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Laboratorni ukazatele neurodegenerace
v likvoru a mira motorického postizeni
u Parkinsonovy nemoci: korelacni 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 vyjadreny postup-
nou progresi nemoci. Tzv. Braakdv koncept déli toto postizeni do 6 stupnt 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-
tel v likvoru. Cilem predkladané studie bylo stanoveni koncentraci neurodegenerativnich
ukazatell v likvoru u pacientd s PN a u kontrolni skupiny jedinct, a dale zjistit, zda
v podskupiné pacientt s PN existuji korelace mezi témito hladinami a délkou trvani one-
mocnéni ¢i mirou motorického postizeni vyjadieného Hoehnovou-Yahrovou stupnici. Do
studie bylo zafazeno 32 pacientl s PN a 20 jedincC bez priznakl neurodegenerativniho
onemocnéni jako kontrolni skupina. U vsech jedinct byly stanoveny hladiny tau-proteinu,
beta-amyloidug; 45 a cystatinu C v likvoru a déle vypocitan index tau-protein/beta-amy-
loid(1_42). U pacientd s PN byly zjistény signifikantné vyssi hladiny tau-proteinu v likvoru
oproti kontrolni skupiné (p = 0,05). Déle byly u pacientt s PN do 2 let trvani nemodi zjistény
signifikantné vy3si hladiny tau-proteinu v likvoru (p = 0,03) a vy33i hodnoty indexu tau-pro-
tein/beta-amyloid;_4,) (p = 0,01) oproti pacientdm s délkou trvani nemoci nad 2 roky. Ne-
byla prokazana korelace hladin tau-proteinu v likvoru s tizi motorického postizeni vy-
jadfeného Hoehnovou-Yahrovou stupnici. Ostatni sledované hodnoty nevykdzaly Zadnou
korelaci s diagnézou, délkou trvani onemocnéni ¢i tizi motorického postizeni. Viysledky pro-
vedené studie svédci o prinosné roli stanoveni tau-proteinu v likvoru jako laboratorniho
ukazatele pritomnosti neurodegenerace u pacientl s PN, a to zvlasté u pacientl s délkou
trvani onemocnéni do 2 let od prvniho projevu klinickych priznaka.
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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,; 4, 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-amyloid_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 funkenf
defekt bilkoviny zvané alfa-synuklein, ¢imz
se PN fadi mezi synukleinopatie. V postize-
nych neuronech u PN nachazime Lewyho
téliska, coz jsou intraneurondlni inkluze
v cytoplazmé blizko jadra. Lewyho téliska
jsou slozena z rznych proteind, pro dia-
gnostiku je nejddlezitéjsi pritomnost ubi-
kvitinu, proteinu p62 a alfa-synukleinu. Vy-
sledky nedavno zverejnénych studif svédci
0 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 stupniti prokdzaného morfologického
postizeni centralni nervové soustavy v pra-
béhu progrese PN, pficem?z téchto 6 stupnid
koreluje s klinickym stavem, ktery je mozno
vyjadfit hodnotami Hoehnovy-Yahrovy
stupnice. Podle této koncepce jsou v pri-
béhu PN postihovany v podstaté viechny
struktury centralni nervové soustavy (CNS).

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

Je zndmo, Ze neurodegenerace souvisi
s pfitomnosti urcitych laboratornich uka-
zateld v likvoru. Lze predpokladat, Zze mira
motorického postizeni u PN hodnocena
pomoci Hoehnovy-Yahrovy stupnice by
mohla souviset s urcitou koncentraci neu-
rodegenerativnich ukazateld (tau-protein,
beta-amyloid,;_4,, cystatin C) v likvoru.

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

Tau-protein

Tau-protein se za normalnich podminek
podili na integrité bunécného cytoskeletu.
Pokud dojde k jeho nadmérné fosforylaci,
jak k tomu dochazi u fady neurodegene-
rativnich onemocnéni véetné PN, pak do-
chazi k poruse integrity buriky, ztraté jeji
fyziologické funkce, az k bunécné smrti.
Ocekavané hodnoty tau-proteinu v likvoru
u zdravych jedincd 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-sekretdzou a produktem je
SAPPa, u néhoz se predpoklada, ze ma
neuroprotektivni vyznam, a nebo beta-amy-
loid Stépicim enzymem (BACE), ¢ili beta-
-sekretdzou a v nasledném kroku gama-
-sekretdzou a produktem Stépent je beta-
-amyloid40 a beta-amyloid42. Ty tvofi po
agregaci jadro neuritickych plak. Nasle-
duje kaskada dalsich procesl, napf. oxi-
dativni stres, cytotoxické jevy a zanétliva
odpovéd a vysledkem je zanik neuronu
a rozvoj demence. Snizend hladina beta-
-amyloidu v likvoru je nalézéna u pacientd
s Alzheimerovou demenci [9,10] ¢i u pa-
cientd 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 dilezitou roli napf. v procesu
traveni potravy, aktivaci komplementu i
krevni koagulaci. Cystatin C se Ucastni pro-
cesu neuronalni degenerace a reparace
centrélniho nervového systému tak, ze
v mozku pravdépodobné inhibuje aktivitu
katepsinu L v astrocytech, ktery spolu
s katepsinem S patfi ke klicovym kompo-
nentdm regulace imunitniho potencidlu
astrocytl a mikroglie. Déle je cystatin C po-
dle soucasnych znalosti povazovan za
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amyloidogennf protein, ktery se vyskytuje
spole¢né s beta-amyloidem ve sténdch
arteriol u pacientd s Alzheimerovou de-
menci. Diky zvySeni koncentrace cysta-
tinu C v urcitych tkanich & systémovém
obéhu dochazi napt. k precipitaci amy-
loidu v cerebrélnich cévach, cerebralnim
hemoragiim a akcelerované ateroskleréze
[12,13].

Pacienti a metodika

Skupina vySetfovanych

Studie byla schvalena Ustavni etickou ko-
misi a v3ichni pacienti podepsali informo-
vany souhlas.

V ramci studie bylo vysetfeno 32 pa-
cientd trpicich PN bez pfiznakl demence,
9 Zen, 23 muzy, ve véku 29-77 let, pra-
mérny vék 59,9 + 11,96 let, primérny
vék na zacatku onemocnéni byl 55,2 +
+ 12,77 let, prdmérna doba trvani ne-
moci 4,4 + 3,6 let. 12 pacientl bylo léceno
L-dopou, primérna davka byla 492,3 +
+ 137,2 mg dennég, prdmeérna doba trvani
terapie L-dopou byla 3,92 + 3,4 let.

Jako kontrolni skupina bylo vysetfeno
20 pacienttl, 9 zen, 11 muzd, 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 pfihodé, 2 pacienti s ten-
zni cefaleou, 2 pacienti s diabetickou
neuropatii a 1 pacient po boreliové in-
fekci. Diagndza PN byla stanovena podle
kritérii United Kingdom Parkinson’s Di-
sease Society Brain Bank [14]. Kognitivni
deficit byl vyloucen psychologickym vy-
Setfenim, jehoZ soudasti byl Mini Mental
Status Examination (MMSE). U v3ech pa-
cientd byly vySetfeny hladiny tau-pro-
teinu, beta-amyloidu, 45 a cystatinu C
v likvoru.

Laboratorni vysetreni

a technika ndbéru likvoru

Likvor byl ziskavan cestou lumbalni punkce,
kterd byla provadéna za obvyklych steril-
nich kautel pfi poloze vysetfovaného vsedé,
vpich byl sméfovan do meziobratlového
prostoru L4/5. Pi punkci bylo odebirdno
celkem 10 ml likvoru do sterilni zkumavky.
Po odbéru byl likvor vysetfen 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
muzi 23 (71,9 %) 11 (55 %)
vék — prdmér + sméro-
datna 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 pri =80 °C a do 10 tydna od zamra-
Zeni byla v sérii u vSech 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 vSech ELISA metod
pri verifikaci Udaji vyrobce byly uspoko-
jivé (opakovatelnost i reprodukovatelnost
< 9 %). Soucasné byl u viech pacientt
proveden vypocet indexu tau-protein/beta-
-amyloid_4y Vv likvoru [11].

Rozdéleni souboru na podskupiny
Pro hodnoceni sledovanych parametrd byly
vysledky porovnany mezi skupinou pa-
cientd s PN a kontrolni skupinou. V pod-
skupiné pacientt s PN byly dale vysledky
sledovanych ukazatell porovnavany s mi-
rou motorického postizeni, vyjadfeného
hodnotami Hoehnovy-Yahrovy stupnice.
Ke zjisténi korelace sledovanych ukazatell
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 zpracovana pomoci software
Medcalc (Belgie). Ke zjisténi rozdilt mezi
skupinou pacientd s PN a kontrolnf sku-
pinou a dale v podskupinach pacientd
s PN byly pouzity pro kategoridlni znaky
x’ test, pro metrické parametry Studen-
tav t-test, resp. MannGv-WhitneyQv test.
K posouzeni zavislosti hodnot mérnych
parametrl a Hoehnovy-Yahrovy stupnice
byla pouZita neparametricka Spearma-
nova korela¢ni analyza. Hodnota p < 0,05
byla povazovéna za statisticky signifikantni.

Neparametrické testy pro analyzu dat by-
ly pouzity z dGvodu nenormalni distribu-
ce parametrd (pro testy normality byl po-
uzit test Shapiro-Wilk), resp. z divodu
pfitomnosti extrémnich hodnot v datech.

Vysledky

PFi porovnani demografickych dat obou
skupin bylo zjisténo, Ze skupiny maji ste-
jné zastoupeni obou pohlavi, avsak sku-
pina jedincl s PN je oproti kontroln{ 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 225 vs 197 ng/l; p = 0,05). Ostatni sle-
dované hodnoty se v obou skupindch vy-
znamné nelisily (tab. 2, graf 1).

U jedinct s PN s délkou trvani nemoci
do 2 let byly nalezeny vyznamné vys3si
koncentrace tau-proteinu v likvoru (me-
didny 263 vs 202 ng/l; p = 0,03) a vyssi
hodnota indexu tau-protein/beta-amy-
loid(1_4; (Mmedidny 0,44 vs 0,23; p = 0,04)
oproti pacientdim s délkou trvani nemoci
nad 2 roky (tab. 3, graf 2). Ostatni sledo-
vané hodnoty se podle doby trvani ne-
moci vyznamné neliily.

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

Diskuse

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

SD — smérodatna odchylka

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;_4,) (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

1200
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= 800 -
()]
£
£ 600
°
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> 400 *
8
200 L
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0 —
T T
Parkinsonova  kontrola
nemoc

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

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

SD — smérodatna odchylka

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;_4,) (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
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= 800
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S 400 7
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O —
T T
do 2 let nad 2 roky
trvani nemoci

nych studif o jeho spolupodilu na vzniku
onemocnéni, nekoreluje v3ak s dfive pro-
vedenou studif u jedinct s PN bez priznakd
demence [15]. Tento vysledek viak mUze
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-
cient s PN do 2 let od manifestace prv-

nich symptom0 nemoci. Tento fakt nds
vedl k hypotéze, Ze k neurodegeneraci
pravdépodobné dochazi v nejvétsi mire
(resp. Ze neurodegenerativni proces je
nejvice intenzivni) v pocatecnim stadiu,
tj. tehdy, kdyZ tize patologickych zmén
v mozku ,,prolomi” hranici klinické mani-
festace. Drive provedené studie prokazaly
vy3$3i hladinu tau-proteinu u jedinct s PN

Graf 2. Porovnani hladin tau-pro-
teinu v likvoru u pacientt 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 zarazenych jedinc s PN nasledné kli-
nicky sledovat jejich kognitivni deficit a zvy-
Seni hladiny tau-proteinu v likvoru jako
potencidlni ukazatel pozdéjsiho rozvoje
demence [18].

Limitaci studie v3ak zUstava, Ze u jedincl
zartazenych do kontrolni skupiny mohl
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Tab. 4. Vyjadreni vztahu zdvaznosti motorického postizeni u pacientd 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,; 4,

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 laboratorni ukazatel pritomnosti neu-
rodegenerace u pacientt s PN. Za cennou
povazujeme skutecnost, Zze jsme proka-
zali jeho zvySeni pfedevsim u osob, u kte-
rych trvd nemoc 2 roky a méné od prvniho
projevu klinickych pfiznakd. Stanoveni
beta-amyloidu;_4; ani cystatinu C se u na-
Seho souboru pacientt s PN neosvédcilo.
Stejné tak se ndm nepodafilo prokazat
ani vyznamnou souvislost mezi uvede-
nymi ukazateli a stupném motorického
poskozeni.

V soucasnosti asi nedokdzeme jedno-
znacné fici, zda BraakQv staging progrese
Parkinsonovy nemoci do detailu odpovida
skutec¢nosti, a to jednoduse proto, Ze po-
¢atecni stupné stagingu (tj. IHIl) budou
moci byt jen velmi obtiZné klinicko-pato-
logicky korelovany u vice pfipadd, pokud
vlbec. Vysledky nasi studie zatim ne-
svédci ve prospéch hypotézy, Ze hladina
neurodegenerativnich marker( v likvoru
pacientd s PN koreluje s tiZi jejich moto-
rického postizeni, hodnoceného pomoci
Hoehnovy-Yahrovy stupnice.
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