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1. Uvod

Tématem postgradualniho studia byla komplexni analyza markeru postizeni centralni
nervové soustavy u neurodegenerativnich onemocnéni. Vzhledem k mnozZstvi dat
ziskavanych jiz od poc€atku vyzkumu, byla v8ak samotna disertacni prace zaméfena pouze

na analyzu mozkomi$niho moku.

Na poc¢atku prace je uveden struény uvod do problematiky neurodegenerativnich
onemocnéni s dirazem na jejich etiopatogenezi. Dale jsou zde zpracovany moznosti

vySetfeni mozkomisniho moku u téchto afekci.

V dalSim textu jsou prezentovany vysledky samotného vyzkumu, ktery je rozdélen do
dvou cCasti. Vprvni Casti se zabyva vySetfenim mozkomiSniho moku u pacientd
s Parkinsonovou nemoci a jejich korelaci s délkou trvani nemoci a tiZi motorického postiZzeni.
V druhé &asti je uvedena analyza mozkomisniho moku u pacientli s Parkinsonovou nemoci,

ktefi jsou rozdéleni do jednotlivych klinickych subtypu.

Parkinsonova nemoc je jedno z nejCastéji diagnostikovanych neurodegenerativnich
onemocnéni a z celé plejady téchto nemoci je také asi nejpfesnéji diagnostikovana. Dosud
ale neni zcela jasna dynamika neurodegenerativniho procesu a ani neni znam ukazatel,
ktery by vyjadfoval tizi ¢i intenzitu neurodegenerace. Pfedkladana prace ma za cil ukazat, ze

vySetieni ur€itych markerd v mozkomisnim moku by mohlo byt na tomto poli pfinosné.

1.1 Uvod do problematiky neurodegenerativhich onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni (ND) jsou Siroka skupina chorob centralniho nervového

systému, ktera je zpusobena pfedCasnym zanikem nebo degeneraci nervovych bunék.



Problematika tkvi zejména v jejich obtizné diagnostice, limitované terapii a rapidni progresi.
Casto tato onemocnéni navic postihuji osoby v produktivnim véku, pfichazi velmi nahle a

diky nizké informovanosti laické vefejnosti jsou tyto diagnézy velmi obtizné chapany.

1.1.1 Etiopatogeneze neurodegenerativnhich onemocnéni

Jedna se o velmi heterogenni skupinu chorob, které je obtizné zaradit Ci roztfidit do
jednotlivych podskupin. Jednou z moznosti se jevi tfidéni onemocnéni podle pfevazujicich
patogenetickych déji. | pfes dosti vyraznou odliSnost maji neurodegenerace nékteré
spole¢né zakladni vlastnosti. Jsou to stavy, pfi kterych dochazi k ubytku specifickych skupin
neurond, jejichz vysledkem je selektivni postizeni ur€ité neuronalni subpopulace a nasledny
klinicky obraz daného onemocnéni.

V soucasnosti pfevlada nazor, ze ND jsou zplsobeny kombinaci nékolika hlavnich
patogenetickych vlivl, jejichz podil se u jednotlivych onemocnéni muze liSit (van Dijk et

al.2010). Jsou to:

1. apoptédza

2. mitochondrialni dysfunkce a oxidativni stres

3. abnormalni degradace a nasledna agregace patologicky zménénych protein(
4. zanét a aktivace glii

5. genetické pozadi

ad 1.) K apoptéze, neboli programované buné&né smrti dochazi, kdyz souhrou vnéjsich a
vnitfnich spoustécich mechanismu dojde k interakci pro- a anti-apoptotickych faktor(
spoustéjicich nezadrzitelnou kaskadovitou reakci, ktera vede k zaniku postizené bunky

(Barzilai 2010; Yasuda et al.2010).



ad 2.) Mitochondrialni dysfunkce a narUstajici oxidativni stres souvisi s pfitomnosti volnych
kyslikovych radikall, jejichz nejvétS§im producentem jsou pravé mitochondrie. Pusobeni
volnych kyslikovych radikalt je dano kombinaci zvySené produkce nebo nedostateénou
al.2011; Higgins et al.2010).

ad 3.) Produkci zménénych, zmutovanych, denaturovanych ¢&i jinak poSkozenych proteinli a
jejich zhorSena degradace ma za nasledek akumulaci a agregaci téchto proteind do
formaci, typickych pro jednotliva onemocnéni (Williams 2006; Martinez et al.2010).

ad 4.) Je zvazovano, Ze zanétlivée zmény s aktivaci glii pfispivaji ke kaskadé udalosti
vedoucich k neurodegeneraci a tudiz k progresi onemocnéni (Hirsch a Hunot 2009;
DelLegge et al.2008; Li et al.2011). Nicméné i samotny zanét mlze byt odpovédny za
neurodegenerativni proces.

ad 5.) Kombinace téchto faktor spolu s genetickym pozadim jsou zfejmé pfi¢inou vzniku

neurodegenerativnich onemocnéni.

1.1.2 Klasifikace neurodegenerativnich onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno, ND jsou heterogenni skupinou onemocnéni. V literarnich
zdrojich existuje fada klasifikaci, které se od sebe liSi. Jedno z moznych déleni vychazi
z poznatki molekularnich neuropatologickych studii. Tyto studie ukazaly, Ze kli¢ovym
prvkem mechanismu vzniku neurodegenerativnihno onemocnéni je obvykle nadprodukce
normalni bilkoviny nebo tvorba aberantniho proteinu s nestabilni strukturou a s tendenci
k tvorbé intra- nebo extracelularnich bilkovinnych shlukud, které pak interferuji s normaini
funkci a mohou souviset se zanikem neuront v postizené ¢asti mozku (Bednafik et al.2010).

Déli se na:



1. Onemocnéni s hromadénim beta-amyloidu — amyloidopatie
2. Tauopatie
3. Alfa-synukleinopatie

4. Polyglutaminova onemocnéni

1.1.2.1 Onemocnéni s hromadénim beta-amyloidu - amyloidopatie

Hlavnim zastupcem téchto onemocnéni je Alzheimerova demence (AD).
V neuronech je pfitomna pfirozena bilkovina amyloidovy prekurzorovy protein (APP), ktery
se vyskytuje vriznych C&astech bunék, nejvice vtransmembranové frakci. APP je
odbouravan dvéma moznymi cestami. Stépenim enzymem alfa-sekretdzou vznikaji
neskodné rozpustné peptidové fragmenty o délce do 39-40 aminokyselin, které maji své
fyziologické role. Za patologickych podminek dochazi ke Stépeni APP beta-sekretdzou a
nasledné gama-sektretazou, které davaji vzniknout delSim fragmentim o 42 a 43
aminokyselinach, ty pfestavaji byt solubilni, srazeji se v extracelularnich prostorach a
polymeruji. Ty se pak stavaji jadrem tzv. alzheimerovskych amyloidnich &i neuritickych plak.
V misté plak pak dochazi k zaniku synapsi, degenerativnim zménam az k postupnému
zaniku neuronu. Soucasné dochazi k aktivaci glii a ke sterilni zanétlivé reakci vcetné
aktivace cyklooxygenazy-2, coZz vede k uvolnéni dalSich latek, jako jsou volné kyslikové
radikaly, cytokiny a dalSi. Plaky tvofené beta-amyloidem jsou nalézany i u jinych onemocnéni
jako demence s Lewyho télisky, ¢i demence u Parkinsonovy nemoci. Ukladani beta-amyloidu
na vystelce mozkovych cév je podkladem cerebralni amyloidové angiopatie (Blenow et al.

2006).



1.1.2.1.1 Alzheimerova demence (AD)

AD je nejcastéjSi ze vSech demenci s odhadovanou Cetnosti kolem 60% ze vSech
demenci, Castéji se vyskytuje u zen a u lidi s niZSim vzdélanim.

NejdulezitéjSim pfiznakem je ztrata paméti - vstipivosti i vybavnosti - a nékterych dalSich
kognitivnich schopnosti (zejména poruchy feéi, apraxie, poruchy prostorovych funkci).
HorSeni je dlouhodobé a progresivni, dochazi k negativhimu dopadu na bézné kazdodenni
aktivity. Podminkou je vylougeni jinych onemocnéni, které mohou narusit kognici. Castou
komplikaci jsou poruchy chovani a nalady (deprese, podrazdénost, nespavost, halucinace,
anorexie). Diagnéza je kombinaci urCitych charakteristickych pfiznaka (zahrnuji vzdy
postizeni paméti a alespon jedné dalSi slozky kognice, které by mély byt potvrzeny
neuropsychologickymi testy) a vyluCovacich kritérii (je nutno vylou&it napf. depresi,
hydrocefalus, tumory, tézké vaskularni postizeni mozku nebo jiné demence).

Pfitomnost acetylcholinu v CNS je vyznamna pro spravné fungovani paméti a uceni. U
pacientd s AD je pozorovan ubytek cholinergnich neurond v nucleus basalis Meynerti s
naslednym nedostatkem acetylcholinu pfedevSim v temporalnich a parietalnich oblastech
(Bednarik et al. 2010).

Hlavnimi rizikovymi faktory AD jsou vék, rodinny vyskyt demence a apoE4 (Leoni
2011). Kromé sporadickych forem AD existuji i formy hereditarni. Ty se manifestuji jako AD s
¢asnym zacatkem a jsou vazany na mutace APP a presenilind (PS), coz jsou kofaktory
patologického beta-amyloidového $tépeni APP. Tyto formy jsou relativné vzacné, prevazuje
autozomalné dominantni typ pfenosu s vysokym stupném penetrace.

Apolipoprotein E (ApoE) hraje vyznamnou roli v lipidovém metabolismu. Je
syntetizovan pfedevSim v jatrech, v mensi mife ale i pfimo v mozku, pfiemz existuje
polymorfismus ApoE. Vyskyt alel ApoE €4 je spojen s prokazanym vys$Sim rizikem vzniku AD,
naproti tomu forma €2 by mohla byt protektivni. Nicméné zdaleka ne vsSichni homozygoti
ApoE €4 onemocni AD a proto jeho stanovovani neni vhodnym ani doporuéenym

diagnostickym testem pro ¢asnou AD (Leoni 2011).
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V souCasné dobé se v diagnostice uplatfiuje neuropsychologické vySetfeni, které
prokazuje kognitivni deficit a pomocna zobrazovaci vySetfeni CT a MRI mozku ukazujici
atrofii pfevazné v temporalni oblasti. Pomocnym se jevi i vySetfeni neurodegenerativnich
markerd v mozkomisniho moku, kde je ¢astym nalezem zvySeni hladiny tau-proteinu, snizeni
beta-amyloidu4, a zvy3eni indexu tau/beta.

V terapii AD se v soucasné dobé uplatfiuji inhibitory acetylcholinesterazy (donepezil,
rivastigmin, galantamin) a nekompetitivni antagonista glutamatovych NMDA receptor(

(memantin).

1.1.2.2 Tauopatie

Tau protein je jeden z nékolika typd MAPs (,microtubule-associated proteins®), které
se podileji na tvorbé a stabilité sité mikrotubul(. Nachazi se pfevazné v axonech, kde tvori
¢astecné stabilni, ale stale dynamicky stav v mikrotubularni siti, ktery je dulezity pro rdst
axonu a efektivni axonalni transport Zivin a dalSich latek uvnitf neuronu. Onemocnéni, pfi
kterych je v mozkové tkani prokazana pfitomnost akumulovaného insolubilniho tau proteinu
jsou oznacovana jako tauopatie. Dosud neni znama pficina, ktera vede u téchto onemocnéni
k rozvoji neurodegenerace a agregace tau proteinu, navic neni zcela jasné, zda agregaty tau
proteinu jsou podkladem neurodegenerace, &i jsou produktem obrannych mechanismu
(Williams 2006). Tau protein je kédovan MAPT genem na 17. chromozomu a v mozku
dospélého clovéka se vyskytuje v Sesti izoformach (Neveet al.1986). Na tau proteinu
rozliSujeme C-konec, ktery se vaze na mikrotubuly a N-konec, ktery vycCniva z povrchu
mikrotubull a umoznuje vazbu na jiné bunééné komponenty jako je cytoplazmaticka
membrana. Jednotlivé izoformy se mezi sebou liSi obzvlasté pfitomnosti tfech nebo Ctyf
vazebnych mist na C-konci, ktery pravé zajiStuje vazbu na mikrotubuly (Lee et al.1989). Tfi

izoformy obsahuji po tfech vazebnych sekvencich a ftfi izoformy po ¢tyfech vazebnych
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sekvencich. Tau se Ctyfmi vazebnymi sekvencemi tvofi pevnéjsi vazbu s mikrotubuly oproti
trojvazebnému tau proteinu, dokonce mulze vytésnit jiz dfive navazany trojvazebny tau
protein (Lu et al.2001). V mozkové kuife dospélého Clovéka je pomér troj- a Ctyfvazebné
izoformy tau proteinu vyrovnany, coz je zfejmé podkladem jeho normalni funkce. Fosforylace
ur€itych zbytk( uvnitf opakujicich se okrsk( naruSuje interakci mezi tau proteinem a
mikrotubuly a vede k odlou¢eni tau proteinu (Drewes et al.1995). N-konec vyc¢nivajici
z povrchu mikrotubult, oznagovany jako projekéni doména, zahrnuje mimo jiné Usek bohaty
na aminokyselinu prolin, ktery obsahuje tzv. PXXP motiv. Zvazuje se, ze tato projekéni
doména vymezuje prostor mezi mikrotubuly a mize hrat roli v interakcich mezi tau proteinem
a jinymi proteiny tvoficich cytoskelet (Chen et al.1992). O PXXP motivu je znamo, ze
interaguje s proteiny, které jsou obsazeny v SH3 doméné (Src homology 3 domain), ktera se
podili na regulaci buné€ného chovani a hraje dulezitou roli v fadé onemocnénich. SH3 napf.
obsahuje tyrozin-kinazu Fyn, ktera katalyzuje fosforylaci na tyrozin a spolupracuje s tau
proteinem na produkci myelinovych obald.

Mutace genu pro tau protein narusuje vzajemny pomér mezi jednotlivymi izoformami
tau proteinu, zhorSuje vazebnou schopnost tau proteinu (Hong et al.1998) a usnadnuje
agregaci tau protein do nerozpustnych filament (Nacharaju a kol 1999). Na zakladé tohoto se
pfedpoklada, ze neurodegenerace vazana s tau patologii je zpusobena kombinaci toxicity
vzniklé pfi abnormalitach tau proteinu a zaroven ztratou jeho fyziologické funkce. Samotny
mechanismus, ktery vede Ci pfispiva k abnormitam tau proteinu zplsobujici zanik neuront
v8ak dosud neni pfesné znam.

Mutace MAPT genu zpusobuje onemocnéni frontotemporalni demence -
parkinsonismus s vazbou na chromozom 17 (FTDP-17) (Hutton et al.1998). Podobnym
fenotypem a ndalezy abnormalniho tau proteinu jsou mezi tauopatie fazena i néktera
sporadicka neurodegenerativnich onemocnéni jako je napf. AD, progresivni supranuklearni
paralyza, kortikobazalni syndrom, frontotemporalni demence aj., u kterych je vsak

v nékterych pfipadech také prokazana tzv. missense mutation (zaména jednoho
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aminokyselinového zbytku za druhy) v MAPT genu (Delisle et al.1999; Bugiani et al.1999;
Poorkaj et al.2002).

U téchto onemocnéni dochazi k naruseni vazebnych mist tau proteinu, coz vede
k porucham struktury a stability mikrotubull s naslednym negativnim vlivem na dulezité
bunél&né procesy. Méni se i pomér mezi jednotlivymi izoformami tau proteinu ve prospéch
Ctyfvazebné izoformy. Normalné se solubilni tau protein nachazi pouze v axonech, ale u
tauopatii se zménény tau protein nachazi i v télech neurond, dendritech a gliich. Tento volny
pozménény tau protein nenavazany na tubuly ma vétsi tendenci k hyperfosforylaci, pfeméné
ve vlaknité formy a ke shlukovani. Vysledkem je vznik intracelularnich inkluzi, tzv.
neurofibrilarnich klubek, ktera jsou nachazena v mozcich pacientd svy$e uvedenymi

chorobami (Goedert 2004).

1.1.2.2.1 Progresivni supranuklearni paralyza (PSP)

PSP (nemoc Steelova-Richardsonova-Olszewskiho) byla poprvé definovana v roce
1963 jako progresivni neurodegenerativni onemocnéni, manifestujici se kombinaci
parkinsonského syndromu, kognitivniho deficitu a supranuklearni okohybné poruchy. Typické
pro toto onemocnéni je dale rozvoj padd, dysartrie a dysfagie jiz od Casnych stadii
onemocnéni. Prevalence PSP je kolem 5 pfipadd na 100 000 obyvatel bez rozdilu vyskytu
mezi muzi a Zzenami, typicky poCatek onemocnéni je mezi 50. a 70. lety. U PSP dochazi
k abnormalni agregaci hyperfosforylovaného tau proteinu zvl. v oblasti substantia nigra,
nucleus subtalamicus a mezencefala (Williams et al. 2008). Klinicky obraz PSP je tvofen
symetrickym parkinsonskym syndromem, obvykle bez tfesu, typické je dale hyperextenzni
drzeni trupu a Sije. Jiz v €asnych stadiich onemocnéni byva napadna posturalni instabilita,
ktera Casto vede k padum. Charakteristickd pro PSP je porucha okulomotoriky typicky
s parézou pohledu bulbd smérem doll. Nejprve vS8ak mize byt patrné jen zpomaleni a
hypometrie sakadovanych pohybl &i nestabilni fixace, v pozdéjSich stadiich se ale obvykle

postupné rozvine typicka supranuklearni paréza vertikalnich pohledu. V pIné rozvinuté formé
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PSP pak dochazi ke kombinaci parézy vertikalnich a horizontalnich sledovacich pohybl a
omezenim mrkani, jejichz vysledkem je typicky vyraz obli€eje s vydéSenyma olima bez
sledovacich pohybl. Sou€asné byva pfitomna Septava drmoliva fec, ktera je projevem tézké
dysartrie a dysfonie. U PSP je pfitomen i kognitivni deficit, ktery se projevuje nejprve
zpomalenim psychomotorického tempa s postupnou progresi do demence frontalniho typu.

Na zakladé recentnich klinicko-patologickych studii bylo navrzeno déleni PSP na dva
hlavni fenotypové subtypy, tzv. ,typickou PSP* a ,atypickou PSP* (Williams et al.2005):
- typicka PSP* - Richardsonuv syndrom — tvofi pfes 50% verifikovanych pfipadu PSP, ve 2/3
pfipadd jsou postizeni muzi, klinicky obraz odpovida vySe zminénému popisu, je
charakterizovan rychlejsi progresi onemocnéni s priimérnym prezitim kolem 5 let od rozvoje
prvnich pfiznakl, vzhledem k rychlejSi progresi je i dfive diagnostikovan, byva pfitomen
Casny rozvoj posturalni instability a padd, supranuklearni parézy pohledu a vyraznéjsi
neuropsychologicky a neurobehavioralni deficit (Srulijes et al.2011).
- ,atypicka PSP“ - PSP — parkinsonismus (PSP-P) tvofi kolem 35% pfipadu, vyskytuje se se
stejnou Cetnosti u obou pohlavi, klinickym obrazem pfipomina Parkinsonovu nemoc.
Zpocatku miize byt vyjadfena stranova asymetrie, tfes a alespor pfechodna odpovidavost
na dopaminergni terapii. Prib&éh onemocnéni je pomalejsi, prlmérna doba preziti je asi 9 let
od rozvoje prvnich klinickych pfiznakt (Williams et al.2005).
Na zakladé dalSiho klinicko-patologického sledovani Williamse et al.z roku 2007 byla
navrzena treti varianta klinické manifestace PSP - ,Cista akineze se zarazy chuze® (pure
akinesia with gait freezing — PAGF). Tento subtyp PSP je vzacny a tvofi zbylou &ast asi 15%
ze vSech patologicky verifikovanych PSP. Vedoucimi pfiznaky jsou zarazy pfi startu a
v pribéhu chlize, az po Case se k témto pfiznakiim mohou pfidat dalSi typické projevy pro
PSP.

Diagnéza PSP je stanovena zvl. na podkladé klinického obrazu, mdze k ni vSak
prispét i MR mozku, kde je v typickych pfipadech popisovan nalez v sagitalnich projekcich
mozkového kmene pfirovnavany k obrazu kolibfika ¢i tuénaka, dale se popisuje atrofie

mozeckovych pedunklli a zvySeny signal v mezencefalu, ncl. ruber a v pallidu.
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1.1.2.2.2 Kortikobazalni syndrom

Kortikobazalni syndrom (CBS), dfive kortikobazalni degenerace (corticobasal
ganglionic degeneration — CBGD) je sporadické onemocnéni s typickym vyskytem kolem 60.
az 70. roku. Vyskytuje se vzacnéji nez MSA ¢i PSP a rovnomérné postihuje zeny i muze.
Primérna doba preziti je kolem 8 let od pocatku prvnich klinickych pfiznaku.

Klinicky obraz je tvofen asymetrickym parkinsonskym syndromem, dystonii ci
myoklonem na postizené koncetiné, byva vyjadfen pfiznak ,odcizené koncetiny“ (,alien
hand®), apraxie, kognitivni deficit s kombinaci znamek typickych pro frontalni exekutivni
dyfunkce a postizeni parietalniho laloku dosahujici az stupné demence (Wadia et al. 2007).

Patologicky se CBS vyznacuje difuznimi depozity patologického
hyperfosforylovaného ¢tyfvazebného tau proteinu v mozku a neurondlni degeneraci
substantia nigra a frontoparietalni kary (Ling et al.2010).

Diagnostika CBS je velmi obtizna, je zaloZena na klinickém obraze a muze napomoci
MR zobrazeni mozku, kde byva nalez asymetrické kortikalni atrofie v souladu s klinickym

postizenim.

11.2.3 Alfa-synukleinopatie

Alfa-synuklein se za normalnich podminek podili na synaptické plasticité.
Koncentrace alfa-synukleinu je v mozku pomérné vysoka a v kombinaci s jeho schopnosti
reagovat s mnoha jinymi bilkovinami, se vysvétluje jeho spoluuc¢ast na patogenezi riznych
neurodegenerativnich procesu, jejichz souc€asti je agregace proteinl. Pravidelnou soucasti

vznikajicich inkluzi byvaji ubikvitin a komponenty proteazového komplexu. V dasledku
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mutace genu pro alfa-synuklein dochazi k tvorbé defektni bilkoviny s tendenci k oxidativnimu
podkozeni, oligomeraci a k agregaci, coz je popisovano u jedné z forem (PARK-1) familiarni
Parkinsonovy nemoci (PN) Uvazuje se, ze jeho nepravidelna Sroubovita struktura ma i za
normalnich okolnosti tendenci ke shlukovani do nesvinutych tvard a tudiz i normalni
nezmutovany alfa-synuklein mize hrat patogenni roli. V prostfedi dopaminergnich bunék
substantia nigra podporuje agregaci alfa-synukleinu oxidativni stres a pfitomnost reaktivnich
forem Zeleza. Takto vzniklé alfa-synukleinové fibrily se hromadi v Lewyho téliskach, jez se
povazuiji za typickou neuropatologickou znamkou zaniku neuront i u sporadickych forem PN.
Lewyho téliska mohou byt ovSem ve skuteCnosti projevem protektivnich mechanismu a
oznacCovat prezivajici neurony, zatimco zaniklym bunikam se nepodafilo alfa-synukleinové
fibrily shromazdit a zneSkodnit. Hromadéni alfa-synukleinu a jeho fragmenta v patologickych
intracerebralnich inkluzich neni vyhradnim nalezem u PN. Nachazi se i u jinych
neurodegenerativnich onemocnéni, jako u demence s Lewyho télisky, v amyloidnich plakach
u AD, u Downova syndromu a v glialnich cytoplazmatickych inkluzich u multisystémoveé

atrofie (Ruzicka et al.2000).

1.1.2.3.1 Parkinsonova nemoc (PN)

Parkinsonova nemoc je progresivni neurodegenerativni onemocnéni zpusobené prevazné
ztratou dopaminergnich bunék substantia nigra. Je pojmenovana podle Jamese Parkinsona,
anglického lékare, ktery ji poprvé popsal v ,An Essay on the Shaking Palsy“ v roce 1817.
Parkinsonova nemoc je povazovana za jedno z nej¢astéjSich neurologickych onemocnéni,
postihuje az 1% populace starsi 60 let. Hlavni pfiznaky zahrnuji tfes, rigiditu, bradykinezu a
posturalni instabilitu.

Blize viz kap. 1.2
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1.1.2.3.2 Multisystémova atrofie (MSA)

MSA je progresivni neurodegenerativni onemocnéni se sporadickym vyskytem, patfici do
skupiny synukleinopatii. MSA je charakterizovana riznou kombinaci autonomni dysfunkce,
parkinsonismu se Spatnou odpovidavosti na terapii L-DOPA, mozeckovou ataxii, dysfunkci
urogenitalniho systému a pyramidovymi pfiznaky. Pribé&h onemocnéni je pomérné rychle
progredujici, primérna doba preziti od rozvoje prvnich pfiznaku je mezi 7 a 9 lety. MSA
zacCina pramérné ve véku 60 let, stejné €asto byvaji postizeni muzi i zeny (Stefanova et
al.2009). Prevalence MSA je mezi 1,9 a 4,9/100 000 obyvatel (Wenning et al.2004).

Na zakladé klinické manifestace muzeme rozliSit formu parkinsonskou s pfevazujicim
extrapyramidovym postizenim (MSA-P) a formu mozeckovou s prevazujicim postizenim
mozeCku (MSA-C) (Gilman et al.2008). Dle prace Gesera et al.z roku 2006, tvofi MSA-P
pfiblizné 58% vSech pacientd s MSA, MSA-C je zastoupena ve zbylych 42%.

Parkinsonské projevy u pacientd s MSA probihaji vétSinou pod obrazem bradykineze,
rigidity, posturalni instability a dysartrie. Tfes mize byt pfitomen, nemiva vSak charakter
klidového tremoru typického pro Parkinsonovu nemoc, spiSe byva posturalni €i intenéni,
Casto asymetricky a nékdy i s myokloniemi. Odpovéd na IéEbu levodopou byva velmi
omezena. Progrese parkinsonského syndromu u MSA-P je vétSinou rychlejsi nez u PN (May
et al.2007). Hlavnim mozeckovym postizenim u MSA jsou poruchy chlze a stability, maze
byt hypermetrie, dysmetrie, intencni tremor ¢&i poruchy okulomotoriky s hypermetrickymi
sakadami, mize byt pfitomna i mozeckova dysartrie se skandovanou fec¢i. Pyramidova
dysfunkce se vétSinou omezuje na hyperreflexii a Babinského pfiznak. Typicka pro MSA je
pfitomnost dysautonomie a vyskyt sfinkterovych obtizi. Jiz od pocatku onemocnéni byva
vyrazna posturalni instabilita, vedouci az k padim, v nékterych pfipadech ale mlze byt i
chybét. Inkontinence, imperativni mikce a poruchy potence mohou dotvaret klinicky obraz
MSA.

Casto Ize prokazat postiZzeni frontalnich exekutivnich funkci, spi$e mirného stupné,

naproti tomu pIné vyvinutd demence nepatfi do typického obrazu MSA. Pro diagnostiku MSA
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je z pomocnych vySetfovacich metod nejvyznamnéjSi ortostaticky test, kdy je pokles
systolického TK o 30 torrd a/nebo diastolického TK o 15 torr( (zvlasté bez reaktivniho
vzestupu tepové frekvence) po 3 minutach postaveni z polohy vieze svédéi pro poruchu
autonomniho nervového systému. Z dalSich pomocnych vySetfovacich metod je pro
diagnostiku uzite€nd MRI s relativné €astym ndlezem atrofie mozeCku a brachia pontis,
nékdy lze najit i snizeni signalu putamen v T2 vazenych sekvencich. Definitivni diagnéza
MSA je stanovena na =zakladé neuropatologického prikazu argyrofilnich glialnich
cytoplasmatickych inkluzi v asociaci se striatonigralni degeneraci nebo olivopontocerebelarni

ataxii (Trojanowski et al.2007).

1.1.2.3.3 Demence s Lewyho télisky (DLB)

DLB je sporadické onemocnéni, vyznadujici se koincidenci parkinsonského syndromu
a demence subkortikalniho typu s charakteristickymi fluktuacemi kognitivni poruchy a
psychotickymi projevy. Jedna se o druhou nejCastéjSi degenerativni demenci po
Alzheimerové nemoci s odhadovanou Cetnosti 7 az 15% ze vSech demenci. Vyskytuje se
nejcastéji kolem 70. roku véku a pramérné preziti je 5 let.
Klinicky se projevuje od pocCatku souCasné se rozvijejicim kognitivnim deficitem a
parkinsonskym syndromem bez tfesu, obvykle s neuplnou odpovédi na dopaminergni terapii.
Demence je pfevazné frontalniho typu, byvaji pfitomny zrakové &i sluchové halucinace a
vyrazné kolisavy prubéh. Vyznamné postizeni paméti se nemusi vzdy vyskytovat v
poc¢atecnich stadiich onemocnéni, ale v prabéhu choroby byva vyrazné. Mohou byt pfitomny
i dal$i projevy, jako jsou opakované pady, synkopy, prechodné poruchy védomi a/nebo
systematizované bludy. Casta je apatie, poruchy nalady a deprese (Mollenhauer et al. 2010).
Diagndza je zalozena na klinickém obraze, k vylou€eni strukturalnich pfi¢in ma vyznam CT a

MR mozku.
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1.1.24 Polyglutaminova onemocnéni

Genova expanze nestabilnich nukleotidovych sekvenci se povaZuje za unikatni
mechanismus lidské patologie. Pro vznik neurodegenerativhich onemocnéni ma vyznam
zejména expanze trinukleotidové sekvence CAG, ktera v pfipadé prepisu do bilkovinné
molekuly vede ktvorbé prodlouzenych polyglutaminovych fetézclh. Toxické plsobeni
polyglutaminl se vysvétluje jejich tendenci ke shlukovani, pfedevSim Kk tvorbé
intranuklearnich inkluzi. Ukazuje se navic, Ze proteiny obsahujici polyglutaminy se za
normalnich okolnosti podileji na regulaci genové exprese. Pfesné Casové a prostorové
vzorce transkripce jsou kliCové jak pro normalni vyvoj vSech bunék a tkani, tak pro regulaci
odpovédi diferencovanych bunék na vnéjSi zmeény, ktera ma kliCovy vyznam pro funkce
mozku. U néktery polyglutaminovych onemocnéni (napf. u spinocerebelarnich ataxii 6a 17)
bylo skutecné prokazano, ze mutace postihuje proteiny podilejici se na regulaci genové
exprese v nervovych bunkach. Podobné mechanismy se pfedpokladaji i u dalSich
polyglutaminovych onemocnéni — vedle fady spinocerebelarnich ataxii mezi né patfi
Huntingtonova choroba, dentato-rubro-pallido-luysianska atrofie a spinobulbarni muskularni

atrofie (Kennedyho nemoc) (Bednafik et al. 2010).

V posledni dobé vSak s pokrokem molekularni genetiky a biochemie dochazi
k ndzoru, Ze na vzniku daného neurodegenerativniho onemocnéni se vétSinou nepodili
jednoznalné pouze jeden aberantni protein, ale Zze dochazi kinterakci mezi nékolika
zejména strukturalnimi proteiny. Néktera onemocnéni tak mulzou vykazovat klinické i
molekularné-patologické znamky onemocnéni charakteristickych pro vice skupin z vySe

uvedené klasifikace (Galpern et al.2006).
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1.2 Parkinsonova nemoc

1.2.1 Uvod

Klasicka definice:

Parkinsonova nemoc (PN) je chronické progresivhi onemocnéni nervové
soustavy, které se projevuje typickou poruchou hybnosti, tzv. extrapyramidovym
hypokineticko-rigidnim (neboli parkinsonskym) syndromem. Toto postizeni vznika na
podkladé degenerativniho zaniku neurontl v pars compacta mezencefalické substantia
nigra, vedouciho k nedostatku dopaminu ve striatu. Porucha hybnosti u PN proto

charakteristicky zmirinuje dopaminergni substitu¢ni terapie (Ruzicka et al.2000).

Prevalence PN je 100-150 pfipadu na 100 000 obyvatel, ve vékové skupiné nad 60
let je az 1%. Primérny vék na pocatku onemocnéni je kolem 60 let, pfiblizné 10% pacientu

onemocni pfed 40.rokem, 10% po 75. roce. Mezi nemocnymi je lehka pfevaha muzud (1,2: 1).

1.2.2 Etiopatogeneze

PN je charakterizovana pfitomnosti Lewyho télisek a postizenim dopaminergnich
neuronu substantia nigra a dalSich definovanych neuronalnich populaci. Pfedpoklada se, ze

na rozvoji tohoto postizeni se podili nékolik patogenetickych procesu (van Dijk et al.2010).

1.2.2.1 Mitochondrialni dysfunkce a narustajici oxidativni stres

Jiz vysledky studii z 80. let 20. stoleti poukazaly na mozny spolupodil mitochondrialni
dysfunkce na patogenezi PN, kdyz prokazaly redukci aktivity mitochondrialniho komplexu |

v substantia nigra u pacientd s PN oproti kontrolni skupiné (Shapira et al.1989). | fakt, ze

20



metabolit 1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropiridinu (MPTP), jehoz efekt spociva v ovlivnéni
mitochondridlniho elektronového fetézce inhibici mitochondridlniho komplexu | (Tipton a
Singer, 1993) muze byt pfi€inou parkinsonismu a existence MPTP zvifeciho modelu pro PN,
dale zduraziuji roli mitochondrialni dysfunkce. Dale byla prokdazana inhibice
mitochondrialniho komplexu | pesticidem rotenonem. Chronicka expozice tomuto pesticidu
muze vyvolat rozvoj symptomu odpovidajici PN (Betarbet et al.2000). Mimoto byly prokazany
snizené hladiny proteini vazanych na mitochondrie, napf. prohibitinu, ATP syntazy a
superoxid dismutazy 2 (SOD2) v substantia nigra a frontalnim kortexu u pacient s PN oproti
kontrolni skupiné (Ferrer et al.2007). Navic proteinové produkty fady genl asociovanych
s monogenetickymi formami parkinsonismu, které zahrnuji geny pro alfa-synuklein, Parkin,
DJ-1, PINK1, LRRK 2 a HTRA2, se podileji na mitochondrialni dysfunkci a potazmo na
oxidativnim stresu (Lin a Beal, 2006). Ztrata spravné funkce mitochondrii pravdépodobné
hraje jednu z hlavnich roli v apoptoticky navozené bunéfné smrti pomoci uvolnéni pro-
apoptotickych protein cytochromu C, sekundarniho pfenasece mitochondrialnich aktivatort
kaspaz (SMAC) a HTRA2, a redukci ATP v disledku oxidativni fosforylace. Dysfunkce
mitochondrii dale vede ke zmnozeni volnych kyslikovych radikald a tim k nardstu
oxidativniho stresu (Schapira 2008). U pacientl s PN je prokazan zvyseny pocet oxidativné
zménénych proteind v substantia nigra, jako oxidativné modifikovany UCH-L1 (Choi et al.
2004) a nitrovany alfa-synuklein (Giasson et al.2000). Kromé& zmnozeni téchto oxidativné
zménénych proteini je dale u pacientd s PN prokazovana alterace protektivniho
antioxidativnino systému, nejzfetelnéji jsou redukovany hladiny antioxidantu glutationu

(GSH) v substantia nigra u pacientu s PN oproti kontrolni skupiné (Sian et al.1994).

1.2.2.2 NarusSeni proteinové degradace

Naruseni systému proteinové degradace je také zvazovan v patogenezi PN. Tyto
systémy zahrnujici cestu lysozomalni degradace a ubikvitin proteazovy sytém, jsou zapojeny

v degradaci poSkozenych proteint (Betarbet et al.2005). Cesta lysozomalni degradace je
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napfiklad zapojena do degradace oligomernich meziproduktl alfa-synukleinu (Lee et
al.2004). Tyto oligomerni meziprodukty jsou povazovany za toxické formy alfa-synukleinu,
které jsou pri¢inou bunécné dysfunkce az bunééné smrti (EI-Agnaf et al.2003).

Zahrnuti lysozomalni degradace do patogeneze PN je podpofeno alteraci genoveé
sekvence pro glukocerebrosidazu, lysozomalniho enzymu, v mozkové tkani pacientu s PN
(Lwin et al.2004). Mutace v ubikvitin-proteazovém systému, systému ktery oznacuje proteiny
s ubikvitinem a transportuje je k proteazam kdegradaci, mlze také vést Kk
rozvoji parkinsonismu (Schapira 2008). Ubikvitin-dependentni proteolyticka cesta je
ovlivnéna u pacientl s mutaci genu pro ubikvitin karboxyl esterazu L (UCH-L1), mutaci ktera
byla popsana u dvou némeckych sourozenct (Leroy et al.1998), a u pacientli s mutaci genu

pro Parkin, jenz zapfiCifiuje téméfr 50% familiarni PN se zacatkem v mladém véku (Lucking

et al.2000).

1.2.2.3 Agregace proteini a Lewyho téliska

Produkce zménénych ¢&i posSkozenych proteinll a jejich zhorSena degradace ma za
nasledek akumulaci a agregaci téchto proteini a formovani Lewyho télisek a Lewyho
neuritd. Pro Lewyho patologii je typicky prikaz alfa-synukleinu, proteinu, ktery je normalné
pfitomny v presynaptickych zakon¢enich vétSiny neurond. Bodové mutace, duplikace a
triplikace genu pro alfa-synuklein jsou asociovany s hereditarni formou PN (Polymeropoulos
et al.1997; Kruger et al.1998; Zarranz et al.2004). Alfa-synuklein je za fyziologickych
podminek vétSinou pfitomen ve své monomerické formé, ale mize se vyskytovat i trimetricka
forma (Leng et al.2001). U PN a jinych synukleinopatii, monomericky alfa-synuklein agreguje
za vzniku insolubilnich fibril. Ve vzniklych agregovanych formacich jsou pfitomny i jakési
vyvojové mezistupné, které jsou povazovany za toxické formy alfa-synukleinu (EI-Agraf et
al.2003; Kazatsev a Kolchinski 2008). Dale mohou byt pfitomny dalsi faktory, které mohou
usnadnit tvorbu fibril resp. agregatl, jako napf. bodové mutace genu pro alfa-synuklein,

fosforylace alfa-synukleinu na Ser129, snizeni pH, zvySeni teploty nebo pfitomnost
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metalickych iontd &i jinych nabitych ¢astic (Uversky 2007). Proteomické studie navic ukazaly,
Ze kromé alfa-synukleinu jsou v Lewyho téliscich pfitomny i jiné proteiny, jako kinazy, ligazy,
proteiny zapojené na degradaci proteinu, transmembranovém pfenosu a oxidativnim stresu
(Xia a kol 2008).

Vysledky recentnich neurochemickych studii mozkové tkané u pacientd s PN prokazuji
interakci mezi alfa-synukleinem a tau proteinem (Jelliger 2011) a zvySeny vyskyt tauopatie u
pacientd s PN (Wills et al.2010). Dale bylo zjisténo, Ze alfa-synuklein je in vivo regulator
fosforylace tau proteinu na Ser (262) a pravé mutace alfa-synukleinu jako rizikovy faktor
vyskytu PN podporuje fosforylaci tau proteinu na Ser (262) zapficifujici instabilitu

mikrotubult, ktera vede u PN ke ztraté dopaminergnich neuront (Quereshi et al.2011).

1.2.2.4  Zanét a aktivace glii

V substantia nigra u pacientd s PN je opakované prokazovana pfitomnost zmén,
typickych pro zanétlivou reakci, zahrnujici aktivaci mitochondrii, astrogliézu a infiltraci
lymfocytdl (Hirsch a Hunot 2009). Indikatorem zanétu a zapojeni glii na molekularni drovni
jsou zvySené hladiny interleukint (Mogi et al.1994) a alterace hladin rustového faktoru (Mogi
et al.1999; Parain a kol 1999) v substantia nigra a ve striatu u pacientd s PN. Je zvazovano,
Ze zanétlivé zmény pfispivaji ke kaskadé udalosti vedoucich k neurodegeneraci a tudiz
k progresi onemocnéni (Hirsch a Hunot 2009). Nicméné i samotny zanét muize byt
odpovédny za neurodegenerativni proces. Tuto roli zanétu na patogenezi PN podporuje
vztah mezi polymorfismem genu asociovanych se zanéty nervové soustavy, jako tumor
nekrotizujici faktor-alfa (TNF-alfa), interleukin-1-beta a interleukin-6, a rizikem rozvoje PN
(Hirsch a Hunot 2009), ale i projektivni efekt nesteroidni antiflogistické terapie (Chen et

al.2003).
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1.2.2.5 Apoptéza a bunééna smrt

Apoptoticky navozena bunéna smrt je také zvaZovana jako potencialni
patogeneticky faktor u PN. Ve studii Mochizukiho et al.byla histochemicky detekovana
pritomnost apoptézy v mezencefalu u 8 z 11 pacientd s PN oproti 1 ze 6 subjektu kontrolni
skupiny (Mochizuko et al.1996). Navic bylo zjisténo pravdépodobné kompenzatorni zvySeni
anti-apoptotickych proteind bcl-2 v nigrostriatalnich dopaminergnich neuronech pacientd
s PN (Yuan a Yanker 2000). Dale byla tamtéz detekovana zvySena pfitomnost solubilniho
Fas, molekuly receptoru signalizujici apoptézu, a annexinu V, ktery hraje roli pfi apoptéze a
nekroze, coz také podporuje podil apoptdzy pfi vzniku PN (Mogi et al.1996; Werner et
al.2008).

Predpoklada se, Ze ktomu, aby bézné koncentrace tzv. endotoxini a exotoxinu
vyvolaly selektivni neurodegeneraci dopaminergnich bunék, musi existovat geneticka
predispozice, a to jak v pfipadech s familiarné vazanou PN (Tab. 1), tak u nemocnych se

sporadickou PN.
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Tab. 1 Pfehled genu vedoucich k parkinsonismu a patologie s nimi souvisejici

Lokus Geny Klinicky obraz Patologie
Dominantni
PARK1/4 a- _ Typicka PN, maze byt pfitomna Lewyho t&liska
Synuclein | deprese
Obvykle Lewyho
PARKS8 LRRK2 Typicka PN téliska: mazou byt i
tau-klubka
FTDP-17  |MAPT | YStSinou pod obrazem demence, muze | 1, i pka
byt pfitomna i typicka PN
U Evropanu obvykle ataxie, nékdy gﬁgi\;ajé I_I'z\évyho
SCA3 Ataxin3 parkinsonismus, ten obzvlasté u » SPIS .
o o polyglutaminové
Africkych narodu ;
inkluze
U Evropanu obvykle ataxie, Casto i %ﬁg{;ajé Lé\évyho
SCA2 Ataxin2 parkinsonismus, ten obzvlasté u » SPIS .
o o polyglutaminové
Africkych narodu ;
inkluze
Recesivni
PARK? Parkin Zacate’k PN v asném vekuv, v'elm| Ongdmele Lewyho
pomala progrese onemocnéni téliska
PARK6 PINKA Zacate,k PN v ¢asném vekuv, v,elml Ojedinélé pvrlpady
pomala progrese onemocnéni s Lewyho télisky
PARK? DJ-1 jen malo |.nformaC|, pravdépodobné Neznama
jako Parkin
Agresivni priibéh, komplex pfiznakl
PARK9 ATP13A2 | parkinsonismu a jinych pfidatnych Neznama
symptoma
Agresivni pribéh, komplex pfiznaku
PARK14 PLA2G6 parkinsonismu a jinych pfidatnych Lewyho téliska
symptomu
Obvykle spasticka paraplegie, ale
SPG11 Spatacsin nékdy i agresivni pribéh, komplex Neznaméa

pfiznaku parkinsonismu a jinych
pFidatnych symptom

Prevzato z Hardy J. Genetic Analysis of Pathways to Parkinson Disease.
Neuron. 2010 October 21; 68 (2): 201-206.
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1.2.3 Neuropatologie

Typickou patologickou znamkou PN jsou Lewyho téliska, jejichz hlavni sloZkou je
abnormaini alfa-synuklein. Podle praci Braaka et al.(2003) tyto zmény postupné zasahuji
predilekéni oblasti mozku v Sesti stadiich ve vzestupném pofadi od prodlouzené michy az po
neokortex (Obr. 1). V pocCateCnich preklinickych stadiich (1. a 2.) je zasazeno dorzalni
motorické jadro n. vagus, bulbus olfactorius a pfisludna €ast nucleus olfactorius anterior.
Typickeé klinické pfiznaky PN se objevuji az ve 3. stadiu, histopatologicky charakterizovaném
postizenim locus coeruleus a substantia nigra. Ve 4. stadiu pronika patologicky proces dale
do mezencefala a postihuje magnocelularni cholinergni jadra, zaroven je postizen i
temporalni mezokortex. Nakonec je v 5. a 6. stadiu patologicky proces pIné vyjadien a
postihuje i primarni a asociacni oblasti neokortexu. Tato studie pfedstavuje PN jako plynule
progredujici neurodegenerativni proces, ktery postupné postihuje fadu mozkovych systémi

(Obr. 1)

presymptomatic symptomatic ":;i’;f;r:?x
phase phase secondary
neocortex
high order
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thalamus
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threshold ‘
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Obr.1. Patologicka stadia rozvoje Parkinsonovy nemoci, pfevzato z Braak et al.2004
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1.2.4 Patofyziologie

Podkladem PN je podle klasické definice neuronalni ubytek v pars compacta
substantiae nigrae s naslednym sniZzenim syntézy dopaminu. U PN dale byvaji prokazovany
zmény dalSich neurotransmiterl (napf. serotoninu v nuclei raphe, noradrenalinu v locus
coeruleus, GABA v substantia nigra, acetylcholinu v kufe), které se podileji na vzniku
nékterych pfiznakd v pozdnich stadiich PN. V dusledku neuromediatorového deficitu u PN
dochazi k rozsahlé poruse regulace systému bazalnich ganglii a jejich spoja.

Klicovou ulohu pfi modulaci funkce striata a tim celého systému BG hraje
dopaminergni draha nigrostriatalni. Dopamin pusobi excitacné na buriky opatfené receptory
typu D1 (poCatek pfimé drahy) a inhibicné na D2 (nepfima draha). Rizné zmény urovné
aktivace a nesouhra v ¢&innosti pfimé a nepfimé drahy striatopalidalni tak mohou byt
podkladem extrapyramidovych poruch raznych typl. U nelééené PN chybi modulaéni vliv
dopaminu v putamen, tim dochazi k relativnimu poklesu aktivity v pfimé draze a k vzestupu
aktivity v nepfimé draze striatopalidalni. Vysledkem je hyperaktivita globus pallidus internus
vedouci k utlumu projekce talamokortikalni projevujici se hypokinezi a k utlumu
pedunkulopontinniho jadra, jehoz vysledkem muaze byt rigidita. Ve skuteCnosti je
mechanismus rigidity slozitéjSi, pod vlivem abnormalnich descendentnich signall z
bazalnich ganglii, talamu a kary se rozviji dysfunkce gama-systému a dlouholatentnich
napinacich reflexd. Na tfesu u PN se podileji desinhibované fyziologické oscilacni

mechanismy anatomicky situované do talamickych jader a jejich spoju (Ruzicka et al. 2000).

1.2.5 Kilinicky obraz
PFiznaky Parkinsonovy nemoci muzeme rozdélit na zakladni projevy, pfidatné projevy

a komplikace pokrocilého stadia (Ruzicka 2006).
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1.2.51 Zakladni projevy

PN muze v pocateCnim obdobi i nékolik let probihat nepostfehnutelné a svymi
nespecifickymi pfiznaky mize napodobovat i jina, nez neurologicka onemocnéni (Williams et
al.2009). Podle Braakovy teorie (viz vy3e) v této dobé probihaji preklinicka stadia 1. a 2.,
které se mohou projevovat jako poruchy €ichu €i abnormalnim chovanim v REM spanku
zpusobené postizenim pfislusnych struktur bulbus olfactorius a jader dolni ¢asti mozkového
kmene. ZpocCatku byva i Casto pfitomna depresivni symptomatika, ktera mize prekryvat
pocate€ni pfiznaky. V nasledujicich stadiich (3. a 4.), kdy jiZ dochazi k postizeni substantia
nigra a ubytku dopaminu ve striatu, byvaji jeSté pfitomny kompenzaéni mechanismy
(zvysené uvolfiovani dopaminu zbyvajicimi neurony ¢&i hypersenzitivita receptora), které jesté
umoznuji zachovat normalni funkce. Nasledkem zminénych mechanismud dochazi k rozvoji
pfiznakll PN az pfi poklesu po¢tu dopaminergnich neuronl a hladiny dopaminu ve striatu
pod 50%, respektive dle nékterych praci az pod 30%. Zpoc&atku pak byvaji obvykle pfitomny
necharakteristické somatické pfiznaky (kloubni &i svalové bolesti apod.) a az po Case se
postupné rozviji typické motorické pfiznaky — hypokineze, rigidita, klidovy tfes pfipadné
posturalni poruchy.

Ze zakladnich motorickych pfiznakl pacienta nejvyraznéji omezuje hypokineze
(omezeni rozsahu pohybu) a pfibuzné projevy bradykineze (pohybové zpomaleni) a akineze
(porucha startu pohybu). Hypokineze na koncetinach byva alespon z pocatku jednostranna
nebo asymetrickd s prevahou na akrech. Casnymi hypokinetickymi projevy jsou téz
zmenseni pisma (mikrografie), otupély, maskovity vyraz oblieje (hypomimie), snizeny
rozkyv hornich koncetin pfi chizi (omezeni i ztrata synkinéz) a ticha monotéonni fec¢
(hypofonie, aprozodie), pfipadné dyzartrie se zrychlenim tempa feéi (tachyfénie) a
s opakovanim poslednich slabik nebo celych slov (palilalie).

Rigidita obvykle provazi hypokinezi, ale nemuseji byt oba pfiznaky vyjadieny se

stejnou intenzitou. Jiz v po€atecnich stadiich souvisi s rigiditou svalové bolesti a ztuhlost
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koncetiny. Vyraznéji rigidita postihuje axialni svalstvo a flexory, ¢imz je dano typické flekéni
drzeni Sije, trupu a koncetin.
Typicky tremor u PN je pfevazné klidovy, koncetinovy akralni, o frekvenci 4-6 Hz, ustupujici
pfi volnim pohybu a mizici ve spanku. Tfes se zvyrazfiuje stresem, mentalnim usilim,
unavou, tfes ruky se dale akcentuje pfi pohybu druhostranné koncetiny (stejné jako rigidita)
¢i pfi chizi.

Posturalni poruchy, tj. flekéni drzeni trupu, nejistota ve stoji, Sourava chuze
s drobnymi kroky, zarazy a nahlé pulze vedouci k padim urcuji tizi postizeni nemocného a
kvalitu Zivota v pozdnim stadiu PN. Nekomplikovanad PN v8ak nikdy nevede k uplné ztraté

schopnosti stoje a chlze.

1.2.5.2 Pridatné projevy

Mimo vySe zminénych zakladnich projevl se u pacientd s PN vyskytuji pfiznaky
vyplyvajici z postizeni vegetativniho nervstva a psychické zmény. Tyto zmény se vyskytuji ve
stadiich 4-6 dle Braaka a odrazeji postupujici postizeni jader mozkového kmene,
lalok.

Z vegetativnich poruch to byva jiZ od Casnych stadii zacpa a seborea (mastna
Supinata klze v obliceji a ve vlasaté Casti). Ostatni vegetativni pfiznaky byvaji nekonstantni,
vyskytuji se pfevazné v pozdnich stadiich a mdzou byt potencovany vlivy [éCby (poruchy
traveni, hypersalivace, zvySené poceni, ortostaticka hypotenze, mikéni a sexualni poruchy).

Z psychickych zmén je nejcastéjSi deprese, ktera mize byt pfitomna jiz na pocatku
onemocnéni. Poruchy kognitivnich funkci (zvlasté exekutivni dysfunkce) mohou u

nemocnych po letech prerlst v globalni kognitivni deficit dosahujici az demence (Tab. 2).
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Tab. 2 Pfiznaky Parkinsonovy nemoci

Motorické priznaky

Non-motorické pfiznaky

Tfes, bradykineze, rigidita, posturalni
instabilita

Kognitivni deficit, bradyfrenie,

Hypomimie, dysartrie, dysfagie, sialorea

Deprese, apatie, anhedonie, unava, dalsi
behavioralni a psychické problémy

SniZeni synkinéz koncetin, Sourava chuze,
obtizné vstavani ze zidle, otaceni se na
[GZku

Senzorické pfiznaky: anosmie, ageuzie,
bolest (ramena, zada), parestézie

Mikrografie, obtiZe s krajenim jidla, jezenim,
hygienou, zpomaleni kazdodennich aktivit

Dysautonomie (ortostaticka hypotenze,
zacpa, mocové a sexualni dysfunkce,
zvySené poceni, seborea), snizeni hmotnosti

Glabelarni reflex, blefarospasmus, dystonie,
skoliéza, kamptokormie

Potize se spankem (tzv. REM behaviour
disorder, Zivé sny, usinani béhem dne,

fragmentace spanku, syndrom neklidnych
nohou)

Prevzato z Jankovic J. Parkinson's disease: clinical features and diagnosis. J Neurol
Neurosurg Psychiatry. 2008 Apr; 79 (4): 368-76.

1.2.5.3 Komplikace pokrocilého stadia
Komplikace pokroc€ilého stadia PN jsou dany spole€nym projevem progrese choroby
do vySsich stadii a dlouhodobé nepfirozené Iékové stimulace dopaminovych receptora. Jako
fluktuace hybnosti se oznaduje zkracené trvani &i vypadky u&inku jednotlivych davek 1é¢by —
kolisani mezi akineticko-rigidnimi ,off stavy a stavy zlepSené hybnosti tzv. ,on“ stavy.
Podkladem této fluktuace je snizena skladovaci kapacita pro dopamin pfi postupujicim
zaniku nigrostriatalnich neurond a také receptorové zmény vyvolané nefyziologickou
stimulaci.

Polékové dyskineze choreatického €i choreodystonického charakteru postihuji vétdinu
pacientt dlouhodobé lé¢enych levodopou. Na jejich vzniku se podileji farmakodynamické
mechanismy, tj. pfechodna relativni hypersenzitivita a dysbalance mezi subtypy receptoru

pro dopamin na vrcholu u€inku davky dopaminergni medikace. Tzv. off-dystonie se naopak
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horni ¢i dolni konCetiny.
Polékové psychotické projevy (halucinace, bludy &i delirium) vznikaji jako vedlejSi nezadouci
ucinky dopaminergni, anticholinergni aj., a to pfedevSim u pacientd sjiz existujicim

kognitivnim deficitem (Ruzicka et al. 2000)..

1.2.6 Formy Parkinsonovy nemoci

PN je onemocnéni velmi heterogenni. Muze se liSit rozdilnym vyjadfenim klinickych
pfiznaku, vékem pfi zaatku onemocnéni, riznou rychlosti rozvoje, reakci na 1é¢bu, atd.. Dle
téchto hledisek existuje fada navrhd, jak je mozné toto onemocnéni délit do jednotlivych

subtypl. Zde jsou pfiklady déleni.

Déleni dle véku na pocatku onemocnéni (Quinn et al.1987):

Juvenilni PN s po&atkem pfed 20. rokem Zivota ma témér vzdy geneticky podklad AR typu a
pozitivni rodinnou anamnézu (RA). V diferencialni diagnoze pfipada v Uuvahu tzv.
Westphalova varianta Huntingtonovy nemoci, u které je vSak témér vzdy pozitivni RA a
pritomnost kognitivni dysfunkce. Diagnostické je genetické vySetfeni. Juvenilni PN se mlze
projevovat dystonii s vyjadfenym diurnalnim kolisanim a tudiz je na misté pomyslet i na
dopa-responsivni dystonii (DYT 5), kterou mozZno vylou€it genetickym vySetfenim nebo
sledovanim dalSiho pribéhu, kdy u DYT 5 je odpovidavost na levodopu celozivotni a
nedochazi k rozvoji fluktuaci hybnosti (Casseron et al.2005).

Young-onset PN s pocatkem pfed 40. rokem Zivota ma Casto geneticky podklad AR (gen
Parkin) nebo AD (gen LRKK) typu. Oproti klasické formé& PN je nizSi riziko rozvoje demence
a psychotickych komplikaci. Odpovéd na dopaminergni terapii je vyborna, Casné vSak

dochazi k rozvoji fluktuaci hybnosti.
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Pozdni forma PN s poc¢atkem po 70. roku se vyznacuje ¢astéjSi komorbiditou s vaskularnim
postizenim mozku a je proto Casto mylné diagnostikovana jako "vaskularni PS". Pozdni
forma PN ma vétsi tendenci k rozvoji demence a psychotickych komplikaci, ale mensi riziko

rozvoje fluktuaci hybnosti (Papapetropoulos et al.2004).

Déleni dle dominuijici klinické symptomatiky (Alves et al.2006):

Tremor dominantni forma PN se projevuje pfedevsim tfesem, ktery je obzvlasté klidovy, v
pokrocilejSich stadiich se v8ak rozviji i posturalni a akéni. Tfes byva az do pokrocilych stadii
dominujicim pfiznakem, a pacienta obtéZuje vice nez akineze a rigidita. Pacienti s timto
typem PN maji rovnéz nizSi riziko rozvoje demence a psychotickych komplikaci. V
diferencialni diagnostice je nutno pomyslet ne esencialni tfes, kde ale chybi odpovéd na
dopaminergni terapii. Rovnéz vySetfeni denzity dopaminového transportéru v bazalnich
gangliich pomoci SPECT a radiofarmaka ioflupan (preparat DaT Scan, viz téz nasledujcici
sekce Diagnostika) je u pacientl s esencialnim tfesem normaini.

PN s dominujici axialni rigiditou a poruchami chiize (PIGD - postural-instability-gait-
difficulty) se projevuje pfedevSim axialni rigiditou a poruchami chize. U tohoto typu PN je
popisovan rychlejsi rozvoj kognitivniho postiZzeni a je povazovan za rizikovy faktor rozvoje
demence u PN. Zvazuje se, Ze klinickd manifestace je pravdépodobné zpuUsobena

predilekénim postizenim nondopaminergnich systémd.

Déleni dle recentni prospektivni clusterové analyzy uzité a podpofrené retrospektivni
klinicko-patologickou studii (Lewis et al.2005; Selichova a kol 2009):
PN s éasnym zac¢atkem (EDO-Earlier disease onset): vék pfi poatku onemocnéni méné
nez 55 let
Tremor dominantni forma (TD-Tremor dominant): Vék pfi po¢atku onemocnéni 55 a vice
let, klidovy tfes jako inicialni symptom nebo pretrvavajici dominantni tfes nad bradykinezi a

rigiditou
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Non-tremor dominantni forma (NT- Non-tremor dominant): vék pfi po¢atku onemocnéni 55
a vice let, pfevazujici bradykineze s Zadnym ¢i jen mirnym klidovym tfesem, Casty rozvoj
kognitivniho deficitu

PN s rychlou progresi bez pfriznakii demence (RDP- Rapid disease progression without
dementia): umrti do 10 let od nastupu klinickych pfiznakd PN, bez zavislosti na véku pfi
poCatku onemocnéni, bez rozvoje demence, s rychlou progresi poruch hybnosti do

pokrocilych stadii vyjadfenych pomoci stupnice Hoehnové &Yahra.

1.2.7 Diagnostika

Diagnéza PN je zaloZena predevsim na cilené anamnéze a klinickém neurologickém
vySetfeni. PN je klinicky pravdépodobna, jsou-li pfitomny nejméné dva ze tfi hlavnich
pfiznaku (hypokineze a rigidita, nebo klidovy tfes), onemocnéni ma plynule progredujici
pribéh, nejsou nalezeny zadné dalSi pfiznaky, které by svédcily pro jiné onemocnéni, a neni
prokazana zadna jina choroba, ktera by mohla vyvolavat parkinsonsky syndrom. Podpurnym
anamnestickym znakem je jednostranny zacatek pfiznakl &i jejich pretrvavajici asymetrie.
Hlavnim diagnostickym testem PN je ovéfeni odpovidavosti na dopaminergni podnét.
Mezinarodné uznavana diagnosticka kritéria dle United Kingdom Parkinson's Disease

Society Brain Bank (UKPDS BB) jsou uvedena v nasledujici tabulce (Tab. 3).
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Tab. 3 Diagnosticka kritéria pravdépodobné Parkinsonovy nemoci dle UK Parkinson’s

Disease Society Brain Bank

Krok 1

Bradykineze

Pfitomnost nejméné jednoho z nasledujicich kritérii:

Rigidita

Klidovy tfes o frekvenci 4—6 Hz

aparatu, mozec¢ku nebo proprioceptivni dysfunkci

Krok 2

Vylouc€eni jinych pfi¢in parkinsonismu

Krok 3

PFitomnost nejméné tfi z nasledujicich podpurnych (prospektivnich) kritérii:

Jednostranny zaCatek

Klidovy tfes

Progredujici postizeni

Pretrvavajici asymetrie ve prospéch primarné postizené strany

Vyborna odpovéd (70—-100%) na terapii levodopou

Zavazné levodopou navozené dyskineze (chorea)

Odpovéd na terapii levodopou po dobu 5 let a déle

Klinicky prabéh 10 let a déle

Pfrevzato z Jankovic J. Parkinson's disease: clinical features and diagnosis. J Neurol
Neurosurg Psychiatry. 2008 Apr; 79 (4): 368-76.

Dale mlGzeme u pacientll s podezfenim na PN provést vySetfeni jednofotonovou
emosni tomografii (SPECT) realizované na pracovisti nuklearni mediciny. U tohoto vy3etieni
dochazi po podani radioaktivni latky, ktera se vaze na presynaptické dopaminové
transportéry, k prikazu presynaptického dopaminergniho deficitu ve striatu. Nedokaze vsak
odlisit PN od jinych onemocnéni, u nichz je postizen jak presynapticky, tak postsynapticky
oddil dopaminergniho systému (multisystémova atrofie, progresivni supranuklearni paralyzy

aj.) (Ruzigka et al. 2000).
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1.2.8 Diferencialni diagnéza

PfiC¢iny parkinsonismu Ize rozdélit do d&tyf skupin: primarni (idiopaticky)
parkinsonismus, sekundarni (symptomaticky) parkinsonismus, heredodegenerativni
parkinsonismus a parkinson-plus syndromy. PN tvofi asi 80% vSech pfipadl parkinsonského
(hypokineticko-rigidniho) syndromu (PS). DalSich 10% predstavuji symptomatické PS
provazejici rizna postizeni mozku (cévni onemocnéni, metabolické, opakovana traumata,
toxické a polékové poruchy, aj.) a 10% je tvofeno dalSimi degenerativhimi onemocnénimi
mozku vyznacujicimi se mimo jiné i pfiznaky PS jako jsou napf. progresivni supranuklearni
obrna, multisystémova atrofie, Alzheimerova nemoc, aj. (Tab.4). Pfiznaky vybranych

neurodegenerativnich onemocnéni, které se manifestuji PS, jsou uvedeny v Tab.5.
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Tab. 4 Pri€¢iny parkinsonismu

Primarni parkinsonismus (Parkinsonova nemoc) — 80%

Sporadicka

Znama (prokazana) geneticka etiologie

Sekundarni parkinsonismus (enviromentalni etiologie) — 10%

Léky

Blokatory dopaminergnich receptoru (nej¢. antipsychotika)

Latky snizujici storage (ukladani) dopaminu (reserpin, tetrabenazin)

Postencefaliticky

Toxiny: Mn, CO, MPTP, kyanid

Vaskularni

Mozkové tumory

Kraniocerebralni traumata

Normotenzni hydrocefalus

Parkinson-plus syndromy — 5-10%

Progresivni supranuklearni paralyza

Multisystémova atrofie

Kortikobazalni degenerace

Demence s Lewyho télisky

Guamsky komplex (Parkinson-demence-ALS komplex)

Heredodegenerativhi onemocnéni — 5-10%

Alzheimerova demence

Wilsonova nemoc

Huntingtonova nemoc

Frontotemporalni demence (mutace tau proteinu vazana na chromozomu 17g21)

X-vazana dystonie — parkinsonismus (u filipinskych muzu, znama jako lubag

Pfevzato z Fahn S. Description of Parkinson’s Disease as a Clinical Syndrome Ann. N. Y.
Acad. Sci. 991: 1-14 (2003).
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Tab.5 — pfiznaky vybranych neurodegenerativhich onemocnéni manifestujicich se
parkinsonskym syndromem

PN PSP MSA CBGD DLB AD
Symetricky + +++ +++ - + N
deficit
Axialni rigidita + +++ ++ + + +
Bradykineze + + + + + +
Tremor +++ + + + -
Rigidita ++ + + + ¥ +
Dystonie + + + T+ ¥ N
koncetin
Posturalni ++ +++ +++ + ++ -
instabilita
Vertikalni paréza | + +++ + ++ + +
pohledu
Dysautonomie + - ++ - + R
Odpovéd na +++ - + - + N
Levodopu
Asymetricka - - - I+ N n
kortikalni atrofie
Demence + + - T —+ —

Pfevzato z: Pahwa _R et al.Handbook of Parkinson’s dise;se, Third edition (2003), Marcel
Dekker, Inc., New York

1.2.9 Terapie

PN neni mozZno v souCasné dobé vylécit a ani neni znam ucinny postup ke zpomaleni
progrese, mizeme vSak ucinné tlumit symptomy a zlepSit tak kvalitu zivota. Terapeutické
moznosti jsou farmakologické, rehabilitacni a neurochirurgické. Pfi zahajeni |1éCby bereme v

uvahu:

1. kognitivni stav
2. anamnézu psychotické poruchy
3. funkéni postizeni

4. vék
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1.2.9.1 Farmakoterapie PN

Hlavni téZisté medikamentozni terapie PN je v symptomatickych postupech zahrnujici
substituci chybéjiciho dopaminu a kompenzaci sekundarni mediatorové dysbalance.
Soucasna farmakoterapie méni klinicky obraz onemocnéni tak, Zze na jedné strané potlacuje
pfiznaky nemoci, ale na druhé zase sama muze zpUsobovat nezadouci pfiznaky, jako
pozdni hybné komplikace a psychické komplikace. S postupnou progresi onemocnéni je
nutné stalé navySovani davek medikace, coz zvySuje vyskyt nezadoucich ucinkd. Uvadi se,
Ze po 5 letech terapie L-DOPA trpi 50-60% pacientd pozdnimi komplikacemi souvisejicimi
s terapii. Dochazi ke snizeni efektivity dopaminergni medikace a zuzovani tzv.
terapeutického okna. K omezeni vyskytu pozdnich komplikaci navozenych L-DOPA je nutné
jeji pfesné davkovani a optimalni kombinace s jinymi preparaty.
Terapii tedy zahajujeme dopaminergnim preparatem — levodopou ¢i agonistou dopaminu
(ropinirol, pramipexol aj.). U mladych, kognitivné intaktnich, preferujeme agonisty dopaminu,
zatimco u starSich pacientd a pacientd s kognitivni poruchou ¢i psychotickou epizodou v
anamnéze preferujeme levodopu. Pfi zahajeni podame domperidon k zabranéni perifernich
dopaminergnich nezadoucich G€inkl — nauzey a hypotenze. Pfi nedostateCném efektu
monoterapie pfistupujme ke kombinovanému uzivani dopaminergniho agonisty a L-dopy +
inhibitory karboxylazy s inhibitorem COMT. Toto vede k postupnému uvolfiovani
dopaminergni stimulace, ¢imz se omezuje vyskyt ,on-off* fluktuaci. Pokud i pfes tuto zménu
medikace neni dostacujici kompenzace hybnosti, pak pfichazi na fadu kontinualni podavani
bud apomorfinu, nejsilngjdiho dopaminergniho agonisty s kratkodobym uc¢inkem, subkutanné
za pomoci infuzni pumpy nebo Duodopy (L-dopy v podobé gelu) podavané cestou
perkutanni endoskopické gastrostomie (PEG) pfimo do duodena, taktéz za pouZiti pumpy. U
obou téchto preparatd jsou v8ak pfisna indikacni kritéria, které je nutno v zajmu pacienta a

s oCekavanim efektu striktné dodrzovat (Ruzicka 2006).
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1.2.9.2 Neurochirurgicka lééba PN

U kognitivné intaktnich pacientll s jinak nefeSitelnymi fluktuacemi hybnosti se vzdy
zvazuje neurochirurgické feSeni — hlubokd mozkova stimulace (DBS). Stereotakticka
technika pfi DBS umozniuje na zakladé vySetfeni zobrazovacimi metodami a zaméfeni
pomoci soufadnicového systému velmi pfesné zacileni struktur v hloubi mozku. Pfi DBS je
do pfisludného jadra trvale zavedena elektroda vysilajici nizkovoltazni kmity o frekvenci nad
100 Hz. Hlavnim cilem u DBS je subtalamické jadro, jehoz oboustrannou stimulaci Ize
potlagit v8echny hlavni pfiznaky a vyrazné redukovat antiparkinsonskou medikaci.
Predpokladem dobrého efektu této metody je vedle kvalitné provedeného neurochirurgického

vykonu, adekvatni vybér pacienta a odpovidajici nasledna péce .

1.2.9.3 Rehabilitace

Nedilnou soucasti IéCebné péce o pacienta s PN jsou rezimova opatfeni, rehabilitace,

cviceni a pohybova reedukace, jejichz cilem je aktivni potlaCovani téch pfiznakl, které

mohou byt pfekonany, Upravy rezimu a tvorba nahradnich stereotypu.
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1.3  VysSetieni mozkomisniho moku u neurodegenerativhich onemocnéni

1.3.1 Uvod

Definitivni diagnéza neurodegenerativnich onemocnéni je stanovena az po smrti na
zakladé patologického vySetieni mozku pfi autopsii. Za Zivota je diagnostika resp.
diferencialni diagnostika neurodegenerativnich onemocnéni zaloZzena pfedevSim na
klinickém obraze, na zobrazovacich vySetfenich a popfipadé na zkouSce odpovidavosti na
dopaminergni podnét. Proto je nyni vyzkum neurodegenerativnich onemocnéni intenzivné
soustfedén na pfesnéjSi a véasnou diagnostiku je$té za zivota pacientli, coz by vedlo k
MozkomisSni mok se vzhledem ke svému tésnému kontaktu s mozkovou tkani jevi jako
potencialni zdroj markerl neurodegenerace u zijicich pacientl. Specifické proteiny hraji
jednu z hlavnich roli v patogenezi neurodegenerativhich onemocnénich, a proto se
stanoveni hladin téchto protein v mozkomiSnim moku jevi jako slibny ukazatel
neurodegenerace. Nicméné se predpoklada, ze vétSina proteind v mozkomisnim moku ma
pavod spiSe z krve, néz z okolni mozkové tkané. Proteiny pochazejici z krve vstupuji do
mozkomisniho moku skrze choroidalni plexus a putuji po proudu moku z postrannich komor
do subarachnoidalniho prostoru (Huhmer et al.2006). Nasledkem toho jsou rozdilné hladiny
téchto proteind v komorovém a lumbalnim moku (Reiber 1994). Spektrum protein(
mozkomisniho moku kromé proteinli pochazejicich z krve vSak tvofi i proteiny mozkové
tkané. Recentni proteomické studie uvadi, Zze vice nez 10% identifikovatelnych proteinu
v mozkomiSnim moku se prekryva s proteiny detekovanymi ve vzorcich kortexu frontalnich
laloku ziskanych pfi autopsii (Pan et al.2007). A naopak, ve stejné studii bylo vice nez 20%
proteind detekovanych ve frontalnim kortexu detekovatelnych v mozkomisnim moku (Pan et
al.2007). Proteiny mozkové tkané, které nejsou detekovatelné v mozkomiSnim moku mohou

byt bud vazany na membrany (Mogi et al.1996) nebo mohou recyklovat v ramci mozkové
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tkané ve formé insolubilnich agregatd, anebo je jejich koncentrace v lumbalnim

mozkomisnim moku tak nizka, Ze neni mozna jejich detekce (Shi et al.2009).

1.3.2 Moznosti vySetifeni mozkomisniho moku u neurodegenerativhich onemocnéni

V soucCasnosti je laboratorni analyza jak mozkomisniho moku, tak séra u
neurodegenerativnich onemocnéni uzivana obzvlasté k vyloueni infekéniho a
paraneoplastického postizeni. K tomuto je ve vétSiné pfipadl pouzito jen zakladniho
cytologického vySetfeni (prukaz neutrofilnich granulocytl, aktivovanych forem lymfocytu a
monocytu, prukaz rakovinovych bunék), biochemického vySetfeni (hladina proteinorachie,
glykorachie, laktatu) a prukazu protilatek proti znamym neurotropnim mikroorganismim a
virum (pf. borreliovych protilatek, protilatek proti neurotropnim virdm, neurolues aj.) Nyné&;jsi
moznosti vySetfeni mozkomisniho moku jsou v8ak mnohem rozsahlejSi a obsahuiji jak celé
spektrum marker(, které hraji roli v jednotlivych zvazovanych patogenetickych procesech
podilejicich se na vzniku neurodegenerativnich onemocnéni, tak vySetfeni hladin produktd
vzniklych jako nasledek téchto deéju. Zde jsou uvedeny pfiklady detekovatelnych markeru
postizeni centralni nervové soustavy tfidénych dle ulohy v jednotlivém z uvazovanych
patogenetickych procesu:

- mitochondrialni dysfunkce a oxidativni stres — glutation, ceruloplasmin, transferin,
feritin, haptoglobin aj.

- degradace proteinO — beta-glukocerebrosidaza, beta-manosidaza, beta-
galaktosidaza, cystatin C

- agregace proteinu — tézké fetézce neurofilament (NFH), fosforylované tézké fetézce
neurofilament (NFHp), lehké fetézce neurofilament (NFL), osteopontin

- zanét a aktivace glii — interleukiny (IL) — IL-1beta, IL-2,4,6,8,10,12; ristové faktory,
systém komplementu (C3b, C4alfa, C4b)

- apoptéza a bunécna smrt — Bcl-2, annexin V
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- proteiny souvisejici s patogenetickym procesem — tau protein, fosforylovany tau

protein, beta-amyloid 14, beta-amyloid 449, beta-amyloid 1.55, alfa-synuklein.

1.3.3 Proteiny asociované s Alzheimerovou demenci ve vztahu k Parkinsonové

nemoci

Patologické zmény typické pro Alzheimerovu demenci jsou pomérné Castym nalezem
u pacientd s PN (Mattila et al.1998). Pravé tfi likvorové markery, jmenovité tau protein,
fosforylovany tau protein a beta-amyloid .42, typické pro AD jsou opakované studovany u PN.
Recentni studie navic prokazuji, ze pravé alfa-synuklein se in vivo podili na regulaci
fosforylace tau proteinu a pfi mutaci alfa-synukleinu asociované s PN dochazi ke zvy$ené
vazbé alfa-synukleinu na tau protein, stimuluje se jeho fosforylace a tim dochazi
k destabilizaci mikrotubul (Quereshi et al.2010).

U pacientl s AD jsou opakované prokazovany vySSi hladiny tau proteinu a fosfo-tau
proteinu, nizSi hladiny beta-amyloidu 14, a vy$§i hodnoty indexu tau protein/beta-amyloid 1.4
(Sunderland et al.2003; Mattson et al.2009). Vysledky studii, které se zabyvaly vySetfenim
téchto tfi markerd tzv. tripletu® v mozkomiSnim moku u pacientll s PN ale nevykazuji
jednotné vysledky. Byly prokazany nizsi hladiny beta-amyloidus4, u pacientid s PN oproti
kontrolni skupiné (Bibl et al 2007; Compta etal. 2009; Parnetti et al.2008; Sjogren et al.2002),
ale spiSe jsou ve vétsSi mife zastoupeny studie, které neprokazuji rozdily mezi hladinami
beta-amyloidus4, u PN a u kontrolni skupiny (Holmberg et al.2003; Lins et al.2004;
Mollenhauer et al.2006; Verbeek et al.2004; Zhang et al.2008). Byly demonstrovany vysSi
hladiny tau proteinu a fosfo-tau proteinu u PN oproti kontrolni skupiné (Abdo et al.2007;
Compta et al.2009), ale pfevazuje vSak pocet studii, které rozdily neprokazaly (Abdi et
al.2006; Kahle et al.2000; Lidstrom et al.2001). Recentni studie uvadi, Zze u pacientl s PN
je niz8i hladina beta-amyloidui4> v mozkomiSnim moku spojena s vySSim rizikem rozvoje

kognitivniho deficitu (Siderowf et al.2010).
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Dale je tento ,triplet” ¢asto sledovan u PN s demenci (PDD) ¢&i u demence s Lewyho
télisky (DLB). U téchto onemocnéni vySe uvedené markery vykazuji oproti kontrolni skupiné
bez kognitivniho deficitu podobné zmény jako u AD. Zmény jsou navic tim blizSi AD, ¢im je
kognitivni deficit vice vyjadifen tzn., Ze u DLB prokazujeme vysSi hladiny tau proteinu a
indexu tau/beta a nizsi hladiny beta-amyloidu4.4, oproti PDD (Andersson et al.2011, Aerts et
al. 2011), u DLB byla dale prokazana souvislost vyS$i hladiny tau proteinu s krat§im
prezivanim (Bostrom et al.2009). Toto mulze na jedné strané pomoci ke stanoveni
pravdépodobné diagnézy, na strané druhé naopak vede k uvaham, zda DLB neni jen
jakymsi mezistupném v pfirozeném vyvoji PDD v AD.

Hladiny tau proteinu, fosfo-tau proteinu a jednotlivych izoforem tau proteinu jsou také
vySetfovany u pacientdl s PN a s tzv. atypickymi parkinsonskymi syndromy ve snaze ke
zlepSeni jejich diferencialni diagnostiky. Vy3Si hladiny tau proteinu a fosfo-tau proteinu oproti
pacientim s PN jsou demonstrovany u pacientl s kortikobazalni degeneraci (Aerts et
al.2010). Stejné tak vySSi hladiny tau proteinu v mozkomiSnim moku byly prokazany u
pacientd s PSP-Parkinsonismem a MSA oproti pacientiim s Richardsonovym syndromem,
PN a kontrolni skupinou (Sissmuth et al.2010). U PSP vysledky studii dale uvadéji
signifikantné niz§i pomér izoforem tau proteinu 33kDa/55 kDa jak oproti kontrolni skuping,
tak oproti ostatnim neurodegenerativnim onemocnénim (Borroni et al.2009; Borroni et
al.2008).

DalSi studie navic uvadi, ze zvySené hladiny celkového tau proteinu oproti
fosforylovanému tau proteinu v mozkomi$snim moku nejsou specifické pro AD patologii.
Zvazuje se, Ze hladiny celkového tau proteinu odrazi zvySené uvolfiovani strukturalnich
proteint z poSkozenych axonu, dendritl, synapsi a souvisi s buné€nou smrti. Tento nazor
podporuji vysledky nékterych studii, kde byly zvySené hladiny celkového tau proteinu
v mozkomiSnim moku prokazany napf. po kraniocerebralnich traumatech (Ost et al.2006;

Blennow et al.2004) a pfi akutni cévni mozkové pfihodé (Yao et al.2008).
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2 Vysetreni likvorovych markert neurodegenerace u Parkinsonovy nemoci

Kvlli nezfidka prokazovanym patologickym zménam typickym pro AD u PN a
spolupodilu alfa-synukleinu na regulaci fosforylace tau proteinu jsme se rozhodli o sledovani
neurodegenerativnich markert tau proteinu a beta-amyloidu44, pravé u PN. Jiz fada studii
byla na toto téma publikovana s nejednotnymi vysledky (viz kap. 1.3.3). V jen ojedinélych
studiich jsou vSak korelovany hladiny uvedenych markerd s bliz§imi klinickymi parametry
onemocnéni (trvani nemoci, tize postizeni atd.). V dalsi Casti pfedkladané praci jsme se
nejprve zameéfili na korelaci hladin neurodegenerativnich markerd v likvoru s délkou trvani
onemocnéni a dale s tizi motorického deficitu. U pacientll s PN jsme kromé tau proteinu a
beta-amyloidu,4> stanovovali také hladiny cystatinu C a clusterinu v mozkomisnim moku.
V dalSi ¢asti jsme rozdélili pacienty s PN do klinickych subtypl, jak bylo publikovano
v pfedchozi prospektivni klinické studii a retrospektivni klinicko-patologické studii a sledovali

korelace mezi hladinami neurodegenerativnich marker( v likvoru a jednotlivymi klinickymi

subtypy.



2.1 Laboratorni ukazatele neurodegenerace v likvoru a mira motorického postizeni u

Parkinsonovy nemoci: korelaéni studie

Vranova H., Kariovsky P., Mare§ J., Nevrly M., Stejskal D., Nestrasil I., Zapletalova J.
Laboratorni ukazatele neurodegenerace v likvoru a mira motorického postizeni u
Parkinsonovy nemoci: korelac¢ni studie. Cesk Slov Neurol N; 2008, vol.71/104, no. 3, s.324-

328. IF 2008 0,319

Souhrn:

V prvni studii zaméfené na vySetfeni neurodegenerativnich marker( v likvoru u pacientd
s Parkinsonovou nemoci jsme pouzili tzv. Braaklv koncept. Ten déli postizeni u PN do 6
stupfit dle rozsahu neuropatologickych zmén a dava je do korelace s klinickym stavem
hodnocenym pomoci Hoehn-Yahrovy stupnice. Pfedpokladali jsme tedy, Ze tize postizeni by
mohla korelovat s hladinami urcitych marker( v likvoru, které se pfi neurodegeneraci uvolfuji
do mozkomiSniho moku. Dale jsme chtéli zkoumat potencialni korelaci hladin
neurodegenerativnich markert v likvoru s délkou trvani nemoci. Vzhledem k malému poctu
pacientl a nerovhomérnému rozloZeni hodnot, které neumoznovaly korelacni analyzu, jsme
byli nuceni zvolit jinou alternativu. Dle spektra pacientl, ktefi jsou do specializovaného
centra odesilani se skupina s PN pfirozené rozdélila do dvou skupin — s délkou trvani nemoci
do 2 let a vice neZ 2 roky.

U pacientt s PN a u kontrolni skupiny byly vySetfeny hladiny tau proteinu, beta-amyloidu .4
a cystatinu C vlikvoru. U vSech pacientd s PN byly neuropsychologickym vySetfenim
vylou€eny pfiznaky demence, aby bylo zabranéno zkresleni vysledku.

U pacientd s PN byly zjistény signifikantné vySsi hladiny tau proteinu oproti kontrolni skupiné
(p=0,05). Dale byly u pacientt s PN do 2 let trvani nemoci zjistény signifikantné vyssi hladiny
tau proteinu v likvoru (p=0,03) a vysSi hodnoty indexu tau protein/beta amyloid4, (p=0,01)

oproti pacientim s délkou trvani nemoci nad 2 roky. Nebyla prokazana korelace hladin tau
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proteinu v likvoru s tizi motorického postizeni vyjadfeného Hoehn-Yahrovou stupnici. Ostatni
sledované hodnoty nevykazaly Zadnou korelaci s diagn6ézou, délkou trvani onemocnéni i
tizi motorického postiZzeni.

Vysledky provedené studie tedy svédCi o pfinosné roli stanoveni tau proteinu v likvoru jako
laboratorniho ukazatele pfitomnosti neurodegenerace u pacientd s PN, a to zvlasté u
pacientd s délkou trvani onemocnéni do dvou let od rozvoje prvnich klinickych pfiznaku.
Fakt, Ze nebyla prokazana korelace hladin tau proteinu s tizi motorického postizeni by mohl
svédCit o tom, Ze tau protein odrazi spiSe nez rozsah probéhlych neurodegenerativnich

zmén, intenzitu aktualniho neurodegenerativniho procesu.
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KRATKE SDELENJ

Laboratorni ukazatele neurodegenerace
v likvoru a mira motorického postizeni
u Parkinsonovy nemoci: korela¢ni studie

Laboratory Markers of Neurodegneration in Cerebrospinal Fluid
and Degree of Motor Involvement in Parkinson Disease:

A Correlation Study

Souhrn

Parkinsonova nemoc (PN) je chronické progredientni neurodegenerativni onemocnéni.
U pacientd s timto onemocnénim dochazi procesem neurodegenerace k morfologickym
a neurochemickym zménam centralniho nervového systému, které jsou vyjadieny postup-
nou progresi nemoci. Tzv. Braaklv koncept déli toto postizeni do 6 stupnti a ty uvadi do
korelace s klinickym stavem, hodnocenym pomoci Hoehnovy-Yahrovy stupnice. Zaroven je
zndmo, Ze neurodegenerativnim procesem dochdzi k elevaci urcitych laboratornich ukaza-
teld v likvoru. Cilem predkladané studie bylo stanoveni koncentraci neurodegenerativnich
ukazatelG v likvoru u pacientd s PN a u kontrolni skupiny jedinct, a dale zjistit, zda
v podskupiné pacientl s PN existuji korelace mezi témito hladinami a délkou trvani one-
mocnéni ¢ mirou motorického postizeni vyjadieného Hoehnovou-Yahrovou stupnici. Do
studie bylo zafazeno 32 pacientd s PN a 20 jedinct bez pfiznakd neurodegenerativniho
onemocnéni jako kontrolni skupina. U v3ech jedincd byly stanoveny hladiny tau-proteinu,
beta-amyloiduy; 4, a cystatinu C v likvoru a dale vypocitan index tau-protein/beta-amy-
loid(42). U pacientt s PN byly zjistény signifikantné vy33i hladiny tau-proteinu v likvoru
oproti kontrolnf skupiné (p = 0,05). Déle byly u pacient s PN do 2 let trvani nemoci zjistény
signifikantné vy33i hladiny tau-proteinu v likvoru (p = 0,03) a vy33i hodnoty indexu tau-pro-
tein/beta-amyloid; 4, (p = 0,01) oproti pacientlim s délkou trvani nemoci nad 2 roky. Ne-
byla prokazana korelace hladin tau-proteinu v likvoru s tizi motorického postizeni vy-
jadreného Hoehnovou-Yahrovou stupnici. Ostatni sledované hodnoty nevykazaly Zddnou
korelaci s diagnézou, délkou trvani onemocnént ¢i tizi motorického postizeni. Vysledky pro-
vedené studie svédci o prinosné roli stanoveni tau-proteinu v likvoru jako laboratorniho
ukazatele pfitomnosti neurodegenerace u pacientti s PN, a to zvlasté u pacientd s délkou
trvani onemocnéni do 2 let od prvniho projevu klinickych priznakd.

H. Vranova', P. Karovsky ,

J. Mares’, M. Nevrly’,

D. Stejskal*?, I. Nestrasil',

J. Zapletalova*

'Neurologickd klinika LF UP a FN
Olomouc

?Oddéleni laboratorni mediciny,
Nemocnice Sternberk 0.z.,
Stfedomoravskd nemocni¢ni a.s.

*Ustav lékar'ské chemie a biochemie
LF UP v Olomouci

“Ustav lékafské biofyziky LF UP

v Olomouci

P4

MUDr. Hana Vranova
Neurologicka klinika

Fakultni nemocnice Olomouc
I.P. Pavlova 6

775 20 Olomouc

e-mail: vranovaha@seznam.cz

Prijato k recenzi: 20. 4. 2007
Pfijato do tisku: 8. 4. 2008

Klicova slova
Parkinsonova nemoc - tau-protein —
beta-amyloid — cystatin C — likvor

Key words
Parkinson disease — tau-protein —
beta-amyloid — cystatin C — CSF

324 Cesk Slov Neurol N 2008; 71/104(3): 324-328

a7



LABORATORNI UKAZATELE NEURODEGENERACE V LIKVORU A MIRA MOTORICKEHO POSTIZENI U PARKINSONOVY NEMOCI

Abstract

Parkinson disease (PD) is a progressive degenerative illness of the nervous system. Patients with this illness undergo a progress of neuro-
logical degeneration leading to morphological and neurochemical changes in the central nervous system. The Braak concept divides this
pathology into six stages which are correlated with clinical assessment using the Hoehn-Yahr scale. The severity of neurodegeneration is
known to correlate with certain laboratory indicators in CSF. The aim of this study was to assess tau-protein, beta-amyloid_,, and cysta-
tin C CSF levels in patients suffering from PD and in the control group and to compare CSF levels between these two groups and corre-
late to both the duration and severity of motor impairment in PD. Tau-protein, beta-amyloid; 4, and cystatin C in CSF were assessed and
the tau-protein/beta-amyloid; 4, ratio was calculated in 32 patients suffering from PD and in a control group (CG) of 20 patients. The
following statistically significant differences in the CSF were found: higher tau-protein levels in PD patients versus CG (p = 0.05), higher
tau-protein levels (p = 0.03) and tau-protein/beta-amyloid,;_4, ratio (p = 0.01) in PD patients with duration less than 2 years vs. PD with
duration more than 2 years. No significant correlation was found between the tau-protein CSF levels and the severity of motor manifesta-
tion of PD. No difference in levels of beta-amyloidy;_4,) and cystatin C in CSF was found in the CG and PD patients groups. Presented study
indicates an important role for the tau-protein CSF level evaluation as a marker of neurodegeneration in PD patients, especially within the

first two years of the appearance of clinical symptoms.

Uvod
Parkinsonova nemoc (PN) je chronické neu-
rodegenerativni onemocnéni, u kterého je
hlavni poruchou deficit dopaminu v ob-
lasti bazalnich ganglii. Deficit je zpUso-
ben snizenym transportem dopaminu do
oblasti striata cestou nigrostriatalnich pro-
jekci a jeho prvotni pficinou je apopto-
ticky zanik melaninovych bunék v oblasti
substantia nigra v mezencefalu [1].

Podstatou patofyziologie PN je funkéni
defekt bilkoviny zvané alfa-synuklein, ¢imz
se PN fadi mezi synukleinopatie. V postize-
nych neuronech u PN nachazime Lewyho
téliska, coz jsou intraneurondini inkluze
v cytoplazmé blizko jadra. Lewyho téliska
jsou sloZena z rliznych proteind, pro dia-
gnostiku je nejdulezitéjsi pritomnost ubi-
kvitinu, proteinu p62 a alfa-synukleinu. Viy-
sledky nedavno zvefejnénych studif svédci
o tom, Ze soucasti Lewyho télisek je i de-
generovany tau-protein, ktery navic po-
tencuje degeneraci alfa-synukleinu a timto
se podili na patogenezi PN [2-5].

Kromé vyse popsané poruchy jsou ale
u PN popisovany dalsi morfologické a neu-
rochemické zmény, které jsou spojeny s po-
stupnou progresi nemoci. Nedavno pub-
likovany tzv. Braaklv koncept [6,7] uvadi
6 stupnl prokdzaného morfologického
postizeni centralni nervové soustavy v prd-
béhu progrese PN, pfi¢emz téchto 6 stupiid
koreluje s klinickym stavem, ktery je mozno
vyjadfit hodnotami Hoehnovy-Yahrovy
stupnice. Podle této koncepce jsou v pri-
béhu PN postihovény v podstaté viechny
struktury centralni nervové soustavy (CNS).

Morfologické zmény tkani CNS podle
Braakova konceptu jsou plsobeny re-
lativné pomalu progredujicim neurode-
generativnim procesem. Zaroveri tento
koncept pocita s tim, Ze mira neurodege-
nerativniho procesu koreluje s tizi moto-
rického postizeni [8].

Je zndmo, Ze neurodegenerace souvisi
s pfitomnosti urcitych laboratornich uka-
zateld v likvoru. Lze pfedpoklddat, ze mira
motorického postizeni u PN hodnocena
pomoci Hoehnovy-Yahrovy stupnice by
mohla souviset s urcitou koncentraci neu-
rodegenerativnich ukazatell (tau-protein,
beta-amyloid, 4, cystatin C) v likvoru.

Cilem predkladané studie bylo stano-
veni koncentraci neurodegenerativnich uka-
zatelU v likvoru u pacient s PN a u kon-
trolni skupiny jedinct a dale zjistit, zda
v podskupiné pacientt s PN existuji kore-
lace mezi témito hladinami a délkou tr-
vani onemocnéni ¢i mirou motorického
postizeni vyjadfeného Hoehnovou-Yah-
rovou stupnici.

Tau-protein

Tau-protein se za normdlnich podminek
podili na integrité bunécného cytoskeletu.
Pokud dojde k jeho nadmérné fosforylaci,
jak k tomu dochédzf u fady neurodegene-
rativnich onemocnéni véetné PN, pak do-
chazi k poruse integrity burky, ztraté jeji
fyziologické funkce, az k bunécné smrti.
Ocekavané hodnoty tau-proteinu v likvoru
u zdravych jedincl jsou kolem 160 ng/l
(ng/l = nanogram/litr).

Beta-amyloid

Beta-amyloid je tvofen z amyloidového
prekurzorového proteinu (APP). APP je Sté-
pen bud alfa-sekretazou a produktem je
sAPPa, u néhoz se predpoklada, ze ma
neuroprotektivni vyznam, a nebo beta-amy-
loid 3tépicim enzymem (BACE), ¢ili beta-
-sekretdzou a v nasledném kroku gama-
-sekretdzou a produktem Stépeni je beta-
-amyloid40 a beta-amyloid42. Ty tvofi po
agregaci jadro neuritickych plak. Nasle-
duje kaskada dal3ich procest, napf. oxi-
dativni stres, cytotoxické jevy a zanétliva
odpovéd' a vysledkem je zanik neuronu
a rozvoj demence. Snizena hladina beta-
-amyloidu v likvoru je nalézana u pacientl
s Alzheimerovou demenci [9,10] ¢&i u pa-
cientll s PN s demenci [9]. Ocekavané
hodnoty beta-amyloidu v likvoru u zdra-
vych jedinct jsou kolem 850 pg/ml a pro
hodnoceni degenerace se vyuziva spise
nez prosté stanoveni s vyhodnou index
tau-protein/beta-amyloid [11].

Cystatin C

Cystatin C je inhibitor cysteinovych protedz,
které hraji dtleZitou roli napf. v procesu
traveni potravy, aktivaci komplementu ¢i
krevni koagulaci. Cystatin C se Gcastni pro-
cesu neurondlni degenerace a reparace
centralniho nervového systému tak, ze
v mozku pravdépodobné inhibuje aktivitu
katepsinu L v astrocytech, ktery spolu
s katepsinem S patii ke klicovym kompo-
nentdm regulace imunitniho potencialu
astrocyt(l a mikroglie. Déle je cystatin C po-
dle soucasnych znalosti povazovan za
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amyloidogenni protein, ktery se vyskytuje
spolecné s beta-amyloidem ve sténach
arteriol u pacientl s Alzheimerovou de-
menci. Diky zvySeni koncentrace cysta-
tinu C v urcitych tkanich ¢ systémovém
obéhu dochdzi napf. k precipitaci amy-
loidu v cerebrélnich cévach, cerebrainim
hemoragiim a akcelerované ateroskleréze
[12,13].

Pacienti a metodika

Skupina vysetfovanych

Studie byla schvélena Ustavni etickou ko-
misi a vichni pacienti podepsali informo-
vany souhlas.

V ramci studie bylo vysetfeno 32 pa-
cient trpicich PN bez pfiznak( demence,
9 Zen, 23 muzd, ve véku 29-77 let, pri-
mérny vék 59,9 £ 11,96 let, primérny
vék na zac¢atku onemocnéni byl 55,2 +
+ 12,77 let, prdimérnd doba trvani ne-
moci 4,4 + 3,6 let. 12 pacientd bylo léceno
L-dopou, priimérna davka byla 492,3 +
+ 137,2 mg denné, primérna doba trvani
terapie L-dopou byla 3,92 + 3,4 let.

Jako kontrolni skupina bylo vy3etfeno
20 pacientd, 9 Zen, 11 muzl, ve véku
32-73 let, pramérny vék 51,2 £ 10,74 let.
Kontrolni skupinu tvofilo 6 pacientd s ver-
tebrogennim onemocnénim, 6 pacientd
s psychogennimi poruchami, 3 pacienti po
cévni mozkové prihodé, 2 pacienti s ten-
zni cefaleou, 2 pacienti s diabetickou
neuropatii a 1 pacient po boreliové in-
fekci. Diagndza PN byla stanovena podle
kritérif United Kingdom Parkinson’s Di-
sease Society Brain Bank [14]. Kognitivn{
deficit byl vyloucen psychologickym vy-
Setfenim, jehoZz soucasti byl Mini Mental
Status Examination (MMSE). U v3ech pa-
cientdl byly vysetfeny hladiny tau-pro-
teinu, beta-amyloidu; 4, a cystatinu C
v likvoru.

Laboratorni vysetieni

a technika nabéru likvoru

Likvor byl ziskavan cestou lumbdlni punkce,
kterd byla provadéna za obvyklych steril-
nich kautel pfi poloze vy3etfovaného vsedé,
vpich byl sméfovan do meziobratlového
prostoru L4/5. Pfi punkci bylo odebirdno
celkem 10 ml likvoru do sterilni zkumavky.
Po odbéru byl likvor vysetifen morfolo-
gicky a centrifugovan (10 min pfi 1 100 g

Tab. 1. Demograficka data.

Parkinsonova Kontrolni Statisticka
nemoc skupina vyznamnost
zeny 9 (28,1 %) 9 (45 %) 0,22
muZzi 23(71,9 %) 11 (55 %)
vék — prdmér + sméro-
datnd odchylka (roky) 59,9 + 11,96 51,2+ 10,74 0,01°

ay’ test, bdvouvybérovy t-test

pfi 4 °C). Z ¢asti vzorku byly stanoveny
hladiny cystatin C, druha ¢ast byla zamra-
Zena pii —80 °C a do 10 tydn( od zamra-
Zeni byla v sérii u viech osob zméfena kon-
centrace celkového tau-proteinu (ELISA, Bio-
source, Velkd Britanie), beta-amyloidug 4,
(ELISA, Innogenetics, Belgie) a cystatinu C
(ELISA, Biovendor, Ceska republika). Ana-
lytické charakteristiky vech ELISA metod
pri verifikaci udajd vyrobce byly uspoko-
jivé (opakovatelnost i reprodukovatelnost
< 9 %). Soucasné byl u viech pacientt
proveden vypocet indexu tau-protein/beta-
-amyloid(; 4, v likvoru [11].

Rozdéleni souboru na podskupiny
Pro hodnoceni sledovanych parametrd byly
vysledky porovnany mezi skupinou pa-
cientl s PN a kontrolni skupinou. V pod-
skupiné pacientt s PN byly déle vysledky
sledovanych ukazatelt porovndvany s mi-
rou motorického postizeni, vyjadieného
hodnotami Hoehnovy-Yahrovy stupnice.
Ke zjistén( korelace sledovanych ukazatelt
s délkou trvani onemocnéni byla podsku-
pina pacientd s PN rozdélena na pacienty
s délkou trvani nemoci do 2 let (v¢etné)
a nad 2 roky, hodnoty pak byly porovnany
mezi obéma skupinami.

Statistické zpracovani dat

Data byla zpracovdna pomoci software
Medcalc (Belgie). Ke zjisténi rozdild mezi
skupinou pacientt s PN a kontrolni sku-
pinou a dale v podskupindch pacientd
s PN byly pouzity pro kategoridini znaky
¥’ test, pro metrické parametry Studen-
tav t-test, resp. MannGv-WhitneyQv test.
K posouzeni zavislosti hodnot mérnych
parametr(l a Hoehnovy-Yahrovy stupnice
byla pouZita neparametrickd Spearma-
nova korela¢ni analyza. Hodnota p < 0,05
byla povazovdana za statisticky signifikantni.

Neparametrické testy pro analyzu dat by-
ly pouzity z dvodu nenormadlni distribu-
ce parametrd (pro testy normality byl po-
uzit test Shapiro-Wilk), resp. z davodu
prftomnosti extrémnich hodnot v datech.

Vysledky

PFi porovnani demografickych dat obou
skupin bylo zjisténo, Ze skupiny maji ste-
jné zastoupeni obou pohlavi, aviak sku-
pina jedincl s PN je oproti kontrolni sku-
piné signifikantné starsi (p = 0,01) (tab. 1).

Bylo zjisténo, Ze jedinci s PN méli vy-
znamné vyssi koncentrace tau-proteinu
v likvoru oproti kontrolni skupiné (media-
ny 225vs 197 ng/l; p = 0,05). Ostatni sle-
dované hodnoty se v obou skupinach vy-
znamné nelisily (tab. 2, graf 1).

U jedincl s PN s délkou trvani nemoci
do 2 let byly nalezeny vyznamné vy3si
koncentrace tau-proteinu v likvoru (me-
diany 263 vs 202 ng/l; p = 0,03) a vy3si
hodnota indexu tau-protein/beta-amy-
loid(; 47 (medidny 0,44 vs 0,23; p = 0,04)
oproti pacientlim s délkou trvani nemoci
nad 2 roky (tab. 3, graf 2). Ostatni sledo-
vané hodnoty se podle doby trvani ne-
moci vyznamné nelisily.

U hladin tau-proteinu byla zjisténa ko-
relace s tizi motorického postizeni vyja-
dfeného Hoehnovou-Yahrovou stupnici,
tato korelace v3ak nedosahovala hladiny
statistické vyznamnosti (p = 0,07). U ostat-
nich sledovanych parametrd nebyla zjis-
téna souvislost s tizi motorického posti-
Zeni vyjadfeného Hoehnovou-Yahrovou
skélou (tab. 4).

Diskuse

V rdmci predkladané prace jsme proka-
zali vyznamné vyssi hladinu tau-proteinu
v likvoru u pacientt s PN oproti kontrolni
skupiné, coz koreluje s vysledky provede-
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Tab. 2. Porovnani sledovanych hodnot u pacientt s Parkinsonovou nemoci
vs kontrolni skupina pomoci neparametrického Mannn-Whitney testu.

Parkinsonova Kontrolni Statisticka
nemoc skupina vyznamnost

tau-protein (ng/l) 225,0 197,0 0,05
median (minimum/maximum) (82/1 070) (102/389)
SD 181,7 62,0
beta-amyloid;_s;) (pg/l) 685,1 826,1 0,06
median (minimum/maximum)  (232,1/1 470,9)  (325,8/1 190,7)
SD 294,4 206,5
index tau-protein/ 0,29 0,25 0,08
beta-amyloid;_4,)
median (minimum/maximum) (0,13/2,23) (0,10/0,47)
SD 0,47 0,08
cystatin C (mg/l) 3,51 4,22 0,12
median (minimum/maximum) (0,68/8,19) (2,34/8,63)
SD 1,87 1,35

SD — smérodatnd odchylka
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Graf 1. Porovnani hladin tau-proteinu
v likvoru u pacientt s PN vs kontrolni
skupina.

Tab. 3. Porovnani sledovanych hodnot u pacient s PN nemoci do 2 let
trvani nemoci (PN 1) vs trvani nemoci nad 2 roky (PN 2) pomoci nepara-
metrického Mannova-Whitneyova testu.

PN 1 PN 2 Statisticka
vyznamnost

tau-protein (ng/l) 263,0 202,0 0,03
median (minimum/maximum) (177-1070) (82-478)
SD 240,6 102,7
beta-amyloid;_s;) (pg/l) 604,2 723,7 0,24
median (minimum/maximum)  (401,0-1282,6) (232,1-1470,9)
SD 256,6 317,7
index tau-protein/ 0,44 0,23 0,01
beta-amyloid; 4
median (minimum/maximum) (0,24/2,23) (0,13/1,64)
SD 0,54 0,41
cystatin C (mg/l) 3,995 3,090 0,20
median (minimum/maximum) (0,68/8,19) (0,69/6,38)
SD 1,89 1,81

SD — smérodatna odchylka
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do 2 let nad 2 roky
trvani nemoci

nych studii o jeho spolupodilu na vzniku
onemocnéni, nekoreluje vsak s dfive pro-
vedenou studii u jedinct s PN bez priznakd
demence [15]. Tento vysledek viak mudze
byt ovlivnén pravé tim, Ze skupina jedinct
s PN je signifikantné starsi [16].
Soucasné jsme prokazali signifikantné
vyssi hladinu tau-proteinu v likvoru u pa-
cientt s PN do 2 let od manifestace prv-

nich symptom@ nemoci. Tento fakt nas
ved| k hypotéze, Ze k neurodegeneraci
pravdépodobné dochazi v nejvétsi mite
(resp. Ze neurodegenerativni proces je
nejvice intenzivni) v pocatecnim stadiu,
tj. tehdy, kdyz tize patologickych zmén
v mozku ,,prolomi* hranici klinické mani-
festace. Dfive provedené studie prokdazaly
vyssi hladinu tau-proteinu u jedinct s PN

Graf 2. Porovnani hladin tau-pro-
teinu v likvoru u pacientd s PN do
2 let trvani nemoci vs s délkou
trvani nemoci nad 2 roky.

s demenci oproti jedincim s PN bez pfi-
znakd demence [17]. Proto by bylo vhodné
u zafazenych jedincd s PN nésledné kli-
nicky sledovat jejich kognitivni deficit a zvy-
seni hladiny tau-proteinu v likvoru jako
potencidlni ukazatel pozdéjsiho rozvoje
demence [18].

Limitacf studie v3ak zUstava, Ze u jedincd
zafazenych do kontrolni skupiny mohl
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Tab. 4. Vyjadreni vztahu zavaZznosti motorického postiZzeni u pacientt s PN hodnocené pomoci Hoehnovy-Yahrovy
skaly (H-Y) se sledovanymi hladinami uvedenych parametra v likvoru (hodnoceno pomocni Spermannova kore-

la¢niho koeficientu).

Tau-protein Beta-amyloid(;_4, Index tau/beta Cystatin C
korela¢ni koeficient (r) 0,31 0,06 0,15 0,13
oboustranna vyznamnost (c) 0,07 0,74 0,41 0,48

index tau/beta — index tau-protein/ beta-amyloid;_y5)

taktéz probihat blize neurceny neurode-
generativni proces, ktery u nich v dobé
odbéru likvoru nebyl klinicky vyjadren.

Zavér

Zavérem lze shrnout, Ze stanoveni tau-
proteinu v likvoru Ize povaZovat za pfi-
nosny laboratornf ukazatel pfitomnosti neu-
rodegenerace u pacientt s PN. Za cennou
povazujeme skutecnost, ze jsme proka-
zali jeho zvyseni predevsim u osob, u kte-
rych trvd nemoc 2 roky a méné od prvniho
projevu klinickych pfiznakd. Stanoveni
beta-amyloiduy;_4 ani cystatinu C se u na-
Seho souboru pacientd s PN neosvédcilo.
Stejné tak se ndm nepodafilo prokazat
ani vyznamnou souvislost mezi uvede-
nymi ukazateli a stupném motorického
poskozeni.

V soucasnosti asi nedokazeme jedno-
znacné fici, zda Braakdv staging progrese
Parkinsonovy nemoci do detailu odpovida
skutecnosti, a to jednoduse proto, Ze po-
catecni stupné stagingu (tj. I-1ll) budou
moci byt jen velmi obtizné klinicko-pato-
logicky korelovany u vice pfipadd, pokud
vibec. Vysledky nasi studie zatim ne-
svéd¢i ve prospéch hypotézy, Ze hladina
neurodegenerativnich markerd v likvoru
pacientt s PN koreluje s tiZf jejich moto-
rického postizeni, hodnoceného pomoci
Hoehnovy-Yahrovy stupnice.
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2.2 Likvorové markery neurodegenerace u Parkinsonovy nemoci

Prikrylova Vranova H, MareS J, Nevrly M, Stejskal D, Zapletalova J, HIustik P,
Kanovsky P. CSF markers of neurodegeneration in Parkinson's disease. J Neural Transm

(2010) 117: 1177-1181 IF 210 2,597

Souhrn:

V navazujici studii, ve které byl jen nepatrné pozménén soubor pacienti s PN a rozSifena
kontrolni skupina, byl k jiz vySetfovanym markerim neurodegenerace pfidan clusterin. Ten
se v organismu podili na ochrannych a reparacnich pochodech a jeho hladiny by tedy mohly
korelovat s tizi degenerativniho procesu. Z divodu nenalezeni korelace hladin markerQ
v likvoru s tizi motorického postizeni u PN, jsme upustili od tzv. Braakova konceptu a
zameéfili jsme se spiSe korelaci s délkou trvani nemoci.

Hladiny tau proteinu, beta-amyloidu4,, cystatinu C a clusterinu byly vySetfeny u skupiny
pacientd s PN bez pfiznakl demence a dale u kontrolni skupiny. Z divodu pretrvavajici
nemoznosti proveést korelaCni analyzu byly i v této praci pacienti s PN rozdéleni do dvou
podskupin, s délkou trvani nemoci méné nez 2 roky a vice nez 2 roky.

U pacientd s PN byly nalezeny vysSi hladiny tau proteinu (p=0,045) a clusterinu (p=0,004)
oproti kontrolni skupiné. Dale byly u pacientt s PN s délkou trvani nemoci méné nez 2 roky
nalezeny vysSi hladiny tau proteinu (p=0,033), vy$Si hodnoty indexu tau protien/beta-
amyloid1-42 (p=0,011) a vyssi hladiny clusterinu (p=0,044) oproti pacientim s PN s délkou
trvani nemoci vice nez 2 roky. Nebyly nalezeny Zadné signifikantni rozdily mezi hladinami
beta-amyloidus4> a cystatinu C ve srovnani skupiny pacientt s PN a kontrolni skupiny, ani
mezi podskupinami pacientl s PN.

Vysledky této prace potvrdily uvazovanou roli vySetfeni tau proteinu v likvoru jako markeru

neurodegenerativniho procesu u pacientl s PN, ktera byla prezentovana v predchozi studii.
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Vy§S§i hladiny clusterinu u pacientd s PN navic mohou demonstrovat to, ze béhem
neurodegenerace jsou pritomny nejen pro-apoptotické, ale i anti-apoptotické mechanismy.
VyS§Si hladiny tau proteinu a také clusterinu u pacientll s PN s délkou trvani nemoci méné
nez 2 roky mohou podporovat hypotézu, Ze k neurodegenerativnimu procesu dochazi

v nejvétsi mife v po&ate€nich stadiich onemocnéni.
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Abstract Parkinson’s disease (PD) is a chronic, progres-
sive, neurodegenerative disease with a multifactorial etiol-
ogy. Protein accumulation is speculated by some to play a
prominent role in the pathogenesis of PD. The severity of
neurodegeneration should correlate with cerebrospinal fluid
(CSF) levels of these neurodegenerative markers (NDMs).
The aims of the study were to assess the CSF levels of tau
protein, beta-amyloid (1-42), cystatin C, and clusterin in
patients suffering from PD and in a control group, to compare
the CSF levels between the two groups and to correlate
them to PD duration. NDMs in the CSF were assessed in
32 patients suffering from PD and in a control group (CG) of
30 patients. The following statistically significant differ-
ences in the CSF were found: higher tau protein (p = 0.045)
and clusterin levels (p = 0.004) in PD patients versus CG;
higher tau protein levels (p = 0.033), tau protein/beta-
amyloid (1-42) ratio (p = 0.011), and clusterin (p = 0.044)
in patients suffering from PD for <2 years versus patients
suffering PD for more than 2 years. No differences between
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beta-amyloid (1-42) and cystatin C CSF levels were found in
the CG and PD patients groups. Significantly higher tau
protein and clusterin CSF levels in the group of PD patients
with disease duration of <2 years probably reflect the fact
that most neurodegenerative changes in PD patients occur in
the initial stage of disease.

Keywords Parkinson’s disease - Tau protein - Clusterin -
CSF - Neurodegeneration

Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a chronic, progressive, neuro-
degenerative disease with a multifactorial etiology (Marras
and Lang 2008; Weintraub et al. 2008). Several mecha-
nisms have been implicated as crucial to PD pathogenesis:
oxidative stress (Alam et al. 1997), mitochondrial dys-
function (Schapira 2008), protein aggregation and mis-
folding (Cookson and van der Brug 2008), inflammation,
excitotoxicity, apoptosis and other cell death pathways, and
loss of trophic support. No one mechanism appears to be
primary in all cases of PD, and these pathogenic mecha-
nisms likely act synergistically through complex interac-
tions to promote neurodegeneration (Yacoubian and
Standaert 2009). The pathologic hallmark of PD is degen-
eration of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars
compacta (SNc), resulting in depletion of striatal dopamine
(McNaught and Olanow 2006). Some surviving neurons
contain eosinophilic intracytoplasmic inclusions, or Lewy
bodies, which are in part composed of numerous proteins.
Protein accumulation is speculated by some to play a
prominent role in the pathogenesis of PD, and the appear-
ance of proteins in Lewy bodies tends to support this notion.
The neurodegenerative process in PD is not limited to the

@ Springer



1178

H. Prikrylova Vranova et al.

SNc, and neuronal loss with Lewy body formation also
occurs in other brain regions, which may account for both
motor and nonmotor features of the disease (Jenner and
Olanow 2006; Braak et al. 2003). An understanding of the
mechanisms underlying the development and progression
of PD pathology is critical for the development of neuro-
protective therapies. Currently, the therapy of PD is rather
symptomatic, and its neuroprotective effect is speculative.
Moreover, timing of the therapy onset remains controver-
sial. Demonstration of neurodegeneration in the early stage
of the disease should lead to consideration of timely therapy
with neuroprotective effect.

Neurodegeneration is known to be related to the presence
of certain biochemical markers in the cerebrospinal fluid
(CSF), tau protein and beta-amyloid (1-42) as markers of
protein dysfunction, cystatin C as amyloidogenic protein
and clusterin as preventive cell-death protein (Bibl et al.
2006; Mares et al. 2003). Therefore, the intensity of the
neurodegenerative process is thought to be related to par-
ticular concentrations of specific biochemical markers (tau
protein, beta-amyloid (1-42), cystatin C, clusterin) in the
CSF (Vranova et al. 2008, 2009). The presented study
aimed to document the neurodegenerative process using
determination of the concentrations of these markers in the
CSF of both PD patients and control subjects. In addition,
this study aimed to seek potential correlation between these
levels and the duration of the disease in PD patients.

Patients and methods
Study group

The study was approved by the institutional ethics com-
mittee and all patients signed an informed consent.

A total of 32 patients suffering from PD without signs of
dementia were examined: 10 females, 22 males, aged
37-T77 years, mean age 59.9 £ 11.26 years, mean age at
onset 55.2 £ 12.77, mean duration of disease 4.4 +
3.6 years. Twenty patients were treated with L-DOPA of
mean dose 492.3 £ 137.2 mg daily, mean duration of
treatment with L-DOPA 3.92 + 3.4 years.

The control group comprised 30 patients: 13 females
17 males, aged 33-79, mean age 58.8 + 10.22 years. Of
those, 12 patients had vertebrogenic disease, 9 patients had
psychogenic disease, 5 had migraine, 2 patients had tension
headache, and 2 patients had diabetic neuropathy. Parkin-
son’s disease was diagnosed using the United Kingdom
Parkinson’s Disease Society Brain Bank criteria (Hughes
etal. 1992). Cognitive deficit was excluded by psychological
assessment involving the Mini-Mental Status Examination
(MMSE). In all patients, CSF levels of tau protein, beta-
amyloid (1-42), cystatin C, and clusterin were measured.
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Laboratory analysis and CSF sampling technique

The CSF samples were obtained by lumbar puncture per-
formed in the morning using a 20-gauge atraumatic spinal
needle under the usual sterile conditions, with the subjects
sitting and the needle being inserted between lumbar ver-
tebrae L4/LS. During each puncture, 10 ml of CSF was
collected in a sterile polypropylene tube and immediately
frozen at —80°C until analysis. Within 10 weeks of freez-
ing, in all subjects in the series, the concentrations of total
tau protein (ELISA, Biosource, Great Britain), beta-amyloid
(1-42) (ELISA, Innogenetics, Belgium), cystatin C (ELISA,
Biovendor, Czech Republic), and clusterin (ELISA,
Biovendor, Czech Republic) were measured. Analytical
characteristics of all ELISA methods when verifying the
manufacturers’ data were satisfactory (both repeatability
and reproducibility <9%). At the same time, the CSF tau
protein/beta-amyloid (1-42) ratio was calculated in all
patients (Stejskal et al. 2005).

Division of the group into subgroups

To evaluate the studied parameters, the results were com-
pared between the PD patient group and the control group
and then between PD patient subgroups.

We would like to correlate NMD levels with disease
duration, but it was impossible due to small patient sample
size. Our tertiary Movement Disorders center usually gets
referred either patients with suspicion for PD or patients
with advanced stage of PD. Therefore, our PD group
spontaneously divided into two subgroups with duration of
<2 and >2 years, and the values were compared between
these two groups.

Statistical analysis

Medcalc (Belgium) software was used for statistical analy-
sis. To determine differences between the PD patient group
and the control group as well as those in the subgroups of
patients with PD, the chi-square test was used for categorical
variables. Among continuous variables, Student’s 7 test was
used for age with presumed normal distribution and non-
parametric tests for all other assessments. Mann—Whitney
test was used for comparing the groups, whereas the possible
dependence of values of metric parameters on age was
assessed by the non-parametric Spearman’s correlation
analysis. The p value <0.05 was considered to be statisti-
cally significant. The reason for using nonparametric tests
for data analysis was the abnormal distribution of parame-
ters (the Shapiro-Wilk test for normality), namely the
presence of extreme values in the data.
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Results

The comparison of demographic data in the two groups
showed that both sexes and ages are equally represented in
the groups. (Table 1). No correlation was found between
any studied parameter and age in both PD patient group
and control group.

The PD patients were found to have significantly higher
concentrations of CSF tau protein (median 225 vs.
194.5 ng/l; p = 0.045) and clusterin (median 9,004 vs.
4,668 1U/1; p = 0.004) than the control subjects (Fig. 1, 2).
The other studied parameters did not significantly differ
between the two groups.

Significantly higher levels of CSF tau protein (median
263 vs. 202 ng/l; p = 0.033), tau protein/beta-amyloid
(1-42) ratio (median 0.44 vs. 0.23 ng/l; p = 0.011), and
clusterin (median 1,0168.5 vs. 6,370.0 IU/l; p = 0.044)
were found in patients with <2 years since the first
symptoms had manifested (Fig. 3, 4).

Discussion

The presented study showed significantly higher levels of
CSF tau protein and clusterin in the PD patients when
compared with the control group. At the same time, sig-
nificantly higher levels of CSF tau protein and clusterin
were found in patients with <2 years since the first
symptoms had manifested.

Tau protein, under normal conditions, contributes to the
integrity of the cytoskeleton. Its excessive phosphorylation,
as in the case of numerous neurodegenerative diseases
including PD, results in impaired cell integrity, loss of its
physiological function, and even cell death. Inclusion of
tau protein is found with alpha-synuclein as a part of Lewy
bodies in patients with PD (Arima et al. 1999; Esposito
et al. 2007). Elevation of total tau protein CSF levels is
considered a marker of neurodegeneration. In presented
study, the presence of higher tau protein levels is in
accordance with the results of previous studies concerning
its contribution to the development of the disease, but does

Table 1 Demographic data

PD patients Controls p value
Females 10 (31.3%) 13 (43.3%) 0.33%
Males 22 (68.8%) 17 (56.7%)
Age, mean =+ SD (years) 59.9 + 1126 58.8 + 1022 0.67°

PD Parkinson’s disease, SD standard deviation
# Chi-square test

° Two-sample 7 test
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Fig. 1 Comparison of tau protein in the CSF of PD patients and
controls
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Fig. 2 Comparison of clusterin in the CSF of PD patients and
controls
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Fig. 3 Comparison of tau protein in CSF of patients with PD
duration of <2 years (PD I) and >2 years (PD 2)
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p=0.044
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Fig. 4 Comparison of clusterin in CSF of patients with PD duration
of <2 years (PD 1) and >2 years (PD 2)

not correlate with an earlier study carried out in individuals
suffering from PD without signs of dementia (Molina et al.
1997).

Clusterin, a heterodimeric glycoprotein, has been
described to attribute to many cellular physiologic func-
tions, including cell—cell interactions, complement inhibi-
tion, lipid transportation, cell survival, and apoptosis.
Clusterin, also called apoprotein J, is induced under cyto-
toxic conditions to protect cells from cytotoxic stress (Pucci
et al. 2008). It has been reported that clusterin is associated
with many degenerative diseases, such as Parkinson’s dis-
ease (PD), dementia with Lewy bodies (DLB), and multiple
system atrophy (MSA) (Sasaki et al. 2002). Higher clusterin
levels in PD patients bear witness to presence of cell-death
protective mechanism during neurodegeneration.

At the same time, significantly higher levels of CSF tau
protein and clusterin were found in patients with <2 years
of disease duration since the first symptoms had mani-
fested. This led to the hypothesis that the highest degree of
degeneration (i.e. the most intensive neurodegenerative
process) is likely to occur in the initial stage, i.e., when the
severity of pathological changes in the brain exceed the
threshold of clinical manifestation.

Earlier studies showed higher levels of tau protein in
patients with PD with dementia than in those with PD
without signs of dementia (Mollenhauer et al. 2006).
Therefore, the studied PD patients should be subsequently
clinically monitored for cognitive deficit to see whether
increased levels of tau protein in the CSF may serve as a
potential marker of the later development of dementia
(Fagan et al. 2007).

Nevertheless, the study has several limitations. The first
limitation is the small size of the PD patient group. The
other possible limitation (fairly rather improbable) of the
study is that an unspecified neurodegenerative process, not
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manifested clinically at the time of CSF collection, might
have been underway in the control subjects. Likewise in
the patients, we do not know the exact timing and evolution
of the underlying neurodegenerative process; so our timing
is related to symptom onset.

Conclusion

Determining the levels of tau protein in the CSF could be
regarded as a potential laboratory marker of the presence of
neurodegeneration in PD patients. Higher clusterin CSF
levels in PD patients demonstrate that during the neuro-
degeneration not only pro-apoptotic but also anti-apoptotic
mechanisms are presented. Higher clusterin and tau CSF
levels in PD patients with <2 years of disease duration also
support the hypothesis that the highest rate of degeneration
is likely to occur in the early stage of disease.
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2.3 Hladiny tau proteinu a beta-amyloidu 4, vlikvoru u jednotlivych klinickych

subtypti Parkinsonovy nemoci

Prikrylova Vranova H, Mares J, Hlustik P, Nevrly M, Stejskal D, Zapletalova J, Obereigneru
R, Kaflovsky P. Tau protein and beta-amyloid 14, CSF levels in different phenotypes of
Parkinson's disease. J Neural Transm IF 319 2,597 — pfijato do tisku

DOI: 10.1007/s00702-011-0708-4

Souhrn:

DalSi prace byla také zaméfena na vySetfeni neurodegenerativnich marker( tau proteinu a
beta-amyloidu_4> v likvoru u pacient s PN, ale tentokrat bylo vySetfeni hladin téhto markert
provedeno u jednotlivych klinickych subtypl PN. Je znamo, Ze klinicka manifestace PN je
velmi heterogenni, a proto se jiZ fada studii snazila & navrhovala rozdéleni PN do
jednotlivych podskupin pravé podle dominujici symptomatiky. Toto by mohlo vést k lepSimu
pochopeni patogeneze nemoci, zlepSeni cilené terapie a zpresnéni predikce prognézy u
pacientd s PN. Z navrhovanych déleni byla vybrana klasifikace, ktera byla vytvofena na
zakladé klastrové analyzy v prospektivnim klinickém sledovani a nasledné byla pouZzita
v retrospektivni klinicko-patologické studii. Pouziti tohoto déleni pfi vySetfeni mozkomisniho
moku u téchto pacientd by mohlo tedy vyplnit jakysi mezilanek mezi ,pouhym®
prospektivnim klinickym sledovanim na jedné strané a patologickym nalezem na strané
druhé.

Pacienti s PN byly rozdéleni do tfi podskupin — onemocnéni s Casnym zacatkem (EDO),
tremor dominantni forma PN (TD-PN) a non-tremor dominantni forma PN (NT-PN). U vSech
pacientd s PN, u kontrolni skupiny jednotlived bez pfiznakd neurodegenerativniho
onemocnéni a také u skupiny pacientd s Alzheimerovou demenci byly vySetfeny hladiny

neurodegenerativnich markerd tau proteinu a beta-amyloidu 4, v likvoru.
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U pacientd s NT-PN byly nalezeny signifikantné vysSi hladiny tau proteinu a indexu tau/beta.
42 oproti ostatnim podskupinam PN a také oproti kontrolni skupiné. U pacient(
s Alzheimerovou demenci byly nalezeny vy&Si hladiny tau proteinu a indexu tau/beta a nizsi
hladiny beta-amyloidui4> ve srovnani s kontrolni skupinou, dale oproti celému souboru
pacientd s PN a také ve srovnani s podskupinou pacientd s EDO-PN a TD-PN. Nebyl
prokazan signifikantni rozdil v hladinach tau proteinu a indexu tau/beta ve skupiné pacient(
s AD ve srovnani s pacienty s NT-PN, u beta-amyloidu44, byla prokazana nizsi hladina u
pacientt s AD ve srovnani s NT-PN, signifikance vSak dosahovala jen hrani¢ni hodnoty.

Vysledky této prace podporuji nazor, ze tau protein pravdépodobné neni striktiné specificky
protein pro detekci Alzheimerovy demence, ale mohl by slouzit jako potencialni laboratorni
marker pfitomnosti a tize neurodegenerativniho procesu, V souvislostech s rychlejsi
klinickou progresi onemocnéni a rozsahlejSim neuropatologickym nalezem u pacientd s NT-
PN, které byly jiz dfive publikovany, zavéry této studie dale podporuji roli stanoveni hladiny

tau proteinu v likvoru jako pfinosného prognostického ukazatele.

60



J Neural Transm
DOI 10.1007/s00702-011-0708-4

MOVEMENT DISORDERS - ORIGINAL ARTICLE

Tau protein and beta-amyloid;_4, CSF levels in different

phenotypes of Parkinson’s disease

Hana Prikrylova Vranova - Jan Mares - Petr Hlustik -
Martin Nevrly - David Stejskal - Jana Zapletalova -
Radko Obereigneru - Petr Kanovsky

Received: 3 January 2011/ Accepted: 20 August 2011
© Springer-Verlag 2011

Abstract Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenera-
tive disorder with highly heterogeneous clinical manifes-
tations. This fact has prompted many attempts to divide PD
patients into clinical subgroups. This could lead to a better
recognition of pathogenesis, improving targeted treatment
and the prognosis of PD patients. The aim of the present
study was to obtain cerebrospinal fluid (CSF) samples in
PD patients and to search for a relationship between neu-
rodegenerative CSF markers (tau protein, beta-amyloid;_4>
and index tau protein/beta-amyloid; 4,) and the clinical
subtypes. PD patients were divided into three subgroups:
early disease onset (EDO), tremor-dominant PD (TD-PD),
and non-tremor dominant PD (NT-PD) according to the
previously published classification. Neurodegenerative
markers in the CSF were assessed in these three groups
of patients suffering from PD (EDO-17, TD-15, NT-16
patients) and in a control group (CG) of 19 patients
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suffering from non-degenerative neurological diseases and
18 patients with Alzheimer’s disease (AD). The NT-PD
patients were found to have significantly higher levels of
CSF tau protein and index tau/beta than the control subjects
and other Parkinsonian subgroups, but no significant dif-
ferences in these markers were found between AD and
NT-PD patients. In the context of more rapid clinical pro-
gression and more pronounced neuropathological changes in
the NT-PD patient group, our results corroborate the opinion
that CSF level of tau protein may be regarded as a potential
laboratory marker of the presence and severity of
neurodegeneration.

Keywords Parkinson’s disease subgroups - Tau protein -
Beta-amyloid; 4, - Index tau/beta - CSF

Introduction

The clinical manifestation of Parkinson’s disease (PD) is
very heterogeneous. Many papers proposing the division of
patients with PD into subgroups according to the clinical
manifestation have been published (Graham and Sagar
1999; van Rooden et al. 2010, 2011; Rajput et al. 2009). In
fact, the prospective and retrospective study and division of
PD patients into these subgroups could lead to the better
recognition of pathogenesis, thus improving targeted
treatment and the prognosis of PD patients.

Because a definitive PD diagnosis is a “post-mortem”
diagnosis, most studies focused on clinical manifestations
of PD are retrospective (Jellinger 2008, 2009). But two
prospective clinical studies have also used a cluster anal-
ysis of clinical data to divide patients into subgroups. The
first prospective study was Graham et al., who divided PD

patients into three subgroups: “motor only,” “motor and
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cognitive,” or “rapidly progressive” (Graham and Sagar
1999). But their inclusion of PD patients with advanced
stages could lead to the masking of clinical manifestations
and a resulting inaccurate division into subgroups.

Another prospective study of PD clinical manifestations
and history was performed by Lewis et al. (2005). Only
patients with an early stage of PD were included, hence
eliminating the masking of clinical pictures. Cluster anal-
ysis of the main symptoms—motor and cognitive distur-
bances, severity of manifestation, disease duration and
patient age—revealed four main subgroups: patients with
an earlier disease onset; a tremor-dominant subgroup of
patients; a non-tremor dominant subgroup with significant
levels of cognitive impairment and mild depression; and a
subgroup with a rapid disease progression but no cognitive
impairment.

The division into four main subgroups employed in the
Lewis et al. study was used in a retrospective clinico-
pathological study by Selikhova et al. (2009). In their
study, 242 patients with a pathologically verified PD
diagnosis were included. Based on the clinical features and
history, the patients were subdivided into four main sub-
groups, as defined in Lewis’s study. Patients with a primary
initial diagnosis of dementia were excluded, meaning
dementia at the time of diagnosis of PD or within 2 years
of the first symptoms. Post-mortem evaluation detected a
significantly higher occurrence of cortical Lewy bodies and
beta-amyloid plaques in the non-tremor dominant subgroup
of PD patients compared to the other subgroups. Moreover,
dementia was significantly more common in the non-tre-
mor dominant PD subgroup. The link between non-tremor
dominant PD and cognitive impairment analogous to
Lewis’s paper was demonstrated.

One of the main roles in the pathogenesis of neurode-
generative diseases, including Parkinson’s disease, is
played by specific proteins. Due to its close contact with
brain tissue, cerebrospinal fluid (CSF) is a potential source
of these markers of neurodegeneration in living patients.
Proteomic studies indicate that more than 10% of identi-
fiable proteins in CSF overlap with proteins detected in
samples from the cortex of the frontal lobes collected
during autopsies (Pan et al. 2007). On the other hand, in the
same study more than 20% of proteins detected in the
frontal cortex were detectable in CSF (Pan et al. 2007).
Pathological changes typical for Alzheimer’s disease (AD)
are arelatively frequent find in Parkinson’s patients (Mattila
et al. 1998, Selikhova et al. 2009). Moreover, recent studies
have shown in vivo that it is precisely alpha-synuclein that
is involved in the regulation of tau protein phosphorylation
and that during the mutation of alpha-synuclein associ-
ated with Parkinson’s disease, there is a stronger bond bet-
ween alpha-synuclein and the tau protein, stimulating its
phosphorylation and leading to the destabilization of
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microtubules (Qureshi et al. 2011; Esposito et al. 2007). As a
result of these conclusions, CSF markers, specifically tau
protein, phosphorylated tau protein and beta-amyloid; 45,
which are more typical for AD, have been repeatedly studied
in PD. Most of the published studies have shown that AD
patients have higher levels of tau protein and phospho-tau
protein, lower levels of beta-amyloid, 4, and a higher tau
protein/beta-amyloid; 4, index (Sunderland et al. 2003;
Mattsson et al. 2009). It is thought that CSF beta-amyloid;_4»
levels decrease in AD due to the aggregation of soluble
extracellular beta-amyloid;_4, peptides in neuritic plaques,
while CSF tau protein and phospho-tau proteinl81 levels
increase due to their release from degenerating neurons
(Hu et al. 2010). Furthermore, this “trio” is often studied in
Parkinson’s patients with dementia (PDD) and in patients
with dementia with Lewy bodies (DLB). With these diseases
the aforementioned markers show, as opposed to the control
group without cognitive deficit, similar changes as in AD
(Bibl et al. 2006; Compta et al. 2009). A recent study showed
that Parkinson’s patients have a lower level of beta-amy-
loid; 4, in CSF, which is connected with a higher risk of
developing cognitive deficit (Siderowf et al. 2010). Another
study has shown that elevated levels of total tau protein
versus phosphorylated tau protein in CSF are not exclusively
specific to AD pathology (Hu et al. 2010). Elevated levels of
total tau protein in CSF were found, e.g., following cranio-
cerebral trauma (Ost et al. 2006; Blennow and Nellgfrd 2004)
and during strokes (Yao et al. 2008). It is, therefore, thought
that the level of total tau protein reflects an elevated release
of the structural proteins from damaged axons, dendrites,
synapses, and is related to cell death.

The aim of the present study was to obtain CSF samples
from PD patients and to search for a relationship between
neurodegenerative CSF markers (tau protein, beta-amy-
loid;_4, and index tau/beta) and the clinical subtypes to
highlight the potential of CSF analysis in vivo as a surro-
gate of post-mortem pathology. This would also support
the relationship between non-tremor dominant PD and the
development of cognitive impairment.

Patients and methods
Study group

The study was approved by the Institutional Ethics Com-
mittee, and all patients signed an informed consent. Only
patients with early stage of PD without signs of dementia
were included in the study. PD was diagnosed using the
United Kingdom Parkinson’s Disease Society Brain Bank
criteria (Hughes et al. 1992). Cognitive deficit was exclu-
ded by psychological assessment involving a battery tests
to assess memory functions (memory span for auditory
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working memory and Rey-Osterrieth complex figure for
visual memory), attention (Trail Making Test), intelligence
(WAIS-R) and executive functions [Trail Making Test
(Spreen and Strauss 1998), Tower of Hanoi (Goel and
Grafman 1995; Obereigneru et al. 2010)]. Psychological
examinations also included the mini mental status exami-
nation (MMSE), despite the fact that it is known to be
insufficiently sensitive to subcortical cognitive deficits.
CSF levels of tau protein and beta-amyloid;_4, were mea-
sured in all patients.

Laboratory analysis and CSF sampling technique

The CSF samples were obtained by lumbar puncture per-
formed under the usual sterile conditions, with the subjects
sitting and the needle being inserted between lumbar ver-
tebrae L4/LS. During each puncture, a total of 10 ml of
CSF were collected in a sterile test tube. Subsequently, the
CSF was morphologically assessed and centrifuged at
1,100g for 10 min at 4°C). Each sample was frozen to
—80°C, and the concentrations of total tau protein (ELISA,
Invitrogen, CA, USA) and beta-amyloid; 4>y (ELISA, In-
nogenetics, Belgium) were measured with the Biorobot
DSX analyser (Dynex, USA) for all subjects in the series
within 10 weeks of freezing. The analytical characteristics
of all ELISA methods were satisfactory when verifying the
manufacturers’ data (both repeatability and reproducibility
<9%). At the same time, the CSF tau protein/beta-amy-
loid(;_42) ratio was calculated for all the patients (Stejskal
et al. 2005).

Tau protein

We measured the total soluble tau protein using ELISA
sandwich (IVD-CE). Samples were diluted with a dilution
buffer 1:1 (50 + 50 pl).

Sensitivity

The minimum detectable dose of tau was <12 ng/L. This
was determined by adding two standard deviations to the
mean OD obtained when the zero standard was assayed 30
times.

The concentration range of the calibration curve used
was 12-2,000 ng/L.

Precision

Intra-assay precision (coefficients of variation, CV) was
under 5.2%. Inter-assay precision (CV) was under 7.8%.
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Linearity of dilution

Human CSF and a tissue culture medium containing 10%
fetal calf serum were spiked with tau and serially diluted in
standard diluted buffer over the range of the assay. Linear
regression analysis of samples versus the expected con-
centration yielded a correlation coefficient of 0.99 in both
cases.

Recovery

The recovery of tau added to human CSF averaged 94%.

Specificity

Buffered solutions of a panel of substances at 20 000 ng/L
were assayed and found to have no cross-reactivity:
beta-amyloid; 49, beta-amyloid; 45, alpha-synuclein, beta
synuclein.

Beta-amyloid; 4,

We measured beta-amyloid; 4, with ELISA sandwich
(IVD-CE, solid-phase ELISA in with the amyloid peptide
is captured by a first monoclonal antibody. CSF samples
are added and incubated with a biotinylated antibody. This
complex is then detected by a peroxidase-labeled strepta-
vidin. Samples were not diluted.

Sensitivity

The minimum detectable dose of beta-amyloid, 4, was
<87 ng/L. This was determined by adding two standard
deviations to the mean OD obtained when the zero standard
was assayed 30 times.

Concentration range of the calibration curve used was
125-2,000 ng/L.

Precision

Intra-assay precision (CV) was under 3%. Inter-assay
precision (CV) was under 4.1%.

Linearity of dilution

Human CSF were spiked with beta-amyloid,_4, and serially
diluted in standard diluted buffer over the range of the
assay. When the calculated concentrations were plotted
against the obtained undiluted concentrations, no devia-
tions from linearity could be observed.

@ Springer



H. Prikrylova Vranova et al.

Recovery

The recovery of beta-amyloid, 4, added to human CSF
averaged 96%.

Specificity

Buffered solutions of a panel of substances at 10,000 ng/L
were measured and found to have no cross-reactivity: beta-
amyloid, 43, beta-amyloid,_3g, beta-amyloid;_3o, beta-amy-
loid;_49, beta-amyloid,_ 4>, and beta-amyloidg_43.

Division of the PD group into subgroups

Patients suffering from PD were divided according to
Lewis’s study in which PD patients are finally divided into
four subgroups: patients with an early disease onset; a
tremor dominant subgroup of patients, a non-tremor dom-
inant subgroup and patients with rapid disease progression
without dementia. The subgroups were defined as follows
(Lewis et al. 2005):

1. Earlier disease onset (EDO): disease onset below the
age of 55 years.

2. Tremor dominant (TD): aged 55 years and over at
onset; rest tremor as sole initial symptom or sustained
dominance of tremor over bradykinesia and rigidity.

3. Non-tremor dominant (NT): aged 55 years and over at
onset; predominantly bradykinetic motor features with
no or only mild rest tremor.

In the present study, only patients with a relatively early
phase of the disease were included, mostly with disease
duration of less than 5 years; therefore, no patients met the
criteria for inclusion in the fourth subgroup as defined by
Lewis et al. (2005)—patients with rapid disease progres-
sion. This classification was chosen because, as was men-
tioned above, most patients included in this study suffered
from an early stage of PD and usually had one main
dominant symptom. Therefore, the quite common mixture
type published, e.g., by Rajput et al. (2009), was not
detected in a corresponding number.

To evaluate the studied parameters, the CSF analysis
results were compared between the PD patient subgroups
and the control group of subjects without neurodegener-
ative disease (CG) and the control group of patients
suffering from AD. In the PD patient subgroups, the
values of the studied parameters were then compared with
the severity of motor impairment as staged by the Hoehn
and Yahr (HY) scale (Hoehn and Yahr 1967) and with
treatment. We decided to use the HY scale instead of the
Unified Parkinson’s Disease Rating Scale-Part III (UP-
DRS-III) because UPDRS-III values change depending on
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the time of day and medication, and we, therefore, did not
consider them relevant for this CSF analysis.

Statistical analysis

SPSS software version 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
was used for statistical analysis. To determine differences
between the PD patient group and the control groups as
well as those in the subgroups of patients with PD and AD,
a Chi-square test or Fisher’s exact test for categorical
variables and the Mann—Whitney test with Bonferroni
correction for metric parameters were used. The depen-
dence between metric parameters and the HY scale was
assessed by the non-parametric Spearman’s rank correla-
tion analysis. Due to the multiple comparisons, the level of
significance was adjusted using Bonferroni correction so
that the first type of error did not exceed a value of 0.05.
The calculated significance value was, therefore, compared
to the corrected borderline significance level o = 0.05/10,
in which n = 10 is the number of tests performed. Tests
with a precisely calculated significance level of p < 0.005
were considered statistically significant.

Results

A total of 48 patients suffering from PD without signs
of dementia were examined: 17 with EDO-PD, 15 with
TD-PD and 16 with NT-PD. The group of 17 patients
with EDO-PD contains 6 females and 11 males aged
29-55 years, with a mean age of 48.9 £ 6.78 years, a
mean age of onset of 46.47 + 6.17 and mean disease
duration of 3.32 £ 2.65. Thirteen (76.5%) of the 17
patients with EDO-PD manifested as TD-PD. The mean
HY score was 1.59 £ 0.67; 6 of these patients were treated
with a levodopa equivalent dose (LED) with a mean of
541.7 £ 249 mg per day. The group of 15 TD-PD contains
8 females and 7 males aged 5675 years, with a mean age
of 67.3 £+ 6.38 years, a mean age of onset of 64.96 £+ 5.38
and mean disease duration of 2.93 £ 2.07. The mean HY
score was 1.87 & 0.59; 5 of these patients were treated; the
LED mean was 600.0 & 216.8. The group of 16 patients
with NT-PD contains 9 females and 7 males aged
57-73 years, with a mean age of 65.62 & 5.16 years, a
mean age of disease onset of 62.5 & 5.3, a mean disease
duration of 3.25 £ 3.19 and a mean HY score of
1.78 + 0.56. Five of these patients were treated; LED
mean was 590.0 £ 120.0.

The control group without signs of neurodegenerative
disease (CG) comprised 19 patients: 8 females and 11
males aged 33-79, with a mean age of 56.16
11.48 years. Of these, 11 patients had vertebrogenic dis-
ease and 8 patients had psychogenic disease.
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For comparative purposes, a group of 18 patients with
AD was also used (15 females and 3 males aged 56-79,
with a mean age of 68.44 £ 9.24 years, a mean age of
disease onset of 60.5 = 7.65, a mean disease duration of
2.5 £+ 1.06).

The comparison of demographic data in the four sub-
groups showed that the genders are equally represented in
the subgroups, but that the age of CG was significantly
lower than in TD-PD (p = 0.004), NT-PD (p = 0.005) and
in AD (p = 0.005). Among PD patients, those with early-
onset of PD were significantly younger than TD-PD
(p < 0.0001) and NT-PD (p < 0.0001).

No differences in disease duration and the severity of
manifestation scored by the HY scale were found among
all Parkinsonian subgroups.

CSF marker levels in different subject groups are illus-
trated in Figs. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 and in Table 1.

The NT-PD patients were found to have significantly
higher levels of CSF tau protein (p < 0.0001) and index of
tau protein/beta-amyloid, 4> (p < 0.0001) than the CG.
Significantly higher tau protein was found in patients with
NT-PD compared to EDO-PD (p = 0.0002) and TD-PD
(p = 0.001) (Fig. 1). A higher index of tau protein/beta-
amyloid;_4» was also found in patients with NT-PD com-
pared to EDO-PD (p = 0.0006) and TD-PD (p = 0.002)
(Fig. 2). CSF levels of beta-amyloid, 4> were found to be
lower in NT-PD patients than in the other investigated
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Fig. 1 Comparison of tau protein (ng/L) levels in the control subject
{CG), Alzheimer’'s disease (AD) and Parkinsonian subgroups using
the Mann—-Whitney test with Bonferroni correction. NT-PD patients
showed significantly higher tau protein CSF levels compared to the
CG (p < 0.0001), EDO-PD (p = 0.0002) and TD-PD (p = 0.001).
Significantly higher tau protein CSF levels compared to CG
(p < 0.0001) EDO-PD (p < 0.0001) and TD-PD (p = 0.0001) were
found in AD patients. No differences of tau protein CSF level were
found between AD and NT-PD (p = (0.214)
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subgroups, but the differences did not quite reach statistical
significance (EDO vs. NT, p = 0.105; TD vs. NT, p =
0.069) (Fig. 3).

2
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Fig. 2 Comparison of index tau protein/beta-amyloid, - (index tau/
beta) levels in the control subject (CG), Alzheimer’s disease (AD) and
Parkinsonian subgroups using the Mann-Whitney test with Bonfer-
roni correction. Significantly higher index tau/beta CSF levels were
found in NT-PD patients compared to the CG (p < 0.0001), EDO-PD
{p = 0.0006) and TD-PD (p = 0.002). Significantly higher index tau/
beta CSF levels were found in AD patients compared to CG
(p < 0.0001) EDO-PD (p < 0.0001) and TD-PD (p < 0.0001). No
differences of index tau/beta CSF level were found between AD and
NT-PD (p = 0.01)
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Fig. 3 Comparison of beta-amyloid, 4> (ng/L) levels in the control
subject (CG), Alzheimer’s disease (AD) and Parkinsonian subgroups
using the Mann—Whitney test with Bonferroni correction. Lower beta-
amyloid;_4> CSF levels were found in NT-PD patients compared to
the CG (p = 0.064), EDO-PD (p = 0.105) and TD-PD (0.069), but
the differences did not quite reach statistical significance. Signifi-
cantly lower beta-amyloid, 4> CSF levels were found in AD patients
compared to CG (p < 0.0001), EDO-PD (p <0.0001), TD-PD
(p = 0.0001), but with borderline significance compared to TD-PD

(p = 0.0052)
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Fig. 4 The relationship between the severity of motor impairment in
NT-PD patients as measured by the Hoehn and Yahr scale (H-Y) and
the CSF levels of tau protein assessed by non-parametric Spearman’s
rank correlation analysis
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Fig. 5 Comparison of tau protein levels (ng/L) in Alzheimer's
disease (AD) and Parkinson’s disease (PD) using the Mann—Whitney
test. The AD patients were found to have significantly higher levels of
CSF tau protein than all PD patients (p = 0.0001)

Furthermore, a close relationship between tau protein
CSF levels and the severity of motor manifestation scored
by the HY scale (p = 0.02) in NT-PD patients was found
(Fig. 4.). No other correlation of tau protein and beta-
amyloid; 4, was determined between the duration of the
disease and treatment.
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p <0.0001
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Fig. 6 Comparison of index tau protein/beta-amyloid, 45 levels in
Alzheimer disease (AD) and Parkinson’s disease (PD) using the
Mann-Whitney test. The AD patients were found to have significantly
higher levels of CSF index tau protein/beta-amyloid, 4> than all PD
patients (p < 0.0001)
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Fig. 7 Comparison of beta-amyloid, 4> (ng/L) levels in Alzheimer's
disease (AD) and Parkinson’s disease (PD) using the Mann—Whitney
test. The AD patients were found to have significantly lower levels of
CSF beta-amyloid, 4> than all PD patients (p < 0.0001)

The AD patients were found to have significantly higher
levels of CSF tau protein (p < 0.0001 resp. p = 0.0001),
index tau protein/beta-amyloid; 4> (p < 0.0001 resp.
p < 0.0001) and lower levels of CSF beta-amyloid s>
(p < 0.0001 resp. p < 0.0001) than the CG and also than
all patients with PD. The following results were found
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Table 1 CSF levels of tau protein, beta-amyloid; 4, and index tau protein/beta-amyloid, 4, of the study groups

CG EDO-PD TD-PD NT-PD AD
CSF tau protein (ng/L) 209.0 £ 66.6 235.0 + 88.8 263.0 + 69.6 435.0 £+ 224.9 5545 + 1874
median £ SD (range) (129.0-350.0) (123.0-530.0) (177-396) (214-1,070) (220-897)
CSF beta-amyloid; 4> (ng/L) 829.7 £ 257.4 809.5 + 236.8 790.7 £ 167.6 630.7 £+ 269.4 422.6 + 165.3
median £ SD (range) (413.6-1,264.6) (454.5-1,288.4) (530.4-1,094.5) (324.3-1,282.6) (257.5-840.1)
Index tau protein/beta-amyloid; 4,  0.28 £ 0.099 0.29 4+ 0.198 0.34 £ 0.116 0.55 + 0.683 1.50 £ 0.598
median £+ SD (range) (0.16-0.54) (0.13-0.98) (0.20-0.65) (0.26-2.36) (0.36-2.27)

SD stadard deviation

during a comparison of CSF levels of neurodegenerative
markers among AD patients and PD subgroups: signifi-
cantly higher levels of tau protein in AD patients compared
to EDO-PD (p < 0.0001) and TD-PD (p = 0.0001), but
not NT-PD (p = 0.214); significantly higher levels of
index tau protein/beta-amyloid; 4, compared to EDO-PD
(p <0.0001) and TD-PD (p < 0.0001), but not TD-PD
(p = 0.01); and significantly lower levels of beta-amyloid; 4,
compared to EDO-PD (p <0.0001) and TD-PD (p <
0.0001), but borderline significance of TD-PD (p = 0.0052;
Figs. 1,2,3and 5, 6, 7.

Discussion

In this prospective study, some differences in CSF mark-
ers of neurodegeneration in PD subgroups were found.
PD patients were subdivided into subgroups on clinical
grounds according to the classification system based on a
previous cluster analysis (Lewis et al. 2005). Higher CSF
tau protein levels and higher index of tau/beta were found
in patients with NT-PD compared to the other Parkinsonian
subgroups. CSF levels of tau protein also showed a close
relationship with severity of motor manifestation scored by
the HY scale.

CSF levels showed no differences of tau protein and
index tau protein/beta-amyloid; 4, between AD patients
and NT-PD patients, but lower CSF levels of beta-amy-
loid; 4o with borderline significance were found in AD
patients compared to NT-PD patients.

Typical clinical manifestations of PD may include tre-
mor, rigidity, akinesia and postural instability. In the early
stage, one main symptom dominates the clinical image, and
this one often persists as the main symptom up to the
advanced stage (Williams and Lees 2009). During disease
progression, additional symptoms such as gait disturbances
or cognitive impairment change the clinical presentation
mask the original main symptom and in the end, the PD
clinical image may broaden to that of atypical Parkinsonian
syndrome.

To study PD pathogenesis and progression, it is advan-
tageous to reduce the clinical heterogeneity by dividing
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patients with PD on the one hand according to their main
common symptoms (Burn et al. 2006; Lyros et al. 2008) or
on the other hand according to their post-mortem patho-
logical findings and their retrospective comparison with
disease history (Buter et al. 2008, Paulus and Jellinger
1991). A combination of both approaches is presented in a
longitudinal clinical follow-up and autopsy study published
by Rajput et al. in 2009.

The more recent study by Lewis et al. (2005) used a
data-driven cluster analysis to divide PD patients into four
subgroups. The results of this study confirmed the exis-
tence of distinct subgroups of patients in the early clinical
stages of PD. This study also demonstrated a significantly
higher occurrence of cognitive impairment in patients the
NT-PD subgroup.

Lewis’s division of PD was used by the retrospective
clinicopathological study by Selikhova et al. The previ-
ously observed clinical association of the NT-PD form and
cognitive impairment was strengthened by the post-mortem
finding of significantly higher mean pathological grading
of cortical Lewy bodies and pathology characteristics for
AD in the brains of NT-PD patients (Selikhova et al. 2009).

A third alternative approach to evaluating and validating
PD subtypes is to complement the information on clinical
features with in vivo analysis of CSF markers of neuro-
degeneration. Out of the many studied CSF markers of
neurodegeneration, only a few have generally shown
clinical significance. Tau protein and beta-amyloid;_4, are
well-recognized markers typical for neurodegenerative
diseases, especially for diseases with signs of dementia
(Alves et al. 2010; Okonkwo et al. 2010; Compta et al.
2009).

Under normal conditions, tau protein contributes to the
integrity of the cytoskeleton. Its excessive phosphorylation,
as in the case of numerous neurodegenerative diseases
including PD, results in impaired cell integrity, loss of its
physiological function and even cell death (Lee et al.
2001). The inclusion of tau protein is found with alpha-
synuclein as a part of Lewy bodies in patients with PD
(Selkoe 2004; Clinton et al. 2010; Waxman and Giasson
2011). Increased levels of tau protein in the CSF are found
in patients with AD and PD patients with dementia (Rajput
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et al. 2006; Clinton et al. 2010; Jellinger et al. 2002; Arima
et al. 1999; Esposito et al. 2007). Increased CSF level of
tau protein was also found in PD patients with disease
duration of less than 2 years, which probably reflects the
idea that most neurodegenerative changes occur in the
initial stage of the disease (Pfikrylova Vranova et al. 2010).

Beta-amyloid is generated from the amyloid precursor
protein (APP). APP is cleaved either by alpha-secretase to
produce sAPP, assumed to have neuroprotective effects, or
by beta-amyloid cleaving enzyme, i.e., by beta-secretase
and subsequently by gamma-secretase, producing beta-
amyloidyy and beta-amyloid,_4,. These aggregate to form
the core of neuritic plaques. A cascade of other processes
follows, including oxidative stress, cytotoxic effects and
inflammatory response, resulting in neuronal death and
development of dementia. Decreased levels of beta-amy-
loid in the CSF are also found in individuals with AD or
PD patients with dementia (Bibl et al. 2006; Lashley et al.
2008; Mollenhauer et al. 2006; Fagan et al. 2007).

Prior to the study, we speculated that CSF levels of
neurodegenerative markers may also change in PD patients
without signs of dementia and that this potential alteration
might be useful as a prognostic marker. Therefore, we
decided to exclude PD patients with dementia.

As mentioned above, both higher CSF levels of tau
protein and lower levels of beta-amyloid, 4, were previ-
ously reported in PD patients with dementia. However, in a
more recent study, only lower CSF levels of beta-amyloid;
42 and not higher CSF levels of tau protein were demon-
strated as a specific marker and predictor of cognitive
impairment in PD patients (Siderowf et al. 2010). In the
present study, markers among AD, CG and all PD patients
were also compared, and significantly higher CSF levels of
tau protein and index tau protein/beta-amyloid; 4, and
lower levels of beta-amyloid; 4, were found in AD
patients, which is in agreement with the majority of pre-
viously published studies (Bibl et al. 2006). No differences
of statistical significance between CSF levels of tau protein
and index tau protein/beta-amyloid; 4, and lower CSF
levels of beta-amyloid; 4, with borderline significance
were found in AD patients compared to NT-PD patients.

We may, therefore, speculate that tau protein probably
reveals the degree of neurodegeneration, whereas beta-
amyloid, 4, is a more specific marker of cognitive
impairment. This role of tau protein would be supported by
the close relationship between tau protein CSF levels and
the severity of PD manifestation scored by the HY scale
observed in the present study.

In a similar manner, we interpreted the results of our
previous study (Prikrylova Vranova et al. 2010), in which
higher CSF levels of tau protein were found in PD patients
with disease duration of less than 2 years. More extensive
neurodegeneration in NT-PD patients may also be deduced
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from the findings of more severe progression of the disease
course (Rajput et al. 2006) and more severe post-mortem
cortical Lewy body pathology reported by Selikhova et al.
On the other hand, these findings may also indicate the
presence of Alzheimer’s pathology in the NT-PD subgroup
from an early stage of the disease.

With ongoing disease progression, it is likely that accu-
mulating pathology will over time lead to the development of
a manifest cognitive deficit in this patient group. To cor-
roborate this suggestion, we need to include more patients in
the study and follow-up our NT-PD patients further with
repeated clinical and neuropsychological testing at yearly
intervals. Alternatively, the follow-up may also document
progression of disease or changing clinical presentation,
resulting in a change of the original PD diagnosis.

Conclusion

In this prospective study, a higher CSF level of tau protein
and index tau/beta were found in NT-PD patients compared
to other Parkinsonian subgroups. In AD patients, higher
CSF levels of tau protein and index tau protein/beta-amy-
loid,_4, and lower CSF levels of beta-amyloid, 4, com-
pared to CG, to all PD and to EDO-PD and TD-PD patients
were found. No differences were found between CSF levels
of tau protein and index tau protein/beta-amyloid; 4, in AD
patients compared to NT-PD patients, but lower CSF levels
of beta-amyloid;_4, with borderline statistical significance
were found in AD patients compared to NT-PD patients.
These findings probably corroborate the opinion that tau
protein is not a strictly specific marker for AD, but that it
may be regarded as a potential laboratory marker of the
presence and severity of neurodegeneration, which could
be also used as an auxiliary prognostic indicator.
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3 Diskuze

Prvni &ast samotného vyzkumu pfedkladané prace je zaméfena na vySetieni
neurodegenerativnich markerld u pacientll s PN bez pfiznakl demence a jejich korelace s
délkou trvani nemoci a tizi motorického postizeni.

Nejprve byly u pacientl s PN bez pfiznaki demence a u kontrolni skupiny subjektt
bez pfiznakli neurodegenerativnino onemocnéni vySetfeny hladiny tau proteinu, beta-
amyloidu4.4, a cystatinu C v likvoru. Hladiny markert byly dale u pacientd s PN korelovany s
délkou trvani nemoci a tizi motorického postizeni. V pouzitém souboru pacientd s PN byla
nalezena vySsi hladina tau proteinu oproti kontrolni skupiné. Ve skupiné pacientll s PN byla
dale prokazana vyssi hladina tau proteinu u podskupiny pacientd s PN s délkou trvani
nemoci méné nez 2 roky oproti podskupiné s délkou trvani nemoci vice nez 2 roky. Nebyla
prokazana korelace hladin tau proteinu s tizi motorického postizeni vyjadiené pomoci Skaly
Hoehnové a Yahra (H &Y). Ostatni sledované parametry nevykazaly zadnou dalsi korelaci.

V dalSi analyze byly u vSech subjektdl s PN a u kontrolni skupiny vySetfeny hladiny
tau proteinu, beta-amyloidu4.4,, cystatinu C a clusterinu v likvoru. Pacienti s PN byly stejné
jako v predchozi analyze rozdéleny do dvou podskupin dle délky trvani nemoci (do 2 let a
vice nez 2 roky). V pouzitém souboru byly opét nalezeny vy$si hladiny tau proteinu v likvoru
u pacientd s PN oproti kontrolni skupiné, dale byly taktéz nalezeny vysSi hladiny tau proteinu
u pacientd s PN s délkou trvani nemoci méné nez 2 roky. Obdobné vysledky, tedy vysSi
hladiny u PN oproti kontrolni skupiné a dale u PN s délkou trvani nemoci méné nez 2 roky
byly nalezeny i u clusterinu. Nebyla prokazana Zzadna dalSi korelace mezi ostatnimi
parametry. Nasledna analyza tedy potvrdila vysledky prvni analyzy, i kdyz byl v druhém
pfipadé lehce pozménén soubor pacientd s PN a byla rozSifena kontrolni skupina. Navic
vysledky analyzy clusterinu podporuji hypotézu, Ze neurodegenerativni proces u PN
pravdépodobné probiha nejintenzivnéji v pocatecnich stadiich onemocnéni a dale svédci o

pritomnosti jak pro-apoptotickych, tak anti-apoptotickych mechanism.
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Z uvedenych vysledkd tedy vyplyva, ze tau protein by mohl u PN hrat roli nespecifického
markeru tize €i intenzity probihajiciho neurodegenerativniho procesu.

ProC byli k analyze vybrany pravé tyto markery je uvedeno jiz v pfedchozi kapitole
(viz. kap. 1.3.3).

Nejvice diskutovanym tématem vSak urcité bylo déleni pacienttd dle délky trvani
nemoci s hranici dva roky. Plivodné byla zamyslena korelace hladin neurodegenerativnich
marker( v likvoru s délkou trvani nemoci za uziti Spearmanovy korela¢ni analyzy. Maly
soubor pacientu a nerovhomérné rozlozeni hodnot vSak toto neumozfiovalo. Proto jsme byli
nuceni k bliz§imu rozboru pacientl, kdy se pacienti rozdélili do dvou podskupin: pacienti s
pocate¢nim stadiem onemocnéni a pacienti s pokroc€ilejSim stadiem onemocnéni s hranici
pravé dva roky. Toto bylo zplsobeno pfirozenym pfisunem pacientd, ktefi jsou do
specializovaného centra odesilani bud s podezfenim na PN k pfesnéjSi diagnostice nebo s
jiz pravdépodobnou diagnézou PN, ale nedostateCnou kompenzaci pfi terapii
zprostfedkované mimo specializované centrum.

Dale bylo ¢asto dotazovano, jak je mozné urCit zacatek onemocnéni, kdyz
neurodegenerativni proces probiha vzdy urcitou dobu asymptomaticky. Tzv. preklinické
stadium si samozfejmé uvédomujeme, je vSak spole€né pro mnoho onemocnéni a to nejen
nervové soustavy. Proto jsme se rozhodli za zacatek onemocnéni urcit dobu, kdy pacient
popisuje rozvoj prvnich pfiznaku souvisejicich s PN.

Jiz mnoho praci bylo publikovano na téma vySetfeni beta-amyloidu4.4,, tau proteinu a
fosfo-tau proteinu u PN, dosud vSak v ojedinélych pracech byly tyto hladiny korelovany
s délkou trvani nemoci ¢&i tizi motorického postiZzeni (Shi et al.2011). Vysledky studie pfi
analyze beta-amyloidu4, se shoduji s vysledky vétSiny studii, které u kognitivné intaktnich
jedincd s PN neprokazuji rozdily oproti kontrolni skupiné (Holmberg et al.2003; Lins et
al.2004; Mollenhauer et al.2006; Verbeek et al.2004; Zhang et al.2008). Nizsi hladiny jsou
v recentnich pracich nalezeny u pacientd s PN s vy$§im UPDRS skéra (Shi et al.2011) a
spojovany s vy38im rizikem rozvoje kognitivniho deficitu (Siderowf et al.2010). Beta-amyloid 4.

42 by tedy mohl hrat roli jeho potencialniho prediktivniho faktoru (Siderowf et al.2010). U
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hladin tau proteinu sledovanych v likvoru pacientd s PN jsou vysledky studii spiSe
inkonzistentni. Jsou prace, které prokazuji nizsi hladiny tau proteinu u pacientl s PN oproti
kontrolni skupiné (Shi et al.2011), vétSina publikovanych praci vsak signifikantni rozdil
neprokazala (Alves et al.2010). VySsi hladiny tau proteinu jsou vétSinou nalézany u pacient(
s PN s pfiznaky kognitivniho deficitu (Compta et al.2011; Montine et al.2010). Neni dosud
jasné vysvétleni, co zpusobuje tyto diskrepance. Je vSak nutno podotknout, Ze uvedené
prace jsou provedeny na pomérné malém souboru pacientt, vzdy kolem 20-30 pacientd.

Dalsi ¢&ast samotného vyzkumu predkladané prace je zaméfena na vySetfeni
neurodegenerativnich marker v likvoru u jednotlivych podskupin pacientd s PN bez
pfiznakl demence a jejich rozdily mezi jednotlivymi klinickymi podskupinami.

Z navrhovanych déleni byla vybrana klasifikace, ktera byla vytvofena na zakladé
klastrové analyzy v prospektivnim klinickém sledovani (Lewis et al.2005) a nasledné byla
pouzita v retrospektivni klinicko-patologické studii (Selichova et al.2009). Pacienti s PN byli
tedy rozdéleni do tfi podskupin — onemocnéni s ¢asnym zacatkem (EDO), tremor dominantni
forma PN (TD-PN) a non-tremor dominantni forma PN (NT-PN). U vSech pacientd s PN, u
kontrolni skupiny subjektll bez neurodegenerativniho postizeni a také u skupiny pacientd
s Alzheimerovou demenci byly vySetfeny hladiny neurodegenerativnich marker( tau proteinu
a beta-amyloidu4.4, v likvoru. U pacientd s NT-PN byly nalezeny signifikantné vyssi hladiny
tau proteinu a indexu tau/betai4, oproti kontrolni skupiné a také oproti ostatnim
podskupinam PN. Nebyl prokazan signifikantni rozdil v haldinach tau proteinu mezi skupinou
pacientt s AD a NT-PN, u pacientd s AD byly nalezena nizsi hladiny beta-amyloidu4, oproti
NT-PN, rozdil v8ak dosahoval jen hrani¢ni signifikance.

Pouzita klastrova analyza vSak ve skuteCnosti délila pacienty s PN do &tyf podskupiny,
Stvrtou podskupinu tvofili pacienti s rychlou progresi onemocnéni bez pfiznaki demence
(rapid disease progression — RDP). U pacientl zafazenych do této podskupiny vykazovala
PN rychlou progresi motorického deficitu bez pfiznaklh demence s umrtim v souvislosti s PN

do 10-ti let od stanoveni diagnézy. Vzhledem k tomu, Ze prezentovana prace zahrnovala
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pouze pacienty v poate¢nim stadiu onemocnéni s délkou trvani obtizi do 6 let, nesplinil
Zadny subjekt kritéria zafazeni do této podskupiny.

V jiz zminéné praci Lewise et al., kde byli pacienti s PN rozdéleni dle klinické manifestace
do ¢tyf podskupin (EDO-PN, TD-PN, NT-PN, RDP-PN), byl u pacientll s NT-PN prokazan
signifikantné Casté&jSi vyskyt kognitivniho deficitu a rychlejSi progrese onemocnéni, ktera
vSak nedosahovala statisticky vyznamného rozdilu. V klinicko-patologické studii Selichové et
al., kdy byla pouzita stejna klasterova analyza, byl u pacientll s NT-PN prokazan rozsahlejsi
neuropatologicky nalez, podporujici vysledky Lewise et al.. Pfedkladana prace méla za cil
zZjistit, zda i v mozkomisnim moku jsou pfitomny obdobné zmény mezi podskupinami PN,
obzvlasté zda jsou pfitomny zmény hladiny neurodegenerativnich markert typickych pro
demence (tau protein a beta-amyloidi4,) u pacientt s NT-PN dosud bez pfiznakl
kognitivniho deficitu. Jiz fada publikovanych praci prokazala vyssi hladiny tau proteinu, nizsi
hladiny beta-amyloidu4.4, a vy$Si hodnoty indexu tau/beta u pacientll s PN s demenci (PDD)
(Buongiorno et al. 2011). Recentni prace navic uvadéji, ze prukaz nizsi hladiny beta-
amyloidu44>, v CSF u dosud kognitivné intaktnich jedinct by mohl slouzit jako prediktivni
faktor kognitivniho postizeni (Siderowf et al.2010). V pouzitém souboru byly u pacientdl s NT-
PN prokazany nizZsi hladiny beta-amyloidu.4, oproti CG a ostatnim podskupinam PN, rozdily
vSak nedosahovaly statistické vyznamnosti. Tento vysledek mlze byt zplusoben malym
poctem vySetfenych pacientl a rozSifeni souboru v nasledujicim sledovani by pomohlo
k potvrzeni &i vyvraceni vySe zminéné hypotézy, tedy ze nizSi hladiny beta-amyloidu14.4;
v CSF by mohly slouzit jako prediktivniho faktoru rozvoje kognitivniho deficitu.

Nékteré prace v3ak uvadi, ze i izolované zvySeni hodnoty indexu tau/beta svédci pro
pfitomnost patologie typické pro kognitivni postizeni (Mare$ et al.2009; Leverenz et al.2010).
Nutno v8ak podotknout, Ze pacienti byli v dobé vySetfeni bez pfiznakl kognitivniho deficitu.
Lze tedy i toto zvySeni povazovat za prediktivni faktor demence?

VyS$Si hladiny tau proteinu byvaji nalézany u tzv. parkinson-plus syndromul (Aerts et
al.2010; Sussmuth et al.2010) ¢i u pacientd po cévnich mozkovych pfihodach jako marker

tize postizeni nervové soustavy (Yao et al.2008). U pacientdl s NT-PN je popisovana rychlejsi

74



progrese onemocnéni a také je popsan rozsahlejSi neuropatologicky nalez oproti ostatnim
podskupinam. V téchto souvislostech by tedy bylo mozné povazovat vy$Si hladiny tau

proteinu jako negativni prognosticky marker postizeni nervové soustavy.
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4 Zavér

Vy8etifeni mozkomisniho moku hraje v diferenciadlni diagnostice neurologickych

onemocnéni dulezitou roli. Na poli diferencialni diagnostiky neurodegenerativnich
onemocnéni vSak ale stale spada spiSe do oblasti vyzkumu, a vyjma vySetfeni tau proteinu a
beta-amyloidu1-42 u demenci, nepatfi vySetfeni neurodegenerativnich marker( v likvoru u
téchto onemocnéni k bé&zné uzivanym.
Parkinsonova nemoc je jednim z nejCastéjSich neurodegenerativnich onemocnéni a z celé
plejady téchto nemoci je také asi nejpfesnéji diagnostikovana. Dosud ale neni zcela jasna
dynamika patogenetického neurodegenerativniho procesu a ani neni znam ukazatel, ktery by
vyjadfoval tiZi €i intenzitu neurodegenerace. Pravé mozkomidni mok se vzhledem ke svému
tésnému kontaktu s mozkovou tkani jevi jako potencialni zdroj markerd neurodegenerace u
Zijicich pacientl. Specifické proteiny hraji jednu z hlavnich roli v patogenezi PN, a proto se
stanoveni hladin téchto proteind v mozkomiSnim moku jevi jako slibny ukazatel
neurodegenerace.

V prvni ¢asti vyzkumu jsme prokazali ve dvou pracich signifikantné vy38si hladiny tau
proteinu a clusterinu u pacientd s PN oproti kontrolni skupiné a dale v podskupiné pacientt
s PN jsme navic prokazaly vy$Si hladiny tau proteinu a clusterinu u pacientl s délkou trvani
nemoci do 2 let oproti trvani nemoci vice nez 2 roky. Vysledky svéd¢i o mozném pfinosu
stanoveni hladiny tau proteinu u pacientdl s PN jako markeru pfitomnosti, resp. tize
neurodegenerativniho procesu. Dale vysledky ukazuji, Ze neurodegenerativni proces u PN
probiha pravdépodobné nejintenzivnéji v po€ateCnich stadiich onemocnéni. Tuto hypotézu
podporuje i prfitomnost signifikantné vy&Sich hladin clusterinu, které navic svédCi o
pfitomnosti obrannych antiapoptotickych mechanismd.

V druhé ¢&asti vyzkumu jsme sledovali hladiny tau proteinu a beta-amyloidu1-42 u
pacientd s PN, ktefi byli rozdéleni do tfech klinickych subtypu: PN s asnym zacatkem

(EDO), ne-tremor dominantni forma (NT-PN) a tremor dominantni forma (TD-PN). Ve
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sledované skupiné pacientll s PN jsme prokazali signifikantné vy$Si hladiny tau proteinu a
indexu tau/beta u pacientd s NT-PN oproti kontrolni skupiné a také oproti ostatnim klinickym
subtyptm PN. Pfi srovnani marker( u pacient s Alzheimerovou demenci (AD) byly nalezeny
vySSi hladiny tau proteinu a indexu tau/beta a nizsi hladiny beta-amyloidu 1.4, oproti celému
souboru pacientll s PN a také ve srovnani s podskupinou pacientd s EDO-PN a TD-PN.
Nebyl prokazan signifikantni rozdil v hladinach tau proteinu a indexu tau/beta ve skupiné
pacientd s AD ve srovnani s pacienty s NT-PN, u beta-amyloidu 14, byla prokazana nizsi
hladina u pacientd s AD ve srovnani s NT-PN, signifikance vSak dosahovala jen hrani¢ni
hodnoty

V souvislostech s rychlej§i klinickou progresi onemocnéni a rozsahlejSim
neuropatologickym nalezem u pacientd s NT-PN, které byly jiz dfive publikovany, zavéry této
Casti studie podporuji roli stanoveni tau proteinu v likvoru jako potencialniho laboratorniho

ukazatele pfitomnosti a tize neurodegenerativniho procesu.

Vysledky celé prace tedy svéd¢i o mozném pfinosu stanoveni hladiny tau proteinu u
pacientti s PN jako pravdépodobné nespecifickém markeru pritomnosti, resp. tize ¢i
intenzity neurodegenerativniho procesu, ktery v SirSich souvislostech mize prispét

k predikci priibéhu onemocnéni.
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5. Souhrn

5.1 Souhrn cesky

Parkinsonova nemoc (PN) je jednim z nejCastéjSich neurodegenerativnich onemocnéni a
z celé plejady téchto nemoci je také asi nejpfesnéji diagnostikovana. Dosud ale neni zcela
jasna dynamika neurodegenerativniho procesu a ani neni znam ukazatel, ktery by vyjadroval
tizi €i intenzitu neurodegenerace. Mozkomisni mok se vzhledem ke svému tésnému kontaktu
s mozkovou tkani jevi jako potencialni zdroj markerl neurodegenerace u zijicich pacientu.
Specifické proteiny hraji jednu z hlavnich roli v patogenezi PN, a proto se stanoveni hladin
téchto proteinl v mozkomiSnim moku jevi jako slibny ukazatel neurodegenerace. Cilem
souboru predkladanych praci bylo vySetfeni neurodegenerativnich markerd v likvoru u
pacientd s PN a nalezeni pfipadné korelace jejich hladin s délkou trvani nemoci, tizi
motorického postizeni €i rozdili mezi jednotlivymi klinickymi podtypy.

V prvni €asti prace byly neurodegenerativni markery tau protein, beta-amyloid 42, index
tau/beta, cystatin c resp. clusterin stanoveny u dvou soubort pacientll s PN bez pfiznaku
demence a u kontrolni skupiny (CG). Tyto hladiny byly srovnavany mezi pacienty s PN a
subjekty CG, v podskupiné pacientu trpicich PN byly navic korelovany s tizi motorického
postizeni vyjadfeného stupnici dle Hoehnové a Yahra, a dale srovnavany u podskupiny
pacientd s délkou trvani nemoci méné nez 2 roky (PN1) a vice nez 2 roky (PN2). V obou
pouzitych souborech byly prokazany signifikantné vy$si hladiny tau proteinu u pacientd s PN
oproti CG (p=0,05 resp. 0,045), a taktéz u pacientl s délkou trvani nemoci do 2 let oproti
délce trvani vice nez 2 roky (p=0,03 resp. 0,033). V pfipadé druhého souboru vykazovaly
hladiny clusterinu stejnou tendenci jako tau protein, tedy vy3si hladiny u PN oproti CG (p=
0,004) a u PN1 oproti PN2 (p= 0,044). Ostatni sledované parametry nevykazaly zadnou dalsi

signifikantni korelaci. Vysledky by mohli svéd¢it o pfinosu stanoveni tau proteinu v likvoru
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jako potencialniho markeru pfitomnosti &i tize neurodegenerativniho procesu a dale vysSimi
hladinami clusterinu poukazuji na spoluuc¢ast regenera¢nich mechanismu.

V druhé &asti prace byly hladiny neurodegenerativnich markert stanoveny u pacient s PN,
ktefi byly rozdéleni do tfi klinickych subtypd: PN s €asnym zacatkem (EDO-PN) tremor
dominantni forma (TD-PN) a non-tremor dominantni forma (NT-PN) a dale u kontrolni
skupiny bez neurodegenerativniho onemocnéni (CG) a u pacientl s Alzheimerovou demenci
(AD). Byly zjistény signifikantné& vys3i hladiny tau proteinu a indexu tau/beta u NT-PN oproti
CG (p<0.0001 resp. p<0.0001), a také oproti ostatnim subtypim PN (EDO-PN vs. NT-PN
p=0.0002 resp. p=0.001; TD-PN vs. NT-PN p=0.001 resp. p=0.002). Pfi srovnani markerd u
pacientd s Alzheimerovou demenci (AD) byly nalezeny vy$si hladiny tau proteinu a indexu
tau/beta a nizSi hladiny beta-amyloidu 1-42 oproti celému souboru pacientll s PN a také ve
srovnani s podskupinou pacientd s EDO-PN a TD-PN. Nebyl prokazan signifikantni rozdil
v hladinach tau proteinu a indexu tau/beta ve skupiné pacientd s AD ve srovnani s pacienty
s NT-PN, u beta-amyloidu 1-42 byla prokazana nizsi hladina u pacientll s AD ve srovnani
s NT-PN, signifikance vSak dosahovala jen hraniéni hodnoty. V souvislostech s rychlejsi
klinickou progresi onemocnéni a rozsahlejSim neuropatologickym nalezem u pacientd s NT-
PN, které byly jiz dfive publikovany, zavéry této Casti studie podporuji roli stanoveni tau
proteinu v likvoru jako potencialnihno laboratorniho ukazatele pfitomnosti a tize
neurodegenerativniho procesu.

Vysledky celé prace tedy svéd¢i o mozném pfinosu stanoveni hladiny tau proteinu u
pacientt s PN jako pravdépodobné nespecifickém markeru pfitomnosti, resp. tize &i intenzity
neurodegenerativniho procesu, ktery v SirSich souvislostech maze pfispét k predikci prabéhu

onemocnéni.

79



5.2 Summary

Parkinson’s disease is one of the most common neurodegenerative disorder and also one of
the most correctly diagnosed. But the disease prognosis and also markers of severity and
course of neurodegeneration are still unclear. Cerebrospinal fluid is in close contact with
brain tissue and therefore it seems to be a potential source of these markers during the
patients’ life. Specific proteins play one of the main roles in pathogenesis of PD and
assessment of these proteins in the CSF could provide potential markers of
neurodegeneration.

The aim of the presented studies was the assessment of neurodegenerative markers in the
CSF in patients with PD and finding correlation of their CSF levels with disease duration,
severity of motor impairment and differences among clinical subtypes.

In the first part of the presented work, the neurodegenerative markers tau protein, beta-
amyloid44,, index tau/beta, cystatin C and clusterin were assessed in two groups of PD
patients without signs of dementia and in a control group (CG). These CSF levels were
compared between PD patients and CG, in subgroups of PD patients, they were additionally
correlated with the severity of motor impairment assessed by Hoehn and Yahr score and
also compared between PD patients with disease duration less than 2 years (PD1) and more
than 2 years (PD2). In both studied groups, significantly higher levels of tau protein were
found in PD vs. CG (p=0.05 resp. 0.045), and also in PD patients with disease duration less
than 2 years vs. more than 2 years (p=0.03 resp. 0.033). In the second group, significantly
higher level of clusterin were found in PD vs. CG (p= 0.004) and in PD1 vs. PD2 (p = 0.044).
No correlations were found among other neurodegenerative markers and the diagnosis,
disease duration and severity of motor impairment. These results suggest that tau protein
could serve as potential marker of presence or severity of the neurodegenerative process
and higher levels of clusterin indicate the presence of regenerative mechanism.

PD patients were divided into three subgroups — early disease onset (EDO), tremor-

dominant PD (TD-PD) and non-tremor dominant PD (NT-PD) according to a previously
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published classification. Neurodegenerative markers in the CSF were assessed in these
three groups of patients suffering from PD (EDO: 17, TD: 15, NT: 16 patients) and in a
control group (CG) of 19 patients suffering from non-degenerative neurological diseases and
18 patients with Alzheimer's dementia (AD).

In this prospective study, a higher CSF level of tau protein and index tau/beta were found in
NT-PD patients compared to other Parkinsonian subgroups. In AD patients, higher CSF
levels of tau protein and index tau protein/beta-amyloid,4, and lower CSF levels of beta-
amyloid44, compared to CG, to all PD and to EDO-PD and TD-PD patients were found. No
differences were found between CSF levels of tau protein and index tau protein/beta-
amyloid44, in AD patients compared to NT-PD patients, but lower CSF levels of beta-
amyloid4_4, with borderline statistical significance were found in AD patients compared to NT-
PD patients. These findings probably corroborate the opinion that tau protein is not a strictly
specific marker for AD, but that it may be regarded as a potential laboratory marker of the
presence and severity of neurodegeneration, and could be also used as an auxiliary

prognostic indicator.
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