1152

14.] 45 | 1166,99 | 77 | 42068 22 | 95844 | 44 | 131754
15.] 60 | 125542 | 76 | 710,94 77 | 458088 | 65 | 126133
16.] 34 | 107537 | 79 | 684,85 25 | 418008 | 54 | 154576
17.] 33 | 110122 | 47 | 62243 55 | 95844 | 47 | 85524
18.] 74 | 701,26 | 64 50018 76 911,2 38 | 997,85
19.] 58 | 100344 | 74 | 52547 71 | 91571 | 54 | 13216 |
20. 35 | 1090,78 | 76 | 832,22 51 | 97489 | 78 | 43088 |
21.| 33 | 69244 | 73 ' 73 | CoBBE | 71 | 118365
22.{ 61 | 911,09 [ 53 | 4408 56 | 109247 | 47 | 1001,68
23. 40 | 102991 [ 63 | 228188 61 | 586,19 | 60 | 1391,14
24.] 50 | 1532,75 | 70 | 308I62 30 | 500888 [ 53 | 11187
25.( 45 | 112145 [ 68 | 509,04 32 | 53977 | 41 1426,7
26.[ 53 | 270M@ | 58 | 566,32 27 | 83307 | 64 | 131652

27.| 37 | 135842 | 66 635,6 71 | 238H@ | 48 | 1364,22
28. 49 | 118435 [ 69 | 2350 55 | 69256 | 41 1480,2
29.[ 55 | P.md. Standard | 56 | 614,58 | 23 | 998,62
30.[ 72 | 58391 Standard | 57 | 1026,53 | 35 | 1453,08
31. 68 | 87594 Standard | 55 | 730,98 | 38 | 1284,62
32.] 58 | 889,68 Standard | 51 oMl | 30 | 167145
33.] 76 | 790,87 Standard | 26 go 69 | 1464,78
34.] 50 | 559,79 Standard | 35 | 653,61 | 47 | 1393,32

Z tabulky ¢.15 vyplyva, ze jsme detekovali celkem 37 pozitivnich pacientll, z toho 24
zen a 13 muzu. Pomoci kritérii dle vyrobce: 37 pozitivnich pacientu, z toho 24 Zzen a 13
muzl. Kritéria z literatury: 29 pozitivnich pacientd, z toho 19 zen a 10 muzl. Shoda

kritérii nastala v 29 - ti pfipadech.
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Obr. 20 Graf zavislosti | koncentrace - AMYLOIDU na véku (obé pohlavi) + hraniéni
hodnoty pro B - AMYLOID - kritéria dle vyrobce. Kritéria jsou zavisla na véku: vzorky
jsou pozitivni pokud se nachazeji pod vyznaéenymi hranicemi. Hodnoty pod 616 pg/mli
(21 - 51let); hodnoty pod 562pg/ml (51 - 70let); hodnoty pod 567 pg/ml (vice jak 71let)
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Obr. 21 Graf hodnot | koncentraci B - AMYLOIDU (obé& pohlavi) + hrani¢ni hodnoty pro
B — AMYLOID — kritéria dle literatury. Kritérium neni zavislé na véku: vzorky jsou
pozitivni pokud se nachazeji pod vyznacenou hranici. Hodnoty pod 500 pg/ml jsou

pozitivni.
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Koncentrace beta-AMYLOIDU v zavislosti na véku (zeny)
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Obr. 22 Graf zavislosti koncentrace 3 - AMYLOIDU s vékem u Zen.

Koncentrace beta-AMYLOIDU v zavislosti na véku (muzi)
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Obr. 23 Graf zavislosti koncentrace - AMYLOIDU s vékem u muzu.
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Obr. 24 Vyhodnoceni €etnosti pozitivhich a negativnich hodnot § — AMYLOIDU
u Zen na zakladé obou kritérii. Z grafu vyplyva, Zze z celkového poctu 80 Zen bylo na
z4akladé kritérii dle vyrobce uréeno 24 pozitivnich a 56 negativnich Zen. Na zakladé

kritérii dle literatury bylo uréeno 19 pozitivnich a 61 negativnich Zen.
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Obr. 25 Vyhodnoceni €etnosti pozitivhich a negativnich hodnot § — AMYLOIDU

u muzl na zakladé obou kritérii. Z grafu vyplyva, Zze z celkového poc¢tu 50 muzu bylo
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na zakladé kritérii dle vyrobce uréeno 13 pozitivnich a 37 negativnich muzi. Na

zakladé kritérii dle literatury bylo uréeno 10 pozitivnich a 40 negativnich muzu.

beta-AMYLOID
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101

kritéria dle
yrobce
m negatini

m pozitini

pocet pacientu

37 kritéria dle
literatu
29 0 negativni

m pozitivni

Obr. 26 Vyhodnoceni Cetnosti pozitivhich a negativnich hodnot § - AMYLOIDU na
zakladé obou kritérii (obé pohlavi). Z grafu vyplyva, Ze z celkového poctu 130 pacientu
bylo na zakladé kritérii dle vyrobce uréeno 37 pozitivnich a 93 negativnich muzi. Na

zaklade kritérii dle literatury bylo uréeno 29 pozitivnich a 101 negativnich pacienta.

4.2.2 Vyhodnoceni tripletu markera pro detekci Alzheimerovy choroby

Vroce 2007 doslo kzafazeni specifickych AD biomarkerd mezi podplrna
diagnosticka kritéria pro Alzheimerovu chorobu, v tomto znéni: nizka koncentrace beta-
amyloidu, zvySena koncentrace H - tau proteinu nebo zvySena koncentrace phospho -
tau proteinu, nebo kombinace vSech tfi biomarkerd.(Dubois et al., 2007)
Vyhodnocovaci algoritmus je stejny pro obé& popsana kritéria, pouze udané hodnoty
koncentraci jednotlivych markeru jsou odliSné.

Pozitivni: tH-tau+ 1 P—tau+ | AB42
tH-tau+1P-tau
T H-tau+ | Ap42
TP —tau+ | Ap42

Hraniéni: | Ap42
1T P-tau
Negativni: T H-tau
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V tomto vyhodnoceni byl pouzit likvor od 85 - ti Zzen a 53 muzl. Primérny veék

Zen byl 56 let a muzl 57 let.

Tab. 16 Prvni méfeni — zméfeno bylo celkem 36 pacientu. Vysledky byly vyhodnoceny

pro obé dana kritéria.

(P.m.d. — Pod mezi detekce)
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i - TAU P-TAU AB Kritéria dle Kritéria dle
pohlavi | vek (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) literatury vyrobce
1 Zena 78 405 67,56 | 1410,13 hrani¢ni hranicni
2 muz 51 261 46,53 | 1509,11 negativni negativni
3| Zena | 30| 99,98 55,64 | 1326,73 negativni hraniéni
4| Zena | 51 364 31,55 | 840,55 negativni negativni
5 muz 59 86,5 20,47 | 732,24 negativni negativni
6 muz 52 | 158,5 37,18 |1393,01 negativni negativni
7 muz 28 123,5 33,38 1439 negativni negativni
8 muz 26 154 33,26 |1190,22 negativni negativni
9 zena 35 135,6 35,67 | 1367,29 negativni negativni
10 muz 71 456,6 65,91 | 1112,87 hrani¢ni pozitivni
11 muz 72 167,7 30,26 959,09 negativni negativni
12] zena 50 156 33,15 |1323,92 negativni negativni
13] zena 66 | 205,09 36 1359,89 negativni negativni
14] zZena 45 95,6 23,85 |1166,99 negativni negativni
15 muz 60 186 37,18 | 1255,42 negativni negativni
16] Zena 34 1245 38,64 | 1075,37 negativni negativni
17] Zena | 33 ] P.m.d. 17,8 ]1101,22 negativni negativni
18] muz 74 | P.m.d. 24,02 | 701,26 negativni negativni
19] Zena | 58 ] 365,3 39,55 | 1003,44 negativni negativni
20] muz 35 88 27,78 |1090,78 negativni negativni
21 muz 33 | P.m.d. 9,43 692,44 negativni negativni
221 muz 61 163 35,78 | 911,09 negativni negativni
23] muz 40 411 26,75 |1029,91 negativni negativni
241 zena 50 | 2427 52,54 |1532,75 negativni negativni
25] Zena |45] P.m.d. 18,74 ]1121,45 negativni negativni
26| Zena 53 | P.m.d. 17,3 276,14 hrani¢ni hraniéni
27| zena 37 207 41,21 |1358,42 negativni negativni
28 muz 49 151 34,43 11184,35 negativni negativni
29| Zena | 55| P.md. | P.m.d. P.m.d negativni negativni
30] muz 72 158 17,3 583,91 negativni negativni
31| zena 68 | 319,5 69,07 875,94 hranicni hranicni
32 muz 58| P.md 24,19 889,68 negativni negativni
33] ZzZena 76 121 31,17 790,87 negativni negativni
341 muz 50 | P.m.d. 12,11 559,79 negativni hraniéni
35| muz 96 | P.m.d.
36| zena [50| 97 |




Tab. 17 Druhé méfeni — zméfeno bylo celkem 30 pacientd. Na zakladé namérenych
hodnot jednotlivych biomarkert byly dle dvojich kritérii zhodnoceny pozitivni, hraniéni a

negativni vysledky.

. TAU | P-TAU AB Kritéria dle Kritéria dle

pohlavi| vek (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) literatury vyrobce
1 muz 60 | 170,68 | 31,14 | 429,31 hraniéni hraniéni
2 muz 56 | 232,22 | 46,49 | 725,48 negativni negativni
3] Zena | 66 | 235,02 | 44,74 | 548,81 negativni hraniéni
4 muz 56 0 15,9 0 hranic¢ni hranic¢ni
5| zZena 52 | 309,51 | 62,03 | 974,62 hranicni negativni
6| Zena 49 | 287,84 | 51,51 664 negativni negativni
7| zZena 54 | 154,69 | 20,65 | 496,76 hranicni hranicni
8| zena | 82 | 304,73 | 56,22 | 248,27 hrani¢ni hraniéni
9 muz 86 0 44,38 | 871,45 negativni negativni
10| Zena 77 | 215,8 36,07 | 353,13 hrani¢ni hrani¢ni
11| Zena | 77 | 235,02 | 103,32 | 265,27 pozitivni pozitivni
12| Zena 54 | 286,61 | 59,39 551,1 negativni hranicni
13| Zena 80 | 447,94 | 52,63 604 ,4 negativni negativni
14| muz 77 | 306,33 | 52,79 | 421,63 hrani¢ni hraniéni
15| muz 76 | 456,15 | 93,8 | 710,94 hrani¢ni hrani¢ni
16| muz 79 | 330,85 | 67,03 | 684,85 hrani¢ni hraniéni
17| Zena | 47 0 21 622,43 negativni negativni
18| Zena | 64 | 252,11 | 25,68 | 500,3 hraniéni hraniéni
19| Zena 74 | 353,72 | 57,74 | 525,47 negativni hranicni
20| Zena | 76 | 382,09 | 47,53 | 832,22 negativni negativni
21| Zena 73 0 0 0 hranicni hranicni
22| zena | 53 | 171,98 | 26,25 | 441,09 hrani¢ni hrani¢ni
23| muz 63 | P.m.d. | 53,42 | 228,89 hraniéni hraniéni
24| Zena 70 | P.m.d. | 47,87 | 303,52 hrani¢ni hrani¢ni
25| muz 68 | P.m.d. | 72,69 | 509,04 hranicéni pozitivni
26| muz 58 | P.m.d. | 38,73 | 566,32 negativni negativni
27| Zena | 66 | P.m.d. | 56,68 | 635,6 negativni negativni
28| muz 69 | P.m.d. | 137,75 | 235,21 pozitivni pozitivni
29| muz 61 | P.m.d.
30| ena | 68| P.md. |

(P.m.d. — Pod mezi detekce)
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Tab. 18 Treti méfeni — zméfeno bylo celkem 36 pacientl. Na zakladé naméfenych
hodnot jednotlivych biomarkera byly dle dvojich kritérii zhodnoceny pozitivni, hrani¢ni a

negativni vysledky.

TAU P-TAU AB Kritéria dle Kritéria dle

pohlavi|vék| (pa/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) literatury vyrobce
1. | Zena | 62 1200 96,9 460,09 pozitivni pozitivni
2. ] zena | 67| 470,59 | 39,29 | 557,14 negativni pozitivni
3. muz 68 | P.m.d. 73,3 480,24 pozitivni pozitivni
4.1 Zena | 79| 431,51 76,21 158,3 pozitivni pozitivni
5.| Zena | 40| 111,02 25,5 | 486,89 hraniéni hraniéni
6. | Zena | 56 | 189,63 | 42,54 | 797,75 negativni negativni
7.1 muz | 40| 240,43 49,9 | 764,28 negativni pozitivni
8.| muz | 20| 119,85 | 31,66 | 544,52 negativni hraniéni
9.] Zena | 70| 257,9 54,11 | 355,17 hrani¢ni hraniéni
10.] Zzena | 50 | 213,05 | 51,73 | 978,77 negativni negativni
11.] Zena | 59 0 0 194,14 hranicni hranicni
12.] muz | 56 | 220,02 | 46,02 | 685,81 negativni negativni
13.] muz 86 | 166,62 33,59 | 717,78 negativni negativni
14.] Zena | 22 | 261,41 54,72 | 958,44 negativni pozitivni
15.] Zena | 77 | 200,92 | 43,31 | 453,82 hraniéni hraniéni
16.] muz | 25| 131,85 | 34,43 | 418,98 hraniéni hraniéni
17.] Zena | 55| 297,27 | 61,29 | 958,44 hraniéni negativni
18.] Zzena | 76 | 287,66 | 62,46 | 911,2 hraniéni negativni
19.] Zena | 71| 325,53 | 80,28 | 915,71 hraniéni hraniéni
20.] Zena | 51 718,5 58,8 | 974,89 negativni negativni
21.] Zena | 73| 309,63 | 44,68 | 363,56 hraniéni hraniéni
22.| Zena | 56 | 512,26 | 90,67 |1092,47 pozitivni pozitivni
23.| muz 61| 397,89 53,71 | 586,19 negativni negativni
24.] Zena | 30| 82,36 16,06 | 500,92 hraniéni hraniéni
25.] Zena | 32| 135,29 | 27,31 | 539,77 negativni hraniéni
26.] zena | 27| 168,32 | 33,76 | 833,07 negativni negativni
27.] muz 71 1200 140,82 | 238,18 pozitivni pozitivni
28.] muz | 55| 216,53 | 61,47 | 692,56 hraniéni negativni
29.] Zena | 56| 488,02 | 63,79 | 614,58 pozitivni negativni
30.| muz | 57| 146,19 | 47,77 |1026,53 negativni negativni
31.] muz 551 137,13 50,12 | 730,98 negativni negativni
32.| Zena | 51| 100,88 | 20,99 | 364,54 hraniéni hraniéni
33.] muz | 26 0 0 0 hraniéni hranicni
34.| Zena | 35| 154,02 | 26,87 | 653,61 negativni negativni
35.] zena | 45 0
36.] ena | 38| 165,89 |

(P.m.d. — Pod mezi detekce)
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Tab. 19 Ctvrté méFeni — zméfeno bylo celkem 36 pacientd. Na zékladé naméfenych
hodnot jednotlivych biomarkert byly dle dvojich kritérii zhodnoceny pozitivni, hrani¢ni a

negativni vysledky.

TAU | P-TAU AB Kritéria dle Kritéria dle
pohlavi|vék| (pa/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) literatury vyrobce
1.| zena | 71| 156,68 | 26,67 600,79 negativni negativni
2. | zena | 42| 92,96 | 24,01 1025,63 negativni negativni
3.] zena | 65| 1200 201,2 | 1525,49 pozitivni pozitivni
4.1 Zzena | 62 ] 340,83 | P.m.d. | 1216,25 negativni negativni
5. zena | 57 | 145,71 | 32,22 | 1275,82 negativni negativni
6. | Zena | 58 | 174,31 ] 32,61 | 1199,83 negativni negativni
7.1 zena | 44 1276,37 | 491 1280,7 negativni pozitivni
8.| Zena | 72 | 545,53 | 81,27 | 1866,88 pozitivni pozitivni
9.| zena | 76 | 401,81 | 34,87 652,58 negativni negativni
10.] muz | 64 | 228,01 | 41,14 | 1220,86 negativni negativni
11.| Zena | 46 0 0 0 hranicni hranicni
12.| muz 68 | 648,66 | 53,47 | 1450,76 negativni negativni
13.] muz 58 | 286,89 | 40,83 1152 negativni negativni
14.| Zzena | 44 | 146,59 | 29,27 | 1317,54 negativni negativni
15.| zZzena | 65 ] 301,05| 49,35 | 1261,33 negativni negativni
16.] muz | 54 | 390,99 74 1545,76 hraniéni pozitivni
17.] muz 47 | 143,05 | 25,11 855,24 negativni negativni
18.] Zzena | 38 1101,36 | 17,05 | 997,85 negativni negativni
19.] zena | 54 | 206,61 | 37,49 1321,6 negativni negativni
20.] muz | 78 | 531,41 | 63,47 430,62 pozitivni pozitivni
21.] zena | 71| 260,17 | 42,76 | 1183,65 negativni negativni
22.| zena | 47 | 145,71 | 29,71 1001,68 negativni negativni
23.| muz 60 | 236,59 | 45,43 | 1391,14 negativni negativni
24.| Zena | 53| 176,86 | 42,18 1118,7 negativni negativni
25.| muz 41 1 151,43 | 32,02 1426,7 negativni negativni
26.] Zzena | 64 | 437,61 | 32,22 | 1316,52 negativni negativni
27.| zena | 48 | 146,59 | 32,02 | 1364,22 negativni negativni
28.] zena | 41 ] 302,67 | 55,87 1480,2 negativni pozitivni
29.| muz 231 203,71 | 24,01 998,62 negativni negativni
30.| Zena | 35]289,72 | 54,51 | 1453,08 negativni pozitivni
31.] zena | 38 ] 226,37 | 40,68 | 1284,62 negativni negativni
32.] Zena | 30 ] 405,57 | 69,23 | 1671,45 pozitivni pozitivni
33.] muz 69 | 741,24 | 55,65 | 1464,78 negativni negativni
34.| Zena | 47 | 173,03 | 28,36 | 1393,32 negativni negativni
35.| zena | 69 | 272,32
36.] muz | 5436087 |

(P.m.d. — Pod mezi detekce)
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Kritéria dle literatury - vyhodnoceni vSech
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Obr. 27 Celkové vyhodnoceni tripletu biomarkerd (kritéria dle literatury) — celkové bylo
zhodnoceno 138 pacientl. Dle téchto kritérii bylo uréeno 12 pacientd jako pozitivnich,

33 mélo hrani¢ni hodnoty a 93 bylo prokazatelné negativnich.
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Obr. 28 Celkové vyhodnoceni tripletu biomarker( (kritéria dle vyrobce) — celkové bylo
zhodnoceno 138 pacientu. Dle téchto kritérii bylo uréeno 20 pacientl jako pozitivnich,

34 mélo hrani¢ni hodnoty a 84 bylo prokazatelné negativnich.
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4.3 Vyhodnoceni rizikovych faktora u pozitivnich pacientt

Celkové bylo zmeéfeno 138 pacientl. Ztéchto pacientd bylo na zakladé
vyhodnocovacich kritérii dle vyrobce detekovano 20 pozitivnich pacientl a na zakladé
kritérii dle literatury bylo detekovano pouze 12 pozitivnich pacientl. U téchto pacientd
byly hledany rizikové faktory na zakladé jejich celkové anamnézy. Nasledné jsme
vyhodnotili nej¢astéjSi kombinaci faktord, které mohou byt rizikovymi faktory rozvoje
Alzheimerovy choroby. Jako rizikové faktory jsme vybrali: rodinna geneticka
anamnéza, diabetes mellitus Il.typu, cholesterol, homocystein, obezita, riziko
kardiovaskularni chorob, infekce, Uroven vzdélani, trauma mozku, uzivani alkoholu a
tabakovych vyrobkl. Vyhodnoceni moznych pfi¢in rozvoje Alzheimerovy choroby je
velice dulezité, nebot jasna pfi¢ina neni zatim znama. Pokusili jsme se vyhodnotit
rizikové faktory u nami naméfenych pozitivnich pacientd a tyto faktory porovnat s lite-
raturou.

Na zakladé anamnéz a dostupnych vysledkl pozitivnich pacientd jsem hledali
diagnostikovanou AD v roding, pfitomny diabetes mellitus Il. typu, zvySené hodnoty
celkového cholesterolu, prokazanou obezitu - tedy BMI vice jak 25kg/m? pro obé
pohlavi, zvySené hladiny homocysteinu, prob&hlou zavaznou infekci v poslednich 5 - ti
letech, pfitomnost uzivani navykovych latek jako je alkohol a koufeni, riziko
kardiovaskularnich chorob, uroven vzdélani nebo prodélané trauma mozku. Na
zakladé udajl jsme se pokusili urCit nejcetnéjsi rizikovy faktor u naSich pozitivnich

pacientd.
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Tab. 20 Faktory spojené s vyskytem AD

diabetes
Cislo mellitus
vzorku | pohlavi | vék | rodinna geneticka anamnéza | Il. typu | cholesterol | obezita
1 muz 71 | v rodiné Zadna pfitomnost AD| neg. poz. ne
2 Zena | 77 |vrodiné Zadna pfitomnost AD| poz. neg. ne
3 muz | 68 otec AD poz. neg. ne
4 muz | 69 |vrodiné Zadna pfitomnost AD| neg. neg. ne
5 Zena | 62 matka AD poz. poz. ano
6 Zena | 67 matka AD poz. poz. ano
7 Zena | 79 |vrodiné zadna pfitomnost AD| neg. neg. ne
8 muZz | 40 |vrodiné Zadna pfitomnost AD | neg. neg. ano
9 zena | 22 |vrodiné zadna pfitomnost AD| neg. neg. ne
10 Zena | 56 |vrodiné Zadna pfitomnost AD | neg. neg. ano
11 muz 71 | v rodiné Zadna pfitomnost AD| poz. neg. ano
12 Zena | 65 |vrodiné zadna pfitomnost AD| neg. neg. ano
13 Zena | 44 otec AD neg. poz. ano
14 zena | 72 |vrodiné zadna pfitomnost AD| neg. neg. ne
15 muz | 54 |vrodiné Zadna pfitomnost AD| poz. poz. ano
16 muz 78 | v rodiné Zadna pfitomnost AD| poz. poz. ne
17 zena | 41 |vrodiné zadna pfitomnost AD| neg. neg. ne
18 muz | 68 otec AD poz. neg. ne
19 Zena | 35 |vrodiné Zadna pfitomnost AD | poz. poz. ano
20 Zena | 30 |vrodiné Zadna pfitomnost AD | neg. neg. ano
Cislo
vzorku | homocystein | infekce | OLIGO | alkohol | koufeni

1 neg. ne neg. ne ne

2 neg. ano neg. ne ne

3 neg. ne poz. ano ne

4 neg. ne poz. ne ano

5 neg. ne poz. ne ne

6 neg. ano neg. ne ne

7 neg. ano neg. ne ne

8 neg. ne poz. ano ano

9 neg. ne neg. ne ne

10 neg. ne neg. ne ne

11 neg. ne poz. ne ne

12 neg. ano poZz. ne ne

13 neg. ne neg. ne ano

14 neg. ano poz. ne ne

15 neg. ano neg. ano ano

16 neg. ano poZz. ne ne

17 neg. ne neg. ne ne

18 neg. ne poz. ano ne

19 neg. ano poz. ne ne

20 neg. ne neg. ne ne

VSichni pacienti s pozitivnim vyskytem oligoklonalnich pasu jsou typ 4, maji tedy

porusenou hematoencefalickou bariéru, kdy imunoglobuliny pfechazeji do mozku.
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Gislo riziko kardiovaskularnich Uroven onemocnéni, trauma
vzorku chorob vzdélani mozku

1 ano ucniovskeé ne

2 ano stfedoSkolské mozkova mrtvice
3 ne stfedosSkolské ne

4 ano stfedoSkolské mozkova mrtvice
5 ne ucnovské ne

6 ano ucniovskeé ne

7 ne stfedosSkolské ne

8 ano uéniovskeé ne

9 ne stfedoSkolské ne

10 ano ucnovské mozkova mrtvice
11 ano vysokoSkolské mozkova mrtvice
12 ne stfedoskolské epilepsie

13 ano stfedosSkolské ne

14 ne stfedoSkolské ne

15 ano ucnovskeé mozkova mrtvice
16 ano vysoko$kolské epilepsie

17 ne uéniovskeé ne

18 ne stfedoSkolské ne

19 ano stfedoSkolské ne

20 ne ucnovské ne

Z celkového poctu 20 - ti pozitivnich pacientll 5 mélo AD v rodinné anamnéze, 9
pacientt’ mélo diabetes mellitus Il. typu, 7 pacientd meélo zvySenou hladinu
cholesterolu, 10 mélo BMI vy$8i neZ 25kg/m?, homocystein byl ve vech pFipadech
v normé&, 8 pacientl prodélalo v poslednich 5 - ti letech infekci, 10 pacientd mélo
pozitivni vysledky na pfitomnost oligoklonalnich pasi IgG v likvoru, 4 pacienti méli
v anamnéze uzivani alkoholu a 4 byli kufaci, riziko kardiovaskularnich chorob bylo u 11
- ti pacientd, 2 pacienti méli vysoko$kolské vzdélani, 10 bylo stfedoSkolsky vzdélanych
a 8 bylo vyuc€eno, trauma mozku bylo pfitomno v7 - mi pfipadech — 5x mozkova
mrtvice a 2x epilepsie. Z tabulky vyplyva, Ze nejcastéjSi kombinace rizik byla obezita,
cholesterol, diabetes a riziko kardiovaskularnich chorob. Nej¢astéjSim rizikovym

faktorem bylo riziko kardiovaskularnich chorob, které bylo zjisténo u 11 - ti pacientd.
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5 Diskuse

Diagnéza Alzheimerovy choroby je velmi komplexni otazkou. Pacientova historie
a neurologicka vysetfeni zUstavaji zakladem spravné diagnézy. (Giorgio A. & De
Stefano N., 2013) Jedinci s AD vykazuji nizkou uroven CSF AB42 a vysokou uroven
total-tau a p-tau181 ve srovnani s kognitivné normalnimi, vékové odpovidajici zdravymi
jedinci. (Fagan A.M. & Perrin R.J., 2012) Tyto zmény detekovatelné v CSF jsme
schopni zachytit dfive nez atrofii v disledku zaniku neurontd! Prvni rozsahla studie CSF
AB42, AB40 a total tau jako biomarkert pro AD byla provedena v Japonsku v roce
1998. (Shoji M., 2011) CSF biomarkery poskytuji vysokou informativnost, sensitivitu a
specifitu pro detekci klinické AD a €asnych stadii, jejich vyuZiti je ale stale omezené.
Jeden z hlavnich dlvodU, navzdory obrovské aplikovatelnosti CSF v AD diagnéze, je
lumbalni punkce invazivni metoda sbéru CSF. (Anoop A. et al., 2010)

Vysetfovana byla skupina o velikosti 138 pacientll, 85 Zen a 53 muz(, s vékovym
rozpétim od 22 — 96let. U kazdého pacienta byl zméfen zminovany triplet biomarkeru.
Pokud bychom vyhodnocovali parametry samostatné, byla by celkova skupina
pozitivnich pacientd mnohem vétsi. V pfipadé TAU proteinu by se jednalo o 27
pozitivnich na zakladé kritérii dle vyrobce a 14 pozitivnich dle kritérii z literatury, jak
vyplyva ztab. ¢.13. PHOSPHO-TAU protein Cital 24 pozitivnich dle vyrobce a 25
pozitivnich pacientl dle kritérii z literatury, jak je znazornéno v tab. ¢.14. B-AMYLOID
37 pozitivnich pacientd dle kritérii od vyrobce a 29 pozitivnich pacientl dle kritérii
z literatury, jak vyplyva z tab. ¢.15. Z vySe uvedeného vyhodnoceni tripletu markerd pro
detekci Alzheimerovy choroby vyplyva, Ze nelze jednotlivé markery hodnotit
samostatné, ale ve vzajemné kombinaci, jak uvadi literatura. Potvrdili jsme, Ze
zvySené, byt zdanlivé patologicky, hodnoty jednotlivych markerd nelze brat jako
diagnosticka kritéria nemoci. Z obr. €.6, 7, 8, 9, 13, 14, 15, 16, 20, 21, 22 a 23 Ize
vysledovat, Ze hodnoty tau a phospho-tau proteinl se zvySuji s vékem, naopak
hodnoty beta-amyloidu s vékem klesaji, cozZ je v souladu s literaturou a také s pouzitym
vyhodnocovacim kritériem dle vyrobce. DalSi obr. ¢.10, 11, 17, 18, 24 a 25 znazornujici
Cetnost pozitivnich a negativnich pacientl pro jednotlivé markery na zakladé obou
kritérii ukazuji, ze ve vSech tfech pfipadech je Cetnost vyskytu pozitivnich pacientu
vy$Si u zen, coz obecné odpovida poznatkim ziskanym z odborné literatury.
Vyhodnoceni pozitivit jednotlivych markerd bylo hodnoceno na zakladé dvou kritérii, jak
je vidét na obr. €.12, 19 a 26. Prvni kritéria ziskana z odborné literatury a druha kritéria
deklarovana vyrobcem. Na zakladé tab. ¢.16, 17, 18 a 19 je viditelné, Ze se
vyhodnoceni dle kritérii ne vZdy shoduji. Z obr. €.27 a 28 je vidét, Ze poclty pozitivnich,

hrani¢nich a negativnich pacient se na zakladé kritérii rozchazeji. Pomoci kritérii
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ziskanych na zakladé literatury bylo stanoveno 12 pozitivnich, 33 hrani¢nich a 93
negativnivh pacientl. Na rozdil od kritérii doporu¢enych vyrobcem, na jejichz zakladé
bylo stanoveno 20 pozitivnich, 34 hrani¢nich a 84 negativnich pacientl. Kritéria
ziskana z literatury nevztahuji hodnoty $ - AMYLOIDU a PHOSPHO - TAU proteinu
k véku, pouze TAU protein je zavisly na véku. Na rozdil od kritérii doporucenych
vyrobcem, ktera jsou v8echna vyhodnocovana s ohledem na vék. Rozdil v poctu
pozitivnich pacientd, dle téchto stanoveni, je vcelku znatelny a pozitivni pacient dle
jednoho kritéria maze byt dle druhého negativni, jak je vidét v tab. ¢.16, 17, 18 a 19,
coz pfedstavuje znacné riziko chybné detekce. Na zakladé ziskanych dat z anamnézy
pacientl, klinického vySetfeni kognitivnich funkci, dalSich dodateénych testl a
v porovnani s nasimi vysledky jsme dosli k zavéru, Zze diagnosticky lépe odpovidaji
kritéria dana vyrobcem. Dle mého nazoru se tedy lepSim jevi kritérium doporucené
vyrobcem, které zohledruje vék pacienta. Na zakladé nastudované literatury je zfejmé,
Ze neexistuje plna shoda v obecné platnych normach pro jednotlivda méfeni. Vysledky
riznych praci se lisi.

Dale jsme se zaméili na zjisténi moznych rizikovych faktort zplasobujicich rozvoj
Alzheimerovy choroby. Mezi nejvyznamnéjSi riziko rozvoje nemoci patfi vék. Vyskyt
nemoci pfed 65. rokem Zivota je povazovan za Casny pocatek choroby, ovSem nad 65
let riziko vyrazné vzrista a nad 85 let je Cetnost vyskytu dokonce 50%. (Carotenuto A.
et al., 2012) Z nami namérfenych pozitivnich pacientd je 11 starSich 65 let, z toho 5 Zen
a 6 muzl. Literatura obecné oznacuje pacienty ve véku nad 65 let jako rizikovou
skupinu. Pacienti pod 65 let jsou pak zafazeni do skupiny s Easnym poCatkem nemoci,
ktera je literaturou oznacovana jako vzacna. Z naSich pozitivnich pacientd je pod
hranici 65 let 9 pacient(l, u kterych by se tedy mohlo jednat o ¢asnou formu. Vysoky
vék byl tedy potvrzen v souvislosti s Alzheimerovou chorobou v 11 - ti pfipadech, cozZ je
vice nez polovina nasich pozitivnich pacientd, tim byl potvrzen pfedpoklad, Zze nad 65
let riziko vzrusta.

Z nami ziskanych pozitivnich pacientl je 12 Zen a 8 muzu. Pohlavi se tedy jevi
jako vyznamny faktor ovliviujici vyskyt choroby, kdy Zeny jsou vice ohrozeny rozvojem
choroby nez muzi. S vékem souvisejici ztrata pohlavnich steroidnich hormonu je
jednim z rizikovych faktor vyvoje AD u zen i muzl. Ztrata estrogenu u zen a
androgent u muzu zvySuje nachylnost starSich jedinct k AD patologii. Existuji rozdily
mezi pohlavimi v schopnosti odolavat neurologickym chorobam jako je AD. (Vest R.S.
& Pike Ch.J., 2013) U Zen je napfiklad silnéjSi asociace ApoEe4 alely u AD nez u mu-
Zu, tato asociace koreluje s vétsi hypokampalni atrofii u zen. (Fleisher A. et al, 2005)
Pokusy na transgennich mysich, které pfedstavovaly pohlavni rozdily v souvislosti

s neuropatologii vykazovaly €asnéjSi a vice robustni zmény u Zzen nez u muz(.
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(Callahan M.J. et al.,2001; Lee J.Y. et al., 2002) Estrogen a progesteron maji mnoho
neurologickych benefitli, které podporuji hypotézu, Ze chrani proti aspektim AD
patogeneze. (Pike C.J., 2009) Menopauza méni pfirozeny cyklus a snizuje cirkulaéni
uroven estrogenu a progesteronu a jejich neuroprotektivni u€inek u postmenopauzal-
nich zen je tedy snizen. (Bonomo S.M. et al., 2009) Pro srovnani, muzi obecné ztraceji
svlj primarni pohlavni steroidni hormon testosteron pozvolnégji. (Morley J.E. et al.,
1997) Tyto rozdily v rychlosti ztraty hladin hormond mezi pohlavimi mohou vysvétlovat
vétSi nachylnost Zzen k AD. S vékem souvisejici pokles testosteronu u muzd ma
za nasledek klinicky syndrom zvany androgenni deficit u starnoucich muzd (ADAM-
androgen deficiency in aging males), ktery je charakterizovan zvySenim rizika nemoci a
dysfunkci v androgen - odpovédnych tkanich jako jsou kosti, svaly, tukova tkan a
srdce. Mozek je také androgen - odpovédna tkan a je tedy ovlivnén ztratou androgenu
souvisejici s vékem. Androgeny maji fadu protektivnich funkci: a) podporuji rust
neuronl, regeneraci axonu a synaptické funkce, b) chrani vuci ztraté neurond a c)
reguluji AD souvisejici patologii, véetné AB akumulace. (Kaufman J.M. & Vermeulen A.,
2005) Jako mozna prevence byla provadéna u Zen i 1éEba estrogenem. Zamérem této
Ié€by bylo bojovat proti zdravotnim rizikim, ktera se vyskytuji po menopauze, jako
osteopordza a srde¢ni choroby. SouCasné studie naznacuji, ze estrogen nechrani
srdce, ale Ze tento hormon brani rozvoji demence a to nékolika mechanismy: a)
Pomaha udrzet mozkové buriky ve vysoce funkénim stavu tim, Ze mezi nimi obnovuje
ztracena spojeni. b) Dale pomaha s udrzbou cholinergniho systému v oblastech typicky
zasazenych Alzheimervou chorobou. Cholinergni systém totiz uvolfiuje nervovy
pfenased acetylcholin, ktery je kliCovy pro spravné fungovani pozornosti a paméti. c)
Také se zda, Ze estrogen podobné jako jinan, melatonin a vitamin E ma antioxidaéni
ucinky a proto je schopen chranit mozkové bunky pfed posSkozenim volnymi radikaly.
Posledni vyzkumy ukazaly, Ze starSi Zeny nemuseji estrogenni lécbu absolvovat
dlouhodobé a presto pro né bude prospésna. (Manly J.J. et al., 2000; Jacobs D.M. et
al., 1998)

Nami zméfeni pozitivni pacienti méli v 5 - ti pfipadech AD v rodinné anamnéze, 3
ve véku nad 65 let a 2 ve véku pod 65 let. U dvou pozitivich pacientl ve véku pod 65
let by se tedy mohlo jednat o ¢asnou formu nemoci. Soucasti ¢asné formy je rodinna
historie a tedy genetika. Nékteré z Casnych forem jsou zplUsobeny vzacnou
autosomalni dominantni mutaci v genech kodujicich APP, presenilin - 1 a presenilin -
2. Vztah mezi mutacemi, funkci mutovanych gend a vyvojem nemoci podporuje
patogenezi AD. (Lambert J. & Amouyel P., 2011) Sporadicka forma je multifaktorialni
komplex, ktery zahrnuje genetiku, vlivy prostfedi a dalSi zatim i neznamé pfiCiny

mozného vzniku nemoci. Hlavni determinantou sporadické AD je z genetického
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hlediska ApoE. Studie se zvifecimi modely, A - ApoE2 a AB - ApoE3 komplexy
prochazely pfes BBB podstatné vétsi rychlosti, nez AB - ApoE4 komplex, ktery je
spojen s rozvojem AD. (Deane R. et al., 2008)

9 pozitivnich pacientl trpi diabetem Il.typu. Diabetes mellitus Il.typu (DM2) je
charakterizovan dvéma kli€¢ovymi metabolickymi odchylkami: (1) pfitomnosti dysfunkce
beta bunék pankreatickych ostrivk( sekretovat dostate¢né mnozstvi inzulinu, tak aby
hladina inzulinu byla normalni nebo dokonce zvySena (hyperinzulinemie) k prfekonani
(2) snizené citlivosti tkani na jeho pasobeni (inzulinova rezistence, IR). (Festa et
al.,2006) Skupina profesorky de la Monte z Brown University Medical School zjistila, ze
v mozku nemocnych s AD se nachazeji snizené hladiny inzulinu a Ze fada
patologickych rysti AD souvisi s poruchou pusobeni inzulinu. S postupem nemoci se
hladina inzulinu i hustota jeho receptorll ve specifickych oblastech mozku snizuje. (de
la Monte S.M.& Wands J.R., 2005) Vztahy mezi DM2 a AD byly prokazany také
v nedavno provedenych experimentalnich studiich, které sledovaly pusobeni inzulinu a
inzulinové rezistence pfi rozvoji kognitivniho deficitu kfizenim dvou znamych mySich
modelU diabetu Il. typu (ob/ob a NSY) s mySim modelem AD APP23. U obou kmenu
diabeticka porucha zhor8ovala poruchu kognitivnich funkci. Sou¢asné byl pozorovan
pokles hladiny inzulinu i porucha jeho pusobeni v burice. Diabetes Il.typu také zvySoval
depozita B - amyloidu a zanétlivy proces v mozku. (Takeda S. et al., 2010)

V anamnéze pozitivnich pacientl se objevovaly i zvySené hladiny cholesterolu,
ktery je jednim z rizikovych faktorl a to u 7 — mi pacientd. Pokusy na krysach s 5 %
cholesterol - bohatou dietou po dobu 5 mésicu vyvolavaly: prostorovy pamétovy deficit,
dysfunkci cholinergniho systému, BBB poskozeni a zanét. V kortexu cholesterol -
napajenych mysi uroven APP, AB(1-42), pravé tak jako tau a phospho - tau 181, byla
signifikantné zvétSena. (Ehrlich D. & Humpel Ch., 2012) Experimentalni studie nalezly
zménéné urovné cholesterolu a jeho metabolitll 24S-hydroxycholesterol (24S - OHC) a
27-hydroxycholesterol (27 - OHC) pfispivajici k amyloidogenezi narustem produkce
rozpustného APP. (Popp J. et al., 2012) Lidské postmortem studie ukazuji, Ze subjekty
s neuropatologickou diagnézou AD méli zna¢né zvysené hodnoty LDL (nizkodenzitni
lipoprotein) cholesterolu a AR a snizenou uroven HDL (vysokodenzitni lipoprotein)
cholesterolu ve srovnani se zdravymi subjekty. (Kuo Y.E. et al., 1998)

Nadmérna spotifeba alkoholu, tedy nemoc zvana alkoholismus, s sebou nese
vysS8i riziko Alzheimerovy choroby. Z nami naméfenych pozitivnich jedincu 4 méli
v anamnéze alkoholismus. OvSem za zminku stoji protektivni efekt ¢erveného vina.
Studie silné podporuje hypotézu, e mirna konzumace C€erveného vina poskytuje
preventivni a terapeutickou hodnotu chranici pfed AD. Antioxida¢ni aktivita polyfenoll

z vina a dalSich produktt z hrozn( je tedy prospésné u AD. Dieta bohata na polyfenoly
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=> akumulace bioaktivnich metabolitd polyfenoll v mozku => | oxidacni stres, |AB
tvorbu | ABagregaci | abnormalni agregaci tau proteinu => snizeni rizika AD. (Pasinetti
G.M., 2012)

Z naSich pozitivnich pacientl byli 2 vysokoS$kolsky vzdélani, 10 stfedoSkolsky
vzdélanych a 8 bylo vyu€eno. Toto potvrzuje poznatky ziskané z literatury které fikaji,
Ze vysoce vzdélani jedinci maji nizSi prevalenci a rychlost rozvoje AD neZ jedinci
s nizkym vzdélanim.(Barnes & Yaffe, 2011) Také vék pozitivnich, vysokoskolsky
vzdélanych pacientu je vySSi (71,78 let), coz potvrzuje ze rychlost rozvoje AD je nizsi a
nastava tedy ve vy$Sim véku. OvSem rychlost konverze MCI jedincl a MCI jedincta
v pozdnim stadiu do AD byla vy$Si u vysoce vzdélanych jedincl na rozdil od jedincu
s niz§im vzdélanim. Casné stadium MCI jedinch s vysokym vzdé&lanim ukazovalo
pomalejsi kognitivni pokles v neuropsychologickych testech. MCI jedinci v pozdnim
stadiu S vysokym vzdélanim vykazovali rapidnéjsi kognitivni pokles
v neuropsychologickych testech. Protektivni efekt vysokého vzdélani tedy zlstava
v Casném stadiu MCI, ale ztraci se v pozdnim stadiu MCI. (Ye B.S., 2013) Efekt
vzdélani muze byt vysvétlen teorii mozkové rezervni kapacity, ktera nam uvadi, ze
mozek se vyrovnava s AD patologii pomoci hojného mnozstvi neuronli a synapsi.
(Fratiglioni L. & Wang H.X., 2007)

Velka spotfeba tabakovych vyrobkd je dalSim rizikovym faktorem. Z nami
zmeéfenych pozitivnich pacientl jsou 4 kufaci. Vysledky studii dokonce naznaduiji, ze
zvySené riziko AD a dalSich demenci vasociaci svystavenim @ se
zakoufenym prostfedim u nekufakl bylo podobné jako u aktivnich kuraka. Endotelialni
dysfunkce u kufakl mize souviset s redukci clearence 3 - amyloidu, ktery je velmi
dilezity v patogenezi AD. (Chen R., 2012) Kufaci tedy neohrozuji jen svoje zdravi, ale
zdravi vSech ostatnich lidi.

Obezita je jednim z rizikovych faktorl rozvoje Alzheimerovy choroby a je také
rozSifenou nemoci souCasné populace. Nasi pozitivni pacienti byli v 10 - ti pfipadech
obézni, tito pacienti méli primérny vék 52 let, naopak 9 pozitivnich pacientd nebylo
obéznich, z téchto 9 - ti pacientl 7 bylo starSich 65 let. Domnivam se, ze zde m{ize byt
souvislost se sou¢asnymi nalezy, ze v ¢asnych fazich nemoci dochazi k systémovym
zménam, které zahrnuji i ztratu hmotnosti. Nékolik studii demonstrovalo, Ze nadvaha
v pozdnich véku je spojena s niZ8im rizikem vyvoje demence, tato interakce véku a
télesné kompozice na rozvoj kognitivnich zmén je zvana “paradox obezity“, kde
zvySeni BMI ve stfednim véku se zda byt rizikovym faktorem demence, ale vysSi BMI
v pozdnim véku se zda byt ochrannym faktorem. Preklinickd a ¢asna stadia AD jsou
spojena s nizsi télesnou hmotnosti, tedy s niz&im BMI pod 25kg/m?. Tato hodnota BMI

je spojena s vy$Simi hodnotami AD biomarkerl a vétSi prevalenci AD pozitivity.
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PFitomnost znakl in vivo markerlt mozkového amyloidu a tau proteinu jsou spojeny
s niz§im BMI u kognitivné normalnich nebo MCI jedincG. Vztah BMI a AD
patofyziologie zahrnuje neuropatologické zmeény v oblastech jako je hypotalamus, ktery
hraje roli v regulaci metabolismu a pfijmu potravy. (Vidoni E.D. et al., 2011; Ewers M.
et al., 2012)

Vysoka koncentrace homocysteinu v krvi (Hcy), také znama jako
hyperhomocysteinemie (HHcy), je uUzce spojena s kognitivni dysfunkci a AD
patogenezi. (Zhuo J. & Pratico D., 2010) OvSem souvislost AD patogeneze a vysokych
hodnot homocysteinu se u nasSich pozitivnich pacientd nepotvrdila.

Zanétliva reakce se u naSich pozitivnich pacientll objevila celkem v 8 - mi
pfipadech. Projev zanétlivé reakce organismu ziskany z krve nebo Iépe z CSF je
moznym diagnostickym biomarkerem Alzhmeimerovy choroby. Velké mnozZstvi
zanétlivych molekul, které jsou zménény u AD mohou byt detekovany v CSF. OvSem
i u krevnich markerd zanétu byla pozorovana zvySena detekce. Mnozstvi studii
zaznamenalo zmény urovné zanétlivych proteinl v plazmé, které predchazely pocatku
AD. Rotterdamska studie nalezla vyS8Si plazmatickou uroveit ACT (a-1-
Antichymotrypsin), IL-6 (interleukin-6) a v mensim rozsahu i CRP(C-reaktivni protein),
toto bylo asociovano se zvysSenim rizika demence a AD. (Engelhart M.J., et al., 2004)
Tyto nalezy jsou podpofeny mnozstvim dalSich studii, ¢imz potvrzuji moznou roli
plazmatickych zanétlivych markert v predpovédi progrese AD. Periferalni krevni
mononuklearni buriky se ukazaly byt uZiteCnymi biomarkery v méfeni uvolfiovani
cytokinl a toto bylo viditelné ve studii demonstrujici zvySeny nartst sekrece u AD MCI
jedincl ve srovnani se zdravymi pacienty. (Guierreiro R.J. et al., 2007) Vys$Si hodnoty
IL-1 a TNFa u starSich jedincu jsou také spojovany s narustem rizika AD. (Tan Z.S. et
al., 2007)

Deprese a stres predstavuji dalSi riziko Alzheimerovy choroby, ovéem z anamnéz
pacientl je nelze zjistit. Jedna se ale o rozsifeny jev sou€asné uspéchané doby a proto
je dulezité na toto riziko upozornit. Deprese a apatie jsou mezi nejbéznéjSimi projevy
spojenymi s AD. Studie psychiatrickych symptom( u 435AD pacientd demonstruje
vysokou davku deprese a ukazuje, Ze je Casnou neuropsychiatrickou abnormalitou.
(Craig et al., 2005) Deprese predstavuje rizikovy faktor AD a je moznym prodromalnim
rysem AD. (Wuwongse S., et al., 2010) Obecné je pak znamo, Ze stresovy hormon
kortizol je pro mozek toxicky.

Urazy hlavy mohou zvySovat riziko rozvoje AD aZ 2x. Mozkova mrtvice a
ischémie mozku jsou rizikovym faktorem pfispivajicim k patogenezi Alzheimerovy
choroby. Hlavni manifestaci je zhorSeni axonalniho transportu, zdufeni axonl a tvorba

varikozit, coz jsou znaky které mohou hrat dulezitou roli v patologii AD. (Zhang Q. et
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al., 2012) Mozkova pfihoda se objevuje v 5 - ti pfipadech pozitivnich pacientl. Senilni
nebo amyloid - obsahujici plaky, byly prvné popsany u mozku epileptika v roce 1892.
Incidence zachvatl u jedincu s AD - typem demence se jevi byt zvySena specialné

u pfipadd v ¢asném pocatku, ackoli obecné krecovité episody jsou vzacnéjSi. AD a
epilepsie jsou dvé odliSné neurologické choroby, ovSem sdili fadu patologickych rysa.
ProC€ nebo jak je epilepsie spojena s narastem AD patologie zlUstava neznamo. (Yan X.
et al., 2012) Epilepsie se v anamnézach nasich pacientl objevila ve 2 pfipadech.

Riziko kardiovaskularnich chorob je u naSich pozitivnich pacientd zastoupeno
v 11 - ti pfipadech. V tomto riziku je zapojeno mnoha dalSich faktor( jako je diabetes,
cholesterol, obezita a hypertenze, ktera zvySuje i riziko mrtvice a Iézi v bilé hmoté,
poskozuje hematoencefalickou bariéru, snizuje mozkovou perfuzi, ¢imz zvySuje zmény
znamé u AD patologie. (Peters R., 2012) U vSech téchto 11 - ti pacientd se
v anamnéze objevuje minimalné dalSi rizikovy faktor obezita, diabetes nebo
cholesterol. Celkem ve 3 pfipadech se v celkové anamnéze vyskytuji vSechny tyto
faktory — tedy diabetes, cholesterol, obezita a riziko kardiovaskularnich chorob.

V soucasné dobé existuji Iéky pouze pro ¢asné stadium, které oddaluji kognitivni
pokles a udrzuji ur€itou Zivotni urovenf. Neustale ale probihaji nové studie pokousejici
se vyvinout Iék pro Alzheimerovu chorobu. Imunoterapie AR amyloidosy byla pfijata
jako mozné FeSeni vedouci k mnoho zajimavym nalezim jako je AP42 vakcina
AN1792, semagacetat &i y-sekretasovy inhibitor. Prvni faze zkousky AB42 vakciny
uvefejnéné v roce 2008 vykazovaly vedlejSi ucinky (encefalitidu) a navic nedochazelo
ke zlepSeni kognitivnich funkci, ackoliv amyloidové akumulace v mozku zmizely. Druha
faze zkousky vakciny byla provedena vroce 2009. Z vysledk( vyplyva zmirnéni
akumulace amyloidu v mozku, neuritickych abnormalit v hipokampu a pokles
fosforylovanych tau — pozitivnich nervovych bunék, coz tedy naznacuje ze AB42
protilatkova terapie muze byt efektivni pfi tauopatii. Vyvoj mnoha latek s terapeutickym
ucinkem jako je AP vakcina nebo y- sekretasovy inhibitor je nyni zpomalen
nedostatkem klinickych zkousek. Ur€ity skepticismus existuje s ohledem na hypotézu
AB amyloidové kaskady, nebot zhorSeni demence se neda zastavit, pfestoze AR
vakcina odstranuje AR amyloidova depozita. (Hardy J., 2009; Hyman B.T., 2011)
Slibna |éCebna strategie se zda byt v pouziti acetylcholineterasovych (AChE) inhibitorg.
Nékolik uc¢innych AChE inhibitort jako je huperizin nebo galantamin byly uspésné
izolovany z rostlin, coz poukazuje na to, Ze rostlind medicina je dobry zdroj pro hledani
potencionalnich AChE inhibitorG. (Yang Z. et al., 2012) Je nutné objasnit vSechny
molekuly souvisejici s kazdym krokem patologické kaskady AD a upfesnit cilové

molekuly pro vyvoj terapie a I1éCby AD.
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Na zakladé tab. ¢. 20 bylo jako nejCasté&jsi rizikovy faktor vyhodnoceno riziko
kardiovaskularnich chorob, které bylo pfitomno u 11 - ti pacientd. Nejcastéjsi
kombinaci rizik byla obezita, diabetes mellitus Il.typu a zvy3ena koncentrace
cholesterolu. Diabetes mellitus Il.typu se vyskytoval v 9 - ti pfipadech, obezita v 10 - ti

pfipadech a zvySeny cholesterol v 7 - mi pfipadech.

- 69 -



6 Zaveér

Bylo provedeno vySetieni tripletu biomarkerl neurodegenerace Alzhemeirovy
choroby pomoci solid phase enzymové imunoanalyzy. S vysledkem 20 pozitivnich a 34
hraniénich pacientt na zakladé kritérii dle vyrobce, na zakladé kritérii dle literatury bylo
12 pozitivnich a 33 hraniénich pacientl. Na zakladé studia anamnéz pacientd,
klinickych pfiznakld a jejich diagn6z jsem jako pfijateln&jsi vyhodnotila kritéria dana
vyrobcem. Metoda byla zavedena na oddéleni OKB ve fakultni nemocnici Olomouc.
Biomarkery pfedstavuji Casny zdroj detekce patologickych zmén Alzheimerovy
choroby, které postupné nastavaji v mozku pfed samotnym propuknutim nemoci.

Pfed samotnym zavedenim metody do rutinniho provozu je nutné provést
verifikaci metody. Byla zvolena verifikacni kritéria — opakovatelnost v sérii, mezilehla
pfesnost a dolni limit detekce. Prokazali jsme, Ze metody splfiuji stanovena verifikaéni
kritéria a jsou vhodné pro rutinni pouziti v praxi.

Na zakladé celkovych anamnéz pozitivnich pacientl byly zhodnoceny rizikové
faktory nejCastéji se vyskytujici u téchto jedincd. Jako jednim z hlavnich rizikovych
faktort se jevi pohlavi, nebot z 20-ti pozitivnich pacientl bylo 12 zen. DalSim €astym
rizikem byla kombinace diabetu Il.typu, vysokého cholesterolu, obezity a rizika
kardiovaskularnich chorob, coz v riznych kombinacich splfiovali t¢émér vSichni pacienti.

Zjisténé vysledky koreluji s jiz znamymi poznatky v literatufe a tedy, Ze hodnoty
biomarkerl narlistaji s vékem, také kombinace biomarkerll zvySuje presnost uréeni
spravné a véasné diagnézy. 12 pozitivnich pacientl zenského pohlavi z celkovych 20-ti
pacientll vyrazné podporuje znamou pfedstavu, ze zZeny jsou nachylnéjsi k propuknuti
Alzheimerovy choroby.

Stanoveni tripletu biomarkerd z mozkomiSniho moku je soucasti specialni
likvorologie a je velice dulezitou soucasti stanoveni diagnézy Alzheimerovy choroby.
Interpretace vysledkl ovSem neni jednoducha. Diagndza Alzheimerovy choroby je
stanovena nejen na zakladé zméfeni tripletu v mozkomiSnim moku, ale je nutné
spolupracovat s klinikem a podstoupit fadu dalSich vySetfeni, jako jsou psychometrické
testy a MRI. Proto je tedy vySetfenim raritnim a soustfeduje se do velkych klinik a
neurologickych center, zde by méla byt tato metoda stanoveni tripletu markerl
jednoznacné zavedena do praxe, coz je i pfipad zavedeni této metody na oddéleni
OKB ve Fakultni nemocnici v Olomouci. S neustale se zvySujici prmérnou délkou
zivota je, dle mého nazoru, toto vysSetfeni velice dullezité. VEasné zachyceni
patologickych zmén s pomoci tohoto vysSetfeni zvySuje moznost nemocnych prozit

vyzkum zaméfeny na hledani dalSich biomarkerd, které by bylo mozné ziskavat

-70 -



napfiklad z krve, coz by bylo méné invazivni nez odbér likvoru. Tyto vyzkumy jsou
teprve ve fazi testovani. OvSem markery ziskané zlikvoru pfimo odrazi zmény
nastavajici v mozku a proto je, a domnivam se ze i delSi dobu bude, vysetfeni tripletu

zasadni metodou detekce.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AB Amyloid-beta

ACT Antichymotrypsin

ADAM Androgen deficiency in aging males

AD Alzheimerova choroba

AChE Acetylcholinesterasa

AMK Aminokyselina

AICD APP intracelularni C-terminalni doména

ApoE Apolipoprotein E

APPa Amyloid prekursorovy protein $tépeny a-sekretasou
APPB Amyloid prekursorovy protein $tépeny B-sekretasou
APP Amyloidni prekurzorovy protein

BBB Blood Brain Barier — hematoencefalicka bariéra

Bio Biotin

CNS Centralni nervova soustava

CRP C-reaktivni protein

CSF Cerebrospinal fluid — mozkomisni mok — likvor

Ccv Varia¢ni koeficient

DM2 Diabetes mellitus Il. typ

FAD Familiarni AD

HDL Vysokodenzitni lipoprotein

HRP Kfenova peroxidasa

IL Interleukin

L3-L5 Bederni obratle

LDL Nizkodenzitni lipoprotein

LOD Limit detekce

MCI Mild cognitive impairment — Mirné kognitivni zhorSeni
MRI Magneticka resonance

NFT Neurofibrillary tangles — neurofibtilarni klubka
NINCDS — ADRDA National Institute of Neurological Disorders and Stroke
- Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association

PET Pozitronova emisni tomografie

p-tau Phospho-tau protein

sAPPa Solubilni APPa
sAPPj Solubilni APPf
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