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SOUHRN

Alzheimerova choroba se fadi k nejbéZznéjSim neurodegenerativnim onemocnénim.
Nespravn¢ slozené proteiny ve své funkéni podobé slouzici predev§im ke stabilizaci
mikrotubuld, ztraci kvili hyperfosforylaci schopnost vazat svlij ptivodni substrat a vytvari
polymerni agregaty. Ktere jsou toxické a spolu s beta amyloidovymi plaky vedou k poSkozeni
a naslednému zéaniku nervovych bunék. JehoZ néasledkem dochézi je poruSeni kognitivnich

funkei.

Tato prace se zabyva pouzitim cileného lipidomického piistupu v analyze likvoru pacienti s
timto onemocnénim. Byla aplikovana metoda vysoko u¢inné kapalinové chromatografie, ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Bylo identifikovano celkem 92 lipidu.
Pomoci statistickych metod byly vyhodnoceny zmény v lipidomu u pacientdi ve srovnani s
kontrolni zdravou skupinou. Byly nalezeny jak dfive publikované, tak nové potencidlni

biomarkery onemocnéni.



SUMMARY

Alzheimer’s disease is one of the most common neurodegenerative diseases. Incorrectly folded
proteins in its functional form, serving primarily to stabilize microtubules. They lose due to
hyperphosphorylation the ability to bind their original substrate. Than they form polymer aggregates
which are toxic and, together with beta amyloid plaques, lead to damage and subsequent nerve cell

death. Resulting in cognitive impairment.

This work deals with the use of targeted lipidomic approach in CSF analysis of patients with this
disease. A high performance liquid chromatography method was applied in conjunction with tandem
mass spectrometry. A total of 92 lipids were identified. Statistical methods were used to evaluate
changes in lipidoma in patients compared to a healthy control group. Both previously published and

new potential biomarkers of the disease have been found.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK
AD — Alzheimer’s disease (Alzheimerova nemoc)

AP — amyloid beta

AK — aminokyseliny

APP — amyloidni prekurzorovy protein

APOE — apolipoprotein E

ATP — adenosintrifosfat

CE - estery cholesterolu

Cer — ceramidy

CNS — centralni nervovy systém

CSF — cerebrospinal fluid (mozkomiSni mok)

DG — diacylglyceroly

DHA — kyselina docosahexaenova

ESI - electrospray ionization (ioniza¢ni metoda hmotnostni spektrometrie)
FA, MK - fatty acids (mastné kyseliny)

HDL - high-density lipoprotein

HexCer — hexaglycosylceramidy

Hex2Cer — dihexaglycosylceramidy

LPC - lyso-fosfatidylcholiny

LPC-O - lyso-fosfatidylcholiny s alkylovymi substituenty
LPE — fosfatidylethanolaminy

LPE-O - fosfatidylethanolaminy s alkylovymi substituenty

MALDI-MS - matrix-assisted laser desorption ionization (ioniza¢ni metoda hmotnostni

spektrometrie)
MAP - microtubule-associated protein (protein asociovany s mikrotubuly)

MAPT - microtubule-associated protein tau (gen pro tau protein)
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MRI — magneticka rezonance

MS — multiple sclerosis (roztrouSena sklerdza)

MTBE - methyl-t-butylether

PC — fosfatidylcholiny

PC-O - fosfatidylcholiny s alkylovymi a alkenylovymi substituenty
PET — pozitronova emisni tomografie

PG — fosfatidylglyceroly

PI — fosfatidylinositoly

PS — fosfatidylseriny

PS1 — presenilin 1

PTLP - protein transportujici fosfolipidy

ROS — reactive oxygen species (reaktivni kyslikové radikaly)
SM — sfingomyeliny

Tau — Tubulin associated unit (Protein asociovany s tubuliny)
TG — triacylglyceroly

TOF-SIMS — time-of-flight mass spectrometry

WHO — World health organisation (Svétova zdravotnické organizace)
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1. Uvod

Spole¢nym znakem onemocnéni zvanych tauopatie je nespravna lokalizace a posttranslacni
upravy Tau proteinu (tubulin-associated unit). Tau protein slouzi ve zdravém neuronu ke
stabilizaci mikrotubuld. Patologicky pozménény protein ztraci svou rozpustnost i vazbu na
mikrotubuly a polymeruje do spirdlovitych vietének, kterd mohou tvofit agregaty s dal§imi
proteiny (Jouanne, et al. 2017). Agregaty jsou pro buniku Skodlivé a hyperfosforylovany tau
protein neplni svou funkci stabilizace mikrotubuld (Valentine et al. 2016). Zatimco u
hyperfosforylovaného tau proteinu nebyla prokdzana vyznamna toxicita, oligomery beta

amyloidu v buiikach jsou vysoce toxické (Chang et al. 2017).

Nejvyznamngjsi pfi¢inou demence je Alzheimerova nemoc, u niz se kombinuji projevy
tauopatie s beta amyloidovymi agregaty v mezibunééném prostoru (Alves et al. 2010).
Neuron zasazeny AD piestdva plnit svou funkci, s postupem nemoci dochazi k apoptoze

neurontl, dysregulaci neuronové sité a naruseni fungovani mozku.

Demence je nevylécitelné onemocnéni a konci smrti pacienta, u Alzheimerovy nemoci do

5-7 let od diagnozy.

Klinick4d diagnostika je zaloZena na detekci beta amyloidu a tau proteinu vkrvi a
mozkomisnim moku, na pomérné¢ narocnych zobrazovacich metodach. Méné narocné
diagnostické metody a hledani dalSich metabolickych abnormalit jsou stidle pfedmétem

vyzkumi.

Studii zabyvajicich se Ccist¢ lipidy v mozkomiSnim moku bylo provedeno méné,
nejzajimavejsi vysledky byly pozorovéany u cholesterolu a jeho metaboliti (Loera-Valencia

et al. 2019)

V této praci se zabyvame zménami lipidomického profilu mozkomisniho moku u pacienti
s AD ve srovnani se zdravymi kontrolami. K analyze vzorkil byla pouzita tandemova

hmotnostni spektrometrie.

Objev specifickych biomarkert by pfispél k diagnostice pfed rozvojem klinickych ptfiznaki a

vCasnému nasazeni podpirné 1éCby.



2. Cile prace

o Vypracovani literarni reSerSe na téma: lipidomika, molekularni biomarkery AD,
kapalinova chromatografie a tandemova hmotnostni spektrometrie, metabolomika,
dédicné metabolické poruchy, které vedou k AD.

o Cilena lipidomické analyza likvoru pomoci LC/MS

o Zpracovani dat zakladnimi statistickymi metodami a identifikace nejvice

signifikantnich analytii



3. Literarni prehled

3.1 Alzheimerova choroba (AD)

Alzheimerova choroba patii mezi do rozsdhlé skupiny onemocnéni zvanych
neurodegenerativni proteinopatie. U téchto chorob dochdzi s postupem véku v neuronech ke
zvySujici se zatézi mnozstvim nespravné slozenych nebo toxickych proteinti, Casto tvoficich
nerozpustné shluky (agregaty). Tato zatéz vede k poskozeni struktury a funkce neuroni az
k jejich zaniku, coZ se projevuje progredujicimi poruchami kognitivnich funkci, ptipadné
dalsimi neurologickymi ptiznaky. Proteinopatii je celd tfada, vyskytuji se na genetickém
zéklad€ (napf. Huntingtonova chorea), nebo s nejasnymi pfi¢inami spojeni genetickych i

environmentalnich faktor (napt. Alzheimerova choroba).

Nespravné slozené proteiny zpisobuji v bunice celou fadu poruch, vcetné¢ poskozeni
mitochondrii a selhani energetického metabolismu (Kawamata a Manfredi 2017). V buiikach
zasazenych AD bylo opakované pozorovano snizené mnozstvi ATP a zmény
v elektrontransportnim fetézci (Bosetti et al. 2002). Nedostatek ATP narusuje biosyntézu
v bufice, schopnost odstranovat toxické produkty, i funkci neuronu. ZvysSuje riziko

excitotoxické smrti neuronu (Verma, Wills, a Chu 2018).

Alzheimerova choroba patii mezi tauopatie — poruchy spojené s naruSenim posttransla¢nich
modifikaci tau proteinu, které vedou ke ztraté jeho funkce a k tvorbé Skodlivych agregati.
Tauopatii je asi 20 a déli se na tauopatie bez asociace s dalSimi proteiny (napi. neurofibrilary
tangle dementia), tauopatie asociované s beta amyloidem (Alzheimerova nemoc) a tauopatie

asociované s jinymi proteiny (Kovacs 2017).

Zhruba 5% ptipadit AD je zplsobeno geneticky (tzv. familialni AD) a nastup nemoci je velmi
Casny — jiz mezi 30 a 60 lety v€ku. Pfi¢inou je mutace v APP genu pro prekurzor beta
amyloidu (Hardy 2017), nebo v presenilinu 1 (Kelleher a Shen 2017) a presenilinu 2 (Fedeli
et al. 2019) coz jsou geny pro enzymy Stépici APP na beta amyloid).

Zbylych 95% piipadi, tzv. sporadickd forma AD, je zplsobena vice faktory a nastupuje
demence (Karlikova et al. 2017). Alzheimerova nemoc je nevylécitelnd, vede k postupujicimu
rozpadu osobnosti pacienta a nevyhnutelné konci smrti, obvykle do do 5-7 let od diagnozy
(Alzheimer’s Association 2016). Soucasna 1écba se zamétfuje na zpomaleni nékterych

priznaki, podporu mozkové ¢innosti a podptirnou psychoterapii.
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Podle nékterych studii poméaha demenci zpomalit také intenzivni trénink paméti a
kognitivnich funkci. Trénink ovliviiuje nejen schopnosti pacientil, ale i patofyziologické

projevy nemoci v mozkoveé tkani (Rossi Dare et al. 2019).

Typickym histologickym néalezem u AD jsou extracelularni plaky beta amyloidu a
intracelularni vieténka tau proteinu, doprovazejici postupny ubytek a strukturalni abnormality

nervovych buné¢k.

3.1.1 Tau protein — funk¢ni (normalni) x hyperfosforylovany

Ve zdravém neuronu hraji Tau proteiny (tubuline associated unit) nezastupitelnou roli pfi
regulaci stability axondlnich mikrotubulll, zejména v distalni ¢asti. Patii do rodiny MAP
(microtubule-associated protein; proteiny asociované s mikrotubuly). Nejvice se vyskytuje

v neuronech, najdeme ho v malé mife také v astrocytech a oligodendrocytech.

Gen pro tau protein, MAPT (microtubule-associated protein tau), lezi na dlouhém raménku
17. chromosomu. Z tohoto genu se alternativnim sestfihem translatuji vSechny tau proteiny
(existuje 6 isoforem, z nichZ 3 maji 3 vazebna mista pro tubulin, a 3 isoformy maji 4 vazebna

mista).

Mysi s knock-outovanym genem MAPT nevykazovaly vyrazné znamky neuropatologie —
pravdépodobné proto, Ze roli tau proteinu pievzaly jiné MAPs. Urcité odchylky ve stabilité
mikrotubuld vSak pozorovany byly (Harada et al. 1994). Na obrazku 1 vidime zjednodusené
schéma funkce tau protein. Nejdelsi forma proteinu méa 4 domény, které se vazou na tubulin.
Vazba tau proteinu stabilizuje strukturu mikrotubulu a zastavuje kinesinovy transport vackt
smérem k plus konci vlakna. Rovniha jeho navazovéani a uvolilovani z mikrotubull je
zajistovana pomoci kindz a fosfataz (fosforylaci ztraci tau afinitu k tubulinu). Pfevzato z

(Kolarova et al. 2012).



Fosforvlovany tau

a

Tau
protein

Mikrotubul

1.0br. 1: Funkce normalniho tau proteinu.

(Reilly et al. 2017) zkoumali (Harada et al. 1994) kulturu lidskych indukovanych kmenovych
bunék, do nichz uméle zavedli mutaci v genu pro tau protein v P301L and V337M doménach
a zmnozili tento gen, aby byl exprimovan v podobném mnoZstvi, jako v post mortem
zkoumanych mozcich pacientii s AD. Mutovany protein tvofil agregaty, pusobil poSkozeni
bun¢k a byl bunikami aktivné exocytovan. To podporuje hypotézu mozného ptenosu jadérek
agregatli mezi bunikami a Sifeni Skodlivé konformace proteinu podobné, jako se §ifi priony
(do dalSich bun¢k se muze dostavat retrogradnim axonalnim transportem). Na Obrazku 2
vidime imunoreaktivni znaceni primarni protilatkou proti fosforylovanému tau proteinu, které
ukazuje jeho agregaty u bunééné¢ho modelu tauopatie. V kontrolni kultufe bun¢k bez mutace
nejsou patrné Zadné agregaty, stejné jako na kontrolnich snimcich, kde nebylo pouZzito
imunoznaceni proti fosforylovanému tau proteinu. Obrazky bunécné kultury byly pofizené

elektronovym mikroskopem, méfitko pfedstavuje 50nm. Pfevzato z (Reilly et al. 2017).
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2.0br. 2: Imunoreaktivni zna¢eni primarni protilatkou proti fosforylovanému

Na Obrazku 3 vidime elektronmikroskopické snimky bunéénych kultur, vlevo s béznym tau
proteinem a vpravo s mutacemi v P301L and V337M doménach. Fosforylovany tau protein
byl znaceny protilatkami se stiibrem. Vpravo vidime velké mnozstvi tmavych objektt

piedstavujicich agregaty mutovaného proteinu. Méfitko predstavuje SOnm. Pievzato z (Reilly
etal. 2017).

T 5 ki e A
W H".‘l‘ . l-" ..-‘ t' -
L A
;‘ J.-,h. L9 - .‘_
_‘F-_-_; .
it o P - .I"'*_ ¥
B 4 :
pr 0 .
-{4‘- . b
. L !
’ -
T o :
Fi*.",, 'L. h . ;
3 N ol e i

3.0br. 3: Elektronmikroskopické snimky bunéénych kultur

Toxicita neagregované¢ho nespravné modifikovaného tau proteinu je diskutabilni. Zatimco

nékteré studie neprokazaly vyznamny rozdil mezi normalnim a mutovanym tau proteinem
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(d’Orange et al. 2018) a navrhuji hypotézu, Ze tvorba velkych agregatl pomaha
buiikam zbavit se toxickych oligomerti a prodlouzit své preziti. Mozné vysvétleni
rozdilnych vysledki studii je, Ze ne vSechny mutantni formy tau proteinu nadchylné k agregaci

tvoti stejny typ rozpustnych oligomert.

Naobrazku 4 vidime zenefosforylovany proteinsevazenatubulindoménamiR1, R2, R3 aR4.
Oblasti smérem k N- a C- konci od vazebnych domén inhibuji vazbu s jinym tau proteinem.
Fosforylaci inhibi¢nich oblasti (v obrazku vyznaceno rizovym P) se ztraci jejich inhibi¢ni
funkce a dochézi k interakci mezi jednotlivymi molekulami tau proteinti. Vznikaji toxické

oligomery a nasledné vétsi agregaty. Prevzato z (Kolarova et al. 2012).
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Obr. 4: Fosforylace tau proteinu.

3.1.2 Beta amyloid

Beta amyloid je vlaknita proteinova struktura slozena z 36-43 aminokyselin. Ma tendenci
agregovat a tvorit vlaknité neurofibrily narusSujici strukturu a funkci mozkové tkané. Vétsi
miru neurotoxicity vSak vykazuji rozpustné oligomery beta amyloidu. Na obrazku 5 vidime

rizné stupné agregace proteinu:

A) Aminokyselinova sekvence proteinu obsahujici 42 aminokyselin B) Hlavni ¢ast proteinu

(28 AK) tvorii alfa helikdlni strukturu. V prostiedi podobném membranam muze nabyvat



struktury beta skladdaného listu. C) Konformace rozpustného proteinu ve vodném prostiedi.
Ztraci se alfa helikalni struktura a vldkna vzajemné interaguji na zakladé vodikovych mustkii.
D) Protein zkolabovany do chaotickych smycek a vladken, bez pravidelné helikalni struktury.
E) Monomery proteinu se navzajem shlukuji v oligomery, které vytvateji jadra budoucich
protofibril. Ty se navzajem podélné spojuji v neurofibrily, typicky histologicky nalez u AD.
Upraveno dle (Chen et al. 2017).
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Obr. 5: Jednotlivé faze agregace beta amyloidu.

Beta amyloid vzniké z APP (amyloidni prekurzorovy protein) St€penim pomoci enzymu beta-
sekretdzy. Ve zdravém organismu §tépi tento enzym cca 10% APP. Cislo se méni vlivem
veku, prostiedi, ale také genetické variability v APP genu. Po odStépeni ¢asti proteinu beta
sekretazou je toxicky zbytek uvolnén z membrany pomoci gama sekretaz (Obr. 6). Beta i
gama sekretazy se nejvice nachazeji v lipidovych raftech, tedy oblastech bohatych na
cholesterol. Nartst hladiny membranového cholesterolu vede ke zvySenému Stépeni APP na

beta amyloid.

Druhy zptsob stépeni APP, pomoci alfa-sekretdzy, nevytvaii nerozpustné beta-amyloidy. Ve
zdravém orgainsmu je touto cestou Stépeno zhruba 90% APP. Vznikaji rozpustné N-

terminalni fragmenty (sAPPa), které pulsobi neuroprotektivné. C-termindlni fragmenty



(CTFa) ziistavaji v membrané a reaguji s preseniliny. Produkty o-Stépeni APP maji mnoho

ruznych funkci v bunééné signalizaci, regulaci transkripce a regulaci synaptogeneze.
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Obr.6: Stépeni lidského APP neamyloidogenni cestou a §tépeni na beta amyloid.

Beta amyloid vznikd i ve zdravém mozku a je neurony hojné sekretovan do mezibunééného
prostoru. Jeho biologicka funkce vSak zatim nebyla plné objasnéna, nékteré studie naznacuji
jeho funkci v regulaci mnozstvi synaptického a extracelularniho acetylcholinu (Kumar,

Nordberg, a Darreh-Shori 2016).

3.1.3 Vliv agregatii (plakii) na mozek

Demence je zavazné onemocnéni mozkové tkané zpiisobujici postupny pokles kognitivnich
schopnosti, paméti a isudku, zmény osobnosti a emoci (hypomanie, deprese, vykyvy nalad),
ztrata schopnosti vykonavat bézné kazdodenni €innosti. V pokroc€ilych stadiich nemocni
ztraceji orientaci v ¢ase 1 prostoru, bloudi, nepoznavaji blizké osoby, byvaji podrazdéni az

agresivni.

Ptitomnost beta amyloidovych plaki v mezibunéném prostoru a tau-vietének v cytoplasme
neurond vede k poskozeni a odumirani nervovych bunék, ¢im vétsi ¢ast mozku je zasazena,
tim t¢Z8imi projevy demence pacient trpi. Kromé toho mohou vysokou neurotoxicitu

vykazovat také rozpostné oligomery nespravné slozenych proteini. Néktefi veédei se



domnivaji, Ze tvorba agregati by mohla byt obranou proti pisobeni téchto oligomerd, tedy

jakymsi odkladistém.

wrwe

3.2 Genetické prifiny alzheimerovy nemoci (Familialni AD)

Familialni AD tvoti pomérn€ malé procento pacientli. Vyznacuje se dédi¢nosti onemocnéni a
casnym nastupem klinickych symptomt (jiz kolem 30. roku veéku). Nemoc je obvykle
zpisobena mutacemi v prekurzorovém proteinu APP, ktery je diky nim nachylnéjsi ke Stépeni
beta sekretazou. Existuji také mutace v samotnych enzymech sekretazach, které pak Stépi
protein s vétsi pravdépodobnosti amyloidogenni cestou. Mutace v tau proteinu zpiisobuji jeho
snazs$i fosforylaci a nachylnost k tvorb¢ agregati. Riziko vzniku AD ovliviiuji i dal$i proteiny,
napiiklad genetickd variabilita v apolipoproteinu-¢, ktery zajistuje transport cholesterolu do

neurontl (Liu et al. 2013).

3.2.1 Mutace APP pobliZ mist Stépeni beta a gama sekretazami

Bylo objeveno mnoho mutaci APP genu, které zvysuji riziko alzheimerovy nemoci, ale také
jedna mutace snizujici toto riziko, coz bylo prokdzano zavedenim této mutace do mysiho
genomu (Nagata et al. 2018). Mutace v APP genu jsou obvykle dominantni, ke zvySeni rizika
nemoci staci jedna mutovana alela. Byla vSak zdokumentovéana i recesivni alela, zvysujici
riziko pouze u homozygoti. Pokud byly agregaty vzniklé S§t€épenim mutovaného APP
inkubovany in vitro s béZznym APP proteinem, stavaly se agregaty nestabilnimi a nedochéazelo
k vzniku amyloidnich plakii (Di Fede et al. 2009). Existuje mutace zpusobujici ¢asny nastup
(familidlni) alzheimerovy nemoci u homozygotl, ale branici agregaci beta amyloidu u

heterozygott. T€chto poznatkli by mohlo byt vyuzito v 1&€be (Di Fede et al. 2012).

3.2.2 Mutace v Tau protein

Mutace v tau proteinu zplsobuji rlizna onemocnéni projevujici se demenci. Jedno z téchto
onemocnéni se nazéva frontotemporalni demence s parkinsonismem, spojend s mutacemi 17.
chromozomu. (Tacik et al. 2017) srovnava kazuistiky tii pacientl s frontotemporalni demenci

a dvéma riznymi mutacemi v tau proteinu (v exonu 13): mutaci p E372G a mutaci p.G389R.
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Pacient s prvni zminénou mutaci zacal vykazovat projevy demence vyznacujici se progresivni
afazii (ztratou schopnosti slovni komunikace) ve 40 letech. Druhd mutace se u pacientii
projevila ve 24 a v 53 letech véku, s podobnym fenotypem. Z neurobiologického hlediska
byla pozorovatelnd Pickova téliska (inkluze mutovaného proteinu) a aktivace imunitnich
bunék v bilé hmoté reagujicina tau protein se tiemi i ¢tyfmi vazebnymi doménami). Vliv
mutaci na agregaci tau proteinu byl prokézan také in vitro, to je zndzornéno na obrazku 7. Na
obrazku B vidime vyrazn¢ vice vlaknitych agregatt. Fotogeafie z elektronovaho mikroskopu.

Ptevzato z (Tacik et al. 2017).

Obr. 7: Agregace WT tau proteinu A) a tau proteinu s p.E372G mutaci B) in vitro.

V ¢lanku je také prehled kazuistik dal§ich mutaci v exonu 13, zptsobujicich frontotemporalni
demenci, alzheimerovu nemoc, kortikobazalni syndrom a progresivni agramatickou afazii s a
nebo bez extrapyramidovych symptomi. Jeden z autori popisuje pacienta s juvenilni
frontotemporalni demenci, ktery zemiel v pouhych 24 letech. Mezi jeho ptibuznymi byl
vysoky vyskyt demence demence. Pacient a jeho rodina byli nositeli mutace p.G389R
(Chaunu et al. 2013). Dalsi z ptipadii manifestace tauopatie ve velmi nizkém véku byl pacient

s toutéz mutaci, ktery nasledkem onemocnéni zemfel jiz v 22 letech.

3.2.3 Mutace v presenilinovych genech

Preseniliny jsou integralni membranové proteiny pusobici jako katalytické podjednotky
enzymového komplexu gama sekretazy. U clovéka existuji dva preseniliny PSEN1 a PSEN2.

Dominantnich mutaci v nékterém z nich, které zptsobuji AD bylo objeveno vice nez 160,
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pficemz vyfazeni (knock-out) presenilinovych genli u mysi vedlo k neurodegeneraci a

symptomim podobnym AD i bez ptitomnosti beta amyloidovych plakt (Saura et al. 2004).

3.2.4 Dalsi rizikové geny

Apolipoprotein-¢ zajiSt'uje v organismu lipidovou homeostazu diky schopnosti transportovat
lipidy mezi jednotlivymi bunéénymi typy. V CNS je produkovan zejména astrocyty a slouzi
k transportu cholesterolu do a z neuront (Liu et al. 2013). Jeho mutace byly prvni genetickou
abnormalitou s prokdzanym rizikem AD. Studie na 7625 pacientech s AD odhalila, ze nositelé
alely APOE &4 onemocnéli AD v priméru o 2,3 roku dfive nez homozygotni nositelé bézné

APOE €3 alely (LoBue et al. 2017).

Geneticka variabilita v lipidovém ptenaseci APOE ovliviiuje riziko AD diky rtizné rychlosti
fungovani riznych alel tohoto transportéru. Nejméné efektivni je APOE &4, homozygoti
s touto mutaci maji riziko nejvyssi. Tato alela snizuje schopnost bun€k odstraiiovat beta
amyloid, nejspisSe vlivem celkového zpomaleni metabolismu neurond. Zpomaleni transportu
triglyceridi mezi neurony a zasobarnou lipidovych kapének v gliich miZe zvySovat hladinu
volnych kyslikovych a hydroxylovych radikalti, protoze dochéazi k pfedcasné oxidaci
mastnych kyselin. Nejbéznéjsi je alela APOE &3. Existuje jesté alela APOE €2, ktera koduje

nejefektivnéjsi prenaseC a snizuje riziko rozvoje AD (Stoykovich a Gibas 2019).

3.3 Negenetické pric¢iny (Sporadicka AD)

U velké vétSiny ptipadi AD nelze urcit piima geneticka pfi¢ina. Onemocnéni nastava v téchto
pripadech obvykle az v pozdnim véku (60-70 let) a souvisi s vy€erpanim obrannych zdroji

organismu proti neurodegeneraci. Roli hraji také vlivy prostfedi a Zivotni styl.

3.3.1 VEéKk a vlivy prostredi

Statisticka analyza na velkém souboru dat odhalila souvislost mezi obsahem hliniku a fluoridu
v pitné vodé¢ a rizikem demence. Ze sledovanych 6990 lidi jich onemocnélo v pribéhu starnuti
fluoridt byl az dvojnasobny (Russ et al. 2019).
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Diskutuje se také o vlivu traumatického poranéni mozku na rozvoj a zavaznost alzheimerovy
choroby. Nékteré studie statisticky vyznamnou souvislost nepotvrdily. Podle studie (LoBue
et al. 2017) na 7625 pacientech vSak ti, kdo referovali uraz hlavy, zacali trpét AD primérné
o 2,5 roku dfive nez pacienti, ktefi uraz neprodélali. Vliv véku, kdy k tirazu doslo, jeho

z&vaznosti a ¢etnosti tirazli zkouman nebyl.

Z hlediska zivotniho stylu ma nejvetsi vliv strava a zdravi kardiovaskularniho systému, rezim
spanku a bdéni a fyzickd a mentalni aktivita. Ne vSechny studie v§ak podobny vztah potvrdi.
Studie provedena na celkem 464 pacientech s mirnou formou naruSeni kognitivnich funkci
odhalila vztah mezi mirou onemocnéni a biomarkery AD v mozkomi$nim moku, ale nikoli

mezi onemocnénim a sledovanymi faktory zivotniho stylu (Reijs et al. 2017).

Jednim z mechanismd, jak miize Spatny Zzivotni styl ovlivnit procesy vedouci k tauopatii
a amyloiddze, je naruseni insulinové regulace metabolismu (Fernandez, Santi, a Torres

Aleman 2018).

3.3.2 Snizeni obrany pi‘ed nespravné sloZzenymi proteiny (Autofagie, ubikvitinovy

systém...)

Autofagie je jednim z kli¢ovych mechanismii ochrany buiky pfed hromadénim nespravné
slozenych proteinti. Slouzi pfedevsim k degradaci proteinti s delsi zivotnosti, vétSich agregatt
nebo celych organel. NaruSeni tohoto mechanismu se podili na vzniku patologickych zmén u

AD (Q. Li, Liu, a Sun 2017).

Jedna ze studii zkoumala autofagii na myS$im modelu AD (vznikly injekci mutovaného genu
pro tau protein na virovém vektoru AAV-hTauP301L do mozku) a bunééném modelu z lidské
bunécné kultury. Podavani relativné nizkych davek hormonu melatoninu (10 mg/kg) by mélo
zvysit aktivitu autofagické degradace proteind. NeléCené mysi vykazovaly jiz 7 dni po injekci
virového vektoru zmény podobné tém pii AD: zvySeny oxidativni stres, projevy zanétu a
zvySené¢ mnozstvi hyperfosforylovaného tau proteinu v hipokampu. Po 7 dnech jesté nebyly
ziejmé zmeény kognitivnich funkei, ty vSak byly patrné po 28 dnech od injekce. Pokud byl 7
dni po injekci, tedy v dobé, kdy jiz nastaly fyziologické zmény, podan melatonin, doslo ke
snizeni oxidativniho stresu, hyperfosforylace a k zastaveni odumirdni bunék. Zarovein doslo
ke zvySeni aktivity autofagie. Kognitivni zmény byly po 28 dnech méné patrné. Podavani
melatoninu nebo jeho derivatii by mohlo byt jednim ze zpiisobt, jak pozitivné ovlivnit stav

pacientli s AD (Luengo et al. 2019).
13



Dal§im vyznamnym mechamismem pro degradaci Skodlivych proteinii je ubikvitinovy
systém. Chaperony se podileji na udrzeni spravné konformace proteinti a pokud to jiz neni
mozné, oznacuji je k likvidaci v proteasomu. Zatimco autofagii lze odstranovat 1 véEtsi
agregaty, proteasomové komplexy je nastipat nedokdzou. Je proto potieba obou téchto
systémll. Obéma zaroven hrozi u proteinopatii piehlceni a dysfunkce (Ihara, Morishima-

Kawashima, a Nixon 2012).

Pfitomnost rozpustnych oligomerti beta amyloidu dokdZze sama o sob¢ narusit fungovani
proteasomu, ¢imz dale znesnadnuje degradaci Skodlivych proteinti a urychluje jejich
akumulaci. Oligomery AP42 i AP40 se ukédzaly byt pro proteasomy toxi¢téjSimi nez
monomery (Tseng et al. 2008).

3.3.3 Poruchy mitochondrii a energetického metabolismu, oxidativni stress

Poskozeni mitochondrii vede k naruseni fungovani synapsi u Alzheimerovy nemoci. Ve
zdravém neuronu funguje dynamicky transport mitochondrii mezi télem neuronu a
vzdalenymi axony. To pomahd udrzovat vapnikovou rovnovéhu, pfedchazet excititoxicité a
odstraniovat reaktivni volné radikaly. Mitochondrie jsou pfesouvany tam, kde je jich zrovna
zapotiebi k udrzovani homeostdzy, neurotransmise a synaptické plasticity. Patologické
zmény mitochondrii u Alzheimerovy nemoci narusuji plynulost transportu a zptisobuji snizeni
hustoty mitochondrii. Nasledkem toho dochazi k dysregulaci vapnikové rovnovahy, nartistu

mnozstvi volnych radikali a k degeneraci synapsi. (Tang, Oliveros, a Jang 2019)

To je zndzornéno na obrazku 8.
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Obr. 8: Snizeni poc¢tu funkénich mitochondrii a naruseni jejich transportu

3.3.4 Vliv zanétu

U Alzheimerovy nemoci byly detekovany zanétlivé procesy v zasazenych oblastech mozku.
Pokusy zlepsit stav pacientil s mirnymi kognitivnimi poruchami souvisejicimi s AD pomoci
snizovani aktivity imunitniho systému v CNS byly spiSe neuspésné. Nové nadéje jsou
vkladany do pfistupil cilicich na sniZeni systémového chronického zanétu — tedy dlouhodobé

aktivace imunitniho systému vznikajici mimo CNS (Holmes 2013).

Zanét je dlouhodobé znamym privodnim jevem neurodegenerativnich onemocnéni.
Imunopatologické projevy v AD mozku zahrnuji zvySenou aktivitu komplementu, cytokint a
reaktivnich molekul akutni faze zanétu (naptiklad alfal-antichymotrypsin). Produkty aktivace
komplementu se objevuji v okoli amyloidnich plaki a zplsobuji hromadéni a aktivaci

gliovych bunék, podilejicich se na odstranovani amyloidu (Fiala a Veerhuis 2010).

3.4 Molekularni biomarkery AD

Alzheimerova nemoc se projevuje fadou fyziologickych zmén jesté pied nastupem klinickych
projevii demence. Zmény na molekularni trovni Casové predchazeji histologickym zménam
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pozorovatelnym zobrazovacimi metodami. Analyzy vzorkd krve nebo mozkomiSniho moku

1ze proto vyuzit v diagnostice onemocnéni jesté pred vypuknotim piiznakd.

3.4.1 Biomarkery AD v klinické praxi

V soucasnosti jedinym spolehlivym biomarkerem AD je snizend hladina beta amyloidu 42 a
zvy$ena hladina fosforylovaného tau proteinu v mozkomignim moku. Cim extrémngjsich
hodnot tyto biomarkery dosahuji, tim vyssi je pravdépodobnost imrti pacientd nad 85 let, a

to bez ohledu na pfitomnost a tizi symptomit demence (Ribbe et al. 2019).

Vyse zminéné biomarkery sice dokazou potvrdit podezieni na AD a predikovat riziko imrti
pacienta, ale jsou detekovatelné az v dobé€, kdy jiz dochazi k velkému zatiZeni mozku
Skodlivymi proteiny. V této fazi jiz preventivni opatieni nemaji takovy ucinek. Velké usili je
vénovano hledani biomarkert, které by odhalily riziko rozvoje demence jesté pied nastupem
nevratného poskozeni neurond. Jednim z téchto biomarkerit by mohla byt abnormalni reakce
nespecifické imunity na né&které proteinové agregaty a zmény v procesu fagocytdzy. Dalsi
moznosti ¢asné diagnostiky by mohlo byt sledovani transkriptomickych zmén u makrofagi

stresovanych zvySenym mnozstvim amyloidi (Fiala a Veerhuis 2010).

Obrazek 9 ukazuje faze AD a zplsoby detekce jejich biomarkerti v ¢ase. Na svislé ose vidime
miru naru$eni, na vodorovné ¢as. Cervena kiivka oznaluje akumulaci B-amyloidu
detekovatelnou pomoci pocitacové tomografie nebo analyzou mozkomiSniho moku.
Oranzova kiivka predstavuje poruchy funkce synapsi, zjistitelné¢ funk¢ni magnetickou
rezonanci nebo funkéni pocitacovou tomografii. Zelend kiivka, ¢asové nastupujici po
predchozich dvou, znazoriuje detekovatelné zmény zplisobené tau proteinem. Zjistit je lze
z mozkomiSniho moku. Modra kiivka zobrazuje zmény struktury mozku, nastupujici po
objeveni biochemickych markerti. Strukturdlni zmény se zjistuji pomoci volumetrické
magnetické rezonance. Fialova kiivka oznaCuje pokles kognitivnich funkci, méteny
standardizovanymi psychologickymi testy. Posledni tmavé fialova kiivka znaci pokles

schopnosti pacienta fungovat v praktickém zivoté kvtli postupujici demenci.
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Obr. 9: Faze AD a zptisoby detekce jejich biomarkerti v Case

3.5 Lipidomika

Lipidomika se zabyva studiem souboru lipidi v organismu a jejich vzajemnych vztaht. Je
nejmladsi védou mezi tzv. ,,-omikami® (genomika, proteomika, metabolomika...) a ptivodné

byla soucasti metabolomiky.

Lipidy jsou nedilnou soucasti bunéénych membran a pfesnd regulace jejich vyskytu je
nezbytna pro fungovani veskerych membranovych proteint. Cholesterol snizuje fluiditu
membran a je zékladem pro lipidové rafty — méné pohyblivé oblasti membrany neuronu, ktera
kotvi specifické skupiny proteinti. Pravé v téchto oblastech se vyskytuje velké mnozstvi beta
sekretaz, zpusobujicich Stépeni APP na Skodlivy beta amyloid. Existuji dikazy, Ze
hypercholesterémie a poruchy transportu cholesterolu, spojené s vyssim obsahem

cholesterolu v mozku, zvysuji riziko Alzheimerovy nemoci (Araki a Tamaoka 2015).

Ptipadové studie 68-let¢tho muze s diabetem II. typu a s mirnou formou AD, ktery byl
heterozygotnim nositelem APOE &4 mutace, ukazala pozitivni i¢inky ketogenni diety. Doslo
ke zvySeni citlivosti bun€k na inzulin, normalizaci hladin krevnich lipida a zlepSeni vykonu
v standardnich kognitivnich testech (natolik, ze jiz nesplnoval kritéria demence) (Stoykovich

a Gibas 2019).
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3.5.1 Lipidomicky profil lidského mozkomi$niho moku

Lidsky mozkomi$ni mok (likvor, CSF), kterého je v téle asi 150ml, zajistuje vyZivu, imunitni
a mechanickou ochranu mozku a michy. Obsahuje velké mnozstvi riznych typa lipida
(10-30 mg/l). Jejich slozeni je u zdravého clovéka dikladné regulovdno, a odliSnosti
v zastoupeni raznich lipidovych molekul mohou byt uzitecnym diagnostickym néstrojem

neurodegenerativnich onemocnéni.

V likvoru se vyskytuji sfingomyeliny sloZzené z fosfatidylcholinu a ceramidu, N-
acylsphingosiny, glucosylceramidy obsahujici kyselinu sialovou navazanou na sacharidovy
retézec, fosfatidylcholiny, etherové fosfolipidy, triglyceridy a triacylglyceroly slozené
z glycerolové kostry s tfemi navazanymi mastnymi kyselinami, glykosfingolipidti, mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem. Techto lipida s riznym poctem uhlika a dvojnych vazeb, a jejich
derivati, je bezpocet. Studie zkoumajici amyotrofickou lateralni sklerdzu srovnavala hladiny
124 riznych lipidd u pacientli a kontrol. Lipidomicky profil zdravych osob a pacientl s
neurodegenerativnim onemocnénim se signifikantné lisil. Pfesné definovani specifického
profilu u jednotlivych onemocnéni pro tcely diagnostiky je pfedmétem dalSich vyzkumu

(Blasco et al. 2017).

Ve studii zahrnujici 38 kontrol a 91 pacientti s roztrousenou sklerdzou byly zjistény odliSnosti
v obsahu apoE (sniZeni u pacientll), snizeni aktivity proteinu transportujiciho fosfolipidy
(PTLP), zvySeni obsahu fosforylovaného tau proteinu a u c¢asti pacientl i beta amyloidu
v mozkomi$nim moku oproti zdravym kontroldm. Ze 124 zkoumanych lipidii se zastoupeni
signifikantné (p < 0,05) lisilo u 48 z nich. Hladina ApoE pozitivné korelovala s hladinou
cholesterol a 24-hydroxycholesterolu u vSech skupin, aktivita PTLP korelovala s hladinou

cholesterolu u kontrol (p < 0,05) (Vuletic et al. 2014).

Obrazky 10 a 11 graficky znazorfiuji rozdily mezi zdravymi kontrolami, kontrolami s jinym
nez neurodegenerativnim onemocnénim a pacienty s roztousenou sklerozou. NINC - zdravé
kontroly INDC - pacienty s nezanétlivym onemocnénim mozku, MS - pacienty
s degenerativnim onemocnénim roztrousenou skler6zou. Symbol * oznacuje p<0,002 ve

srovnani se zdravymi kontrolami, ** znamenaji p<0,001.
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Obr. 11: Aktivita fosfolipidového transportéru v nM/ml/h v mozkomisnim moku

Tabulka 1 znazoriiuje obsah vybranych lipidickych molekul v likvoru zdravych osob a
pacientli s onemocnénimi mozku. Hodnoty jsou uvedeny jednotkdch ng/mg cholesterolu

v likvoru a krevnim séru Grafy i tabulka byly ptevzaty z (Vuletic et al. 2014).
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Tab.1 obsah vybranych lipidickych molekul v likvoru a séru zdravych osob a pacientli s

onemocnénimi mozku

Zdravé Nezanétliva Roztrousena
kontroly onemocnéni sklerdza
CNS

Cholesterol (ng/ml) 0.46 £0.26 0.50+0.28 0.49£0.70
Latostherol! 0.66 £0.16 0.65+0.14 0.75+0.19
Campesterol! 1.98 £0.50 1.93 £0.44 1.93+£0.63
Sitosterol! 2.40+0.63 2.29+0.45 2.52+£0.79
Lanosterol! 0.51+0.25 0.46 +0.19 0.56 £0.25
Desmosterol! 1.07 +£0.34 0.77 +0.85
24-hydroxycholesterol! 451.9 £129.2 451.3 £108.6 443.2 +£166.5
27-hydroxycholesterol! 1.25+£0.57 0.85+0.65
Serum 34275 342+73 32.1+£9.1
24-hydroxycholesterol?
Serum 92.7+48.6 88.4£50.6 69.8 £53.0
27-hydroxycholesterol?

Lipidomicky profil mozkomisniho moku je v soucasnosti nejcastéji studovan pomoci
kombinace chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Priklad vysledki takového méfeni

najdete na obrazku 12. Zdroj: (Fonteh et al. 2006).
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Obr. 12: (A) vysledky chromatografické analyzy vybranych lipida v likvoru 79-leté Zeny.(B)

Standardni hodnoty pro cholesterol a cholesteryl-oktanoat.

3.5.2 Lipidomické odliSnosti u AD

Alzheimerova nemoc vykazuje podobné odchylky v lipidomickém profilu, jako v ptedchozi
kapitole zminované neurodegenerativni choroby. U AD se oproti zdravym kontrolam
signifikantné li$i pomér vétsich a mensich lipidovych ¢astic v mozkomisnim moku. Je také
snizeny pocet castic obsahujicich apolipoproteiny (pienasece lipidii zajist'ujici jejich

organizovany transport pomoci receptorll) (Yang et al. 2015).

Na obrazku 13 vidime ze pacienti s poruchami kognitivnich funkci maji nejmensi zastoupeni
apolipoproteinu, coz potvrzuje jeho dysfunkci u AD. Snizeni, 1 kdyZ ne tak vyrazné, 1ze vidé

1 u Parkinsonovy nemoci. Zdroj: (Yang et al. 2015).
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Obr. 13: Obsah ¢astic s apolipoproteiny v mikrolitru likvoru riznych skupin osob.

3.5.3 Cholesterol a jeho derivaty

Mozek je organem s nejvySSim obsahem cholesterolu v téle. Jeho dlouhodobé zvysSena
hladina nebo poruchy transportu se proto mohou projevit poruchami jeho funkce, zejména

pokud existuji mechanismy jeho excesivniho priiniku pfes hematoencefailckou bariéru.

Na mySich hipokampalnich neuronech bylo prokazano, ze néckteré isoformy
hydoxycholesterolu interaguji s beta amyloidy a zpusobuji jejich agregaci, zatimco jiné

isoformy tuto schopnost nemaji (Kristofikova et al. 2012).

Za béznych podminek je pfistup cholesterolu a jeho derivati do mozku vyrazné regulovan
hematoencefalickou bariérou. Pokud je vSak narusena, naptiklad mikroporanénim cév nebo
zanétem, mize se cholesterol hromadit v membranach neuroni a ménit jejich vlastnosti.
Vyssi koncentrace cholesterolu zvysuje Stépeni APP beta amyloiddzou namisto alfa
amyloidazy. Hypercholesterémie zvysuje riziko AD o 54% oproti kontroldm, ptfi€¢emz 1écba
pomoci statinli snizuje riziko onemocnéni o 60-73% oproti neléenym pacientim nebo
pacientim lé€enym jinymi typy 1éku.

Pti vyssi koncentraci amyloidu dochézi ke vzniku neurotoxickych rozpustnych oligomert,

nasledné fibril a velkych agregatii. Excesivni tvorba agregatl je spojena s vysokou hladinou
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enzymu butyrylcholinesterazy a Apolipoproteinu-¢4 (APOE4) v mezibunééném prostoru.
Mutace v genu pro APOE4 je prokazanym rizikovym faktorem sporadické alzheimerovy
nemoci. Rzné studie navic prokazaly vzajemné interakce Apolipoproteinu-g4,
butyrylcholinesterazy a B-amyloidu. Tyto interakce vedou k vzniku rozpustnych extrémné
reaktivnich komplexti rozkladajicich acetylcholin (tzv. BapACs), a mohly by hrat roli
v regulaci synaptické i extracelularni acatylcholinové signalizace. K vytvofeni takové
dynamické rovnovahy by byl zapottebi enzym syntetizujici acetylcholin v extracelularnim
prostoru, a ten byl v lidské extracelularni tekutiné nedavno skutecné objeven. Prili§ vysoka
hladina volného apolipoproteinu-E naruSuje beta amyloidovou regulaci funkce cholinesteraz
a prispiva k patologické dysregulaci u alzheimerovy nemoci (Kumar, Nordberg, a Darreh-

Shori 2016).

Cholesterol a jeho derivaty mohou byt citlivéj$im klinickym biomarkerem AD neZz dosud
pouzivané stanoveni beta amyloidu, celkového tau proteinu a fosforylovaného tau proteinu
v mozkomi$nim moku. Metaanalyza 281 studii prokédzala zvyseni cholesterolu u pacientt
s mirnym kognitivnim deficitem a zvySeni jeho metaboliti 24-hydroxycholesterolu a
27-hydroxycholesterolu u pokrocilejsi formy AD. Téchto poznatki by mohlo byt vyuZito
v diagnostice AD pted nastupem klinickych ptiznakli a k rozliSeni podskupiny pacientd
s naruSenym lipidovym mechanismem, u nichz by ke zmirnéni AD mohly pomoci napf.

statiny (H.-L. Wang et al. 2016).

Statiny, tedy léky snizujici hladinu cholesterolu, mohou u kognitivng intaktnich osob snizovat
hladinu fosforylovaného tau proteinu v mozkomi$nim moku. Vysoka hladina tohoto proteinu
je pfitom jednim z hlavnich patologickych mechanismti AD. Statiny, konkrétn¢ byl pouzit

Simvastatin, 1ze tedy vyuzit k prevenci AD u osob s hypercholesterémii (G. Li et al. 2017).

Jedna ze studii srovnavala hladinu 24S-hydroxycholesterolu u celkem 107 osob v 5 skupinach
podle miry naruSeni kognitivnich funkci (zdravi dobrovolnici, subjektivné vnimané zhorSeni,
mirny kognitivni deficit, pacienti s progresivnim rozvojem AD a pacienti s rozvinutou
Alzheimerovou demenci). Procento osob sabnorméalné zvySenou hladinou 24S-
hydroxycholesterolu korelovalo s mirou deficitu u prvnich 4 skupin, nejvyssi bylo ve skupiné
s progredujicim poSkozenim mozku. U jiZ rozvinuté demence vSak byly hladiny opét niZsi,
zatimco hladiny klasickych biomarkert AD byly v této skupiné nejvyssi. Vysledky naznacuji,
ze 24S-hydroxycholesterol je citlivéjsim biomarkerem v ¢asnych fazich rozvoje AD, ale u jiz

rozvinuté nemoci muze davat faleSn¢ negativni vysledky (Leoni et al. 2013).
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HDL (high-density lipoprotein) a vném obsazené apoA-I apolipoproteiny snizuji
pravdépodobnost rozvoje AD. Jsou produkovany ve stfevé a jatrech, a kromé vychytavani
piebytecného cholesterolu maji také vasoprotektivni funkci. Jednorazovéa injekce rHDL
signifikantné snizila hladiny rozpustného AB40 a AB42 u APP/PS1 mysi, které jsou vyuzivany
jako model preklinické faze amyloidozy. Uginek vsak vymizel po vyprchani HDL
z organismu — v dlouhodobém métitku (po 7 dnech) se 1é¢ené mysi neliSily od neléCenych
v hladin€¢ rozpustného amyloidu v CSF, mnoZzstvi agregati v mozku ani ve zvySeni
zanétlivych markert. HDL tedy ptisobi pouze po dobu jeho zvysené hladiny v organismu, po

jeho vylouceni nezlistava zadny trvaly efekt (Robert et al. 2016).

Patologické hromadéni cholesterolu v hipokampdalnich neuronech podporuje St€peni APP
amyloidogenni cestou, pravdépodobné vlivem zvySeni vyskytu lipidovych rafti kotvicich
beta sekretazu. Hlavnim mechanismem odstrafiovéani piebytecného cholesterolu v mozku je

jeho Stépeni na 24S-hydroxycholesterol pomoci enzymu 24S-hydroxylazy.

Studie porovnavajici hladiny 24S-hydroxycholesterolu v plasmé a likvoru 7 zdravych osob, 7
pacientil s mirnou kognitivni poruchou, 11 pacientl s vaskuldrni demenci a 32 pacienti s AD
pomoci plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie ukdzala zvySeni tohoto
metabolitu u AD, korelujici s vyskytem APOE4 alely. Pacienti s mirnou formou nemoci méli
24S-hydroxycholesterol zvySeny oproti kontroldm mirnéji, ale odliSnost byla jiZ signifikantni
v pocatecnich fazich nemoci. Nase dal§i vyzkumné prace by se proto mohla zaméfit na
definovani zmén v lipidomickém profilu v prib&hu postupu nemoci, pfiCemz bychom
sledovali specificky jen molekuly, u nichZ jsme v aktudlni praci detekovali nejvyrazné;jsi

zmény.

3.5.5 Ceramidy a sfingomyeliny

Studie zahrnujici 626 muzi a 366 zen starSich 55 let analyzovala pomoci kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie hladiny ceramidi a sfingomyelind v krevni
plasmé. Utastnici studie byli dlouhodobé sledovéani z hlediska rozvoje AD. U muzi byl
pozorovan statisticky vyznamny vztah mezi zvySenou hladinou vétSiny sfingomyelind i
ceramidll a zvySenym rizikem AD, zatimco u Zen nemély ceramidy zadny vliv a
sfingomyeliny v séru predikovaly snizené riziko. Snizeni rizika bylo jesté¢ vyraznéjsi u

nositelek APOE €4 alely. Zavérem této studie je, Ze problematika vlivu ceramidil a
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sfingomyelinti na rozvoj AD ma komplexni charakter a pfi jejim studiu je tfeba se zaméfit i

na dalsi faktory jako je genetika a pohlavi (Mielke et al. 2017).

3.5.4 Mastné kyseliny

Nejvice studovanymi MK v souvislosti s neurodegenerativnimi  chorobami  jsou
polynenasycené mastné kyseliny. Né&které znich jsou zndmé svou schopnosti snizovat
toxicitu beta amyloidu a zlepSovat schopnost jeho degradace buitkami CNS. In vitro studie
ukazala schopnost piimé interakce téchto molekul s beta amyloidem a sniZeni jeho agregace
o 16-84% v zavislosti na typu MK. Nejlepsi antiagregacni uc¢inky na AP40 i AB42 mély
kyselina oleovd a docosahexaenovd (DHA) (El Shatshat, Pham, a Rao 2019). Kyselina
linolova a arachidonova navic zvySuje schopnost krevniho albuminu vdzat monomerni beta

amyloid, ¢imz napomaha jeho odstranovani z tkani jesté pied agregaci (Litus et al. 2019).

Inkubace potkanich bun€k modelujicich AD patologii s omega-3 nenasycenymi MK in vitro
ukédzala snizeni projevii oxidacniho stresu a méné piipadii apoptdzy. Potvrdila tedy

neuroprotektivni u€inky nenasycenych MK (L. Wang et al. 2018).
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4. Prakticka ¢ast

Prakticka ¢ast této prace se zamétuje na cilenou analyzu lipidomického profilu mozkomiSniho

moku pacientil s Alzheimerovou nemoci a zjisténi odliSnosti od zdravych kontrol.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byly stanoveny hladiny konkrétnich skupin lipidovych
molekul v mozkomi$nim moku pacientli s Alzheimerovou nemoci a tyto vysledky byly
srovnany s vysledky méfeni u zdravych kontrol. Nasledna statistickd analyza odhalila

statisticky vyznamné odliSnosti mezi obéma skupinami.

Cilena analyza se z hlediska citlivosti méfeni a rozsahu ziskanych informaci nachdzi na
pomezi sledovani jedné latky ve vzorku a necilené analyzy, tedy méteni souboru vsech typi
molekul ve vzorku. Analya jedné vybrané latky by v nasem piipadé neposkytla dostatecné
spektrum udaji a necilend analyza by byla pro naSe Ucely pfili§ nepfehlednd. Proto byly

vybrany pouze lipidy a jejich spektrum bylo rozdéleno do urcitych skupin.

Lipidy byly rozdéleny dle chemické ptislusnosti do nésledujicich skupin: mastné kyseliny
(fatty acids, FA), ceramidy (Cer), hexaglycosylceramidy (HexCer), dihexaglycosylceramidy
(Hex2Cer), sfingomyeliny (SM), lyso-fosfatidylcholiny (LPC), lyso-fosfatidylcholiny
s alkylovymi substituenty (LPC-O), fosfatidylcholiny (PC), fosfatidylcholiny s alkylovymi a
alkenylovymi substituenty (PC-O), fosfatidylethanolaminy (LPE), fosfatidylethanolaminy
s alkylovymi substituenty (LPE-O), fosfatidylethanolaminy (PE), fosfatidylethanolaminy s
alkylovymi a alkenylovymi substituenty (PE-O), fosfatidylglyceroly (PG), fosfatidylinositoly
(PI), fosfatidylseriny (PS), diacylglyceroly (DG), triacylglyceroly (TG), estery cholesterolu
(CE).

4.1 Hmotnostni spektrometrie jako vhodna metoda

Hmotnostni spektrometrie je metoda analytické chemie slouzici k ur€ovani molekuldrniho
slozeni vzorkl (v€etné velmi malych objemil) nebo k uréeni atomového slozeni molekul.
Pouziva se také k urceni chemické struktury peptidii, lipida a dalSich biomolekul. Principem
metody je rozdéleni riznych molekul dle hmotnosti a ndboje. Vyhodou je, Ze neni potieba
pfedem definovat sloZzeni molekul, které chceme detekovat — analyza zobrazi cetnost vSech
typtt molekul. Je tedy mozné vyuzit hmotnostni spektrometrii i k objeviim dosud nezndmych

biomolekul.
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Slozky vzorku jsou v pfistroji nejprve odpafeny a ionizovany, napiiklad elektronovym
paprskem. Poté se rozdéli v analyzatoru elektromagnetického pole podle poméru m/Q. Poté
jsou ionty kvantitativné detekovany, takze lze v realném Case ur€it mnozstvi riaznych typa
molekul ve vzorku. Vysledky méfeni jsou poté automaticky pocitaCové zpracovany.
Hmotnostni spektrometr ma tii zakladni moduly: ionizator, analyzator elektromagnetického
pole a detektor. Detektor je slozen ze dvou kovovych desek zaznamenavajicich dopady ionti

(Price 1991).

K SirSimu vyuziti k analyze profilt biomolekul (proteomika, lipidomika...) v neurobiologii
doslo diky vytvoteni Setrnych (tzv. mekkych) metod ionizace molekul, napt. MALDI (matrix-
assisted laser desorption ionization), ktera ptisobi na vzorek menSim mnozstvi energie nez
ESI (electrospray ionization). Jednotlivé spektrometry se tedy liSi predevSim technikou

ionizace (Shariatgorji, Svenningsson, a Andrén 2014).

Hmotnostni spektrometrie je Siroce vyuzivani ke studiu lipidd v mozku. Pomoci TOF-SIMS
zobrazovani je mozné detekovat pfesnou pozici jednotlivych typtt molekul v nervové tkéni.
Bylo tak napftiklad zjiSténo, Ze fosfatidylinositoly, fosfatidylcholiny a sulfatidy se vyskytu;ji
zejména v Sedé hmot¢ mozkové, zatimco v bilé hmoté prevazuje cholesterol a jeho derivaty

(Sjovall, Lausmaa, a Johansson 2004).

Metodu Ize vyuzit i k citlivému rozliSeni chemického slozeni jednotlivych vrstev kortexu. Na
ptikladu vizualniho kortexu, dobfe prozkoumané oblasti mozku s vysokou konektivitou a
hustotou nervovych bunék, byla pomoci sledovani 123 rtznych lipida prokdzédna moznost
rozli$it jednotlivé vrstvy této oblasti kortexu. Tyto vrstvy se vyrazné liSily svymi

lipidomickym slozenim (Gonzalez de San Roman et al. 2018).

MALDI-MS metoda hmotnostni spektrometrie dokaze detekovat prostorové rozlozeni
lipidovych molekul s pfesnosti v fddu nM, TOF-SIMS (time-of-flight) metoda ma rozliSeni
pod 1 um (Benabdellah et al. 2010).

Pomoci TOF-SIMS spektrometrie byla zjiSténa zvysend hladina cholesterolu v kortexu
pacientil s AD (konkrétné€ ve Il a IV vrstve) a to nezavisle na lokalizaci amyloidovych plakd.
U vsech vzorkil byl vyssi vyskyt cholesterolu ve vrstvach blize k bilé hmoté. Pacienti s AD
vSak méli v mozkové kiife o 34% cholesterolu vice nez zdravi jedinci. Méfeni tedy nejen
potvrdilo zapojeni cholesterolu do patogeneze AD, ale i jeho ptlisobeni nezavisle na

molekulach povazovanych za hlavni pti¢inu nemoci (Lazar et al. 2013).
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Zavérem téchto vyzkumu je, Ze se hmotnostni spektrometrie je vysoce citlivou metodou
schopnou ve vzorcich tkani a télnich tekutin kvantifikovat desitky az stovky rtznych
biomolekul, véetné lipid, a to v fddu minut. MALDI spektrometrie je vhodnd 1 pro

lipidomickou analyzu krevni plasmy nebo likvoru (Stiibiger et al. 2009), (Schiller et al. 2007).

4.2 Metodika experimentu

Byla aplikovéna cilend lipidomicka metoda podle dfive publikované prace (Xuat et.al 2018)
LC: kolona s reverzni fazi BEH C8 (2,1 mm x 100 mm, 1,7 um, Waters, Milford, MA, USA)
byla pouzita pro chromatografickou separaci lipidii pomoci systému UltiMate 3000 (Dionex
Sunnyvale, CA, USA). Mobilni faze A a B se skladaly z ACN / H,0 (60:40, obj./obj.)- A IPA
/ ACN (90:10, obj./obj.) - B. Ob¢& obsahovaly 10 mMAmAc.

Rychlost pritoku byla 0,26 ml / min. Teplota kolony byla 55 © C. Elu¢ni gradient zacal s
32% B a byl udrzovan po dobu 1,5 minuty, pak linearn¢ vzrostl na 85% B v 15,5 min, a pak
na 97% B v 15,6 min a byl tak udrZovan po dobu 2,4 min. Gradient se byl vracen zpét na
32% B v 18,1 min a udrZzovan po dobu 1,9 min, aby se ekvilibrovala kolona. Teplota

autosampleru byla nastavena na 10 ° C.

MS: Pro MS detekci byl pouzit QQQ (MS Triple Quad 6500, vyrobce SCIEX, Framingham,
MA, USA) MRM MS byl provozovan s lonSpray Voltage t+5500/-4500 V v rezimu piepinani
polarit; teplota byla nastavena na 500 ° C; Ion Source Gas 1 (GS1) a Ion Source Gas 2
(GS2) plyny byly nastaveny na 50 psi.

4.2.1 Vybér vzorki

V experimentu byly pouZity vzorky likvoru pacientl v pokrocilejSich fazich Alzheimerovy
demence (celkem 20 pacientskych vzorkil) a kontrolni vzorky zdravych osob odpovidajiciho
véku a pohlavi (celkem 19 kontrolnich vzorki). Cast laboratornich praci byla provedena

kolegy ve slovenské laboratofi.

4.2.2 Priprava vzorki a postup

Pomoci elektronické pipety bylo odméteno 40 pl likvoru. Bylo ptfidano 54 pl methylalkoholu
a 266 ul MTBE (methyl-t-butylether). Vzorky byly po dobu 1h protfepavany na tfepacce. Poté
bylo ptidano 80 pl destilované vody a vzorky byly dalSich 15 min protiepavany. Nasledné
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byly vzorky zcentrifugovany a bylo odebrano 210 pl z horni vrstvy cetrifugatu. Pfebyte¢na

voda byla odstranéna lyofilizaci (mrazovou sublimaci) po dobu 12 h.

Druhy den bylo ke kazdému vzorku pfidano 50 pl smési isopropanolu, acetonitrilu a vody v
poméru 2:1:1. Z kazdého takto upraveného vzorku bylo odpipetovano Sul, které byly
vstiiknuty do kapalinového chromatografu RSLC UltiMate 3000. Sledovana faze obsahujici
lipidy pak byla analyzovana na tandemovem hmotnostnim spektrometru Triple Quad 6500.
Spojeni kapalinové chromatografie a tandemové hmotnostni spektrometrie se vyuZiva
zejména pii analyze latek s molekulovou hmotnosti kolem 15000 Da. Hmotnostni

spektrometrii 1ze vyuzit i bez predchozi separace, vysledky jsou vS§ak mén¢ piesné.

4.2.3 Pouzité pristroje

Kapalinovy chromatograf RSLC UltiMate 3000, vyrobce Dionex Sunnyvale, CA, USA.

Hmotnostni spektrometr Triple Quad 6500, vyrobce SCIEX, Framingham, MA, USA).

4.2.4 Zpracovani vysledki a statisticka analyza

Surova data z analyzatoru hmotnostniho spektrometru museji byt zkorigovana srovnanim se
vzorky kontroly kvality a podrobena komplexnim statistickym operacim. Ty zahrnuji
odstranéni specifickych chyb méteni, nahrazeni hodnot pod rozliSovaci schopnosti pfistroje,
vycentrovani dat a jejich Skdlovani na jednotkovy rozptyl. Poté je vybrana zobrazovaci

metoda, ktera data zptehledni.

Pokud méfeni zahrnuje vzdjemné srovnavani naméfenych hodnot a hledéani statisticky
vyznamného vztahu (jako v nasem piipadé hleddni znakl typickych pro pfislusnost k

pacientské nebo kontrolni skupin¢), je zapotiebi provést testy statistické vyznamnosti.

Nejzakladn€jSim statistickym nastrojem je t-test. Lze jej spolehlivé pouzit, pokud mame
dostatecny pocet vzorkd a ve vysledcich se nevyskytuje pfili§ mnoho odlehlych hodnot.
V opacném ptipadé je potieba pouzit dopliujici testy a korekce (napt. Benjamin-
Hochbergovu korekci). Za hranici statistick€é vyznamnosti se v literatufe obvykle povazuje p

<0,05.
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4.3 Vysledky

Skupina pacientd a kontrol se signifikantné (p<0,05) lisila v hodnotach 26 lipida z celkove 91
meétenych, tedy v 28,6%. Rozdily byly zaznamendny nejvice v hladinach fosfatidylcholinii a
jejich derivata (22), dale sfingomyelint (3) a fosfatidyletanolaminu (1). Naopak v hladinédch
ceramidll, lyso-fosfatidylcholinti, fosfatidylethanolamini a jejich derivati nedosdhly

pozorované odliSnosti statistické vyznamnosti.

Nasledujici hladiny lipidd se signifikantné liSily (tuéné rozdily se statistickou vynamnosti

p<0,01):

Tab.2 Fosfatidylcholiny

Vzorek t-test Porp’ero Vzorek t-test Porp,ero
medianu medianu
33P_C1 0,004 1.41 PC 36:0 0.016 130
PC PC 34:3-
o 0.015 1.41 ) 0,047 126
PC
o 0,027 1.35 PC 32:0 0.013 1.25
PC
o 0,030 1,34 PC 34:1 0.015 1.25
PC 0,009 133 PC 40:7 0.020 1.24
40:6 ’ ’ : ’ ’
PC 0,029 132 PC 36:1 0.024 121
36:4 ’ ’ : ’ ’
PC
o 0,048 1,30 PC 35:1 0,029 121
PC 0,049 1,30 PC 38:6 0.018 1.20
3422 ’ ’ : ’ ’
PC 34:0 1.126 0.02
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Tab.3 Fosfatidylcholiny s alkylovymi a alkenylovymi substituenty

Vzorek t-test Pomér
mediant

PC O- 0,044 1,38

32:1-2

PC O- 0,042 1,37

34:0

PC O- 0,041 1,35

32:0

PC O- 0,013 1,34

33:1-1

PC O- 0,028 1,30

31:0

Tab.4 Fosfatidyletanolaminy

Vzorek t-test Porpero
mediana
PE
40-6-2 0,005 1,37

Tab.5 Sfingomyeliny

Vzorek t-test Porpéro
mediand
38 éV[z 0,009 1,52
38 3Ml 0,031 1,33
38 6Ml 0,029 1,26

Na obrazku 14 je grafické znazornéni statistické vyznamnosti jednotlivych rozdilt
v prumérnych hodnotdch hladin lipidl pacientské a kontrolni skupin€¢. Na vodorovné ose je
rozdil primérnych hodnot v obou skupinach. U vSech sledovanych lipidi kromé ceramidu
Cer 40:7-2 byla hladina vyssi v pacientské skupin€. Na svislé ose je statistickd vyznamnost
(v logaritmickém méfitku). 26 sledovanych lipidl z raznych skupin se statisticky vyznamné

lisilo (p < 0,05), dalsi se hladin€ vyznamnosti blizily.
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Obr.14: grafické znazornéni statistické vyznamnosti jednotlivych rozdil v primérnych

hodnotach hladin lipidt pacientské a kontrolni skupiné

Grafické znazornéni vysledki méreni

V nésledujicich 26 grafech jsou zndzornény hodnoty v§ech méteni lipidd, jejichz rozdil mezi
obéma skupinami byl statisticky vyznamny. Nad kazdym grafem je uvedena piislusna zkratka
lipidu, kterého se méteni tykalo. V pravém hornim rohu je uvedena statistickd vyznamnost.
Levy sloupec (modré ctverecky) odpovida jednotlivym vzorkim pacientské skupiny, pravy
sloupec (rizové trojuhelniky) odpovida métenim kontrolnich vzorkl zdravych osob. U vSech
drafi je viditelny také rozptyl a stfedni hodnoty. Na svislé ose jsou jednotky meéfeni v

(umol/ml).

Vsechny métené lipidy, které dosahly hladiny statistické vyznamnosti, byly zvySené
v pacientské skupiné, coz odpovidda informacim z literatury o hypercholesterémii a

hyperlipidémii jako rizikovych faktorech AD.
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Obr.15: Krabicovy graf méteni lipidu: a - PC 32:0 (p=0,0134); b- PC 31:0 (p=0,0268); ¢ - PC
32:1 (p=0,0307); d - PC 33:1(p=0,045); e - PC 34:0 (p=0,0178); f - PC 34:1 (p=0,0158)
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Obr.16: Krabicovy graf méteni lipidu a - PC 36:1 (p=0,0244); b - PC 36:4 (p=0,0289); ¢ -
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Obr.17: Krabicovy graf méteni lipidu a - PC O - 31:0(p=0,0283); b - PC O -
32:0(p=0,0412); c-PC O -32:1-2(p=0,0442); d - PC O - 33:1-1(p=0,0134); e - PC O
- 34:0(p=0,0426); f - PE 40:6-2 (p=0,0059);
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Obr.18: Krabicovy graf méteni lipidu a - PC 35:1(p=0.0296); b - PC 34:3-2(p=0.0478);
c - PC 34:2(p=0.049); d - SM 33:1(p=0.0311); e - SM 36:1 (p=0.029); - SM 38:2
(p=0.0089)
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Obr.19: Krabicovy graf méfeni lipidu a - PC 35:2 (p=0,0153); b - PC 36:0 (p=0,0156)

4.4. Diskuse

Vysledky naSich meéfeni potvrzuji nejnovéjsi poznatky v literatuie. Bylo zjiSténo, ze
zkoumana skupina pacientll se v hladindch 28% zkoumanych lipidl signifikantné 1i$i od
kontrolni skupiny zdravych dobrovolnikii. Kromé vyse zminovanych lipida se i dal§i hodnoty
blizily hranici statistické vyznamnosti a pro presnéjsi urceni jejich vlivu by bylo zapotiebi
dalSich méfeni. NezjiSténi statisticky vyznamné odliSnosti (faleSna negativita) muze byt
v daném piipadé zplisobeno nedostateCnym poctem meéteni a vyskytem odlehlych hodnot,

s nimiz je v biomedicinském vyzkumu nutné pocitat.

Vsechny statisticky vyznamné vysledky znamenaly zvySeni hladiny lipidi v pacientské
skupin€. To je v souladu s literaturou, naptiklad studie 19 pacientskych a 28 kontrolnich
vzorki frontdlniho kortexu (post mortem) ukazala také zvyseni vS§ech hodnot métenych lipida
(v tomto pripad¢ diacylglycerolti) (obr. 41). U monoacylglycerolii byly rozdily jesté
vyrazng€j$i. Métfeni probihalo také pomoci hmotnostni spektrometrie, a to metodou ESI (Wood

et al. 2015).

Na obrazku 41 vidime 3 druhy sloupcu. Sedé sloupce znaéi kontrolni vzorky kortexu mladych
osob, bilé starSich osob a ¢erné starSich osob s mirnou formou demence. U vSech DAG doslo

byly nejvyssi hodnoty naméfeny v pacientské skuping. Zdroj: (Wood et al. 2015).
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Obr.19: Vysledky srovnatelné lipidomické analyzy, zaméfené na diacylglyceroly s riznymi

MK

Vna$i praci vySlo statisticky nejvyznamnéjsi zvySeni u sfingomyelinu SM 38:2,
Fosfatidyletanolaminu PE 40:6—2 a fosfatidylcholinii PC 33:1 a PC 40:6, pficemz zvySeni
hladiny nékterych sfingomyelini a fosfatidylcholint je v literatuie popsdno jako pozitivné
korelujici s tizi symptomti AD (Varma et al. 2018).

Studie provadeéna na 100 vzorcich (50 AD, 50 kontrol) prokédzala zvySeni SM 18:1/18:0 a SM
18:1/18:1 (v na$i studii bylo zvySeni pod hranici statistické vyznamnosti), a 5
glycerophospholipidi PC 32:0, PC 34:1, C36:1, PC 38:4 a PC 38:6) v mozkomiS$nim moku
pacientil s AD (pozitivni klasické biomarkery tau a beta amyloid, klinické projevy demence)
(Koal et al. 2015). Krom¢ PC 38:4, u néhoz bylo zvyseni pod hranici statistické¢ vyznamnosti,

se nase zjSténi ohledné glycerophospholipidt s publikovanou praci shoduji.

Vysledky nasich méteni tedy odpovidaji sou¢asnym poznatkiim o lipidomickych zménach u
AD. Celkovym trendem je zvySeni hladiny raznych lipidi v pacientské skuping, podaftilo se
zaznamenat signifikantni zvySeni 1 u konkrétnich sfingomyelinti a glycerophospholipida
popsanych jiz dfive v literatufe. Celkové malo se vi o zménach konkrétnich
fosfatidyletanolaminti v mozkomisnim moku. Vzhledem k zasadni funkci téchto lipida
v tvorbé membran mizZe jejich studium u AD pfinést zajimavé poznatky. Vzhledem

k nejednoznacnosti soucasnych znalosti zatim nemiizeme fosfatidyletanolaminy vyuzit jako
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alternativni biomarkery — zna8i studie vychdzi jako vhodnéjsi kandidati spiSe nékteré

glycerophospholipidy a sfingomyeliny, orienta¢n¢ také celkové zvyseni lipidi v CSF.

Mezi jednotlivymi studiemi publikovanymi v odbornych ¢asopisech jsou drobné odchylky
zpiisobené zejména komplexnosti lidského lipidomu, kdy pocet méteni vzorki k dosazeni
statistické shody vyrazn¢ prevysuje moznosti. Existenci zmén v lipidomu, smérem ke zvyseni
hladin vétSiny lipidl u pacientti, kterou jsme popsali v nasi praci, Ize povazovat za dostatecné

prokézanou.
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5. Zavér

Cilem této prace bylo ptehledné shrnout neuropatologické a biochemické zmény u pacientt
s tauopatii, se zamé&fenim na zmény lipidomického profilu a navrzeni citlivéj$ich biomarkert
nez jsou hladiny tau proteinu a beta amyloidu (které jsou vétSinou detekovatelné az
v pozd¢jsich fazich nemoci). Popsali jsme mechamismy rozvoje nemoci a dosud publikované
zpusoby, jak k patofyziologii miize pfispivat naruSeni lipidomické rovnovahy. Poruchy
transportu lipidd, jejich zvySeny obsah v neuronech i likvoru, hypercholesterémie a
molekularni zmény membran neuronli byly popsany u pacientli s AD. Zmény struktury
membran a sloZeni membranovych proteint (napf. sekretaz) mohou vést k zvySené tvorb¢ a
hromadéni defektnich proteinti. Lipidy zaroven interaguji s imunitnim systémem a jejich

patologické zvyseni zvySuje riziko zanétu, vedouciho k dal$im zménam v mozkové tkéni.

V praktické ¢asti byly pomoci hmotnostni spektrometrie méteny hladiny 91 lipida raznych
chemickych tfid v likvoru celkem 20 pacientt a 19 kontrol. Signifikantni zvyseni, v souladu
sdosud publikovanymi poznatky, bylo naméfeno u nékterych sfingomyelin a
glycerophospholipidi. Celkem se vyznamné lisilo 28,6% métenych lipidi, a také celkova

hladina lipid v CSF.

Vysledkem prace je potvrzeni dosavadnich poznatkii, v€etné¢ vhodnosti lipidomickych
odli$nosti coby nového klinického biomarkeru ¢asnych stadii AD. Konkrétnimi molekulami
pro klinickou diagnostiku by mohly byt vybrané sfingomyeliny a glycerophospholipidy. Pro
tento Ucel by bylo vhodné provést analyzu zaméienou pouze na zmény konkrétni vybrané

molekuly v zavislosti na ¢ase a tizi symptomatiky AD.

Role fosfatidylethanolamin®i u neurodegenerativnych onemocnéni je pravdépodobné velmi
vyznamnad, otazka jeji zkoumatelnosti pomoci méteni hladin PE v likvoru je vSak diskutabilni.
Vztah v tomto pfipadé nemusi byt jen linéarni zvySeni nebo sniZeni, ackoli nase méfeni

signifikantni zvyseni jednoho z PE odhalilo.
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