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Abstrakt:

Klinické varianty demenci vnas$i do jejich diagnostiky omezeni a mohou vést k
poddiagnostikovani, nebo zdmén¢ dvou rozdilnych onemocnéni pfi stejné symptomatologii.
Tato prace, proto zkouma faktory podilejici se na klinické variabilité vzacnych demenci. Jako
modelovd onemocnéni jsou uzita progresivni supranukledrni obrna a Gerstmanntv-
Strausslertiv-Scheinkeriv syndrom zptisobeny mismatch mutaci P102L v genu pro prionovy
protein (PRNP). V ramci této prace prokazujeme vliv distribuce neuropatologie a jejiho Sifeni
na klinicky fenotyp nemoci. Piestoze postizeni jednim neurodegenerativnim onemocnénim
zvysuje riziko neurodegenerativni komorbidity, tato neuropatologie neovlivituje fenotypickou
prezentaci primarniho onemocnéni. Monogenné vazané proteinopatie mohou mit rozli¢nou
klinickou prezentaci, kterd neni podminéna pouze polymorfismy kauzalniho proteinu, ale
naopak mize byt ovlivnéna wild type alelou kauzilniho proteinu Piesnéjsi pochopeni
symptomatické variability demenci umozni lepsi zaméteni 1€kovych studiich a vyhledové i

1é¢bu, 1 lepsi pochopeni patogeneze neurodegenerativnich nemoci.



Abstract:

Clinical variants of dementia are limiting their diagnosis and can lead to underdiagnosing or
substitution of two different diseases with the same symptomatology. The aim of this study is
a better understanding of a factors involved in the clinical variability of rare dementias.
Progressive supranuclear palsy and Gerstmann-Striussler-Scheinker syndrome caused by
mismatch mutation P102L in the prion protein (PRNP) gene are used as model diseases. In
this thesis, we demonstrate the influence of the distribution of neuropathology and its spread
on the clinical phenotype of the disease. Although a single neurodegenerative disease
increases the risk of neurodegenerative comorbidity, this other neuropathology does not affect
the phenotypic presentation of the primary disease. Monogenetically inherited proteinopathies
can have different clinical subtypes, which is not only conditioned by causal protein

polymorphisms, but can be influenced by the wild type allele of the causal protein.
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1. Uvod

Predkladana studie na dvou modelovych onemocnénich (progresivni supranuklearni
obrmé — PSP, a Gerstmannové—Strausslerové—Scheinkerové syndromu — GSS) analyzuje

mozn¢é faktory zapficinujici variabilitu klinické symptomatologie demenci.

Variabilita onemocnéni zalezi na stavu tkané (respektive mife jejiho poskozeni, tzv.
mozkova rezerva) jednak na mnozstvi vytvofenych nervovych siti (napf. kognitivni rezerva).
Individualni je i rezistence/vulnerabilita vic¢i patologickému procesu, kterd se odviji od
genetického profilu pacienta. Prezentace ptiznakli se méni béhem progrese nemoci a zejména
vjejim pocatku nemusime Uplné pfesné predikovat jeji Casovy vyvoj. Kromé€ samotné
individudlni variability mezi jedinci existuje i variabilita intra-individualni, tedy v rdmci

vykonti/projevi jednotlivce samotného.

V soucasné dob¢ velmi diskutovanou je role neurodegenerativnich komorbidit, tedy
rozvoj dvou a vice neurodegenerativnich patologii v mozku zaroven [Matej R. et al., 2019].
Komorbidity vétsSinou zapticinuji rychlejsi progresi nemoci, ale kazuisticky jsou popsany i

ptipady se zcela odliSnou symptomatikou, nez by odpovidalo zapfti¢inujici patologii.

Posledni pfic¢inou rozdilné klinické prezentace urcitétho onemocnéni jsou ruzné
klinické fenotypy, tedy varianty téhoz onemocnéni s rozdilnou symptomatikou. Pacienti
s riznymi variantami projevuji jiny soubor ptiznakl a/nebo stejny soubor ptiznakl s riiznym
casovym sledem. Definice fenotypu je jistym zjednodusenim klinického obrazu. Jelikoz diky
Jiz uvedenym faktorim variability v mife jednotlivych symptom se urcity fenotyp rozsifuje o
Sedou zénu piipadii ne zcela naplitujici jeho charakteristiku. Casto pak dochazi k prolinani

téchto zon ve splyvajici fenotypické spektrum.
2. Hypotézy a cile prace

2.1. Cil studie

Atypické prezentace neurodegenerativnich onemocnéni vnaSeji do diagnostiky
demenci dvé zasadni omezeni. Jednak mohou vést k mozné zaméné dvou zcela rozdilnych
onemocnéni, tedy odliSnych proteinopatii s podobnou symptomatologii, napt. frontalni
varianta AN a bvFTD. MoZnost nespravné diagnézy pak limituje vysledky klinickych studii

cilenych na urcity patogeneticky proces a mohou vést k nerozpoznani dané nemoci, kdy



pacientovy  obtize  neodpovidajici  klasickym  projeviim.  Atypické  prezentace
neurodegenerativnich onemocnéni by také mohly byt slibnym locus minoris resistentiae ve
zkoumani patofyziologie téchto onemocnéni, jelikoz se musi vyskytovat dal§i faktor
zapticinujici odliSny pribéh nemoci interagujici s patofyziologickym mechanismem

onemocnéni.

Cilem této prace je lepSi pochopeni fenotypické variability vzacnych

vvvvv

variabilitu vzacnych neurodegeneraci.

2.2. Hypotézy

1) Rozdilna klinickd prezentace jednotlivych fenotypt je zpilisobena anatomickou distribuci
neurodegenerativni patologie

2) Piicinou atypické prezentace onemocnéni mulze byt soubéznd (konkomitantni)
neuropatologie

3) Monogenné vazané neurodegenerace mohou mit atypické klinické prezentace

4) Atypickd prezentace muze byt ovlivnéna wild type alelou/nemutovanou variantou
proteinu

3. Material a metodika

3.1. Studium anatomické distribuce

K testovani zavislosti atypické prezentace na rozdilné anatomické distribuci
neuropatologie jsme uzili jako modelové onemocnéni PSP. Testovali jsme 18 pacientd (13
muzli a 5 Zen) s histopatologicky verifikovanou PSP. Pfibuzni podepsali s testovanim
informovany souhlas schvaleny multicentrickou etickou komisi Institutu klinické a
experimentalni mediciny a Fakultni Thomayerovy nemocnice (potfadové Ccislo: G1827).
Podminkou zafazeni pacienta byla absence komorbidniho neurodegenerativniho onemocnéni

a pfitomnost vyznamnych cévnich zmén.

Tkan byla nejprve 3-4 tydny fixovana v 10 % formaldehydu a nasledné byl vzorek
zalit do parafinu a v oblastech z4jmu rozfezana na 4 pum fezy. Vzorky byly na barveny
hematoxylin-eosinem a luxol-eosinem. Nasledn¢ byla doplnéna imunohistochemie uzitim

protilatek proti hyperfosforylovanému tau proteinu (klon AT8, fedéni 1:500, vyrobce Thermo



Scientific) a jeho izoformam 4R (klon 1E1/AG, fedéni 1:200, vyrobce Upstate) a 3R (klon
8E6/C11, tedéni 1:500, Upstate). Dale byly testovany proteiny p62 (clone GP62, 1:4000,
PROGEN), a ubiquitin (polyclonal, 1:500, Dako). Primérni protilatky byly nasledné oznaceny
systétmem kifenové peroxiddzy (horseradish peroxidase) a diaminobenzidinu (Envision
FLEX/HRP, polyclonal rabbit-anti-guinea pig; Dako). V ramci diferencialni diagnostiky byly
vzorky barveny i na amyloid-beta (klon 6F/3D, 1:100, Dako). Vzorky pacientl tak spliiovaly
charakteristiku konkomitantni alzheimerovské patologie, synukleinopatie a priméarni na véku

zéavislé tauopatie (PART) a na véku zavisl¢ astrogliopatie (ARTAG).

Dva zku$eni neuropatologové (MUDr. Rohan, MUDr. Stejskalova) Ustavu patologic a
molekularni mediciny 3. LF UK a Fakultni Thomayerovy nemocnice provedli morfometrické
skérovani tau protein immunoreaktivnich globuldrnich struktur, inkluzi podobnych
neurofibrilarnim klubkiim (NCIs)  cytoplasmatickych inkluzi oligodendogrii (GClIs),
astroglialnich cytoplasmatickych inkluzi (TA) a vlaken a teCek tau proteinu neuropilu v téchto
definovanych lokalizacich: 1) primarni motoricka kura, 2) frontalni kira, 3) capsula interna,
4) striatum, 5) mozeCkové pedunkly, 6) baze pontu, 7) nucleus dentatus mozecku, 8-10)
pfedni a zadnih rohy miSni a laterdlni kortikospinélni drdha, 11) pfedni a zadni spinalni nervy.
Tau patologie byla semikvantitativné skalovana jako 0 — nepfitomna, 1 — lehka, 2 — stiedni, a
3 — tézka.vRetrospektivnim studiem dokumentace pacientli byla ur¢ena délka onemocnéni,
doba nastupu, PSP subtyp a detailné¢ zhodnoceny piiznaky z horniho i dolniho motorického

neuronu.

3.2. Studium soubézné neuropatologie

V ramci testovani vlivu neuropatologie na klinickou variantu nemoci jsme pouZili
roz§ifeny soubor pacientl z piedchozi sekce na 21 pacientll (tyto pacienti nebyli zahrnuti
v pivodnim souboru, jelikoz u nich nebyly histopatologickd data ve vSech studovanych
lokalizacich). Porovnali jsme klinickou prezentaci nemoci (phenotyp, délku, dobu néstupu)

mezi izolovanou PSP patologii a PSP s konkomitantni patologii.

3.3. Studium monogenné vdzanych neurodegeneraci

U sedmi doposud v CR zachycenych pacienti s neuropatologicky a geneticky
potvrzenou diagndézou GSS a kauzalni mutaci P102L jsme analyzovali klinick4 data a MRI.
Autopsie a genetickd analyza byly provedeny v Narodni referenc¢ni laboratofi pro lidska

prionova onemocnéni v Ustavu patologie a molekularni mediciny Fakultni Thomayeroy



ynemocnice v Praze mezi roky 1999-2018. MRI snimky byly popsany specializovanym
radiologem na neurodegenerativni onemocnéni (MUDr. J. Keller, Ph.D., Oddéleni radiologie
Nemocnice na Homolce v Praze). Déale jsme v rdmci retrospektivni analyzy zahrnuli data od
roku 1992 ziskand z publikovanych kazuistik P10L GSS v dostupné literatufe dle databazi
Scopus a Web of Science Core Collection Nutnou podminkou zahrnuti pacientti do analyzy
byla geneticka, ¢i genealogicka verifikace mutace P102L. Pouze dva ¢lanky v japonstin€ s
ohledem na riziko misinterpretace piekladem nebyly zahrnuty [Sugai F. et al., 2000; Misumi
Y. et al., 2006] a jeden Clanek se nam nepodaftilo ziskat v plném rozsahu [Kulczycki J. et al.,
2001]. Studovali jsme pohlavi, v€k pfi prvnich projevech a dobu trvani onemocnéni, nastup
demence, trvani kognitivniho deficitu, nastup ataxie, abnormality v bazélnich gangliich,
kortexu a mozecku na MRI/CT snimcich, polymorfismus v kodonech 129 a 219, zmény v
Slachové okosticovych reflexech a v taktilnim ¢iti, a ndlez v mozkomi$nim moku (zékladni
likvorologicky obraz, protein 14-3-3, tau, fosfotau a beta amyloid). Pro rozdilnou kvalitu
publikovanych udaji bylo obtizné v nékterych piipadech stanovit nastup ataxie/demence (v
nékterych ¢lancich nebyl zminén vznik ptiznaku, ale pouze neurologicky nalez pii kontrolach
napi. v 1. a 2. roce nemoci). V téchto pfipadech jsme urcili dobu nastupu jako aritmeticky
pramér (tedy ve zminéném piikladu 1,5 roku) a takto jsme byli schopni u vSech pacientt
definovat nastup demence a ataxie. U pacientl, ktefi béhem svého zivota neméli demenci ani
ataxii, jsme urcili jako dobu nastupu ptiznaki dobu trvani nemoci. Ke srovnani vysledki
zobrazovacich metod jsme definovali ¢tyfi z4jmové oblasti (mozkovou atrofii,
hyper/hypointenzity, atrofii mozecku a zmény intenzity signalu v bazélnich gangliich).
Jelikoz vétSina kazuistik obsahovala pouze popis MRI/CT ve smyslu normélni/abnormalni v
danych zajmovych parametrech, jsme vymezili pfiznak jako pozitivni, nebo negativni, nebo

nedefinovany.

3.4. Studium vlivu wild type alely/nemutované varianty proteinu

Dle udaji o piibuzenskych vztazich pacientli zpiedchozi sekce jsem definovali
podskupiny dvojic sourozenct, skupinu pari rodi¢ a dité¢ a podskupinu nédhodnych dvojic
pacientl. Nasledn¢ jsme srovnali rozdil v dobé néastupu nemoci, v trvani nemoci a
dominujicim ptiznaku, tak jak byl uren autory kazuistiky (ataxie, demence, parestézie,

psychiatrické projevy a insomnie).



3.5. Statistické metody

K statistickému zpracovéani dat jsme pouzili software Matlab R2018a (MathWorks,
Massachusetts). Nejprve jsme u obou souborti pacientli provedli test normality Shapiro-Wilk
test (hypotéza 1,2) a Mardia multivarietni analyza (hypotéza 3,4). Pro soubor PSP pacientt
neméli jednotlivé proménné normalni distribuci. Pro pacienty s GSS P102L jsme obdrzeli p-
skew a p-kurt < 0.001. Tedy data neméla normalni distribuci a pro testovani hypotéz musel

byt uzit neparametricky test.

Uzili jsme dvojvybérovy Wilcoxon-Mann-Whitneytv (WMW) rank-sum test s
hladinou vyznamnosti p = 0.05. V ptipad¢ PSP jsme testovali jak celkovou sumu (pro rizné
domény a rizné patologické znaky), tak sumu skore v jednotlivych doménach a nasledné uzili
false discovery rate (FDR) metody ke korekci pro mnohocetné porovnani. S pritkazem
kritické p hodnoty vétsi nez 0,019. K analyze klastrti jsme uzili analyzy hlavnich komponent
(PCA) jako metody k mozné redukci dimenze problému. Cely soubor byl podle PCA popsan
14 dimenzemi (pficemz prvni tfi vystihovaly 62,74 % rozptylu a prvnich sedm 90,19 %).

Nasledné jsme uzili Density-Based Sequential Cluster Analysis (DBSCAN) ke
clusterové analyze souboru a definovani tak moznych klinickych prezentaci. Tato metoda
byla zvolena s ohledem na vybornou reprodukovatelnost a tvorbu klastri s hustym jadrem.
Dalsi vyhodou byla moznost nedefinovat pfedem pocet klastri a detekce outlierdt. DBSCAN
zalezi na dvou parametrech. Prvni z nich je minimum pacientt tvoficich jeden klastr, kterou
jsme definovali jako 3, abychom umozZnili vznik i malych klastrd, ale zamezili definovani
jako clusteru nahodnych blizkych parti. Druhou proménnou je prahovd hodnota epsilon
urcujici kritickou vzdalenost jednotlivych prvka klastru. V naSem ptipadé bylo epsilon
nalezeno experimentalné, tak aby pocet outlieri nepievySoval 5 % souboru. Vétsi pocet
outlierti by mohl vést k rozpadu velmi atypickych fenotypl a mozna variance v ramci klastru

by byla redukovana.

4. Vysledky

4.1. Anatomickd distribuce

Wilcoxon-Mann-Whitneyovym testem jsme srovnavali median skore PSP-RS pacientl
a PSP-nonRS v pribéhu pyramidové drahy (motoricky kortex, capsula interna, crura cerebri,

pfedni i zadni rohy mi$ni, postranni kortikospinalni drdha a zadni fascikly). Pro sumu skoré
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pies celou oblast jsme zaznamenaly signifikantni rozdil pro motoricky kortex median pro
PSP-RS 9 R(4-11) vs. median pro PSP — non RS 3 R(0-10), p=0,019. Dale pro celkové
neuropatologické skore (sumu napfi¢ vSemi vyjmenovanymi etdzemi pyramidové drahy jsme
obdrzeli p-hodnotu 0,016 pii medianu skoére 36 R (34,8-43) pro PSP-RS a median 22 R (23,4-
45) pro PSP-non RS. Naopak porovnani pro zbylé domény bylo nesignifikantni.

4.2. Soubézna neuropatologie

Diky podrobné neuropatologické analyze, popsané detailné¢ v metodice, jsme méli
k dispozici udaje o zachycenych komorbidnich patologiich u 21 pacienti (u 3 z nich nebyla
provedeno histopatologické vySetieni michy). Median doby propuknuti nemoci byl 67 let R
(58-83) s délkou nemoci 60 meésiclh (24-360). U osmi pacienti byla histopatologicky
verifikovana pouze PSP; u 4 byla PSP v komorbidit¢ s AN a u dalSich dvou byla
v komorbidit¢ k PSP a AN jest¢ mozkova amyloidova angiopatie (CAA). Dalsi 4 pacienti
méli PSP v komorbidité s néjakou z forem FTLD. U poslednich tii byla vzdy jednotlivé PSP
v komorbidit¢ s SCA (typ neurcen), ARTAG a nespecifikovand tauopatie. Nejprve jsme
testovali vliv izolované PSP patologie a komorbidni PSP (PSP a dalsi patologie) na nastup
veku a délku onemocnéni. Pro nastup onemocnéni bylo p=0,885 a pro délku nemoci p= 0,912.
Prestoze vSichni pacienti s PSP-CBS méli patologicky nalez jiné dal$i neurodegenerace,
obecné izolovand patologie a patologie v komorbidité nemély statisticky vyznamny vliv na
fenotypickou prezentaci (p= 0,665). Poté jsme testovali pfipadny rozdil ve fenotypu mezi
izolovanou formou a PSP v komorbidit¢ s AN (p= 0,592) a izolovanou formou PSPS a

PSP+FTLD (p=0,5212).

4.3. Monogenné vdzané neurodegenerace

Jako model monogenniho neurodegenerativniho onemocnéni jsme zvolili GSS
zpusobené mismatch mutaci v kodonu 102 vedouci k zdméné prolinu za leucin (P102L).
Pacientil s touto formou onemocnéni bylo doposud v CR diagnostikovano 7 (mezi rokem
2008-2018) k vyhodnoceni mozné fenotypické variability jsme pfipojili data z publikovanych
kazuistik od roku 1992 do konce roku 2018.

Celkové jsme tedy hodnotili data 94 pacientli, z nich 64 bylo v dobé publikovani
kazuistik po smrti a 30 z nich bylo nazivu (v jednom piipad€¢ nebyla délka nemoci v textu
zminéna) Median nastupu onemocnéni byl 49 let (IQR 37,25-57,83) a median trvani nemoci

byl 48 mésici (IQR 36-72) u zemielych, a 48 mesict (IQR 24-72) pro cely soubor, tedy
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zahrnuti/vynechani zijicich pacientii nemélo vliv na délku trvani nemoci (p = 0,4274). Pomér

muzl a zen byl (38:49) — u sedmi pacientli nebylo pohlavi v textu definovano.

Demence byla zaznamenana u 63 pacientii (67,02 %); s medidnem ndstupu nemoci
v 50,83 letech (IQR 38,08-58,75) a medidnem trvani demence 24 mésict (IQR 12-46,5),
ataxii mélo 84 pacientl (89,36 %); median nastupu od propuknuti nemoci byl 2 mésice (IQR
0-12), a 10 pacientd (10,64 %) s dominujicimi psychiatrickymi symptomy (paranoia,

schizofrenie u 3 pacientil, vizudlni a sluchové halucinace u 4, a zménou chovani u 3 pacienti).

Zména v reflexech byla u 44 pacientii (46,81 %); areflexie byla u 25 pacienti (26,60
%); hyperreflexie u 10 pacientli (10,64 %). Zména ¢iti na dolnich koncetindch byla u 32
pacientii (34,04 %); dysestézie u 20 pacientt (21,28 %); parestézie u péti (5,32 %); a
hypestézie u 7 pacientii (7,45 %). Dysestézie provazela areflexii na dolnich koncetinach ve
vétsing pripadt (p = 6,134x107°) a byla spojena s pozd&j$im nastupem onemocnéni (59 let v

porovnani s 47 lety, p = 0,004).

Snazili jsme se i upfesnit diagnostickou senzitivitu/specificitu jednotlivych metod.
EEG bylo provedeno u 57 pacientl s nalezem trifazickych generalizovanych komplext pouze
u tfi pacientt a jen u dvou periodické synchronni aktivity. Zobrazeni mélo 69 pacientti (4 méli
CT mozku s kortikélni atrofii u dvou, 1 mél atrofii mozecku a jedno CT bylo normalni) a 65
m¢élo provedenu MRI s nalezem zmén u 51 pacientl (78,46 %), kortikalni atrofie na CT/MRI
u 38 pacientii (55,07 %); MRI kortikalni hyperintenzity u 21 pacientd (32,32 %); MRI
hypersignaly bazalnich ganglii u 14 pacientl (21,54 %); CT/MRI mozeckova atrofie u 29
pacientil (42,03 %). Likvorologickd analyza tau proteinu a beta-amyloidu byla provedena
pouze u 31 pacientt (7 selevaci celkového tau, 1 selevaci beta-amyloidu,
hyperproteinorachie u 3 pacientii a u 17 pacientd byl nalez normalni). Protein 14-3-3 byl

pozitivni u 6 z 12 vySetfovanych pacientli. RT-QuIC test nebyl proveden u nikoho.

DBSCAN klastrova analyza nevyZaduje predchozi definici poctu klastri. Postupné
jsme snizovali parametr epsilon, ktery vtéto metodé¢ odpovidd stanoveni podminky
podobnosti prvkil v klastru (viz. statistické metody). Pfi postupné restrikci epsilon 0,88 jsme
obdrzeli Ctyfi clustery. Prvni obsahoval 52 pacientd s Casnym nastupem nemoci (medidn 46
versus 56 let, p = 0,035), delSim pribéhem (median 48 meésicii versus 7 mésicl, p

=1,548x107°%) a pozdnim nastupem demence (median 30 mésict, p = 1,609x1077).
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Druhy klastr obsahoval 16 pacientli s dominujici areflexii (p = 6,435x107'%) a
bolestivymi parestéziemi/dysestéziemi (p = 8,654x107'?) a pozdnim néstupem ataxie (median
nastupu 12 mésict, p = 0,003). Tieti klastr zahrnoval 13 pacientd s rychlym projevem
demenci a ataxie (median nastupu 0 meésici) a kratkym trvanim nemoci (medidn 7 mésict).
Ctvrty klastr se skladal z 9 pacientd s brzkym nastupem (median 35 let) a trvanim nemoci
(median 48 mésictl), pozdnim nastupem ataxie po 36 mésicich (p = 1,085x107°) a brzkym
nastupem demence 0 mésict, (p = 1,115x107%). Dalsi snizovani epsilonu vedlo k ndrfistu

outlierii a tedy naruseni prvotné definované podminky v metodice.

Vysledné fenotypy jsme oznadili nasledovné: 1) ,,typicky GSS”; 2) ,,GSS s areflexii
a paretéziemi”; 3) ,,GSS podobny CJN”; a 4) ,,GSS s demenci ”.

Obr.1 Vysledek DBscan klastrovani pro Epsilon = 0,88

O Nezafazeni X I I .= ‘
,| X typicke GSS % (¢=0388)
GSS s areflexii a parestéziemi x x X
GSS CJN podobné
X GSSs demenci X
1.5F x .
X
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1 ° X .
o
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Vysvétlivky: PCA 1 prvni komponenta analyzy hlavnich komponent, PCA 2 druha komponenta
analyzy hlavnich komponent

4.4. Vliv wild type alely/nemutované varianty proteinu

U pacientl z naseho souboru jsme porovnali polymorfismus methionu (Met) a valinu
(Val) nakodonu 129 a v lysinu (Lys) a glutamétu (Glu) na kodonu 219. Polymorfismus
kodonu 129 byl definovan u 78 pacientii (Met/Met — 53, Met/Val — 22, Val/Val — 2, Met/? —
1) a kodonu 219 urceny u 50 pacientl s absolutni pifevahou Glu/Glu — 48 (Glu/Lys — 2). Pro
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kodon 129 pii polymorfismu Met/Met méli pacienti pozd¢€jsi nastup nemoci (median 54 let ku
43,5 p = 0,011) a zménami reflexit na DKK (p = 0,025). K ovéfeni tohoto pozorovani jsme
soubor rozsitili jesté o 46 pacientll shrnutych ve Webbové studii [Webb T. E. F. et al. 2008].
Pro takto rozsifeny soubor pro homozygoty Met/Met kodonu nebyl statisticky vyznamny

rozdil p = 0,366, ani zmény v reflexech na DK jsme statisticky nepotvrdili (p = 0,074).

Nasledn¢ jsme porovnali variabilitu doby nastupu, délky onemocnéni i1 fenotypické
prezentace v ramci piibuznych prvniho stupné (rodic-dité, dvojice sourozencii) a ndhodnymi
dvojicemi pacientli. Rozdil v dob€ nastupu onemocnéni byl mensi mezi sourozenci (median 7
let) nez mezi ndhodnymi pary (median 13 let), p = 0,002. Mezi détmi a rodi¢i a ndhodnymi
pary byl také nizsi rozdil (median 9 let versus 13 let), ale bez statistické vyznamnosti p =
0,106). Rozdil doby nastupu mezi sourozenci vs. rodi¢em a ditétem také nebyl statisticky
signifikantni p = 0,201. Rozdily v délce trvani nemoci a fenotypické prezentaci nebyly

signifikantni (Obr. 2.).

Obr. 2 Krabicovy graf rozdilu doby nastupu mezi definovanymi dvojicemi
50

45
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roky

25

20

el

0

sourc;zenci nahodné pary rodi¢ a dite
Vysvétlivky: Box (krabice) odpovida rozmezi mezi 1 a 3 kvartilem, uprostied je vyznacen median
(Sediva usecka), Y tuseCky znaci variabilitu mimo rozmezi 1-3 kvartilu, ¢ervené jsou vyznaceny

odlehlé hodnoty (outliers)

5. Diskuse

5.1. Rozdilnd klinickd prezentace jednotlivych fenotypl je zpusobena
anatomickou distribuci neurodegenerativni patologie

Mira rozvoje patologie a celkové mnozstvi tau proteinu je vyrazné vyssi u PSP-RS

nez u PSP-P [Williams D. R. et al., 2007]. Odlisny zavér byl naopak ziskan pro porovnani
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PSP-RS a PSP-CBS (u PSP-CBS byla vyssi akumulace tau v pfednim i posteriornim
frontdlnim kortexu, u PSP-RS dominovala akumulace tau v basalnich gangliich a
v kortikospindlni draze) [Ling H. et al., 2014]. Dle Ling et al. je celkové t€z8i postizeni
kortikdIln¢ a mikroglidlni odpovéd v pyramidové draze u PSP-CBS [Ling H. et al., 2014].

Tento rozdil mtize byt zpisoben omezenym poctem PSP CBS pacientli v naSem souboru.

Variabilita klinické prezentace jednotlivych fenotypi je podminéna i Sifenim patologie
zapticinujicim postupny rozvoj ptiznaki. U PSP — RS jsou na pocatku nemoci popisovany
v urovni mozkového kmene (supranuklearni oftalmoparéza, posturdlni instabilita). Je proto
piekvapivé dominatni postizeni v oblasti motorického kortexu. To mize byt spiSe projevem
roz§iteni patologie zkmene do cortexu pii pokroCilém stavu nemoci. Proto jsme pro
jednotlivé  typy inkluzi (neurofibrilarni klubka (NClIs), cytoplazmatick¢ inkluze
oligodendogrii (GCIs) a astroglidlni cytoplasmatické inkluze (TA) jsme urcili median hodnoty
postizeni v pribéhu pyramidové drahy, BG a eventudln¢ i frontdlniho kortexu vztazeny na

délku nemoci pacienta (Obr. 3).

Obr. 3. Distribuce jednotlivych typi inkluzi u PSP RS vztazend na délku nemoci

Neurofibrilarni klubka

S S S

Frontal cortex Motor cortex Pons Striatum Anterior horn

Astroglialni cytoplasmatické inkluze

I A -

Motor cortex Capsula interna  Mesencephalon Striatum Pons (nuclei Anterior horn
(crus cerebri) pontis)

Cytoplasmatické inkluze oligodendroglii

0,1

SR S ST

Motor cortex Capsula interna  Mesencephalon Pons (nuclei Striatum anterior horn
(crus cerebri) pontis)

Vysvétlivky: VynaSen median hodnoty a range (min-max), BG znamena urovné¢ v oblasti basalnich

ganglii ,ale samotna jadra basalnich ganglii pitvana nebyla. Anterior horn - pfedni roh misni
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Na zdklad¢ téchto vysledki pak muzeme predpokladat, ze neurondlni postizeni pocina
v kmeni a $ifi se nasledné rostralné do frontalniho kortexu a kcaudalné¢ do michy. Naopak
astroglialni postizeni je vyrazné v motorickém cortexu a striatu (ale capsula interna a pons
jsou také postizeny). Oligodendroglie jsou nejvice postizeny v motorické klife, capsula interna

a mesencephalu, ale jejich postizeni je nejvyrovnanéjsi ve vSech doménéach.

Tyto nalezy jsou v souladu s nedavnou histopatologickou studii Kovacse et al. [Kovacs
G.G. et al., 2020]. V této studii byla prokazana zavislost jednotlivych fenotypi na postizeni
jednotlivych bunécénych typt v raznych castech centralni nervové soustavy. Na zakladé
vysledkt pak definovaly 6 stadii rozvoje PSP RS, ktera rozliSuje dominatni postizeni pro
rizné typy buncék (neurony, astroglie, oligodendroglie), které je v dobré shod¢é s naSim

pozorovani.

5.2. Pri¢inou atypické prezentace onemocnéni miZe byt soubéind
(konkomitantni) neuropatologie

Ptic¢ina rozdilného Sifeni patologie mize byt podminéna individudlni vulnerabilitou

Mrve

postizenim dal$i neurodegenerativni patologii.

Komorbidity dvou a vice neurodegeneraci mohou byt relativné Casté v zavislosti na
typu primarniho onemocnéni [Kovacs G. G., 2019], a tyto patologie se navzajem potencuji.
Byla zaznamend synergie proteinopatii (napiiklad a-synukleinopatie spousti fibrilaci tau),
nebo jinak podporovat agregaci druhého proteinu napiiklad ovlivnénim mechanismus
clearance [Matej R. et al, 2019]. Stejn€ tak byl ukdzadn rizny vyskyt komorbidni
neuropatologie u riznych forem AD. Nejednalo se ale o rizné klinické fenotypy, ale o rtizné
formy dle doby nastupu. (early onset Alzheimer disease s propuknutim pied 65 rokem veku a

late onset AD) [Spina S. et al. 2021].

Nami testovanou souvislost mezi fenotypickou variantou nemoci a komorbiditami dle
naseho védomi nikdo doposud netestoval. Neni pravdépodobné, ze by kopatologie
tudiz se pravdépodobné rozviji po krat§i dobu nez patologie primarni, a proto by mohla mit
vliv na klinickou variantu aZ v pozdni fazi vyvoje klinického obrazu. Zadruhé byly popsany
jednotlivé fenotypické varianty onemocnéni i bez komorbidni patologie, tedy se miiZze jednat

maximalné o pfidatny mechanismus. Nicméné priikaz sdruzeni urcit fenotypické varianty s
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jistou komorbiditou/komorbiditami by mohl znacit spole¢ny patologicky mechanismus napfti
pro razné kmeny primarniho patologického proteinu, a tak vést k lepSimu pochopeni

neurodegenerace .

5.3. Monogenné vdzané neurodegenerace mohou mit atypické klinické
prezentace

Klinicka variabilita proteinopatii byva vysvétlena riznymi formami patologického
proteinu (protein strains) zapficifiujiciho onemocnéni (riznad agresivita a distribuce Sifeni

proteinu). Pravé polymorfismy PRNP pravdépodobné vedou k odliSnym prionovym kmentiim.

Také v piipadé P102L GSS byla klinickd variabilita v minulosti vysvétlovana riznymi
polymorfismy kodonu 129 PRNP. Tato hypotéza ovSem nevedla k plnému vysvétleni
variability klinické prezentace. Pro ,,GSS podobny CJN” byla prokazana existence proteazam
odolného PrP o velikosti fragment 21 kDa rychle se Sitficitho pod obrazem spongioformni
degenerace. Dale byl pokazan 8kDa dlouhy protédzam odolny PrP tvofici amyloidu podobné
plaky pfitomny u vSech pacientd s GSS [Parchi P. ef al, 1998]. Anatomicka distribuce
patologie je pro “typické GSS” [Collins S. et al, 2001], tak pro ,,GSS podobny CIN”
[Majtényi C. et al, 2000] popisovana dominatn¢ kortikdlné¢ a vyjimecné talamicky a v
bazalnich gangliich; v obou ptipadech byla také ptfitomna cerebelarni atrofie. U pacientl s
,»GSS s areflexii a parestéziemi”. byla naopak popsédna infiltrace amyloidovymi plaky PrP
dominantné v zadnich rozich miSnich a mohlo by se tak jednat primarné¢ o misni formu
[Yamada M. et al., 1999]. Fenotyp oznaceny jako ,,GSS s izolovanou demenci” byl nami
popsan nové, a tedy doposud nebyl pro néj definovan specificky kmen prionového proteinu. U
pacientli z tohoto klastru byly popsdny minimalni spongiformni zmény kortikdlné 1 v

mozecku [Ishizawa K. et al., 2002].

Amyloidové plaky PrP byly detekovany v temporalnich lalocich (hipokampus a gyrus
dentatus), kterd muize byt vysvétlujici pro dominujici demenci. V jednom piipadé byla
detekovana vyrazna depozita fosfotau v okoli plak PrP [Ishizawa K. et al, 2002]. Takto
definované fenotypy se neliSily v polymorfismu kodonu 129 ani 219 a neprokazali jsme ani
nastup nemoci pro methionin/methionin homozygoty na kodonu 129 [Webb T.E.F. et al.,

2008]. Vzhledem k tomu, Ze u pacientii v metaanalyze nebyl uveden podrobny popis
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distribuce depozit PrP, nemohli jsme potvrdit rozdilné postizeni nervové tkané pro jednotlivé

fenotypy.

5.4. Atypickd prezentace miZe byt ovlivnéna wild type alelou/nemutovanou
variantou proteinu

Mozna existence doposud nezndmého polymorfismu, ktery by fenotypické spektrum GSS
dobé& nastupu mezi sourozenci a ndhodnymi pary byl prokazatelné¢ mensi. Rozdil byl i mezi
dvojici rodi¢-dit¢ a ndhodnym péarem, ale nebyl signifikantni, stejné¢ tak rozdil mezi
sourozenci a rodiem a dité¢tem. Tedy existuje dédi¢ny faktor nejvice vyjadieny mezi
sourozenci, ktery ma vliv na dobu propuknuti onemocnéni. Musi se jednat o faktor, ktery
sourozenci sdileji Castéji spole¢né nez s rodi¢i. Sourozenci sdileji kromé& alely pro mutovany
PRNP v 50 % 1 wild-type alelu od zdravé matky. Vyznam wild-type alely PRNP na Sifeni
nemoci je i ve shodé s imunochemickou studii, kterd pozorovala, ze asi 10% plak PrP je

tvoteno wild-type alelou [Wadsworth J.D. et al.,].
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6. Zavér

Klinickd variabilita neurodegenerativnich onemocnéni je ne zcela pochopenou
problematikou neurodegenerativnich onemocnéni komplikujici diagnostiku a urceni
progndzy. V této praci jsme se pokusili na dvou modelovych onemocnénich (PSP a GSS)
studovat faktory podilejici se na rozvoji této variability. Ukazali jsme, Ze jednotlivé subtypy
mayji specifickou anatomickou distribuci. Rychlost Sifeni 1 lokalizace proteinopatie miize byt
rizna pro jednotlivé bunééné typy. Je proto mozné, ze bude nutné hledat nejen lécbu

ovliviwjici progresi neurodegnerace neurondlni, ale zvIast’ i glidlni.

Prestoze byla opakované prokazana vyssi afinita pacientll s neurodegeneraci k dalsi
konkomitantni neurodegenerativni patologii (obfas az splnym rozvojem komorbidity),
pravdépodobné nemeéni tato doprovodnd neuropatologie fenotyp primarniho onemocnéni.
Naopak jednotlivé varianty nemoci mohou byt podminény geneticky danou predispozici
riznych bunéénych subpopulaci k vyssi vulnerabilité respektive rezistenci vici rozvijejici se

neurodegeneraci.

U monogenné podminénych onemocnéni miZzeme pozorovat rozdily ve fenotypu napfic
generacemi, coz umoziuje 1épe zkoumat genetické vlivy na klinickou variabilitu. Monogenné
dédi¢na onemocnéni nemaji nutné uniformni prezentaci, naopak mohou mit i nékolik
odlisnych fenotypt (jak jsme to dokazali pro GSS P102L). V minulosti pfedpokladany vliv
polymorfismi mutovaného proteinu neni obecné platnym mechanismem tvorby téchto
subtypt. Naopak rozdil v prezentaci napfi¢ generacemi jedné rodiny poukazuji na mozny vliv
zdravé alely kauzalniho proteinu na klinickou variabilitu nemoci. Tedy 1 nemutovany protein

muze modulovat patologii zpisobenou mutaci postizeného proteinu.
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