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Cilem ¢lanku je seznamit neurology, psychiatry, geriatry a dalsi specialisty s moznostmi a praktickymi zkusenostmi s laboratornim sta-
novenim tau proteinu, fosfo-tau proteinu a beta-amyloidu v mozkomisnim moku piredevsim u Alzheimerovy nemoci.

Je podéna stru¢na souhrnna informace o podstaté biomarkert tzv. likvorového tripletu a déle je podrobnéji vysvétlen princip a metodika
vysetieni likvoru, véetné zhodnoceni vlastni skupiny pacienti a jsou zdlraznény pozadavky na spravnou techniku odbéru vzorku.

Pfi sou¢asném vyhodnoceni tripletu u Alzheimerovy nemoci se zvysi senzitivita na 85-94 % a specificita na 83-100 %. Proto velky pro-
fit vysetieni AD biomarkert je mozno ocekavat pro pacienty s minimalnim kognitivnim deficitem, ktefi jsou ve vyssim riziku rozvoje
Alzheimerovy nemoci.
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Practical experience with laboratory diagnosis of Alzheimer's disease using tau protein,
phospho-tau protein, and beta amyloid in cerebrospinal fluid

The aim of the paper is to acquaint neurologists, psychiatrists, geriatricians, and other specialists with the options of and practical expe-
rience with the laboratory assessment of tau protein, phospho-tau protein, and beta-amyloid in the cerebrospinal fluid in Alzheimer's
disease in particular.

The rationale for the use of the three cerebrospinal fluid biomarkers is briefly summarized, the principle and the methodology of the
cerebrospinal fluid test are explained in detail, including an evaluation of an own group of patients, and requirements for a proper
sample collection technique are emphasized.

When evaluating the three cerebrospinal fluid AD biomarkers in Alzheimer's disease, the sensitivity and specificity increase to 85-94 %
and 83-100 %, respectively. Thus, patients with minimal cognitive deficit who are at a higher risk of developing Alzheimer's disease can
be expected to benefit greatly from an evaluation of AD biomarkers.
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Seznam zkratek
AD - z anglického Alzheimer's Disease — tj.
Alzheimerova nemoc.

Uvod

Mozkomisni mok jako tekutina v tésném
kontaktu s centradlnim nervovym systémem od-
razf metabolické zmény mozku. Zjisténf bioche-
mické podstaty typickych histopatologickych
znakd Alzheimerovy nemoci (Koukolik a Jirdk,
2004) logicky vyustilo v detekci prislusnych bil-
kovin v mozkomisnim moku u pacient(.

Patogeneze Alzheimerovy nemoci
(Koukolik a Jirak 2004)
1. Neuritické plaky (obrazek 1) — amyloidova
kaskada
Za fyziologickych podminek je amy-
loidovy prekurzorovy protein (APP) Stépen
a-sekretdzou. Produktem je protein oznacovany

jako sAPPaq, ktery je solubilni a m& neuropro-
tektivni charakter.

Za patologickych podminek je amyloido-
vy prekurzorovy protein stépen (3-sekretdzou
(B-amyloid stépicim enzymem) a v nasleduji-
cim kroku y-sekretdzou. Produktem stépeni je

Obrdzek 1. Alzheimerovska plaka (obrazek poskytl
MUDr. Frantisek Koukolik, DrSc., primaf patologic-
kého oddéleni Fakultni Thomayerovy nemocnice
v Praze)
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B-amyloid, a B-amyloid,, (AB42), ktery pfestava
byt solubilnfa po agregaci tvofijadro neuritickych
plak. Nasleduje kaskada dalsich procesd, napf. oxi-
dativn(stres, excitotoxické jevy a zanétlivd odpo-
ved. Vysledkem je zanik neuron( a demence.

2. Neurofibrildrni klubka (obrazek 2)

Obrdzek 2. Neurofibrilarni klubka (obrazek poskytl
MUDr. Frantisek Koukolik, DrSc., primaf patologic-
kého oddéleni Fakultni Thomayerovy nemocnice
v Praze)



Za fyziologickych podminek tau protein
spojuje mikrotubuly v axonech. Podporuje po-
lymeraci a podili se na uspofadant a stabilité
mikrotubuld. Tau proteiny maji téz dllezitou
funkci v axonélInim transportu.
Za patologickych podminek je tau protein
nadmérné fosforylovan prostrednictvim kindzy
3-glykogensyntézy, tau-protein agreguje (ztrata
stability, poruseni transportu v axonu, rozpad
cytoskeletu) a vytvari neurofibrildrni klubka.
Vysledkem je zanik neuront a demence.
V mozkomisnim moku mdzeme ve vztahu
k Alzheimerové nemoci prokazovat nasledujici bio-
markery — oznacované té7 jako likvorovy triplet:
1. fosfo-tau protein (P-tau) podilejici se na vzni-
ku neurofibrildrnich klubek
2. B-amyloid (AR42) podilejici se na vzniku
neuritickych plak

3. celkovy tau protein (H-tau) podilejici se na
vystavbeé cytoskeletu, tj. jedna se o specificky
destrukeni marker, neni viak specificky pouze
pro Alzheimerovu nemoc.

The National Institute of Neurologic, Com-
municative Disorders and Stroke — Alzheimer’s
Disease and Related Disorders Association
(NINCDS-ADRDA) doporucil pfi podezfeni na AD
celkové vysetieni mozkomisniho moku k vylouce-
ni jiného onemocnéni, napt. demence zplsobené
zanétlivou chorobou, vaskulitidou nebo demye-

forylace tau proteinu (Vandermeeren et al., 1993;
Mottem et al., 1995; Hu et al., 2002).

Podle posledni revize NINCDS-ADRDA kritérif
z roku 2007 proto doslo k zafazenf specifickych
AD-biomarker mezi podpUrna diagnosticka
kritéria pro Alzheimerovu nemoc: nizka kon-
centrace beta-amyloidu, zvysena koncentrace
celkového tau proteinu nebo zvysend koncen-
trace fosfo-tau proteinu, nebo kombinace vsech
tff markert (Dubois et al., 2007).

Na zakladé metaanalytického zhodnocent
vétsiny studif (11 studif s 800 pacienty a 370 kon-
trolami), P-tau protein mél senzitivitu 80% a spe-
cificitu 92% (Blennow et al., 2003). Pfi soucas-
ném vyhodnoceni koncentraci AR42 proteinu,
P-tau a H-tau proteinu u Alzheimerovy nemoci
vzhledem ke kontroldm, se zvysila senzitivita
na 85-94% a specificita na 83-100% (Dubois
etal, 2007).

Vlastni praktické
zkusenosti a vysledky

Pouzité normy vysetfovanych protein{ jsou
uvedeny v tabulce 1.V literatufe nenf pIna sho-
da v obecné platnych normach pro jednotliva
vysetren(. Vysledky v réiznych pracich se lisf. Pro
nas soubor jsem pouzila norem doporucova-
nych vyrobcem, zahrani¢nimi autory i nékterymi
Ceskymi autory (Sjogren et al,, 2001; Glosova et
al,, 2004). Lze té7 vyuZit normy upravené pro

21F12,3D6 firmy INNOGENETICS (ELISA). Dllezita
je jiz preanalytickd faze, kterd mdze vyraznym
zpUsobem ovlivnit vysledek vysetieni. Je defi-
novana jako postupy a operace od pozadovani
analyzy po zahéjeni analyzovani vzorku, tj. skla-
da se z pfipravy nemocného na odbér, odbéru
biologického materidlu, jeho uchovani a trans-
portu do laboratofe (Zima et al,, 2002). Do této
faze se zahrnuje také co nejpresnéjsi vyplnéni
zadanky s vypsanim epikrizy. Cim vice informaci
na zaddance bude napséano, tim presnéji mdzeme
vyhodnotit nase laboratorni vysledky a napo-
moci klinickym |ékaftim ke zodpovézenf jejich
klinické otdzky (pokud ji uvedou do své epikrizy).
Preanalyticka faze zahrnuje netraumaticky odbér
2 ml mozkomisniho moku do polypropylenové
zkumavky. AB42 nent solubilnf (viz vyse) a pokud
nenfodebran do spravné zkumavky, dojde k je-
ho vychytani na stény a k falesné pozitivnimu
vysledku. Dale nasleduje co nejrychlejsf trans-
port likvoru do pfislusné laboratofe (do dvou
dnl od odbéru moku, likvor pfi transportu vzdy
chladit). Bohuzel tato faze byvé velmi podcerio-
vana. Pokud to neni mozné, likvor by mél byt
zamrazen a v tomto stavu nasledné dopraven
do laboratore.

Vlastni zkudenosti vychazi z rutinniho zave-
deni vysetifovani AD-biomarker( do laboratorni

Tabulka 1. Normy vysetfovanych proteinl (Sjog-
ren, et al., 2001; Glosova, et al., 2004)

linizacl (Mc Khann et al., 1984). Ceskou republiku (Hort et al,, 2007). H-tau 21-50 let <300pg/ml
Od publikovani tohoto doporuceni pro- Uzitd metodika laboratorniho stanovent: ;:;2 llztt z;‘ggzg%z
béh\a fada vyzkumd oh\gdné specifickych AD— INNOTEST hTau Ag protilatky AT120, HT7 aBT2, - <60pg/mi
biomarker(, které odrazejf hlavni patogeneticky ~ INNOTEST PHOSTHO-Tau |, , Ag protilatky HT7,
proces od agregace beta-amyloidu a hyperfos-  AT270bio a INNOTEST B-AMYLOID _,, protilatky =l >500pg/ml
Tabulka 2. Prehled vysledk( v zavislosti na uvedené diagnéze
I’:iiuAEsz TTI—:;;UJ TI'A_E;; Tf:g:; I AB TP-tau TH-tau Norm. nalez
Alzheimerova nemoc 9 7 1 1 4 1 0 6
Neurcena demence 0 2 0 0 1 0 0 1
Neurodegenerativni onemocnéni 0 0 0 0 1 2 0 4
Vaskularni demence 1 0 0 0 0 0 0 0
Obtizna chize 0 0 0 0 0 0 0 1
Mozkova mrtvice 0 0 0 0 0 1 0
progreduiicidemence ’ ’ ’ ’ ’ ’ 0 1
Dusevni porucha 0 0 0 0 0 0 0 1
Jina porucha nervové soustavy 0 0 0 0 0 1 0 0
Virova neuroinfekce 1 T 0 0 0 1 0 7
Nadorova infiltrace mening 0 0 1 0 0 0 2 3
Bakterialni neuroinfekce 0 0 0 0 1 0 1 1
Roztrousena skleroza 0 0 0 0 1 0 0 7
Pravdépodobna sporadicka forma 0 1 0 0 0 0 0 0

Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci
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praxe v CentrdInich laboratofich Nemocnice
Ceské Budgjovice a.s.

Celkové bylo vysetieno 74 vzorkd (tabulka 2)
s pozadovanym vysetfenim H-tau proteinu, P-tau
proteinu a AR42. Z toho 29 vzorkd mélo na z3-
dance uvedenou diagndzu Alzheimerovy nemo-
ci nebo podezreni na ni. Devét pacientd mélo
pozitivni vysledky vsech 3 test(, devét pacientd
mélo pozitivni 2 markery (z toho sedm zvysenou
koncentraci H-tau proteinu a P-tau proteinu,
jeden zvysenou koncentraci P-tau proteinu
a shizenou koncentraci AB42 a jeden zvysenou
koncentraci H-tau proteinu a snizenou koncen-
traci AB42). Pét pacientl mélo pozitivni jeden
specificky marker, z toho Ctyfi snizeny AB42
a jeden zvyseny P-tau protein. Sest pacient(
mélo nélez v normé.

Sdiagnézou neurcend demence byli vysetfe-
ni Ctyfi pacienti. Z toho dva pacienti méli zvyse-
nou koncentraci H-tau proteinu a P-tau proteinu,
jeden snizenou koncentraci AB42. Jeden pacient
mél normalni nélez.

S podezienim na neurodegenerativni one-
mocnéni bylo vysetfeno sedm pacientd, jeden
pacient mél snizenou koncentraci AB42, dva pa-
cienti méli zvysenou koncentraci P-tau proteinu
a Ctyfi pacienti méli normalni nalez.

Sdiagnézou vaskuldrni demence byl vyset-
fen jeden pacient, ktery mél pozitivni hodnoty
vsech 3 markerd.

Sdiagndzou obtiznd chiize, nezafazend
jinde, byl vysetfen jeden pacient s negativnim
nélezem.

S diagnézou mozkovd mrtvice neurcend
jako krvdceni nebo infarkt byl vysetfen jeden
pacient, ktery mél zvysenou koncentraci pouze
H-tau proteinu.

Sdiagndzou porucha mozku, pozn. progre-
dujici demence, vnitini a zevni hydrocefalus by!
vysetien jeden pacient s normalnim nélezem.

S diagndzou dusevni poruchy, jinak neur-
cené byl vysetfen jeden pacient s negativnim
nalezem.

Sdiagndzou jiné poruchy nervové soustavy
nezarazené jinam byl vysetren jeden pacient
se zvysenou koncentraci P-tau proteinu.

Sdiagndzou virovd neuroinfekce bylo vyset-
feno 10 pacientd, jeden pacient mél pozitivni
vsechny 3 markery, jeden pacient mél pozitiv-
ni 2 markery, a to zvy$enou koncentraci H-tau
proteinu a zvysenou koncentraci P-tau proteinu
a jeden pacient mél zvysenou koncentraci pou-
ze P-tau proteinu. Dalsich sedm pacientd mélo
normalni nalez.

Sdiagndézou nddorovd infiltrace mening
bylo vysetfeno Sest pacientd, jeden pacient mél

zvysenou koncentraci H-tau proteinu a snizenou
koncentraci AB42, dva pacienti méli zvysenou kon-
centraci H-tau proteinu a tfi méli ndlez v normé.

Sdiagnézou bakteridlni neuroinfekce byli vy-
Setfeni 3 pacienti, jeden pacient mél snizenou kon-
centraci AB42, jeden zvysenou koncentraci H-tau
proteinu a jeden pacient mel normalni nélez.

S diagndzou roztrousené sklerézy bylo vy-
Setfeno 8 pacientd, jeden pacient mél snizenou
koncentraci AB42, ostatnich 7 mélo normalnf
nélez.

Jeden pacient byl vysetfen s diagnézou prav-
dépodobnd sporadickd forma Creutzfeldtovy-
Jakobovy nemoci, kde prvni mok mél normal-
ni ndlez viech 3 biomarkerd. V dalsim vzorku
likvoru odebraném s tritydennim odstupem
byla velmi zvysend koncentrace P-tau proteinu
a i velmi zvysend koncentrace AB42.

Diskuze

Podle posledni revize NINCDS-ADRDA kritérif
z roku 2007 doslo k zafazeni specifickych AD-
biomarkert mezi podprna diagnosticka kritéria
pro Alzheimerovu nemoc v tomto znénf: nizka
koncentrace beta-amyloidu, zvy3end koncent-
race H-tau proteinu nebo zvysena koncentrace
fosfo-tau proteinu, nebo kombinace vsech tif
markerC (Dubois et al., 2007).

Z vysetiované skupiny, ze 41 pacientd s uve-
denou diagndzou Alzheimerovy nemoci, neur-
cené demence, neurodegenerativnim onemoc-
nénim, vaskuldrni demenci a jinou poruchou
nervové soustavy presveédcivé splriuje 3 nebo
2 parametry NINCDS-ADRDA kritérii 21 pacien-
td. U 6 pacientd je pouze snizena koncentrace
AB42.7de je tfeba vzit v ivahu nemoc s Lewyho
télisky, frontotemtoraini demenci ¢i vaskularnf
demenci (Blennow et al,, 2003). Tento nedostatek
specificity neni plné vysvétleny, ale mlze souvi-
set s nedostatkem histopatologického overeni
nebo pfitomnosti komorbid Alzheimerovy ne-
moci (Dubois et al,, 2007). Dale u 4 pacientd byla
nalezena zvysena koncentrace P-tau proteinu,
konkrétne P-tau 181, ktery je vysoce specificky
pro Alzheimerovu nemoc (Wiltfang et al., 2005).
Zajimavé je, Zze u diagndzy vaskularni demence
byly pozitivni vsechny tfi biomarkery, ackoli pfi
této diagndze by méla byt hladina pfedevsim
P-tau proteinu a AB42 bez nalezu (Paraskevas
et al, 2009; De Jong et al.,, 2007).

U jednoho pacienta s diagnézou mozkovd
mrtvice, dvou pacient( s nddorovou infiltraci
mening a jednoho pacienta s bakteridlIni neu-
roinfekci byla izolované zvysena koncentra-
ce H-tau proteinu. H-tau protein byva mirné
zvysen u demence s Lewyho télisky a fronto-
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temporalni lobdrni degenerace. Velmi zvysen
byva tau-protein u Creutzfeldovy-Jacobovy
choroby (Blennow et al.,, 2003; Andreasen et
al,, 2005) i urazu hlavy ¢i pfi iktu. Celkovy tau
protein v CSF tak pravdépodobné odrazi miru
neurondlniho poskozeni a degenerace obecné
(Bartos a Ripova, 2007).

Samostatnou kapitolu tvoff vysetfenf 10
vzorkd mozkomisniho moku s diagndézou viro-
vd neuroinfekce, kde doslo k zachytu vyrazné
pozitivity vsech tfi marker( u jednoho pacienta,
u druhého pacienta byly pozitivni 2 markery
(zvysené koncentrace H-tau proteinu a P-tau
proteinu), u tfetiho pacienta byla zjisténa pouze
zvysend koncentrace P-tau proteinu. U ostatnich
sedmi pacientd byly koncentrace sledovanych
parametrd v CSF na normalni drovni.

V NINCDS-ADRDA postupech je pfi podezre-
nina AD zcela spravné doporu¢ovano komplex-
ni vysetfeni mozkomisniho moku k vyloucent
jiného onemocnéni, napt. demence zplsobené
zanétlivou chorobou, vaskulitidou nebo demye-
linizaci. Vzdyt popsané nalezy (jeden pacient
s diagndzou nadorova infiltrace mening a tfi
pacienti s diagndzou virova neuroinfekce) uka-
zUji na moznost soubéhu vice onemocnént.

U jednoho pacienta s roztrousenou sklerézou
a dalsiho s bakteridlni neuroinfekci bylo nalezena
pouze snizena koncentrace AB42. U téchto dvou
pacientl doslo k chybé jiz v preanalytické fazi.
Mozkomisni moky nebyly odebrany do polypro-
pylenové zkumavky. Uvedend snizenf koncentract
mUzeme v téchto pripadech pfi¢ist na vrub Spat-
nych odbérd materidlu (viz vyse).

U posledniho popisovaného vzorku byla
stanovena diagndza pravdépodobné spora-
dické formy Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci.
Biomarkery byly vysetieny dvakrat, poprvé do-
sahovaly norméalnf urovné, pfi druhém vysetieni
byl pozorovan narlst koncentraci celkového
tau proteinu, ale predevsim fosfo-tau proteinu
a zvyseni beta-amyloidu v mozkom{$nim moku.
Hladiny H-tau proteinu v mozkomisnim moku
byly zvyseny, ale nedosahovaly ocekavanych
vysokych hladin (Blennow et al,, 2003; Andreasen
etal, 2005). Dale byla prekvapivé velmizvysena
koncentrace P-tau proteinu. U pacientky nebyly
pitvou nalezeny jednoznacné zmény kompati-
bilni's diagndézou prionového onemocnénti. Byla
pouze zjisténa nejasna taupatie fronto-tempo-
ralniho typu (WHO, Edinburgh).

Vyznam laboratorni diagnostiky
Alzheimerovy demence

Vysetieni AD biomarkert patif do oblasti
specialni likvorologie. V rdmci pfipadné sirsi di-



ferencialni diagnostiky je velmi pifinosné moz-
komisni mok pred vysetfenim AD biomarkerd
podrobit i zakladnimu vysetfeni (1. urcenf per-
meability hematolikvorové bariéry predevsim
vypoctem albuminového kvocientu, 2. stanovent
koncentraci glukoézy a laktatu v likvoru a v krvi
a vypocteni koeficientu energetické bilance,
3. stanoveni bunécnosti a zhodnoceni cytolo-
gického obrazu likvoru) a rozsitenému zéklad-
nimu vysetreni (vysetfeniimunoglobulin( s vy-
poctem intratekdIni syntézy imunoglobuling,
vysetfeni zanétlivych a destrukenich parametrd,
vysetfeni komplementu) k odhalenf jinych pficin
demence (viz neuroinfekce, malignf infiltrace
mening atd.) (Kelbich et al, 2007). Samoziejmé
je pouze na klinickém lékafi, zda se pro tato vy-
Setfeni rozhodne.

Pfipadné zavedeni vysetfovani celkového
tau proteinu, fosfo-tau proteinu a beta amyloidu
v mozkom{snim moku do béZné laboratornf
praxe jisté pfinese ndlez neocekdvanych zachytd
pozitivit (viz soubéh vice onemocnéni) jak u se-
niorQ, tak i u pacient( stfedniho véku.

Velky profit vysetreni AD biomarkeri je
mozZno olekdvat pro pacienty s minimdlnim
kognitivnim deficitem, ktery je definovdn jako
pfechodnd fdze mezi kognitivnimi zménami
normdlniho stdrnuti a casnou demenci. Osoby
s minimdlInim kognitivnim deficitem jsou ve vys-
$im riziku rozvoje Alzheimerovy nemoci.

Neékolik nedavnych studif se konkrétné za-
byvalo hodnotami biomarkert v mozkomisnim
moku pfiidentifikaci minimalniho kognitivniho
deficitu. Kombinace abnormalnich marker (niz-
k& koncentrace AP42, vysoka koncentrace cel-
kového tau proteinu, vysoka koncentrace P-tau
proteinu 181) zvysuje riziko vzniku Alzheimerovy
nemoci na 17-20ti nasobek v nasledujicich 4-6
letech (Hansson et al., 2006). Senzitivita a spe-
cificita v této studii byla vice nez 90% a 85 %,
respektive byla ve shodé s podobnou, mno-
hem kratsi studif (1 rok), kterd po nf nasledovala
(Parnneti et al., 2006).

Tato vysokd diagnostickd uZitecnost vysetfenf
biomarkerd v mozkomisnim moku u minimalni-
ho kognitivniho deficitu je ddvodem k zafazenf
popsanych vysetfeni mozkomisniho moku mezi
diagnosticka kritéria (Dubois et al,, 2007).

Ackoli se nase pracoviste zabyva kompletni
likvorovou diagnostikou, véetné specidlnf (stano-
veni IEF IgG, FLC, IgA a IgM, paraneoplastickych
protildtek, cytokinG atd.), t.¢. nema vysetfovani
predmétnych parametrll ve svém repertoaru,
a to predevsim proto, ze v Ceské republice neni
vysetfeni H-tau proteinu, P-tau proteinu a AR42
zafazeno v seznamu zdravotnich vykond hraze-
nych zdravotnimi pojistovnami.

Zaveér

Syndrom demence pfedstavuje zavaznou
pandemii prelomu tisicileti s kombinaci zdravot-
nich, socidlnich a ekonomickych aspektd.

Cilem ¢lanku bylo Sirsi klinické vefejnosti
poskytnout ve stru¢nosti jednak obecné, ale
i praktické informace a vlastni zkusenosti s labo-
ratornim stanovenim u nas doposud ne plné do-
cenénych biomarkerd Alzheimerovy nemoci.

Vysetfeni tzv. likvorového tripletu ndm mize
vyznamné pomoci vlozit dalsi dilezity stifpek
do slozité diagnostiky Alzheimerovy nemoci
a tim i zahdjit ¢asnou Iécbu jesté pred plnou
manifestaci klinickych priznakd.
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