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ANOTACE

Bakalarska prace se vénuje z menSi Casti Alzheimerové chorobé jako takové, vice
potom tau proteinu, okrajové fyziologickému vyznamu, ale pfedevs§im jeho roli v
patogenezi Alzheimerovy choroby. Prace je zaméfena jak na zplsoby stanoveni, tak i

1é¢bu choroby s vyuzitim tau-proteinu jako diagnostického markeru.

KLIiCOVA SLOVA

Alzheimerova choroba, tau-protein, demence, mozek

TITLE

Tau-protein in the pathogenesis of Alzheimer's disease

ANNOTATION

A smaller part of this bachelor work is about Alzheimer's disease, mainly about tau-
protein, its physiological importance and especially its role in pathogenesis of
Alzheimer's disease. The work focuses on methods of determination and treatment

using tau-protein as a diagnostic marker.
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UvOoD

Demence je klinické neurodegenerativni onemocnéni, které se projevuje
zhorSenim intelektudlnich funkci jako je pamét, tec, orientace, schopnost usudku a
rozhodovani nebo udrzovani pozornosti. Vyskytuje se predevsim u lidi star§iho véku,
nezavisle na pohlavi. V soucasné dobé starne svétova populace velmi rychle, coz je
spojeno se zvySujicim se po¢tem lidi trpicich demenci [1].

Nejcastéjsi pfi¢inou demence je Alzheimerova choroba (ACH), onemocnéni
mozku, pii kterém dochazi nejen k odumirani nervovych bunék nesoucich
zodpovédnost za vySe zminéné kognitivni funkce, ale i ke ztraté neuronu v jinych
¢astech mozku. Prestoze se problematikou 1éCby této choroby zabyva dnes cely svét,
dosud nebyl nalezen zptsob, jak ji vylécit. Cilem 1é¢by je zachyceni jiz ranych stadii
nemoci a zamezeni jejiho rozsiteni [2].

Tau-protein  je mikrotubuly-vazajici bilkovina lokalizovana piedevsim
v axonech, jenz ma v mozku fyziologickou funkci, a to stabilizaci cytoskeletu neurontl.
Pii rozpadu nervovych bunék se ve zvySené miie uvoliuje do likvoru a je tak znamkou
neurodegenerativnich onemocnéni. Se zvySujici se mirou fosforylace tau-proteinu se
snizuje jeho afinita k mikrotubultim a pti hyperfosforylaci se stdva neurotoxickym. Obé¢
tyto formy tau-proteinu (spolu s beta-amyloidem) jsou dulezitymi markery pii
diagnostice Alzheimerovy choroby a jejiho odliSeni od jinych degenerativnich
onemocnéni [3,4].

Ve své praci se okrajové vénuji ACH a jeji historii, konkrétnéji pak tau-proteinu
jak za fyziologickych podminek, tak jeho patogenezi u této choroby, diagnostice a 1é¢bé

se zaméfenim na tento marker.
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1 HISTORIE

1.1 Demence

Pojem demence byl poprvé formulovan jiz ve starovékém Rimé. Vychazi
z latinské predpony de, kterou se znai zapor a slova mens neboli mysl. V fecko-
fimském obdobi byla demence popisovana jako duSevni poruchy ve stafi, ke kterym
dochézelo v disledku primarniho nebo sekundarniho poskozeni mozku. Nasledujici
staleti se zdjem o vyzkum tohoto syndromu snizil, protoze meéla piednost jina
onemocnéni, napf. smrtelné epidemie ve stiedovéku [5].

V pribéhu 18. stoleti byla demence brana jako ziskané intelektualni onemocnéni
nezavisle na veku, tedy kazdy ¢lovek s vaznéjsim poranénim hlavy mohl byt oznacen za
¢lovéka s demenci. Ke konci tohoto stoleti francouzsky lékat Philippe Pinel poprvé
melancholie, manie a mentalni retardace. Na néj navazal jeho student Jean Etienne
Esquirol, ktery rozdélil demenci do tii kategorii: akutni, chronicka a senilni. Senilni
demenci potom popsal jako ,,mozkovou chorobu charakterizovanou poruchou citlivosti,

inteligence a vile*. Navic odlisil syndrom demence od amence ¢i idiotstvi [5,6].

1.2 Alzheimerova choroba

Alois Alzheimer byl némecky neuropatolog a psychiatr zijici v letech
1864-1915. Jeho nejvyznamnéjSim piipadem byla pani Auguste Deter, ktera byla
hospitalizovana ve Frankfurtu na zakladé jejich dlouhodobych problémi se $patnou
paméti, slabosti, nespavosti a manii. Alzheimer posoudil jeji stav a stanovil diagndézu
jako ,,arteriosklerotickou mozkovou atrofii“. O par let pozdéji po jeji smrti prozkoumal
Alzheimer podrobné jeji mozek a popsal histologické zmény jako pFitomnost
amyloidovych plakt a neurofibrilarnich spleti (NFT) a celkovy ubytek neuroni. Tyto
vlastnosti jsou dnes bézn¢ spojovany s Alzheimerovou chorobou [5,7].

Termin Alzheimerova choroba vSak poprvé pouzil az Alzheimertv kolega Emil

.....

of Psychiatry uvedl, ze na rozdil od té se ACH vyskytuje jiz po 40. roku zivota [5].
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Od objevu Aloise Alzheimera v roce 1906 byla potvrzena ptitomnost
amyloidovych plakti a NFT u ACH nékolika vyzkumy a dnes se jiz berou jako hlavni
ukazatele tohoto onemocnéni. V druhé poloviné 20. stoleti bylo zjisténo, ze tyto NFT
jsou tvofeny vlakny dvojSroubovice, tzv. PHF (paired helical filaments) a o vice jak
dvacet let pozd&ji byl diky imunochemii nalezen protein tau jakozto jejich hlavni
slozka. Jesté tentyz rok se ukazalo, Ze v piipadé ACH dochazi k hyperfosforylaci tau
proteinu, ktera je ¢asto oznacovana jako taupatologie [8].

Ptestoze se védci zabyvaji tau-proteinem jiz nékolik desitek let, podatilo se
teprve v roce 2017 poprvé zobrazit atomovou strukturu tau-proteinu v lidském mozku, a
to diky kryo-elektronovému mikroskopu, ktery je schopny nahlizet do nitra bunék.
Tento objev znamena velky krok dopfedu ve vyvinu 1é¢iv pro 1é€bu ACH, ale i jinych

neurodegenerativnich onemocnéni [9].
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2 MOZEK

Mozek neboli encefalon, tvoii spolu s michou centralni nervovou soustavu
(CNS), ktera za pomoci periferni nervové soustavy (PNS) tidi fungovani celého téla. Je
to mékky organ ovalného tvaru a Sedé barvy. Nachazi se v dutiné lebe¢ni, kde je
obklopen tekutinou zvanou likvor. Tak je chranén pfed otfesy, narazy a jinym
mechanickym poskozenim. Jeho velikost i hmotnost zavisi na mnoha faktorech,
pfedevsim na pohlavi a véku, primérna vaha lidského mozku je 1300-1400 gramu a
jeho objem ¢ini asi 1500 m® [10-12].

Z hlediska evoluce se lidsky mozek da povazovat za vrchol. Zakladem pro jeho
vyvin je neuroektoderm strunatcii neboli nervova ploténka. Oproti primatim, maji lidé
mozek nékolikanasobné vétsi k pomeéru téla [13].

Vyse zminény likvor je zndmy také jako mozkomisni mok (CSF). Jedna se o
bezbarvou, pruhlednou tekutinu tvofenou v postrannich komorach, ze kterych potom
cirkuluje do dalsich ¢asti mozku. Jeho celkovy objem v mozku je asi 120 ml, pfi¢emz se
tvofi kontinuadlné a je obménén kazdé cCtyfi hodiny. Za béznych fyziologickych
podminek obsahuje CSF buriky jako lymfocyty, monocyty a mohu byt pfitomny i plasty
arachnoidealnich bun¢k. Mnozstvi proteini je oproti plazmé nizké, a to v rozmezi
400 g/l v lumbalni ¢asti az 100 g/l v obou komorach. Stejné tak je zde nizsi koncentrace
vapniku, lipida a cukrt, chloridové a hofe¢naté ionty jsou naopak vyssi. Hodnota pH
CSF se pohybuje okolo 7,33 a je stabilni i v ptipadé, ze dochazi k vykyvim u pH
plazmy. Tlak CSF neni staly — vsed¢ je jeho hodnota dvojnasobna oproti tlaku vleze,
¢ehoz se vyuziva pii lumbélni punkci. Funkci CSF je ochraiiovat mozek pted
mechanickym poskozenim a pomoci stabilizovat nervové struktury. Navic ma
transportni a vylucovaci funkci. Ve studiich o ACH je velmi dulezity, protoze se z ného
ziskava cely diagnosticky triplet celkového a fosforylovaného tau-proteinu a beta-
amyloidu [14,15].

Samotny lidsky mozek se sklada z nékolika ¢asti. Nejvétsi z nich je velky nebo
take koncovy mozek (telencefalon). Je tvofen dvéma polovinami: pravou a levou
hemisférou, které jsou oddé€leny zarezem a spojeny bilou hmotou. Ob¢ hemisféry se lisi
svymi funkcemi [12,16].

Povrch hemisfér pokryva mozkova kura (cerebral cortex), tvofena shluky
neuront velkych cca 2-4 mm. VétSinu zaujimé Seda kiira mozkova (neocortex), jez je

¢lenéna na Ctyfi laloky: frontdlni, temporalni, parietdlni a okcipitalni. Jejich hranice
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muizeme rozliSit pomoci tzv. gyra, tedy zavit, které vznikly ohybanim klry béhem
vyvoje a diky nimz se zvySuje jeji plocha. Jednotlivé gyry jsou pak oddéleny mensimi
zatezy (sulky). Mozkova kara je sidlem veskerého védomého jedndni, vysSich
mozkovych funkci jako je pamét,, fe¢ nebo uceni [12,17,18].

Neokortex muzeme roz¢lenit na nékolik oblasti podle funkce. Z oblasti
motorickych je nejvyznamnéj§i primarni motorickd oblast, kterd pokracuje
pyramidovou drahou do mozku a michy. Pfed ni se nachazi premotoricka oblast, k jejiz
stimulaci je vSak nutné siln¢jSitho podnétu. Dalsi oblasti jsou oblasti projekcni, ve
kterych konci senzorickéd nervova vlakna (napft. zrakova ¢i sluchova) a oblasti asociaéni,
které kontroluji funkci CNS. Poskozenim asociacnich oblasti mize dojit k vaznému
naruseni osobnosti a mysleni ¢lovéka. Pod mozkovou kirou se v bilé hmoté nachazi
bazélni ganglia. Pravé mozkova kiira jakozto sidlo kognitivnich funkei je misto, kde se
vytvaii NFT a amyloidové plaky, které jsou typickym patologickym znakem ACH
[12,17,19].

Dal8i c¢asti mozku, kterd je pfi ACH poskozena nejdfive je hypokampus.
V kazd¢ hemisféfe se nachazi jeden. Lezi pod mozkovou kiirou ve stiedni c¢asti
temporalniho laloku a pojmenovan je po svém tvaru, kterym pfipomind moiského
konika. Hypokampus je funkéné velmi podobny mozkové kiie — je to sidlo paméti,
ovlada emoce, zajiStuje prostorové vnimani a slouzi pro vytvafeni (nikoliv vSak pro
ukladani) novych dlouhodobych vzpominek. K jeho poskozeni dochazi nejéastéji pii
poranéni temporalniho laloku a dochdzi pfi ném ke ztrat€¢ pouze nové vytvorenych
vzpominek. Star§i vzpominky zistavaji obvykle nedotené, stejn¢ jako kratkodoba
pamét’. V soucasné dob€ védci pracuji na vyvoji hypokampdélni protézy, ktera by byla
schopna pln€ nahradit lidsky hypokampus a navratit alesponn ¢ast ztracenych
kognitivnich funkci mozku, coz by bylo velkym pokrokem pii 1é¢bé ACH [20-22].

Dal§imi tfemi ¢astmi mozku je mozecek, mezimozek a mozkovy kmen, coz je
spojeni zadniho a stfedniho mozku se stavbou shodnou s michou. Zadni mozek je
tvofen prodlouZenou michou a Varolovym mostem. Na prodlouZenou michu navazuje
Varoliv most (pons Varoli). Je jejim funkénim pokracovanim a zaroven spojovacim
¢lankem s mozeckem. Stfedni mozek nasleduje hned za [12,17,19].

Mozecek (cerebellum) je miniaturni, velmi lehky Utvar nachazejici se mezi
spojenim michy a koncového mozku. Funkci mozecku je regulace svalového tonu,
ovladani télesné motoriky (hlavné jemnych pohybu), ale je i sidlem center pro

rovnovahu a koordinaci [12,19].
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Nad stfednim mozkem se nachazi dvojity utvar ovalného tvaru, ktery se nazyva
mezimozek (diencefalon) a je piekryt hemisférami velkého mozku. Mezimozek ma dvé
soucasti: talamus a hypotalamus. Talamus je tvoifen dvéma utvary pfipominajici vejce a
odpovida za funkci motoriky, smyslového vnimani. Hypotalamus je k talamu pfipojen
zespodu. Je centrem vegetativniho nervstva a diky tomu fidi emoce, spanek, sexualni
chovani a ma podil na regulaci télesné teploty. Zaroven prostiednictvim hypofyzy fidi
endokrinni soustavu [12,19]. Obrazek 1 zobrazuje mozek z nékolika stran a jsou tak

dobie viditelné jednotlivé ¢asti.

POHLED NA VNITRNI POHLED ZEZADU
STRANU MOZKU

leva mozkova prava mozkova
polokoule polokoule

hypotalamus

mezimozek
@
)
3
[ =
v

pravi mozkava
polokoule

Obrazek 1 Stavba mozku [21]

2.1 Neuron
Zakladni stavebni i funkéni jednotkou nervového systému jsou neurony, nervoveé
bunky zodpovidajici za pfenos vzruchu. T¢€lo neuronu neboli soma je obohaceno o
kratké a dlouhé vybézky. Kratké vybézky (dendrity) pfijimaji signal ze sousednich
bunék a dale ho vedou dlouhym vybézkem (axonem) k nervovému zakonceni. Po axonu

je vedeni vzruchu urychleno myelinovymi pochvami, které slouzi jako izolant.
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V ptipadé¢ CNS jsou tyto pochvy tvofeny oligodendrocyty, v ptipadé PNS jde o
Schwannovy buiky. Mezi myelinovymi pochvami se nachazi Ranvierovy zatezy,
jejichz ukolem je taktéZ urychlit vedeni elektrického signalu [24,25]. Stavbu nervové

bunky miizeme vidét na obrazku 2.

Dendritic

lrer:\

<)

Hillock

Som:
Postsynaptic Synaptic
Density Terminal

Axon
Synaptic
Dendrite Vesicles

Obrazek 2 Stavba neuronu [24]

Nervovym zakonéenim se tikd synapse a jejich tkolem je predavani signalu
dal§im neuronim. U ¢loveéka se vyskytuji pfevazné synapse chemické, které pro prenos
vzruchu vyuzZivaji specializované mediatory, tzv. neurotransmitery. Jednotlive casti
synapse miuzeme vidét na obrazku 3. Mechanismus pienosu je nasledovny: Poté, co
vzruch dosahne presynaptického Utvaru, dochazi k aktivaci Ca?* ionti a jejich vstupu do
bunky. Tim je dosaZeno depolarizace, a tedy vyliti mediatoru ven z buiiky do synaptické
Stérbiny. Zde se neurotransmiter vaze na postsynapticky utvar, kde se opéct oteviraji

iontove kanaly a vznika potencial [24,25].

. Neurotransmitters
Synaptic
vesicle

Neurotransmitter

re-uptake pump Axon

Voltage- .
gated Ca* terminal
channel Neuro-
/ transmitter
receptors .
Synaptic

Post-synaptic oo 0/ }cleft
density F Dendritic
spine
Obrazek 3: Synapse [26]
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3 ALZHEIMEROVA CHOROBA
3.1 Charakteristika

Alzheimerova choroba je nejbéznéjsim typem demence. Jedna se 0 onemocnéni,
které zpusobuje poskozeni korovych funkci mozku jako je pamét, mysleni, Usudek a
celkovy upadek osobnosti. K postizeni dochazi piedev§im v disledku zmenSovani
mozku a ubytku nervovych bun¢k. Pfi¢inou je ukladani B-amyloidu, ktery puasobi
toxicky na tau-protein uvnitf neuronu a ty tak zanikaji [27,28].

V roce 2015 byl spolecnosti Alzheimer Disease International celosvétove
stanoven pocet lidi zijicich s demenci na necelych 47 milionti. Nejvice postizenych je
vSak star§itho véku — téméef Ctvrtina svétové populace nad 85 let trpi touto chorobou

[29].

3.2 Rizikové faktory
Aby Alzheimerova choroba vznikla, musi se zapojit souc¢asné cela fada faktord,
Z nichZ n¢které pisobi zcela jisté, jiné pouze potencialné:

e v¢k —nejvyznamnéjsi faktor, zidka se tato choroba objevuje pied 60.
rokem zivota,

e genetika — zvySené riziko je prokdzéno u pfibuznych,

e genové mutace — nositelé eta-4 genu pro apolipoprotein E a lokus na 12.
chromozomu,

e vzdélani — vyssi psychicka aktivita v niz§im v€ku predchazi deprivaci a
zvySuje tak ,,mozkovou rezervu®,

e poranéni hlavy.

-----

neurotoxickych prvku (hlinik, zinek) [27,29].

3.3 Priznaky
Ptiznaky této nemoci neni snadné zpocatku odliSit od klasického procesu
starnuti. Prvni klinické ptiznaky se totiz objevuji aZ po nékolika letech samotného
vyvoje choroby. V mirném stupni vyvoje dochazi nejprve k poruchdm souvisejicim
s vybavovanim dat, kterd byla cerstvé ulozena do paméti. Soucasné pacienti ztréceji

schopnost planovani a organizovani béznych ¢innosti [28].
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Ptechod do stfedniho stupné nemoci se vyznacuje zacinajicim vyskytem
psychopatologickych pfiznaku, nejcastéji depresi, dale se objevuji agresivita, halucinace
a poruchy spanku [28].

V pokroc¢ilém stadiu choroby nemocni nejsou schopni komunikovat s okolim ani
poznavat své zndmé. Je nutnd asistence, pokud se chtéji udrzet vsedé, byvaji némi a ve

stavu apatie [28].

3.4 Diagnédza

Diagnoza Alzheimerovy nemoci se déli na nékolik typt podle mezinarodné
uznavanych kritérii skupiny NINCDS/ADRDA (National Institute of Neurological and
Communicative Disorders and Stroke/Alzheimer's Disease and Related Disorders
Association). Pravdépodobna diagnéza zacina mezi 40.-90. rokem zivota. Dochazi
k progresivni poruse kognitivnich funkci alespont ve dvou doménach (napt. zhorSeni
paméti a poznavani). Pacient vSak netrpni poruchou védomi a neni prokazéana
pfitomnost jiného onemocnéni s pfiznaky ukazujicimi na syndrom demence. Pokud
jsou ptiznaky atypické nebo se soucasné vyskytuji i jiné systémové poruchy, jedna se o
diagnézu moznou. Poslednim stupném je diagnéza definitivni. Pro jeji potvrzeni je
nutné splnéni ptiznakt pravdépodobné diagndzy a histologické vysetieni [28,30].

V posledni dobé se ujala kritéria skupiny EFNS (European Federation of
Neurological Societies), ktera jsou zalozena na stanoveni biologickych markerd,
piedev§im beta-amyloidu, ktery se pii ACH snizuje a tau-proteinu a fosforylovaného

tau-proteinu, jejichz mnozstvi se naopak zvysuje [30].

3.5 Terapie
Dosud neni zndmo, jak Alzheimerovu chorobu vylécit. Pokud se vSak podafi
nemoc zachytit v€as, je mozné jeji vyvoj znacné zpomalit. Nejucinnéjsi je zahrnout jak
farmakoterapii, tak i1 rehabilitaci a trénink kognitivnich funkci. Velmi dulezita je
psychosocioterapie. Pacientovi je nutné se vénovat ve zvysené mife a dohlédnout, aby

se zapojil do spolecnosti [28,31].
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3.5.1 Biologicka lé¢ba
Primarné se snazime o zlepSeni kognitivnich funkci pacienta. Vyznamnou
skupinou latek, jsou tzv. kognitiva, kterd piisobi pozitivné na acetylcholinergni systém
predevsim dvéma zplsoby:
e inhibice acetylcholinesterazy, ktera katalyzuje  odbourdvani
acetylcholinu,
e nahrada acetylcholinu za jeho prekurzory.
Dalsimi moZznostmi kognitivni 1é€by je pouziti 1€kt na snizeni neurondlniho
metabolismu nebo zabranéni tvorby patoproteint [28,30].
Na druhé strané je nutné se zaméfit na dalsi pfiznaky, které se u ACH mohou

objevit, naptiklad poruchy spanku a psychiky (deprese, tizkost, agresivita) [28].

3.5.2 Nebiologicka lécba
Zakladem tohoto typu 1é¢by je nejen piistup 1ékati a pecovateld, ale i samotnych
blizkych pacienta. Vedle skupinovych terapii, které jsou obvykle zaméfeny na nacvik
paméti a orientace, je tieba dbat na to, aby se pacient pohyboval mezi lidmi,

komunikoval a zapojoval se dle moznosti do béZnych ¢innosti [28,31].
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4 TAU-PROTEIN

Né&zev tau-protein je zkratkou z anglického ,.tubulin associated protein, neboli
protein asociovany s tubulinem a to proto, ze patéi do rodiny proteini asociovanych
s mikrotubuly (MAP — mikrotubule associated proteins). Mikrotubuly tvoii soucast
mitotického vietena v cytoskeletonu bunky, a kromé dalSich bunécnych funkci vytvari
dréhu pro mezibunécny transport na del$i vzdalenosti. Jsou to polymery skladajici se
z n¢kolika tubulinovych podjednotek a pfidruzenych proteini, které se nachazeji podél
celé délky mikrotubuli, nebo specificky oznacuji jejich konce. MAP se vazi na tubulin
a jejich funkce je rozmanita. Nékteré zajistuji pohyb po mikrotubulech, tkolem jinych
je stabilizace, podpora polymerace nebo inhibice depolymerace. Dalsi z nich mohou
naopak zabranovat sestaveni mikrotubultl a snizovat jejich stabilitu [32,33].

Tau-protein je velmi dobie rozpustny a tepelné odolny protein. Nalézt ho
mizeme v mnoha zivo¢i$nych druzich, u lidi potom pfedev§im v neuronech. Stopové
mnozstvi se vSak nachézi i ve svalech a zivotn¢ dulezitych organech jako je srdce,

ledviny ¢i slinivka [33].

4.1 Struktura a funkce

Tau-protein je nesourody a prodlouzeny polypeptid. Je kddovan unikatnim
genem, ktery se u lidi nach&zi na dlouhém raménku 17. chromosomu a pomoci
transkripce je piepisovan do jaderné RNA [34].

V lidském mozku poskytuje Sest ruznych isoforem, obsahujicich 352-441
aminokyselinovych zbytka a liSicich se tzv. alternativnim sestfihem neboli sekvenci
kédovani exonu 2, 3 a 10. Bylo popsano, Ze exony 2 a 3 mohou mit roli pfi
asociaci tau-proteinu s proteiny bunééné membrany, jako jsou napf. apolipoprotein
ApoAl nebo synaptofyzin [32,35,36].

Jak muizeme vidét na obrazku 4, tau-protein je tvofen N-terminalni
(aminoterminalni) ¢asti, znamou také jako projekéni doména, ktera zahrnuje kyselou
oblast a oblast bohatou na prolin. Diky N-terminalni oblasti jsou tau-proteiny schopny
propojit mikrotubuly s cytoskeletem a omezit tak jejich pruznost. Vyzkumy dokézaly i

to, ze projekéni oblast muze interagovat s bunéfnymi organelami a zajistit vazbu
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s mitochondriemi. Na ni navazuje bazicka C-terminalni (karboxyterminalni) oblast,

ktera ma vyznam pti polymeraci mikrotubult [35-37].

1 E2 E3 E10 ) 3
Acidic region Proline-rich s
region
* > < >
Projection Domain Microtubules

Binding Domain
®Interaction with
* neural plasma membrane
* cytoskeletal elements

®Signal transduction
(PLC-y / Src-kinases)

®Microtubule polymerization
and stabilization
®Binding with other protein s
(PP2A /PS1)

Obréazek 4 Prehled oblasti tau-proteinu [37]

Jednotlivé isoformy maji rozdilny pocet opakujicich se vazebnych domén
K tubulinu v karboxylové ¢asti molekuly — bud’ tfi (3R) nebo &étyti (4R). Tyto domeny
jsou tvoteny opakovanim 18 konzervovanych aminokyselin, kterd jsou vzajemné
oddélena méné konzervovanymi castmi. Isoformy 4R se vyznacuji pfitomnosti exonu
10, isoformy 3R nikoliv. Funkci tohoto konce je transport axond, regulace rychlosti
polymerace mikrotubulii a inhibice jejich depolymerace. Na aminokonci se potom
nachdzi jeden (I1N), dva (2N) nebo zadny (ON) insert tvofeny 29 aminokyselinami
[32,35-37]. Piehled jednotlivych isoforem mizeme vidét na obrazku 5.

Alternative
exons
included
C [Z.'ZFJ E10
1 TN 441 243+10
Adull(!\"b | C 1l 410 243
tau protein : ;
isoforms - [EE 412 2+10
1CH 111 381 2
1{ 1111 383 10
1 1L 352 0
Foetal CNS
tau protein 1 11 352 0
1sotforms

Obréazek 5 Isoformy tau-proteinu [32]
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Kazda isoforma je dominantni v jiném stupni vyvoje a zastava specifickou
fyziologickou funkci. Napiiklad pouze jedina isoforma (3R a ON) se vyskytuje u plodu,
ostatni isoformy jsou pfitomny v dospélosti [32,36].

Co se tyce sekundarni struktury, patii tau-protein mezi tzv. proteiny s vnitini
poruchou (IDP — intrinsically disorder protein). To znamena, Ze postrada dobie

definovanou sekundarni strukturu a v nativnim stavu ji ma pouze maly obsah [35].

4.2 Post-translaéni modifikace

Velmi ¢astym jevem u primarni struktury tau-proteinu je ztrta C-koncovych
nebo N-koncovych oblasti a dilezitym rysem jsou posttransla¢ni modifikace riznych

zbytkl. MuZe jit o acetylaci, deamidaci, O-glykaci ¢i metylaci, avSak nejvyznamnéjsi je

u tau-proteinu jeho fosforylace, kterd ma fyziologickou i patologickou funkci [35].

4.2.1 O-glykace
O-glykace je posttranslacni Gprava, jez se vyznaCuje ptidanim O-vazaneho
N-acetylglukosaminoveho zbytku na serin nebo threonin. Vyznam této modifikace neni
dosud plné znam, je vSak zndmo, ze souvisi s transkripci, bunéénym cyklem a aktivaci
bunék. Svou roli hraje také pii subcelularni lokalizaci a pii degradaci tau-proteinu.
Tento dé&j je Casto spojen s fosforylaci, ale poet o-glykac¢nich mist je u tau-proteinu

niz8i nez fosforyla¢nich [36].

4.2.2 Fosforylace

Fosforylace znamena pfipojeni fosfatové skupiny na molekulu proteinu.
Nejdelsi isoforma tau-proteinu (441 aminokyselin) se vyznacuje 79 fosforylacnimi
misty na serinu a threoninu. VétSina téchto mist se nachazi mimo tubulin vazajici
domény [36].

Fosforylace je vysledkem aktivity specifickych kindz a fosfatdz. Kinazy
zapojené¢ do tohoto procesu jsou fizené prolinem a patfi mezi n¢ napf. mitogenem
aktivovand  proteinkinaza, = glykogensyntdza  kinaza, tau-tubulin  kindza
a cyklin-dependentni kinazy. Aktivita téchto proteinkinaz mize byt indukovana stresem
zpusobenym tepelnym Sokem nebo naopak studenou vodou. Fosfatazy vyvazuji

pusobeni kindz a zajistuji v mozku rychlou defosforylaci [36].
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Tato posttranslacni Gprava zastava rizné role ve funkci tau-proteinu. Jak jiz bylo
zminéno vyse, jednim z kol tau-proteinu je stimulovat polymeraci mikrotubult. To
vSak zna¢né zavisi na stupni fosforylace, protoze fosforylované tau-proteiny nejsou
tolik G¢inné [36].

Je dokéazéno, ze fosforylace zavisi na stupni vyvoje. U plodu je fosforylace tau-
proteinu vyrazné vys$i nez u dospélych jedincii, protoze k aktivaci fosfatdz dochézi az

ve vy$§im véku [36].

4.3 Neuropatologie
Ptestoze je tau-protein fyziologicky diilezity, narusenim jeho struktury se méni i
jeho funkce. Hlavnim problémem byva hyperfosforylace a abnormalni fosforylace,
které vedou k tvorbé NFT, jejichz vyskyt v mozku je jednim z urcujicich znaki ACH i

jinych demenci [38].

4.3.1 Hyperfosforylace

V normalnim lidském mozku se nachdzi dva az tfi moly fosfatu na jeden mol
tau-proteinu. U jedinct trpicich ACH byla zjisténa troven fosforylace az Ctytikrat vyssi
a v soucasné dobé¢ je u nich znamo pies 40 fosforyla¢nich mist [39].

Fosforylace na riznych mistech tau-proteinu spliuje rozdilnou funkci at’ uz
fyziologickou nebo patologickou. Na nékterych mistech dochazi ruznou mérou k
inhibici vazby na mikrotubuly, na jinych pak k podpofe samovolné agregace do PHF
neboli zdvojenych Sroubovicovych vldken, o kterych bude vice rozepsano nize. V
ptipad¢ fosforylace na tzv. kritickych mistech (napf. serin199, serin202, threonin205,
threonin212, threonin231) funguje tau-protein jako inhibi¢ni molekula, ktera oddéluje
MAP z mikrotubult. U tau fosforylace v oblasti bohaté na prolin dochazi pouze z malé
Casti k podpofe agregace i inhibice aktivity tau-proteinu. Dojde-li naopak k fosforylaci
na C-koncove c¢asti, jsou oba tyto jevy vyrazné a narusuji mikrotubuly [39].

Prestoze hyperfosforylace méni fyziologickou funkci tau, nemusi nutné vést
k degradaci mikrotubuld, protoze vétSinu $kod lze napravit enzymatickou defosforylaci.
Naproti tomu abnormalni fosforylaci ziskava tau-protein toxickou funkci, jez z pravidla
vede Kk zaniku mikrotubull. Pfi¢ina fosforylace tau-proteinu v nadmérné mife neni

doposud objasnéna [39].
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4.3.2 Neurofibrilarni spleti

Je dokazano, ze hyperfosforylovany a abnormalné fosforylovany tau-protein je
hlavni soucasti PHF. Jde o zakroucena vlakna §iroka cca 10-22 nm, ktera svym tvarem
pfipominaji dva spojené prameny. Pomoci elektronové difrakce bylo zjisténo, Ze jejich
struktura je tvofena nékolika pfi¢énymi podjednotkami tau-proteinu. U PHF izolovanych
z mozku pacienta s ACH je vsak ¢ast filament nezkroucend a ob¢ vlakna bézi paralelné
vedle sebe [38,39]. Tato helikalni vlakna mohou akumulovat, vytvaiet klubka a byt tak
zakladem pro tvorbu NFT. Ty se vyskytuji v perikaryalni cytoplasmé bunky bud’
samostatné, nebo obaluji beta-amyloidové plaky. Jejich vyskyt v mozku souvisi
s dysfunkci nervovych bunék v disledku degenerace tau-proteinu a podle jejich poctu
lze dnes urcit stupent demence [42,43].

Existuji tfi morfologicka stadia: pre-NFT, zralé NFT a extraneurondlni NFT.
Pre-NFT se vyznaCuji zachovanymi dendrity a centrovanym jadrem. V jejich
cytoplazmé se nachazi bodovy tau-protein. Zralé (intraneuronélni) NFT jsou sloZené z
PHF a charakteristicky vytlacuji jadro k okraji téla neuronu. Byvaji rozlozeny na
dendrity a proximalni ¢ast axonu. Po smrti neurond z nich vznikaji extracelularni (tzv.

Ghost) NFT, kterym jiz chybi jadro a cytoplazma [42-44].
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5 DIAGNOSTIKA

vvvvvv

beta-amyloidu, ktery se u této choroby vyskytuje ve snizenych koncentracich,
nachdzime hodnoty tau-proteinu az nékolikanasobné zvySené. Pii diagnostickych
vySetienich se stanovuje jak zvySena mira celkového, tak i fosforylovaného tau-proteinu
ptedevs§im v CSF, jehoZ vyhodou je, ze je v kontaktu s extracelularni tekutinou. Metody
vySetfeni krve se stdle teprve zdokonaluji. Oproti zdravému mozku byla u pacientt
postizenych ACH stanovena hladina celkového tau-proteinu o 200 % a fosforylovaného
tau-proteinu az o 300 % vyssi [45].

Zvyseni celkového tau-proteinu ukazuje obecn¢ na poskozeni axonil
Vv neokortexu, coz neni charakteristické pouze pro ACH, ale i mrtvici, mozkové trauma
nebo Creuztfeldt-Jakobovu chorobu [46].

Piestoze samotné pozitivni stanoveni jen jednoho z téchto analytl nevylucuje
jind neurodegenerativni onemocnéni, spoleéné poskytuji 85-95% jistotu, ze se jedna
0 ACH. Podle hodnot, které mizeme vidét v tabulce 1 a 2, 1ze dojit k jednomu ze tii
zavérl. V piipadég, Ze jsou vSechny proteiny patologické, nebo alespoil jeden protein a
jeden nespecificky marker, jde o pravdépodobnou diagn6zu ACH. Pokud jsou hodnoty
hraniéni a patologii vykazuje pouze jeden specificky marker, jednd se o diagnézu
moznou. O nepravdépodobné diagndze pak mluvime tehdy, jsou-li vSechny biomarkery
v normé&, nebo je pouze jeden nespecificky marker patologicky. Cilem diagnostiky je
odlisit ACH od procesu starnuti a jinych onemocnéni vyznacujici se demenci, napt.

mirné kognitivni poruchy (MCI — mild cognitive impairment) [45-47].

Tabulka 1 Normy vysetrovanych proteinii [47]

H-tau | 21-50 let | <300 ng/l
51-70 let | <450 ng/I
71-93 let | <500 ng/I
P-tau <60 ng/I
AP42 >500 ng/l
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Tabulka 2 Hodnoceni ACH [47]

Pozitivni TH-tau + 1P-tau + |AP42
TH-tau + tP-tau

TH-tau + | Ap42

1P-tau + |AB42
Hrani¢ni LAP42

TP-tau

Negativni TH-tau

vvvvvv

Vv Sesti riznych isoformach a riznych modifikacich a jednak to, Ze jeho koncentrace
v CSF jsou velmi nizké — cca 300 ng/l u zdravych jedinci a az 900 ng/l u pacientti
s ACH. Ziskavani CSF je navic velmi invazivni proces [46].

Spolu s objevovanim novych mozZnosti lécby ACH dochazi k tomu, ze lidé
vyhledavaji 1ékaiskou pomoc jiz v diivéjsich stadiich onemocnéni. U mnoha z nich se
Kromé¢ klinického sledovani doposud neexistuje zadna metoda, kterou by bylo mozné
stanovit, zda se onemocnéni rozvine do ACH s demenci, nebo ne [48].

Neurodegenerativni proces zacina jiz 20-30 let pfed tim, nez se objevi klinické
znamky onemocnéni. Postupné vznikaji plaky a spletence a az na urcité prahové urovni
se objevuji prvni ptiznaky. Doposud nebylo dokdzano, ze se rychlost tvorby plakl a
neuronalni degenerace béhem procesu nemoci méni [48].

Diagnostické markery pro ACH lze rozdélit do dvou skupin na stavové a
stadiové markery. Stadiové markery urcuji, jak daleko pokracuje degenerativni proces.
Mezi takové patii naptiklad atrofie hipokampu nebo stupnice kritérii, podle kterych se
hodnoti pokles kognitivnich funkci. Beta-amyloid i tau-protein patii mezi markery
stavové a odrazeji intenzitu procesu onemocnéni. Pravé tyto stavové markery vykazuji
nejvetsi  diagnosticky potencial pro prognoézu u pocinajici ACH. Problémem pfi
sledovani markeri v CSF je to, Ze pouze u malého procenta lidi se mirnd kognitivni
porucha vyvine v ACH. Je tedy tfeba vice jak péti let pozorovani, aby bylo mozné
potvrdit, ze MIC je stabilni [48].
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K navySeni koncentrace celkového tau-proteinu navic dochazi piechodné i u
akutnich poruch (srde¢ni infarkt) a nejvyssi narlst se objevuje u onemocnéni, pii
kterych dochazi k intenzivni degeneraci neuronu - piikladem mize byt Creutzfeldt-
Jakobova choroba. U ACH je zvySeni pouze mirné. Hladina fosforylovaného
tau-proteinu vsak v téchto pfipadech nenarista a lze fici, Ze nesvédci pouze o poskozeni
neurond, ale odrazi celkovy stav fosforylace mozku, tedy tvorbu spleti a rozvoj ACH

[48].

5.1 Specifita a citlivost Tau-proteinu

Specifita tau-proteinu neni dokonala ptedev$im z divodu, Ze se jeho vysoké
koncentrace vyskytuji i u jinych onemocnéni souvisejicich s demenci (jiz bylo zminéno
vyse). Existuji vSak i pfipady, které jsou sporné. Napiiklad u vaskularni demence byl
v nékterych studiich nartst koncentrace tau-proteinu u mnoha pacientt vysoky, v jinych
naopak témeét zadny. Pti frontotemporalni demenci dochéazi u nékterych k mirnému az
stfednimu zvySeni koncentrace tau-proteinu. To by mohlo byt vysvétleno soubézné se
rozvijejici ACH [48].

Citlivost tau-proteinu zavisi na zvolené metodé. U celkového tau-proteinu
vykazuje metoda ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) v 36 studiich specifitu
90 % a stiedni citlivost 81 %. U péti studii s metodou Athena byla specifita stejnd, ale
stfedni citlivost vyrazné nizsi. U fosforylovaného tau-proteinu se citlivost pohybuje
mezi 79-80 % riznymi metodami ELISA. Jeho specifita je ovSem zna¢né vySsi nez u
celkového tau-proteinu, protoze neni znam vyskyt jeho vyssich koncentraci u jinych
chorob [48].

Omezenim zistava to, Ze vSechna data pochazeji od klinicky diagnostikovanych
pacientll a existuje tak riziko tzv. kruhového diikazu: vykon markerti nesmi byt vyssi
nez dana diagnosticka kritéria. N&kteii pacienti s ACH soucasné trpi i jinou poruchou,
kterd se s ACH ptekryva. Nekolik studii dokézalo, Ze ACH velmi casto doprovazi
vaskularni demence nebo demence s Lewyho télisky. Proto muze byt obtizné posoudit,
zda je pric¢inou suboptimalni specifinosti a citlivosti nedostatek markeri nebo

studovanych pacientti a kontrol [48].

5.2 Predanalytické faktory
Analyticky vysledek je ovlivilovan mnoha faktory. Stejné jako beta-amyloid se

tau-protein drzi na sténach zkumavek z tvrdého plastu a skla, coz mize vést k falesné
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nizkym az negativnim vysledkim. CSF by se mél proto uchovavat ve zkumavkach
z polypropylenu. Vzorky jsou stabilni pii 4 °C po dobu tii dnd, ale v laboratofich se
bézn¢ uchovavaji zmrazeny. Stejné¢ tak je tfeba brat v ivahu zmény koncentraci
tau-proteinu béhem rozvoje onemocnéni v CSF. U celkového ani fosforylovaného
tau-proteinu nedochézi k vyraznym zménam do jednoho az dvou let, a to jak u ACH,
tak MCI. Po piekroceni této doby dochazi k poklesu koncentraci v obou piipadech. Jin
studie vSak dokazala, ze po Sesti letech klesa koncentrace fosforylovaného tau-proteinu

u pacienti s ACH, ale stoupa u osob trpicich MCI [48].

5.3 Imunochemie
K méfeni koncentrace tau-proteinu se stejné jako u ostatnich bilkovin pouziva
velka skala metod, jako jsou elektroforéza, chromatografie nebo v posledni dobé i
elektronova mikroskopie. Nejvétsi vyznam ma ale vySetfovani pomoci

imunochemickych metod [49].

5.3.1 Protilatky

Existuje velké mnozstvi anti-tau protilatek, které jsou pifevazné monoklonélniho
pavodu. Kazda z nich je zavisla na fosforylaci ¢i acetylaci a rozeznava jiny typ epitopu
s odlisnou aminokyselinovou sekvenci [47]. Nize se zamétim na né€které z nich.

Protilatka Tau-66 proti rekombinantnimu tau-proteinu rozpoznava epitop ze
zbytktt aminokyselin 155-208 a 305-314. Pomoci ni lze nalézt somatické neuronalni
skvrny v hornim temporalnim gyru, které jsou frekventovangjsi u mozku s ACH nez ve
zdravém mozku. Podobny nélez se vyskytuje i v hipokampu, kde jsou vSak obarveny
piednostné. V ptipad¢é leh¢ich forem ACH nejsou skvrny v hipokampu dostatecné
zietelné a oznacuji se jako difuzni sitové plaky. Pomoci testu ELISA byla dokdzéana
vysoka specifita Tau-66, protoze nereaguje s jinymi mikrotubuly vézajicim protein ani s
tubulinem. Ve stejném testu je Tau-66 citlivy na pufr a teplotu a jeho reaktivita mtze
byt silné ovlivnéna SDS (sodium dodecyl sulfate). Jeho velkou nevyhodou je to, Ze ho
nelze pouzit pii Western-blottingu [49,50].

PHF-1 je protilatka pfipravena imunizaci PHF a néckteré epitopy ma shodné
s normalnim tau-proteinem. Lisi se vSak niZsi pohyblivosti v polyakrylamidovém gelu a
izoelektrickym nabojem. Rozeznava fosforylaci na zbytku serinu396 a threoninu404.
Pozitivniho vysledku miizeme dosdhnout, pokud je fosforylovany alespoii jeden ze
jmenovanych zbytkll. Neddvna studie vSak potvrdila, ze v ptipadé fosforylace obou

zbytkd naraz dochazi az k desetindsobnému zvyseni citlivosti méfeni. Epitopy, které lze
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rozpoznat pomoci této protilatky jsou citlivé na alkalickou fosfatazu, proto je vhodné ji
pouzit pro studium abnormalni fosforylace tau-proteinu [51,52].

Velmi pouzivanymi protilatkami jsou Tau-1 a AT8. Tau-1 se vyuziva k barveni
fyziologického tau-proteinu a jeho defosforylované formy izolované z mozku pacientt
s ACH. Protilatka vnima epitopy s aminokyselinami 192-204. AT8 rozpoznavé stejnou
oblast proteinu ve fosforylované¢ formé a bylo dokazano, ze tato protilatka vyzaduje

soucasné fosforylaci tau-proteinu jak na serinu202, tak i threoninu205 [53].

5.3.2 Metody stanoveni
ELISA neboli enzymova imunosorbentni metoda patii mezi imunoanalytické
metody s indikatory. Je nejbéznéjsi metodou pro stanovovani bilkovin vcetné tau-
proteinu. Principem je to, Ze jedna z reagujicich latek (antigen ¢i protilatka) je navazana
na pevnou fazi. Po pfidani druhé reagencie vznikda imunokomplex, pro jehoz
kvantifikaci se vyuziva bud’ tzv. sekundarni protilatky, kterd nese indikator (napf.
enzym, radionuklid, luminiscen¢ni ¢astice), nebo je jedna z reagencii jiz indikatorem
znacena [54].
RozliSujeme dva druhy ELISA metod:
e Kompetitivni ELISA — stanovovany antigen soutézi o vazebné misto na
protilatce s antigenem, ktery je oznafeny indikatorem. Po zreagovani a
promyti se méfi signal, ktery je nepfimo umérny hledané koncentraci
[52].
e Sendvicova ELISA - Jednotlivé kroky jsou casové oddéleny
promyvanim. Stanovovany antigen nejdfive vytvoii imunokomplex s
protilatkou a na ten je az v dal§im kroku navazana sekundarni protilatka s
indikatorem. Vysledny signél je piimo tmérny koncentraci a lze ho

zviditelnit pfidanim substratu, ktery vyvola barevnou zménu [54].

Pro potvrzeni reprodukovatelnosti této metody se pouzivaji vzdy dvé kontroly,

jejichz piijatelnd odchylka nesmi byt vice nez 15 % [48].

Western-blotting nebo také imunoblotting je metoda, které se vyuziva pro
méfeni pfedem elektroforézou rozdélenych proteind (viz nize). Jejich vzor je z gelové
desticky pfenesen na membranu bud’ prostou difuzi, nebo pticnou elektroforézou. Na
membrané nasledné dochazi k imunochemickym reakcim: inkubace a reakce antigenu
s protilatkou. Navézanou protilatku lze pak snimat pomoci sekundarnich cinidel
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s pouzitim ELISA metody. Kvantifikace pak opét probihd pomoci barevnych zmén —

vyuzivaji se tedy techniky jako denzitometrie a spektrofotometrie [55].

Dalsi metodou, kterou bych rada zminila, je imunoelektroforéza, ktera
kombinuje elektroforetické déleni bilkovin s imunochemickymi reakcemi [54]. Vice se

na tuto metodu zaméfim v kapitole o elektroforéze.

5.4 Neimunochemické metody stanoveni

5.4.1 Elektroforetické metody

Elektroforéza je jednou z nejrozsifenéjSich metod v imunochemii pro stanoveni
proteinti. Casto dopliiuje nebo se vyskytuje v kombinaci s jinymi metodami. Jde o
techniku s vysokym rozliSenim a vyuziva se v pfipadech, kdy chceme zjistit
molekulovou hmotnost, naboj, informace o podjednotkach nebo Cistotu ptipravku [56].

Pii této technice dochazi k separaci a analyze proteinu v elektrickém poli.
Principem je rozdéleni ndboje mezi povrchem castice a tekutinou, kterd ho obklopuje.
Vlozené elektrické pole plsobi na vyslednou hustotu néboje a na tok tekutiny, pti¢emz
cely proces musi probihat na vhodném nosici, kterymi jsou v dnes$ni dob& agarézovy ¢i

polyakryamidovy gel [57].

e Kapilarni elektroforéza
Tato metoda je vhodna i pro malé objemy vzorkl a probiha v kapilare, ktera je
ponofena do elektrolytu s elektrodami. Ty slouzi jako zdroj vysokého napéti. Z jednoho
konce se do kapilary davkuje vzorek, ktery je sniman detektorem na druhé strané.

Vyhodnocujeme vysledny signal, ktery dostaneme v podobé¢ elektroforeogramu [57].

e Imunoelektroforéza
Imunoelektroforéza vyuziva kromé separace bilkovin na zaklad¢ povrchovych
naboji i reakci protilatky s antigenem v podobé imunoprecipitace. Proteiny a protilatky
jsou na agarovém gelu oddélené¢ v malych jamkach. Prostou difuzi dochazi k interakci
téchto molekul a vzniku srazeci linie specifického tvaru. V pftipadé ptitomnosti
patologie dochazi ke zméné tvaru a intenzity zbarveni precipitacnich linii. Tato metoda
je Casove zdlouhava a automatizace je naro¢nd, proto je Casto nahrazovana imunofixaci

[54,58,59].
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e SDS-PAGE (gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu s ptitomnosti
dodecylsulfatu sodnéeho)

SDS-PAGE je dalsi technikou s velkym vykonem, ktera se vyuziva mimo jiné
pro svoji jednoduchost. Nékdy byva oznaCovana jako elektroforéza s denaturaci.
Proteiny jsou zde separovany na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti [60].

V prvnim kroku reaguje stanovovany protein s SDS, ktery ni¢i jeho terciarni
strukturu a dochazi tak k denaturaci. SDS se vaze jak na hydrofilni, tak hydrofobni ¢asti
rozvinutého polypeptidového fetézce — tim vznika zaporné nabita molekula komplexu
SDS-protein. Takto vzniklé komplexy se nadale déli do jednotlivych skupin
polypeptidi. Zde se vyuziva polyakrylamidového nosice, ktery je ve vysledné formé
polymerizovan a obsahuje velké mnoZstvi trojrozmérnych p6ra. Jejich velikost zavisi na
koncentraci zesit'ovaciho ¢inidla a akrylamidu ve smési [60].

Dulezité je vSak to, Ze velikost port je srovnatelna s velikosti proteinovych
molekul. V piipad¢é vlozeni elektrického pole na zaporny naboj komplexi dochazi
k migraci molekul proteinu smérem k anod¢. Vétsi molekuly migruji pomaleji, nez
mensi, které se dostavaji rychleji skrze pory. Po skonceni elektroforézy jsou jednotlivé
proteiny rozdéleny podle jejich molekulové hmotnosti — mensi molekuly se dostanou
dale nez velké, které se sekavaji s vétsim odporem [60].

Konecna analyza se mize provadét nékolika zplsoby. Jednim znich je
stanoveni Western-blottingem, jindy se vyuZiva hmotnostni spektrofotometrie. Proteiny
lze také obarvit stiibrem nebo dle Coomassie a porovnat se sadou standardd. Diky
kombinaci SDS a polyakrylamidové matrice jako sita je dosazeno extrémné vysokého
rozliSeni separace oproti jinym metodam zalozenym na stejnych principech [61].

Elektroforetické metody (pfedevsim SDS-PAGE) jsou dnes pro svoji rychlost,
jednoduchost a dobrou reprodukovatelnost fazeny mezi bézné se provadéjici laboratorni

metody souvisejici se stanovenim tau-proteinu [61].

5.4.2 Kryoelektronova mikroskopie
Elektronova mikroskopie se zna¢né vyuziva pro studium biomolekul a urceni
jejich struktur. Pfed samotnym mikroskopovanim je nutné vzorek rozpustit v pufru a
nasledné zmrazit kapalnym ethanem. Tim docilime toho, Ze se nestihnou vytvofit
ledové krystaly, které by rusili prohliZeni, ale voda zlistane v amorfnim sklovitém stavu.
Abychom tento stav udrzeli, nesmi teplota stoupnout nad 100 K. Poté se vzorek

zobrazuje pii destruktivnim elektronovém paprsku. Snimky jsou pak vytvotfeny praveé
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témito elektrony a fazovym kontrastem. Protoze je pfi elektronové mikroskopii cilem
rozpoznat rozdily v rozsahu jednoho coulombu mezi atomy s vétsim rozptylem (uhlik,
dusik, sira apod.) a leh¢imi atomy okolniho prostifedi (tedy vodiku a kysliku) maji
snimky velmi maly kontrast [62].

To je divodem, pro¢ elektronovd mikroskopie piinasi né€kolik omezeni.
Predevsim je nutné, aby studované molekuly mély dostatecnou velikost a byly tak
rozliitelné na snimcich s malym kontrastem. Zvoleny limit pro tuto velikost je
100 kDa, ktery vSak byva v praxi ¢asto piekracovan. Svou roli hraje i slozeni pufru.
Pokud pufr obsahuje vyssi koncentraci rozpusténé latky jako napft. stl nebo glycerol,
mohou jeho molekuly rozptylovat atomy stejné¢ jako stanovovana biomolekula. Muze
tak dojit ke ztraté pozadovaného kontrastu a zkresleni samotného stanoveni [63].

Protoze je tau stejné jako jiné proteiny nachylny na mnoho vnéjsich vliva a je
nutné zvolit takové podminky, aby nedoslo k denaturaci a zaroven byly splnény vyse
uvedené faktory, byva tato metoda zkoumani zdlouhava a narocnéa. Na druhou stranu je
tato metoda zatim jedina, kterou se podafilo zobrazit strukturu tau-proteinu v lidském
mozku [9,62].

5.4.3 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je metoda nejvice pouzivana pro CcCisténi neboli
purifikaci tau-proteinu. D& se fici, ze ve svém vyuziti predb&éhla i hmotnostni
spektrofotometrii. Biologické extrakty totiz ¢asto obsahuji nadmérné mnozstvi proteinu,
coz je komplikace, se kterou si hmotnostni spektrofotometrie neumi poradit [63].

Obecnym principem chromatografie je separace latek na zaklad¢ jejich
rozdilnych vlastnosti jako je velikost, naboj, hydrofilita nebo naopak hydrofobicita aj.
Mnoho molekul ma vsak podobné i tyto vlastnosti [63].

Vlastnosti, kterou se zabyva afinitni chromatografie, je afinita a zaméfuje se tedy
na struktury jednotlivych molekul. Proto dokaze odlisit i molekuly s podobnymi
obecnymi vlastnostmi a je velmi cenéna [63].

Tato metoda vyuziva interakce mezi imobilizovanym ligandem a stanovovanym
analytem. V piipadé proteini se jako ligand casto pouzivaji protilatky proti
konkrétnimu proteinu. Dochazi tak ke specifické reakci, kdy je cilova molekula
navéazana na ligand a nezddouci molekuly tak mohou byt odstranény. Cely proces lze

provést v jediném kroku a dosdhnout tak najednou celkové purifikace [64].
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6 LECBA ALZHEIMEROVY CHOROBY

U ACH je kladen ptfedevsim veliky diraz na prevenci. Pokud vsak ¢lovék ACH
jiz trpi, osvédcily se zmény v Zivotnim stylu a piijem ur€itych zivin. Lécivych piipravka
jako takovych bohuzel mnoho neni — pro 1é¢bu ACH jich bylo US FDA (tfad pro
kontrolu potravin a 1ékii ve Spojenych statech) schvaleno pouze péar. Patii mezi né
donepezil, rivastigmin, galantamin a memantin. Problém u vSech metod 1éCenti je ten, Ze
jsou zalozeny pouze na léCeni symptomi a zmirnéni pfiznakll jako jsou zmény v
chovani a pokles kognitivnich funkci. Zajem o né navic neni pfili§ velky, protoze
vSechny funguji pouze docasné a vyskytuje se u nich fada vedlejsich ucinki [65,66].

V roce 2017 byly objeveny nové poznatky v neuropatologii, které se zamétuji na
zabranu zé&kladnich patologii ACH, tedy tvorbu beta-amyloidovych plaki a
neurofibrilarnich spleti [66,67].

Na tau-protein je kladen ponékud vétsi diraz, nez na beta-amyloid hlavné proto,
ze se jeho =zvySena koncentrace vyskytuje nejen u ACH, ale 1 jinych
neurodegenerativnich poruch. Mezi terapeutické postupy patfi imunoterapie, zabrana
agregace tau-proteinu, stabilizace mikrotubuli a zadbrana tzv. O-vazané beta-N-

acetylglukosaminylace (O-GIcNAcylace) [66].

6.1 Imunoterapie

Imunoterapeutické metody jsou velice slibné z pohledu 1é¢by transformujici
nemoc. Hlavni strategii pii pouziti terapeutickych protilatek je to, Zze by mély byt
schopny prostoupit skrze hematoencefalickou bariéru do mozku a navédzat se na
patologické formy tau-proteinu. Existuji dvé vzajemné se dopliujici hypotézy —
spolupréce s extracelularnimi nebo intracelularnimi formami tau-proteinu (¢i v idedlnim
pfipadé¢ oboji najednou). VSechny protilatky pouzivané pro terapii tauopatii by mély byt
schopny vazby na shluky tau mimo burky a tim zabranit jejich $iteni do sousednich
neurond. Podle dosud zjisténych udaji se ptredpokladd, ze fagocytéza komplexu
protilatka — tau-protein je zavisla na konkrétnim izotypu imunoglobulinu G, ktery by tak
mohl hrat roli v clearance tau-proteinu. Také bylo zjisténo, ze extraceluldrni nebo
tau-protein spojeny se synaptickou membranou muze mit Spatny vliv na neurondlni
funkci. Neutralizace pomoci protilatky by pak mohla mit symptomatické ucinky [68].

Studie zkoumajici intracelularni oddéleni tau-proteinu fikaji, ze protilatky
vstupuji do mozku z periferie v modelech transgennich patologii a jsou vychytadvany

neurony. Dosud neni plné objasnéno, co se s protilatkou déje po vstupu do neuronu, ale
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vi se, Ze se nachazi v lysosomovém systému, ktery je spojen se shluky tau. To nas vede
Kk tomu, ze protilatka pravdépodobné napomaha likvidovat tau-protein tim, ze rozklada
tau agregaty a usnadiuje tak pfistup lysosomovému systému. Proniknuti protilatky do
neuronu mize navic zabrafovat sekreci tau-proteinu ven z neuronu a jeho Sifeni
v mozku [68].

Soucasné studie jsou zaméfeny vzdy na ur€ity typ tau-proteinu jako je celkovy,
hyperfosforylovany a multimericky tau-protein a specifické konformace tau-proteinu.
Kazdy vSak pfinasi své vyhody a nevyhody. Hyperfosforylovany tau-protein je
vyznamny Vv tom smyslu, ze fosforylace na riznych zbytcich tau-proteinu je specificka
pro urcitou patologii. Ma ale to negativum, Ze mista fosforylace zavisi na stupni
onemocnéni a v malé mife i na tom, o jakou ¢ast mozku se jedna. Vyhoda celkového
tau-proteinu je, ze predstavuje vetsi rezervu a dd se S nim tak snadnéji pracovat. Jeho
zasoba ve starnoucim mozku vSak Casto obsahuje riznorodou smés fosforylovaného a
nefosforylovaného tau a jeho fragmentt, coz je nezddoucim jevem. Co se ty¢e zaméteni
na multimericky tau-protein a jeho rtizné konformace je zde velkou vyhodou jejich
specifita vici jednotlivym patologiim. Na rozdil od hyperfosforylovaného tau-proteinu
vSak nejsou vtomto pfipadé dosud pln€ charakterizovany. Tyto protilatky mohou
rozeznavat i podobné konformace u jinych agregat proteini tykajicich se ACH, coz
jejich G¢innost zvysuje. Na druhou stranu maji ¢asto nizsi afinitu a tim naopak G¢innost
niz§i. Dalsim problémem je to, Ze reaguji s beta-skladanym listem normalnich proteint
a mohou tak vyvolat neptiznivé ucinky [68].

Byla vyvinuta aktivni vakcina v podobé¢ syntetického peptidu AADvacl, ktera
byla testovana v prvnim stadiu ACH Novakem a spol. v letech 2013-2015. Tato vakcina
obsahuje peptidovy fragment tau294-305, ktery je pies N-koncovy cystein napojeny na
hemocyanin a jako pomocné adjuvanc se podava alhydrogel. Pii jejim vyvoji byla
pouzita protilatka DC8ES8, ktera je schopna odlisit fyziologicky tau-protein od
patologického a souCasné zabranuje oligomerizaci tau-proteinu in vivo a in vitro.
Nemocni s mirnou az stiedné tézkou ACH byli o¢kovani tfemi az Sesti imunizacnimi
davkami. Studie byly uspésné v tom sméru, ze vakcina vyvolala u pacientli vysoké titry
protilatek téméf ve vSech pripadech. To vedlo skupinu védct k tomu, Ze zacali vakcinu
zkoumat i v druhém stupni choroby [66,68].

Aktivni imunizace je umoznéna také vakcinou ACI-35, jejiz hlavni Casti je
liposom a zamétuje se proti patologicky fosforylovanym tau-proteinim. Jednd se o

16-aminokyselinovy peptid, ktery velmi rychle reaguje proti antigenu a sniZzuje tak
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hyperfosforylaci tau-proteinu. V souvislosti s jejimi ucinky nebyly zaznamenany zadné
zanétlivé ani jiné nezaddouci reakce, proto se predpoklada bezpecnost pti pouziti u lidi.
Zamé&fuje se na pacienty s mirnou az stiedni ACH. Jeji vyvoj vSak zatim neni plné
dokoncen [66,68].

V soucasné dobé probihaji i nékteré ¢asné studie pro vyvin pasivnich protilatek.
Spole¢nost AC Immune spolu s firmou Genetech provadi studii na mys$i monoklonélni
protilatku proti tau-fosfoserinu409. Piestoze o této protilatce neni znamé mnoho,
dostupné informace uvadéji, ze byla izolovana z mysi imunizovanymi aktivni vakcinou
ACI-35 [68].

Roger Nitsche se svou skupinou v Curychu izoloval autoprotilatky proti
tau-proteinu od starSich jedincl, ktefi nevykazovali zadné znamky patologie. Jeho
ptistup je ponc¢kud netradi¢ni, ale ma velkou vyhodu v tom, Ze oproti béZnym postupiim
s mysimi protilatkami pracuje ptimo s lidskymi. Podafilo se tak ziskat nékolik protilatek
pomoci nejdelsiho rekombinantniho tau-proteinu, ktery poslouzil jako navnada.
Vsechny pak byly zkoumény pro jejich schopnost rozliSovat patologické tau izolaty od
zdravych. U olovénych protilatek 4E4, 3A4 a 24B2 bylo zjisténo, Ze rozpoznavaji
aminokyseliny v C-koncové c¢asti, jez vaze mikrotubuly, ale nevykazuji Zadnou
specifitu tykajici se fosforylace [68].

Jina skupina z Washingtonské univerzity kolem Davida Holtzmana a Randala
Batemana vyvinula ve spolupraci se spolenosti Marc Diamond pét protilatek proti
mySimu a osm proti lidskému tau-proteinu. Z nich byly vybrany tii: HJ9.3, HJ9.4 a
HJ8.5, z nichz HJ8.5 je specificka pro ¢lovéka. Viechny vedou ke sniZeni koncentrace
hyperfosforylovaného tau-proteinu, ale jsou vyznamné také pro jejich schopnost branit
pfenosu patologie v procesu trans-bunééného pienosu [68].

Peter Davis a kolektiv nesou z&sluhu na vyvoji archeprotilatek, které prvné
slouzily jako diagnostické nastroje, ale pozdéji se ukéazalo, ze maji i terapeuticky
ucinek. Protilatka PHF1 rozeznava linedrni epitop fosforylovaného tau-proteinu,
zatimco protilatka MC1 rozliSuje strukturni epitop, ktery poZaduje dv€ rizné linedrni
sekvence — epitop mezi zbytky 46-202 a C-koncovou ¢ast mezi zbytky 312-342 [68].
Imunoterapie zabyvajici se 1écbou ACH se Vsoucasné dob€ snazi zaméfit 1 na
beta-amyloid, ktery je dalsim z vyznamnych diagnostickych markert. Informace o jeho
farmakokinetice a farmakodynamice jsou vSak mén¢ dostupné, nez tidaje o tau-proteinu.
Navic bylo zjisténo, 7ze tau-protein se podstatné 1isi od beta-amyloidu svym

biologickym polocasem. Poloc¢as tau-proteinu vV intersticialni tekutin¢ je ptiblizné
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jedenact dni, kdezto u beta-amyloidu pouze jeden az dvé hodiny. Proto je snazsi ziskat
vyssi celkovy zabér a clearance pro terapeutickou tau protilatku nez protilatku proti

beta-amyloidu [66,68].

6.2 Stabilizace mikrotubuli

Jak jiz bylo n¢kolikrat zminéno, hlavni funkci tau-proteinu je vazat se s
mikrotubuly a tim zajiSt'ovat jejich stabilitu. Jednou z moznosti 1éCby tauopatii je tedy
snaha 0 nahrazeni tau-proteinu v této funkci jinymi malymi molekulami. Piikladem je
epotilon D, ktery snizuje posSkozeni axonli, a naopak zvySuje cetnost axonalnich
mikrotubuld u starSich mozkt [66,69].

Dalsi latkou, ktera pronikd mozkem a mize byt pouzita jako stabilizator je
diktyostatin. Pfi studiich byla opét zjisténa zvySend hustota mikrotubult a vyskyt
patologického tau-proteinu v mensi mife. Ve vysokych davkach ma vSak diktyostatin
neptiznivé vedlejsi ¢inky, pfedevsim gastrointestinalni potize [66,69].

V posledni dobé n¢kolik studii potvrdilo, ze i n€které imidazoly maji v ptipadé

mikrotubult stabilizaéni u¢inky [66,70].

6.3 Zabrana beta-N-acetylglukosaminylace

O-vézana beta-N-acetylglukosaminylace je proces tykajici se proteint v jadrech
a cytosolu bun¢k. Patii mezi vratné posttranslacni modifikace, jejichz ukolem je
kontrolovat aktivitu bunék a dostupnost glukézy. U vice jak tisice proteinti kontroluji
adici N-acetylglukosaminu (nebo naopak jeho odstranéni) ze zbytki serinu a threoninu
dva enzymy: OGT (O-vazana N-acetylglukosaminyltransferasa) a OGA (O-vazand N-
acetyl-beta-D-glukosaminidasa) [66].

Zmény tohoto procesu maji spojitost s ACH i jinymi mozkovymi poruchami.
Bylo dokazano, ze O-GlcNAcetylace ovliviiuje jak agregaci tau-proteinu, tak i
destabilizaci mikrotubult. Je proto jednim z cilti soucasnych studii tykajicich se terapie
ACH, protoze diky inhibitorim O-GlcNAcetylace by mohlo byt dosazeno zpomaleni
tvorby NFT a progrese samotné nemoci. Dosud bylo nalezeno nékolik velmi ucinnych
inhibitort [66].

Prvnim je velice silny inhibitor PUGNAc. Jeho nevyhodou je, ze inhibuje ostatni
glykosidové hydrolazy [66].

GlcNAcstatin G je vitan diky své selektivité vaci beta-hexosaaminidase, ale je

velmi malo rozpustny ve vod¢é, coz omezuje jeho pouziti in vivo [66].
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Témét dokonalou selektivitu vSak vykazuje thiamet G, ktery mé navic to plus, ze
snadno pronikd hematoencefalickou bariérou a nabizi se tak jeho wvyuziti pro
neurodegenerativni poruchy. Byl pouzit pro zvySeni GIcNAcylace u ACH a tim bylo

uspesné dosazeno snizeni agregace tau-proteinu a projevu celé nemoci [66].

6.4 Zabrana agregace tau-proteinu

Existuji tfi hlavni zptsoby, jak zabranit agregaci tau-proteinu: inhibice kinaz,
aktivace fosfataz a prostfednictvim tzv. pfimych inhibitort [66].

Na fosforylaci tau-proteinu se nejvyznamnéji podili kinasa GSK3p a pro zébranu
jeji funkce bylo vyvinuto nékolik inhibitord jak pro preklinickou, tak klinickou fazi
ACH [66, 71].

Vétsinu aktivity mozkové fosfatasy na serotoninu nebo threoninu zajistuje
skupina enzymd, kterd se nazyva proteinova fosfatasa 2A (PP2A). Casti mozku
postizené ACH se vyznacuji jistymi zménami téchto enzymt, jako jsou metylace ¢i
fosforylace (¢i oboji nardz), katalyticka aktivita, zmény v reguldtorech ¢i exprese
podjednotek. Tyto poruchy byly spojeny stypickymi patologiemi ACH vcetné
hyperfosforylaci tau-proteinu [66,71].

Prvnim pfimym inhibitorem shromazd’ovani tau-proteinu je methylenova modft
patiici mezi fenotiaziny, kterou jako prvni identifikovala skupina kolem pana Wischika.
Schopnost zabrafiovat agregaci tau-proteinu vykazuji i jiné latky z této skupiny.
Methylenova modr je v oxidované podobé heterocyklickou iontovou slouceninou, ktera
se vSak v zavislosti na podminkach mize pfeménovat na svou bezbarvou redukovanou
formu leukomethylthionin. Toho se vyuziva pfi terapii, protoze prave tato redukovana
forma ptechazi ptes hematoencefalickou bariéru a mtize pusobit v mozku [66,71,72].

Neékolika studiemi bylo prokazano, Ze pro prvni pozitivni vysledky byla nutna
doba piisobeni 24 tydnii a minimalni davka methylenové modii 134 g denné.
Kationtova forma methylenové modti pisobi pouze jako prekurzor, u kterého je nutné
aktivni sniZeni, jenz neni stalé. Proto nemaji uréité davky zadny nebo jen velmi mirny
ucinek a byly wvynalezeny salifikované formy: LMTM (leukomethylthionin
bis(hydromethansulfonat)) a LMTB (leukomethylthionin dihydro-bromid). Ty maji jiz
stejny ucinek jako samotna methylenova modf in vivo a in vitro [66,72].

Akoury a kolektiv pfisli s vysledky studii, které popisuji mechanismus ptisobeni
methylenové modii na zéklad¢é oxidace cysteinovych zbytka. Cystein291 a cystein322
se podileji na tvorbé vlaken, a pravé tyto oblasti tau-proteinu byly nejvice zménény
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vlivem puasobenim methylenové modii. Tak dospéli k zavéru, ze thiazonové jadro
methylenové modii je schopno vyvolat redoxni reakce, zajistuje tak inhibi¢ni aktivitu
této slouCeniny a udrZzuje tau-protein v monomerni podobé. V soucasné dobé
predstavuje methylenova modi (vCetné jejich derivat) nejvice perspektivni latku v
oblasti 1é¢by ACH [66,72].

Védcei zkoumaji velké mnozstvi dalSich sloucenin pomoci screeningii a hodnoti
jejich schopnost branit agregaci tau-proteinu. Jako posledni piedlozil v roce 2009
Crowe a spol. skupinu aminothienopyridazin k 77 doposud znamym chemickym
latkam, jejichZ ucinnost byla klasifikovana jako vysoka. Struktury jednotlivych latek se
vSak velmi lisi, proto neni lehké urcit jednozna¢nou souvislost mezi strukturou latky a
jeji aktivitou. Podle mechanismu plsobeni lze vSak rozliSit dva zdkladni inhibitory:
kovalentni a nekovalentni. Mezi kovalentni patii napiiklad oleocanthal. Aldehyd
ptirozené se vyskytujici v olivovém oleji, ktery reaguje se zbytkem lysinu. Vznikaji tak
iminy, které zabranuji fibrilizaci a tim 1 shromazd’'ovani tau-proteinu.
Aminothienopyridaziny funguji stejné jako methylenovd modif a v disledku jejich
pusobeni dochazi k oxidaci cysteinovych zbytkt. Odlisny mechanismus pisobeni maji i
polyfenoly, na kterych mizeme nalézt elektrofilni mista jako nasledek oxidace. Proto se
muzou nukleofiln€ vazat se zbytky cysteinu, které se pak nemohou ucastnit tau agregace
[66,71,72].

Nekovalentni inhibitory zasahuji pfedev§im do riznych casti fibrilizace.
Piikladem je CLRPI1, ktery diky reakci s lysinem zabranuje tvorbé fibril nejen u
tau-proteinu, ale vSech amyloidnich proteinti obecné. Principem ucinku ftalocynin-
tetrasulfonatu je potom vytvoteni rozpustné oligomerni struktury, ve které je tau-protein
zablokovan [66,71].

Piedpoklada se, Ze vyvoj inhibitorli agregace tau-proteinu bude v dalSich letech
pokracdovat velmi slibné. Vyznam ma piedev§im moznost vyuziti tau-agregacnich
modeli, které se daji pouzit pro screening velkého mnozstvi latek. Pouplana a kolektiv
nedavno ptedlozili model zaméfeny na agregaci beta-amyloidu, jehoz principem je jeho
barveni v intaktnich bunkach Escherichia coli. Vyhodami této metody jsou jeji rychlost,
nendro¢nost, jednoduchost a v neposledni fadé cena. Navic se da aplikovat nejen na
beta-amyloid, ale i na ostatni amyloidové proteiny vcetné tau. Propojenim nékolika
modell by postupem ¢asu mohlo dojit k pochopeni jak ACH na molekularni urovni, tak
i k vyvoji 1éku a bylo by mozné zjednodusit poskytovani nazoru u piedklinickych
ptipadu [66,71,72].
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7 ZAVER

Ve své praci jsem se zabyvala tau-proteinem a jeho roli v Alzheimerové
chorobé. Zaméfila jsem se na strucnou historii, fyziologické pusobeni tau-proteinu
v mozku, neuropatologii, a predevSim na jeho diagnostiku a metody 1écby
Alzheimerovy choroby spojné s timto proteinem.

Alzheimerova choroba je onemocnéni mozku vyskytujici se hlavné u lidi
starSiho véku, které se vyznacuje predevSsim poklesem kognitivnich funkci jako je
pamét’, rozhodovani, orientace a schopnost ucit se.

Tuto chorobu poprvé popsal pan Alois Alzheimer v roce 1906, kdy poprvé uréil
neurologické zmény v mozku, které jsou dnes brany jako hlavni znaky tohoto
onemocnéni — beta-amyloidové plaky a tvorbu neurofibrilarnich spleti.

Tau-protein je polypeptid, ktery se v lidském mozku vyskytuje v Sesti riznych
isoforméch. Ty se li§i jednak poctem vazebnych mist k tubulinu na karboxylové ¢asti a
poctem insertd na aminovém konci molekuly. Patii mezi tzv. mikrotubuly-vazajici
proteiny a jeho hlavni funkci je vazat se na tubulin, ¢imz napomaha stabilizovat
neurony. Tau-protein mize i1 za fyziologickych podminek podléhat nékolika
modifikacim. Vedle acetylace, metylace, deamidace ¢i o-glykace je dozajista
nejvyznamnéjsi fosforylace. Mira a zpiisob fosforylace totiZ zasadné ovliviiuje funkcei
tau-proteinu. Hyperfosforylace a abnormalni fosforylace vede K tvorbé tzv.
dvojsroubovicovych vlaken, kterd jsou zakladem neurofibrilarnich spleti.

Pravé proto, Ze je jeden zhlavnich elementii tykajicich se patologie
Alzheimerovy choroby je tau-protein i dilezitym diagnostickym markerem a v soucasné
dob¢ i jeden zhlavnich objektii, kterymi se zabyvaji studie zamiené na léCbu této
nemoci. Spolu s beta-amyloidem vytvaii celkovy a hyperfosforylovany tau-protein
diagnosticky triplet, ktery se ziskava z mozkomisniho moku. Metody 1é¢by spojené
s tau-proteinem jsou imunoterapeutického charakteru, dale pak spojené se snahou
stabilizovat mikrotubuly, zabréanit agregaci tau-proteinu a inhibovat tzv. beta-N-
acetylglkosaminylaci.

Alzheimerova choroba se v soucasnosti stava v souvislosti se starnutim populace

stale vétsim problémem. Proto je na metody diagnostiky i jeji 1écby kladen velky diraz.
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