PUVODNI PRACE

Likvorovy triplet (tau proteiny a beta-amyloid)
v diagnostice Alzheimerovy-Fischerovy nemoci

Cerebrospinal Fluid Triplet in the Diagnosis of Alzheimer-Fischer disease

Souhrn

Uvod: Klinické podezieni na nemoc s demenci poprvé popsanou Alzheimerem a Fischerem Ize
podpofit zménami koncentraci tfi bilkovin v mozkomidnim moku: zvy3eni celkového a fosfo-
rylovaného tau proteinu a snizeni beta-amyloidu (tzv. likvorovy triplet). Cilem prace bylo urcit
jejich normalini koncentrace a porovnat je s hladinami u pacientl s Alzheimerovou-Fischero-
vou nemoci a dalsimi demencemi. Soubor a metodika: U 65 neurologickych pacientd bez kog-
nitivniho deficitu (kontroly) [Mini-Mental State Examination, median a interkvartilové rozmezi:
29(28-29) bodU] a 34 pacientt s Alzheimerovou-Fischerovou nemoci podle NINCDS-ADRDA kritérif
[Mini-Mental State Examination 21 (18-23) bod0] jsme v laboratofi AD Centra zmé¥ili metodou
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay koncentrace likvorového tripletu. Hrani¢ni hodnoty jsme
urcili podle metody zalozené na kivkach receiver operating characteristic k dosazeni maximalni
senzitivity a soucasné specificity. Vysledky: Pacienti s Alzheimerovou-Fischerovou nemoci se od kon-
trolnich osob vyznamné lisili v mozkomidnich koncentracich téchto analytt [median (interkvartilové
rozmezi) pg/ml] téchto analytd: celkovy tau [Alzheimerova-Fischerova nemoc: 575 (273-1 168)] vs
[kontroly: 209 (158-276)), fosforylovany tau [Alzheimerova-Fischerova nemoc: 65 (42-90)] vs [kon-
troly: 33 (26-40)] a beta-amyloidu [Alzheimerova-Fischerova nemoc: 560 (370-815)] vs [kontroly:
748 (580-885)]. Hrani¢ni koncentrace stanovené podle receiver operating characteristic analyz byly
asociovany s témito senzitivitami/specificitami: celkovy tau 334 pg/ml (72 %/85 %), fosforylovany
tau 57 pg/ml (62 %/95 %) a beta-amyloid 448 pg/ml (38 %/92 %). S vyjimkou poméru beta-
-amyloid/celkovy tau nebyly poméry analytt ¢i normalizace na celkovou bilkovinu v likvoru lepsi nez
samotné koncentrace v rozliseni obou skupin. Zavér: Nejvétsi diagnostickou vytéznost mél celkovy
tau a pomér beta-amyloid/celkovy tau. Vysledky likvorového tripletu mohou podpotfit diagnézu
Alzheimerovy-Fischerovy nemodi, i kdyz i tato pomocna metoda ma rliznd omezeni.

Abstract

Introduction: Clinical suspicion of a disease with dementia first described by Alzheimer and Fischer
can be supported by changes in concentrations of three proteins in the cerebrospinal fluid: an
increase in total tau and phosphorylated tau proteins and a decrease in beta-amyloid (so-called
cerebrospinal fluid triplet). The aim of this research was to determine normal concentrations and
compare them with levels in patients with Alzheimer-Fischer disease and other dementias. Patients
and methods: We measured concentrations of cerebrospinal fluid triplet in the laboratory of the AD
Center using Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay in 65 neurological patients without cognitive
deficit (controls) [Mini-Mental State Examination, median and interquartile range: 29 (28-29) points]
and 34 patients with Alzheimer-Fischer disease according to NINCDS-ADRDA criteria [Mini-Mental
State Examination 21 (18-23) points]. Cut-off concentrations were determined using an analy-
sis of receiver operating characteristic curves to achieve maximum sensitivity as well as specificity.
Results: Patients with Alzheimer-Fischer disease significantly differed from control subjects in the
cerebrospinal fluid concentrations of these analytes [median (interquartile range) pg/ml] of these
analytes: total tau [Alzheimer-Fischer disease: 575 (273-1168)] vs [NC: 209 (158-276)], phospho-
rylated tau [Alzheimer-Fischer disease: 65 (42-90)] vs [NC: 33 (26-40)] and beta-amyloid [Alzhei-
mer-Fischer disease: 560 (370-815)] vs [NC: 748 (580-885)]. Cut-off concentrations established by
the receiver operating characteristic analyses were associated with these sensitivities/specificities of
total tau 334 pg/ml (72 %/85 %), p181-tau 57 pg/ml (62%/95 %) and beta-amyloid 448 pg/m
(38 %/92 %). Ratios of the analytes, with the exception of beta-amyloid/total tau, or normalization
of all three analytes relative to the total protein in the CSF were not better than the concentrations
alone in the differentiation of both groups. Conclusion: Total tau and the ratio of beta-amyloid/total
tau showed the greatest diagnostic value. Results of cerebrospinal fluid triplet testing can support
a diagnosis of Alzheimer-Fischer disease but limitations of this investigation have to be considered.
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LIKVOROVY TRIPLET V DIAGNOSTICE ALZHEIMEROVY-FISCHEROVY NEMOCI

Uvod

O prvni klinické popisy a histopatologické
nalezy Alzheimerovy nemoci se vyznamné
zaslouzil Cesky psychiatr a neuropatolog
Oskar Fischer [1,2]. Proto jsme se v tomto
¢lanku rozhodli rozsifit obvykly nazev
onemocnéni na Alzheimerovu-Fischerovu
nemoc (AFN). Spravné a casné rozpo-
znani AFN je nékdy svizelné, protoze kli-
nické pfiznaky mohou byt minimalni nebo
byt soucasti jiného neurodegenerativniho
onemocnéni mozku [3-5].

V klinické praxi se opirame predevsim
o celkovou vykonnost a profil kognitivnich
funkci, které mizeme zjistovat kratkymi
testy pro lékare nebo komplexnimi neuro-
psychologickymi bateriemi [3,6—10].
K potvrzeni syndromu demence se vy-
Zaduje nejen kognitivni deficit, ale také
zhorseni béznych, pracovnich a spolecen-
skych ¢innosti [11]. V ¢eském prostred je
mUZzeme kromé rozhovoru zjistovat struk-
turovanymi dotazniky specidlné vyvinu-
tymi pro tyto Ucely [12-15].

Klinickou diagnézu AFN lze upfesnit
pomocnymi metodami. Pomoci CT nebo
lépe MR mozku chceme nejen vyloucit
strukturdlni podklad demenci (nddor, nor-
motenzni hydrocefalus, subduraini hema-
tom, vaskularni léze apod.), ale snazime
se také o pozitivni podporu diagndzy pra-
kazem mediotempordlinf atrofie [5,16,17].
Z funkeéniho zobrazeni mozku se v CR po-
uziva prakticky pouze SPECT mozku, po-
moci néhoz Ize detekovat mediotempo-
ralni hypoperfuzi [18,19]. Skoro vibec se
nepouzivd PET mozku (Udaj z hlasovani
béhem tfi pfednasek na kurzu Kognitivni
poruchy a demence v r. 2009, o projektu
Dny paméti v r. 2010 a na Ceském a slo-
venském neurologickém sjezdu v r. 2011).

Diagnézu AFN podporuji také nélezy
typickych biochemickych ukazateld v li-
kvoru. Vychazeji z peptidd a bilkovin pa-
tologicky uklddanych do agregatt, které
Ize pozorovat pfi histologickych vysetre-
nich mozkd od pacientl s AFN. Mezi né
patii celkovy tau protein (t-tau), fosfory-
lovany tau protein a peptid beta-amyloid
o délce 42 aminokyselin (beta-amyloid)
[20-23]. Pfestoze se bézné pouziva vyraz
hyperfosforylovany tau protein, domni-
vame se, Ze se jedna o zavadéjici nazev.
Obé formy tau proteinu (celkovy i tzv. fos-
forylovany) obsahuji fosforylace. Rozdil je
v tom, Ze tzv. fosforylovany tau protein ji
ma na specifické pozici, napt. 199 (fosfo-
rylovany serin), 181 (threonin) nebo 231

(threonin). ProtoZe pouzivdme ELISA sou-
pravu detekujici tau protein fosforylovany
na 181. aminokyseliné (threoninu), bu-
deme dale pouZivat jednoznacnou zkratku
p181-tau. Pro celou trojici bilkovin navr-
hujeme stru¢né oznaceni biochemicky ci
likvorovy triplet, coZz bézné pouzivame
v nasem AD Centru (Centrum pro vy-
zkum, diagnostiku a lé¢bu Alzheimerovy
demence), tfebaZe takovy termin ve svéto-
vém pisemnictvi nikde nenajdeme.

Kromé tripletu se hledaji nové ukaza-
tele AFN, protoZe vzhledem k heteroge-
nité onemocnéni zifejmé idedlni jediny
biochemicky ukazatel neexistuje [24].
Napfiklad jsme v tomto sméru studovali
kalciovou homeostazu v krevnich des-
tickach [25]. Nyni se zabyvédme detekci
komplext beta-amyloidu s multifunk¢-
nim mitochondridlnim enzymem 17-beta-
-hydroxysteroiddehydrogendzou v moz-
komisnim moku nebo vlivem magnetic-
kych nanocastic na fluorescenci likvoru
barveného thioflavinem [26,27].

V nasi zemi se vyuziva likvorového tri-
pletu v diagnostice demenci relativné
vzacné [19,28]. Davodem je predevsim
chybéni finan¢niho kryti tohoto vykonu
pojistovnami a pomérné slozity proces od
pacienta k vysledku (souhlas s lumbalni
punkci, samotny vykon, archivace zmra-
zeného vzorku, pfedani do pfislusné labo-
ratore, shromazdovani vétsiho mnozstvi
vzorkU, spravné biochemické stanoven).

Cilem sdéleni je obohaceni poznatk
o vlastni praktické zkuSenosti v nasem
AD Centru (http://www.pcp.If3.cuni.cz/
adcentrum) na zékladé vyuzivani likvo-
rového tripletu v diagnostice demenci po
delsi dobu. Soustredili jsme se na urceni
hranic normélnich koncentraci nasi labo-
ratofe. Zjistovali jsme rdzné ukazatele je-
jich diagnostické uZitecnosti. Vedle hlav-
niho tématu, a to rozdilu mezi pacienty
s AFN a kontrolnimi osobami, nas za-
jimala ojedinéld pozorovani i u dalSich
forem demendi.

Pacienti a metodika

Dva neurologové (AB a LC) roztfidili for-
mou konsenzualni diskuze 123 pacientt
s vySetfenym likvorovym tripletem do né-
kolika skupin na zékladé veskerych do-
stupnych klinickych Gdajd a zarover bez
znalosti likvorového tripletu. V3echny
vhodné kandidaty jsme roz¢lenili do tfi
zakladnich skupin, v nichz jsme vytvorili
vzdy dvé podskupiny:

1. UstFedni skupinu tvofilo 35 pacientd
s pravdépodobnou a cCtyfi pacienti
s definitivni AFN podle kritérif NINCDS-
-ADRDA [29]. Na FLAIR vé&Zenych snim-
cich MR mozku jsme hodnotili pomoci
Ctyrstupniové skaly pritomnost hyperin-
tenzit [30]. Podle nich jsme rozdélili
pacienty s AFN na dvé podskupiny —
s pritomnosti hyperintenzit (skor 3 a 4)
a bez nich (skor 1 a 2). Zbyvajicich Sest
osob bez MR mozku kvdli kontraindi-
kacim nebo jinym ddvoddm jsme pfi-
radili podle vysledku jejich CT mozku.
Celkem 26 pacient s AFN mélo zmény
bilé hmoty (AFNh+) a mensina nikoli
(n = 13) (AFNh-).

2. Vzorky od 65 normalnich osob starsich
55 let do kontrolni skupiny (normalni
kontroly, NK) vznikaly pfirozenym zpu-
sobem z bézné klinické praxe. Jed-
nalo se o pacienty, u nichz byla indi-
kovana lumbalni punkce (LP) za jinym
diagnostickym ucelem nez v rémci di-
ferencialni diagnostiky kognitivni po-
ruchy (napf. polyneuropatie, vylouceni
neuroinfekce, subarachnoidélniho kr-
vaceni). Podminkou zafazeni byly nor-
malni kognitivni funkce. Prvni pod-
skupinu tvofilo 52 pacientl s rznymi
méné zdavaznymi diagnézami nebo
pfiznaky a hlavné s normalnim za-
kladnim likvorovym nalezem (NKz-).
Dalsi podskupinu tvofilo 13 kontrol-
nich pacient s potvrzenym patologic-
kym likvorovym nélezem, predevsim
pleocytézou a hyperproteinorachii (za-
nervového systému) (NKz+). Zobrazenf
mozku pomoci MR mélo 41 osob a po-
moci CT 10 jedincl, u zbyvajicich osob
se je nepodarilo doplnit.

Kognitivni funkce osob z obou pred-
chozich hlavnich skupin jsme zhodnotili
vzdy pomoci MMSE [31], dédle podrob-
néji zpocatku podle Mattis Dementia Ra-
ting Scale (MDRS) [32], pozdéji pomoci
ACE-CZ [6-8].

3. Pro zajimavost jsme analyzovali i pa-
cienty s rGznymi demencemi, od nichz
jsme méli k dispozici mozkomiSni mok.
Do prvni podskupiny jsme sdruZili sedm
pacient s vaskularni demenci (VD).
Diagndza byla stanovena po peclivé kli-
nické Uvaze vyZadujici demenci s od-
lisnym klinickym profilem oproti AFN
a soucasné pfitomnost vaskularnich
zmén na CT nebo MR mozku. Jeden
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z nich ma geneticky prokdzanou an-
giopatii tepen mozku typu CADASIL.
Druha heterogenni podskupina se
sklada z 11 pacientl s raznymi formami
vzacnégjsich ostatnich demenci (OD)
(3x frontotemporalni demence, z toho
1x patologicky verifikovand, 3x pro-
gresivni supranukledrni obrna, z toho
1x patologicky verifikovana, 1x korti-
kobazalni degenerace, 2x histopato-
logicky verifikovana Creutzfeldtova-
-Jakobova nemoc, 1x normotenzni
hydrocefalus s pfiznivym efektem zkra-
tové operace, 1x histopatologicky ve-
rifikovana Wernickeova encefalopatie).

Koncentrace vsech tff bilkovin v dupli-
katech jsme zméfili komercné dostup-
nou ELISA soupravou firmy Innogenetics
podle ndvodu. Vzorky jsme méfili v dupli-
katech. Pro kazdou ELISA desticku jsme
pouzili vzdy dva vnitfni standardy (moz-
komiSni moky s nizkym a vysokym obsa-
hem analytu). Pro stanoveni beta-amy-
loidu a t-tau bylo pouzito 25 pl likvoru/
/jamku, pro stanoveni p181-tau 75 pl li-
kvoru/jamku. Souprava pro celkovy tau
ma limit detekce 60 pg/ml, rozsah stan-
dardni kfivky 75-1 200 pg/ml a dosa-
huje varia¢niho koeficientu méné nez
10 % pro obsah 125-1 000 pg/ml. Sou-
prava pro méfeni p181-tau ma limit de-
tekce 15 pg/ml, rozsah standardni kfivky
15,6-500 pg/ml a dosahuje varia¢niho
koeficientu méné nez 10 % pro obsah
28-300 pg/ml. Souprava pro méfeni be-
ta-amyloidu ma limit detekce 50 pg/ml,
rozsah standardni k¥ivky 125-2 000 pg/ml
a dosahuje varia¢niho koeficientu méné
nez 10 % pro obsah 125-2 000 pg/ml.
Kvalitu naseho méfeni verifikujeme
v ramci mezindrodniho mezilaborator-
niho porovnavani systémem externi kon-
troly kvality fizené ze Svédska.

Kromé absolutnich koncentraci jsme
vypocitali vsechny tfi poméry mezi dvéma
analyty (p181-tau/t-tau, beta-amyloid/
/t-tau, beta-amyloid/p-tau). Dale jsme
vztahli absolutni koncentrace t-tau,
p181-tau a beta-amyloid ke koncentraci
celkové bilkoviny v mozkomisnim moku,
tzv. normalizované poméry t-tau, p181-tau
a beta-amyloidu.

Vyzkumné osoby podepsaly infor-
movany souhlas s Ucasti ve studii, kterad
byla schvalena etickymi komisemi Psy-
chiatrického centra Praha a FN Kralovské
Vinohrady.

Tab. 1. Sociodemografické charakteristiky a kognitivni funkce u normal-
nich kontrolnich jedincl a pacientl s Alzheimerovou-Fischerovou nemoci.

Normalni kontroly Pacienti s Alzheimerovou-Fischerovou

nemoci

pocet 65 39
vék (roky) 65+7 75+9

64 (59-69) 77 (72-80)
pohlavi Zenské 22 (34%) 31 (80 %)
pocet (procenta)
vzdélani (roky) 14 +3 13+£3

13 (12-16) 13 (11-14)
MMSE 29 + 1 20+ 5
(0-30 bod) 29 (28-29) 21(18-23)
MDRS 139+3(n=16) 113+19(n=10)
(0-144 bodu) 140 (137-142) 120 (97-125)
ACE-CZ 93 + 4 (n =55) 68 +15(n=16)
(0-100 bodt) 93 (91-96) 71 (53-81)

MMSE — Mini-Mental State Examination (kratky test kognitivnich funkci), MDRS — Mat-
tis Dementia Rating Scale, ACE-CZ — ceska verze Addenbrookského kognitivniho testu.
U kazdého znaku je uveden v hornim fadku primér + smérodatnd odchylka a v doInim
radku je median (interkvartilové rozmezi).

Tab. 2. Koncentrace a poméry celkového tau proteinu, tau proteinu fos-
forylovaného na 181 a beta-amyloidu v mozkomisnim moku u normdlnich
kontrolnich jedinct (n = 65) a pacientl s Alzheimerovou-Fischerovou ne-
moci (n = 35).

Normalni kontroly  Pacienti s Alzhei-  Pravdé-
merovou-Fischero- podob-
vou nemoci nost (p)
koncentrace v pg/ml
1. t-tau 245 + 132 763 + 544 < 0,001
209 (158-276) 575 (273-1 168)
2. p181-tau 34 +13 69 + 36 < 0,001
33 (26-40) 65 (42-90)
3. beta-amyloid 737 =230 593 + 286 0,005
748 (580-885) 560 (370-815)
poméry
1. p181-tau/t-tau 0,15+ 0,05 0,11+ 0,06 < 0,001
0,16 (0,13-0,17) 0,10 (0,08-0,13)
2. beta-amyloid/t-tau 3,8+2 1,3+ 1,1 < 0,001
3,7 (2,1-5,1) 0,9(0,4-2,1)
3. beta-amyloid/p181-tau 25+ 12 12+12 < 0,001
24 (15-31) 10 (6-17)
poméry s normalizaci na celkovou
bilkovinu
1. t-tau/t-protein 687 + 556 2 468 + 2 384 < 0,001
559 (36-846) 1372 (903-3 776)
2. p181-tau/t-protein 95 + 58 213 £ 157 < 0,001
84 (54-126) 171 (108-308)
3. beta-amyloid/t-protein 2093 + 1261 18311107 n.s

1947 (1 360-2 527) 1474 (910-2 850)
t-tau — celkovy tau protein, p181-tau — tau protein fosforylovany na 181, t-protein —
koncentrace celkové bilkoviny v mozkomisnim moku, n.s. — statisticky nesignifikantni.

U kazdého znaku je uveden v hornim fadku prdmér + smérodatna odchylka a v dolnim
radku je median (interkvartilové rozmezi).
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Obr. 1a. Mozkomi$ni koncentrace celkového tau proteinu u kontrolnich je-

dincl, pacientd s AFN, VD a OD.

NKz— (n = 52) — normalni seniofi s normalnim likvorovym ndlezem, NKz+ (n = 13) —
normalni kontroly s patologickym likvorovym ndlezem, AFNh— (n = 13) — pacienti

s Alzheimerovou-Fischerovou nemoci a bez vyznamnych zmén bilé hmoty na zobrazeni
mozku, ANh+ (n = 26) — pacienti s Alzheimerovou-Fischerovou nemoci a se zménami
bilé hmoty na zobrazeni mozku, VD (n = 7) — pacienti s vaskularni demenci,

OD (n = 12) — pacienti s ostatnimi, riznymi typy demenci.

Hrani¢ni ¢ara pres cely obrazek ukazuje hodnotu, pfi které je podle ROC kfivky dosa-
Zeno nejvyssi senzitivity a zaroven specificity pro odliseni pacientd s AFN od kontrolni
populace. Krabice zobrazuje intekvartilové rozmezi, vodorovna ¢ara uvnitr krabice znaci
median vyjadreny ¢islem nad ¢arou a svislé svorky ukazuji rozsah neodlehlych hodnot
(£ 1,5 vysky krabice od horniho, resp. dolniho kvartilu). Odlehlé body (kolecka a ¢tve-
recky) se nachazi mezi 1,5 a 3 vyskami krabice od horniho, resp. dolniho kvartilu.

K dobrému zndzornéni koncentraci celkového tau proteinu byly vynechany extrémni
hodnoty dvou pacientt s Crutzfeldovou-Jakobovou nemoci (3 947 a 9 192 pg/ml) (vice

nez 3 vysky krabice od horniho kvartilu).

Vzhledem k pfitomnosti norméiniho
i nenormdlniho rozlozeni sledovanych
ukazatell podle histogramd a podle testt
Kolmogorova-Smirnova a Sharpirova-Wil-
kova jsme se rozhodli pro neparametrické
statistické pfistupy (KruskallGv-WallisGv
test, Mann-Whitneylv test, Spearma-
nGv korela¢ni koeficient). Hranice nor-
malnich hodnot jsme urcili pomoci ana-
lyz ROC (Receiver Operating Curve) kfivek
k dosaZeni nejvyssi senzitivity a soucasné
specificity. Diskrimina¢ni potencial mezi
pacienty s AFN a kontrolami jsme porov-
ndvali podle plochy pod kfivkou ROC,
senzitivity, specifity, vérohodnostnich po-
mérd a diagnostického poméru 3anci [33].

Vysledky
Klinické charakteristiky a laboratorni vy-
sledky likvorového tripletu a pomérd shr-
nuji tab. 1 a 2. Pacienti s AFN méli pre-
vazné lehky stupen demence podle MMSE
a ACE. Kognitivni funkce normalnich kon-
trol byly v pasmu predpoklddané normy.
Obr. 1a-c ukazuji koncentrace tau,
p181-tau a beta-amyloidu v mozko-
misnim moku pro jednotlivé podsku-
piny v hlavnich kategoriich. Mozkomisni
koncentrace t-tau a p181-tau proteind
byly vyznamné vy3si a beta-amyloidu vy-
znamné nizsi u pacient s AFN neZ u kon-
trolnich jedincd. Pacienti s AFN se nelisi
v koncentracich t-tau a beta-amyloidu

od pacientd s VD ¢i OD, zatimco p181-
-tau vykazuje vyznamné vyssi koncent-
race u AFN vs VD: p = 0,005, AFN vs OD:
p = 0,001. V3echny tfi analyty se neli-
Sily mezi kontrolnimi jedinci s a bez ab-
normalniho likvorového nélezu, mezi pa-
cienty s AFN s a beze zmén bilé hmoty
a mezi VD a OD s jedinou vyjimkou. Kon-
centrace beta-amyloidu v podskupiné
NKz+ byly vyznamné snizené oproti tém
v podskupiné NKz— (p = 0,02) a nelisily
se od koncentraci v podskupiné AFNh-— ¢i
AFNh+. Za povsimnuti na obr. 1b stoji tfi
vysoké hodnoty p181-tau u kontrolnich
osob. Hrani¢ni koncentrace nebo poméry
mezi skupinou pacient s AFN a normal-
nimi kontrolami a ukazatele diagnostické
vytéznosti jsou v tab. 3. Konkrétni kon-
centrace pro rtzné diagndzy ve skupiné
OD je mozné vidét v tab. 4.

V celé skupiné seniord s normalnimi
kognitivnimi funkcemi se koncentrace
jak t-tau, tak p181-tau zvySuje s vékem
(obé r=0,3; p<0,01). Pro beta-amyloid
tato vékova souvislost neplati (p > 0,05).
U skupiny pacientl s AFN jsme nepro-
kazali korelaci mezi kognitivnim stavem,
vékem, poctem leukocytld nebo celko-
vou bilkovinou v likvoru na jedné strané
a koncentracemi ani jednoho z tripletu na
druhé strané.

Diskuze

Na zakladé analyz naseho dlouhodobého
pouzivani tripletu v diagnostice demenci
predkldddme nékolik zjisténi. Pacienti
s AFN méli vyznamné odlisné mozko-
mi3ni koncentrace tripletu oproti kontro-
lam (at uz s demenci jiného typu nebo bez
ni). Oproti normalnim kontroldm bez de-
mence byly u pacientd s AFN medidnové
koncentrace t-tau zhruba 3krat a p181-
-tau zhruba 2krat vyssi a koncentrace be-
ta-amyloidu snizené asi o 1/4. Vyznamné
rozdily mezi pacienty s AFN a kontrolami
jsme nasli i pro viechny tfi mozné po-
méry vzdy dvou analytd z tripletu (p181-
-tau/t-tau, beta-amyloid/t-tau, beta-amy-
loid/p-tau) nebo pro kazdy pomér analytu
vztazeny na koncentraci celkové bilko-
viny v likvoru (s vyjimkou beta-amyloid/
/celkova bilkovina v likvoru) (tab. 2). Nej-
lepSimi ukazateli AFN byly: t-tau, p181-
-tau a pomér beta-amyloidu/t-tau. Ostatni
poméry nepfinadsely zietelnéjsi vyhodu
oproti samotnym koncentracim analytd,
naopak vyzaduji vysetfeni dvou bilkovin.
Pokus o normalizaci analytd tripletu na
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celkovou bilkovinu v mozkomisnim moku
nepfines| zaddné zlepseni oproti absolut-
nim koncentracim, takZe tento pfistup
neni mozné vyuZit ve snaze o jednotné
a pfipadné mezindrodni normy. Nizkou
vypovédni hodnotu normalizace tripletu
na celkovou bilkovinu dobfe demon-
struje i tab. 2 velkymi hodnotami sméro-
datnych odchylek a interkvartilového roz-
mezi u téchto pomérd.

Z bliz8iho posouzeni podskupin vyply-
vaji dva poznatky. Prvni pozorovani vy-
povida o tom, Ze pfitomnost zmén v bilé
hmoté mozkové u pacientl s AFN se ne-
projevila v likvorovém tripletu. Podle nasi
studie je tedy mozné vysledky tripletu in-
terpretovat bez ohledu na cévni stav
mozku u pacientd s AFN. Druhé zjisténi
ukazuje, Ze u skupiny normalnich kontrol
nebyly koncentrace tau ani p181-tau pro-
teinl ovlivnény zménami celkové bilko-
viny a leukocytd v likvoru. Naproti tomu
pfi hyperproteinorhachii ¢i pleocytéze
v likvoru (tedy vesmeés zanétlivé afekci,
tzv. podskupina NKz+) byla koncentrace
beta-amyloidu snizend. Tento pokles do-
sahl pasma obvyklého pro AFN (obr. 1¢).
Znamena to, Ze beta-amyloid se snizuje
také pfi zanétech nervového systému,
a m0ze tak byt jejich nepfimym ukazate-
lem. Proto pfi interpretaci beta-amyloidu
je tfeba prihlizet k zakladnimu rozboru li-
kvoru. Koncentrace beta-amyloidu vsak
pfimo nesouvisi s intenzitou zanétu podle
celkové bilkoviny i poctu leukocyttd v li-
kvoru podle korelaci.

U demenci s predpokladanou hlavni
vaskularni slozkou (skupina VD) jsou vy-
znamné zvySené koncentrace pouze cel-
kového tau proteinu, zatimco p181-tau
a beta-amyloid se neméni. Presto zvyseni
t-tau je jen mirné a nedosahuje Urovné
AFN. Pfitom by se dalo ocekdvat, Ze t-tau
jako nespecificky ukazatel rozpadu neu-
rond by mohl byt zvysen na Urovert AFN
¢i dokonce vice. Podle koncentraci jak ve
skupiné VD, tak v podskupiné AFNh+ sou-
dime, Ze vliv vaskularni slozky na hladiny
t-tau bude maly. Tento zavér je tfeba brat
s rezervou vzhledem k nizkému poctu pa-
cientd s VD.

Vyznamné rozdily v tripletu, pomérech
a v normalizovanych hodnotach mezi sku-
pinami byl ocekdvany vysledek odpovi-
dajici vSeobecné zndmym nalezdm [20].
V klinické praxi si pfi pouzivani tripletu
v3ak klademe jinou otdzku, a to jaka je
hrani¢ni koncentrace.
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Obr. 1b. Mozkomisni koncentrace tau proteinu fosforylovaného na pozici
181 (threonin) u kontrolnich jedincd a pacientl s AFN, VD a OD. Vysvétlivky

shodné s obr. 1a.

1400
1300
1200
1100
1000
900
800
700 -
600

beta-amyloid (pg/ml)

500

400 hranice .

448 pg/ml
010 R SR J_ --------------------------------------
200

100 f--nmmmmmm e

NKz— NKz+

AFNh-

AFNh+ VD oD

Obr. 1c. Mozkomidni koncentrace beta-amyloidu 42 u kontrolnich jedincl a pa-
cientd s AFN, VD a OD. Vysvétlivky shodné s obr. 1a.

V evropskych zemich existuje obrov-
ska variace v hrani¢nich hodnotach pro
t-tau (median 367 pg/ml, interkvartilové
rozmezi 195-450 pg/ml), pro p181-tau

(median 60; 40-85) a pro beta-amyloid
(median 500, 300-849). Kazda labora-
tor by si proto méla vytvofit své vlastni
normy, protoZe se nedaji prevzit odji-
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(n = 39) a kontrolnimi jedinci (n = 65).

Likvorové kon-
centrace v pg/ml

1. t-tau 334
2.p181-tau 57
3. beta-amyloid 448
poméry
1. p181-tau/t-tau 0,13
2. beta-amyloid/t-tau 1,57
3. beta-amyloid/ 17,66
/p181-tau
poméry
1. t-tau/t-protein 978,7
2. p181-tau/t-protein 1211
3. beta-amyloid/ 1607,2

/t-protein

Tab. 3. Hrani¢ni koncentrace a poméry likvorovych ukazatelt mezi pacienty s Alzheimerovou-Fischerovou nemoci

Senzitivita  Specificita Mira jistoty

(Se) (Sp) [soucet (Se +
Sp)/100] (0-2)

72 % 85 % 1,57

62 % 95 % 1,57

38 % 92 % 1,30

74 % 80 % 1,54

72 % 91 % 1,63

87 % 68 % 1,55

74 % 84 % 1,58

74 % 74 % 1,48

56 % 64 % 1,20

ROC - receiver operating curve, VP+ — vérohodnostni pomér pozitivniho vysledku testu (¢im vyssi, tim lepsi); VP— — vérohodnostni pomér
negativniho vysledku testu (¢im nizsi, tim lepsi); DPS — diagnosticky pomeér sanci (VP+/VP-) (¢im vy33i, tim lep3i). Detaily jsou v [33].
t-tau — celkovy tau protein, p181-tau — tau protein fosforylovany na 181

Plochapod VP+  VP- DPS
krivkou (0—x)

ROC
0,86 4,7 0,3 16
0,82 13,3 0,4 33
0,67 5 7 1
0,79 3,7 0,3 12
0,88 7,8 0,3 26
0,84 2,7 0,2 14
0,85 4,8 0,3 16
0,78 2,8 0,3 9
0,57 1,6 0,7 2

nud [20]. Ur¢it spravné meze normal-
nich hodnot pro triplet, poméry i nor-
malizované hodnoty je narocny ukol.
Nejdrive musi byt k dispozici dostate¢ny
pocet peclivé roztridénych osob s kvalit-
nimi diagnézami. Velmi dllezita je kon-
trolni skupina, které ne vzdy byva véno-

vana stejnd pozornost jako pacientdim
s demencemi. Problémem u nich byva
nedostatecna znalost jejich kognitiv-
nich funkci nebo nevhodné sloZeni dia-
gndéz u kontrol, jindy vékovy rozdil proti
skupiné pacientt s demenci [20,23,34].
Hodnoty ovliviiuje také jistota diagndzy

Tab. 4. Konkrétni koncentrace t-tau, p181-tau a beta-amyloidu v mozko-
misnim moku u skupiny rlznych forem demenci.

Tucné jsou zvyraznény patologické hodnoty koncentraci podle nami vypoctenych
hrani¢nich koncentraci pro jednotlivé analyty.

Ndpadné je zejména extrémni zvyseni t-tau u Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci od-
povidajici masivnimu rozpadu neuront v kratkém ¢asovém Useku.

Pacient Diagndza t-tau p181-tau Beta-
¢. (pg/ml)  (pg/ml) amyloid
(pg/ml)

1 frontotemporalni demence 271 32 968

2 frontotemporalni demence 485 36 1159
frontotemporalni demence + amyo- 187 17 417
troficka laterdlni skleréza

4 progresivni supranukledrni obrna 256 18 510

5 progresivni supranuklearni obrna 371 54 951

6 progresivni supranuklearni obrna 271 41 502

7 syndrom kortikobazalni degenerace 150 43 599

8 Creutzfeldtova-Jakobova nemoc 9193 35 963

9 Creutzfeldtova-Jakobova nemoc 3947 64 949

10 normotenzni hydrocefalus 159 25 569

11 Wernickeova encefalopatie 1184 19 643

t-tau — celkovy tau protein, p181-tau — tau protein fosforylovany na 181

AFN (pravdépodobnda vs definitivni).
U histopatologicky verifikovanych pa-
cientd s AFN jsou koncentrace beta-amy-
loidu niZ8i neZ u pacientd s klinickou dia-
gnézou AFN (170 pg/ml vs 187 pg/ml)
a t-tau vyssi (667 pg/ml vs 559 pg/ml) [35].
Dulezitd je déle preanalytickd faze
(odbér, zpracovani a skladovanf likvoru).
Laboratorni ¢ast také zavisi na mnoha
okolnostech: kvalita standardu dodéva-
ného k soupravé [36], pouzivani souprav
od raznych vyrobcl [37], variace mezi
SarZzemi stejné soupravy od stejného vy-
robce (inter-assay variabilita) [38], rlzné
zvyklosti laboratofi [39] aj.

Déale chybi jednotny metodicky pfi-
stup, jak stanovit hrani¢ni hodnoty. Vét-
Sina praci vyuziva ROC kfivek. PFi nich se
pracuje s obéma porovnavanymi skupi-
nami soucasné k dosaZeni nejvyssi senziti-
vity a specificity [21,23,40]. Pfi porovnani
s jinymi pfistupy se i ndm tento zpUsob
osvedcil.

Nase lokalné zjisténa hrani¢ni kon-
centrace celkového tau touto metodou
334 pg/ml odpovida vysledklm rdzné
koncipovanych ostatnich domacich i za-
hrani¢nich unicentrickych i multicentric-
kych studif v posledni dobé (vzdy pg/ml):
355 [21], 323 [40], 367 [20], 252 [41],
450 pro vékovou skupinu 51-70 let a 500
pro vékovou skupinu 71-93 let [42], ni-
koli mezindrodné ustanovenym normam
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doporucovanych i firmou Innogenetics
450 pro skupinu 51-70 let a 600 pro sku-
pinu nad 70 let [43].

Nase vysledky senzitivity a specificity
mezi pacienty s AFN a kontrolami jsou
také s nimi srovnatelné. Nélezy mezi stu-
diemi jsou rzné. Vyssi specificita byla
dosazena v pUvodnim ceském sdéleni
(97 %) [21] nebo je uvedena v prehled-
ném ¢lanku (pramérné 90 %) [44]. Hra-
nicni hodnoty je tfeba hledat v kvalitné
provedenych studiich na velkych poctech
osob, nejlépe s histopatologickou verifi-
kaci AFN [35,41] a vZdy ve vazbé na kon-
krétnf laboratof.

Nase hrani¢nikoncentrace prop181-tau
optimalizovand podle ROC kfivky na
57 pg/ml je podobna jako v dalSich stu-
diich (vzdy pg/ml): 55 [21], 60 [20]
a 60 jako mezindrodné ustanovena
norma [43].

Nejhorsi vysledky a variace plati pro
beta-amyloid 42. Rozdily mezi pacienty
s AFN a kontrolami byly ve srovnani
s obéma tau proteiny nejmensi. Hrani¢ni
koncentrace 448 pg/ml zhruba odpo-
vida i jinym zjisténim (pg/ml): 458 [21],
500 [20], 643 [41], 500 [42] a 500 jako
mezinarodné ustanovena norma a dopo-
ru¢ovana i firmou Innogenetics [43].

Tento trend vétsiho rozptylu u beta-
-amyloidu neZ u tau proteind se proje-
vuje v témér trojnasobném rozdilu hra-
ni¢ni hodnoty mezi evropskymi staty [20],
v multicentrické studii [45] nebo ve zpravé
ze spole¢ného vysetfovani tripletu sou-
¢asné 14 skupinami [39]. Z téchto po-
znatkd vyplyva, Ze beta-amyloid je nejvice
nachylny k variabilnim vysledkdm. S tim je
potreba pocitat v klinické praxi, pfi stano-
vovani norem i pfi vyzkumu.

Zavérem je mozné konstatovat, Ze vy-
sledky likvorového tripletu poskytuji novy
pohled na diagnostiku pacientd s kogni-
tivnimi poruchami. Jejich hlavni pfinos
alnédiagnostickych Uvahach nebo v de-
tekci ¢asnych stadii. Je tfeba mit v3ak
na zreteli, Ze maji také omezenou vy-
povédni hodnotu. Proto se hledaji nové
ukazatelé rdznymi skupinami vcetné
nas [46,47].
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