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ABSTRAKT
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Cil prace:

Hlavnim cilem prace je zpracovani recentnich informaci o morfologické diagnostice
frontotemporalnich lobarnich degeneraci. Cilem prace je rovnéz uvést do problematiky

hlavnich podskupin tohoto onemocnéni a uvést moznosti klinické diagnostiky.
Hlavni poznatky:

Bakalaiska prace se zabyva teoretickym zpracovanim informaci o frontotemporalnich
lobarnich degeneracich se zaméfenim na morfologickou diagnostiku, vcetné
imunohistochemického a molekularné-genetického priikazu. Zabyvad se rovnéz
moznostmi klinické diagnostiky. Vénuje se etiopatogenezi neurodegenerativnich
onemocnéni a predkladd komplexni nahled do problematiky frontotemporalnich

lobarnich degeneraci.
Zavéry:

Morfologickd diagnostika frontotemporalnich lobarnich degeneraci je zasadni
pro stanoveni  pfesné  diagndézy a uréeni rozsahu patologickych  zmén.
Imunohistochemické metody vyznamné napomahaji stanovit pfesnou neuropatologickou
diagnozu. Metody molekuldrni genetiky umoznuji identifikovat pfic¢inu onemocnéni
v genetické mutaci n&kterého z klicovych proteind arozliSit tak dédicné formy od

sporadickych typii onemocnéni.

Kli¢ova slova: tau protein, ubikvitin, TDP-43, FUS, MAPT, CHMP2B, C9orf72,
TARDBP, GRN, VCP, neurodegenerace, diagnostika



ABSTRACT
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Background:

The main goal of this work was the processing of recent information about the
morphologic diagnostics of frontotemporal lobar degeneration. Another goal was to
introduce the matter of the main subgroups of that disease and sum up the possibilities of

clinical diagnosis.
Main findings:

The bachelor thesis deals with the theoretical processing of information about
frontotemporal lobar degeneration with the aim on morphological diagnosis, including
immunohistochemistry and molecular-genetic methods. It is also focused on the
possibilities of clinical diagnosis. This work deals with the etiopathogenesis of
neurodegenerative diseases and provides acomplex preview into the matter of

frontotemporal lobar degeneration.
Conclusions:

The morphological diagnosis of frontotemporal lobar degenerations is crucial for the
assessment of accurate diagnosis and determination of the range of pathological changes.
Immunohistochemical techniques significantly help to assess neuropathological
diagnosis. The techniques of molecular genetics enable to identify the aberrations in the

key proteins and thus differentiate hereditary forms from sporadic types of the disease.
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UvVOoD

Se zvySujici se prumérnou délkou zivota dochazi k narGstu poctu piipadi
neurodegenerativnich onemocnéni v lidské populaci. Na pocatku 20. stoleti
nepfesahovala primérna délka zivota ve vétSing stathh 50 let. Dnes ¢ini v praméru okolo
80 let a neurodegenerativnim onemocnénim je v soucasné dob¢ celosvétoveé postizeno
na 50 miliond osob (Cao Q. et al., 2020; Crimmins E. M., 2015). Neurodegenerativni
onemocnéni jsou doposud nevylécitelnd onemocnéni a stdvaji se zavaznym
socioekonomickym problémem. Frontotemporalni lobarni degenerace je tfeti nejcastéjsi
pricinou demence u osob starSich 65 let. Zaroven je dokonce druhou nejcastéjsi pricinou
rozvoje demence u osob ve stfednim véku, mladSich 65 let. Jedna se o heterogenni
skupinu progresivnich neurodegenerativnich onemocnéni, které maji rozli¢nou klinickou
manifestaci. Jejich spolecnym rysem je patologie frontalniho laloku a frontotemporalniho
pomezi mozku, Casto parietdlni klry a bazalnich ganglii. V disledku zaniku neuronti
vtéchto oblastech a dle prevahy postizeni dochazi upacienti k rizné
intenzivnimu upadku schopnosti komunikace, mysleni, pohybu, ¢inéni rozhodnuti
a projevovani emoci. NarusSeny jsou zdkladni osobnostni rysy, pacienti postupné nejsou
schopni samostatné fungovat ve spolecnosti a ztrdci vlastni sobé&stacnost.
Neuropatologickym podkladem onemocnéni jsou intraneurondlni depozita tau proteinu
¢1jinych peptidl, z nichz jde nejcastéji o TAR DNA vazajici-protein 43 (TDP-43)
(Rusina R. et al., 2021). V sou€asné dobé je mozné definitivné potvrdit klinickou
diagndézu neurodegenerativniho onemocnéni pouze na zékladé neuropatologického
vySetieni. Pfesnd diagnostika na morfologické a molekularng-genetické Grovni je zasadni
zpétnou vazbou pro klinické studie 1é¢iv ¢i biomarkerti. Podrobné histopatologické
vySetfeni mozku je vysoce vyznamné pro poznani etiopatogeneze neurodegenerativnich
onemocnéni arovnéZ pro vyvoj novych diagnostickych a terapeutickych pfistupti

(Rohan Z. a Matéj R., 2015).



ZADANI — CIL PRACE

Cilem bakalafské prace je reSerSni zpracovani recentnich informaci o morfologické
diagnostice frontotemporalnich lobarnich degeneraci a jejich hlavnich podskupin, véetné
uvodu do imunohistochemickych metod a metod molekularni genetiky. Bakalatska prace
rovnéz zahrnuje piehled moznosti klinické diagnostiky, které souvisi s vyzkumem
korelace klinickych vysledkii a neuropatologickych nélezi u tohoto onemocnéni.
Predklada okrajovy ndhled do problematiky tohoto zdvazného neurodegenerativniho

onemocnéni.
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1 Neurodegenerace

1.1 Definice a vymezeni pojmu

Pojem neurodegenerace zastfeSuje Sirokou skupinu stavl, pii kterych dochazi
k progresivnimu zaniku a poskozeni specifickych populaci nervovych bunék. Nasledkem
je ztrata funkce urcité neuronalni populace, coz je spojeno s manifestaci zavaznych
neurologickych a psychickych pfiznakt. K poskozeni neuronti dochazi na podkladé
ukladani depozit patologicky zménéného, pro dané onemocnéni specifického, proteinu
v mozkové tkani. Jedna se o tzv. proteinopatie. Topograficka distribuce proteinovych
agregati pak obvykle odpovida klinickému obrazu onemocnéni (Matéj R. et al., 2019;

Klotz S. et al. 2021).

1.2 Etiopatogeneze neurodegenerativnich onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou zvelké casti multifaktoridlné podminéné
onemocnéni, ackoliv se na vzniku onemocnéni rovnéz podili i genetické faktory.
Neurodegenerace se klinicky manifestuji v dospélosti a astéji ve vysSim véku — jedna se
tedy o prevazn€ vekove€ vdzand onemocnéni a se starnutim populace dochazi k jejich
zvySenému vyskytu. Starnuti je spojeno stadou fyziologickych deficitii a riznym
stupném kognitivniho poklesu. Z obrovského mnozstvi vyzkumi zaméfenych
na odhaleni mechanismil starnuti a neurodegenerativnich procesti vzeslo nékolik dilt
skladacky, ale k pochopeni celého obrazu vede pravdépodobné jesté¢ dlouhd cesta

(Singh A., 2019; Koukolik F. a Jirak R., 1998).

Jsou zndmy nékteré patofyziologické mechanismy, které vznik neurodegenerativnich
onemocnéni predchéazeji, pficemz zéasadni roli hraji defekty proteinové homeostazy
a metabolismu proteinit (Morimoto R. 1., 2008; Koga H. et al., 2010). Proteinova
homeostaza je dilezita pro pieziti a funkci vSech bunék. Na rozdil od jinych typt bunék
jsou neurony dlouhovéké, oplyvaji architektonicky slozitou a rozmanitou morfologii,
kterd dokaze pteklenout velkou vzdalenost. Tyto vlastnosti piedstavuji naroc¢né

pozadavky na proteostatické mechanismy (Lottes E. N. a Cox, D. N., 2020).



1.2.1 Oxida¢ni stres a mitochondrialni dysfunkce

Oxidacni poskozeni vyvolané volnymi radikaly a mitochondriadlni dysfunkce hraji
pravdépodobné hlavni roli jak v procesu starnuti, tak pii vzniku neurodegenerativnich
onemocnéni. Ke starnuti mozku dochéazi na molekularni, bunééné a histologické urovni.
Je také spojeno se snizenim urovné metabolické aktivity nervovych bunék (Jurcau A.,

2021; Zia A. et al., 2021).

Vyzkumy poukazuji na hypothalamus, ktery spousti aftidi postupny pokles
metabolismu celého organismu. Hypothalamus reguluje hladinu stresu, metabolismus
a spanek — Cini tak prostfednictvim sekrece neurohormont, propojenim s endokrinnim
systtmem a projekci orexinergniho jadra do retikularniho aktivacniho systému.
Degenerace suprachiasmatickych jader mlze ptispivat k porucham cirkadianniho rytmu
a porucham spanku. Omezeni spanku muze zpisobit, ze se neuronalni toxické odpadni
produkty nahromadi aomezi neurogenezi ve starnoucim mozku — atak zesili

neurodegenerativni proces (Jurcau A., 2021; Camandola S. a Mattson M., 2017).

Metabolismus mozku se opira predevSim o neustaly pfisun dvou hlavnich
substratii: glukdzy a kysliku. V omezené mife io laktat ato predevSim pii zvySené
fyzické aktivité (Dalsgaard M. et al., 2003). Jak kyslik, tak glukéza musi byt do mozku
dodavany nepfetrzit¢ krevnim fe€istém. Kyslik je transportovan z kapilar do mozkové
tkan¢ difuzi. Pfijem glukdzy neurony je zprostiedkovan glukdzovymi transportéry, nacez
je glukéza pomoci hexokindzy pfeménéna na glukoza-6-fosfat. Dostupnost
adenosintrifosfatu zavisi na dodéavce kysliku, mitochondrialni oxidativni fosforylaci a je
spojena s vychytavanim glukézy. Pokles metabolismu glukdézy muize byt zpiisoben
mitochondrialni dysfunkeci anevyhnutelné naruSuje normalni fungovani neurond,
coz je Siroce pozorovano u neurodegenerativnich onemocnéni (napf. Alzheimerova

nemoc) (Blaszczyk J., 2020; Leithner C., 2014).

Vyssi energeticky vydej nervového systému, nutny pro synapticky pienos, je spojen
s vysokou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species)
a volnych radikali od kysliku odvozenych (viz. tab. €. 1 — reaktivni formy kysliku).
K produkei radikalii dochazi z velké €asti v rdmcei bunééného dychani v disledku uniku
elektronii z mitochondridlniho elektronového transportniho fetézce. Uniklé elektrony
pak piimo reaguji s kyslikem (za vzniku superoxidového radikalu) ¢i jinym akceptorem

elektronu a vznikd volny radikal (Balaban R. S. et al., 2005; Shields H. J. et al., 2021).
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Tabulka 1 — Reaktivni formy kysliku (zdroj: Halliwell B. a Guteridge J.M., 2007)

Radikaly Neradikaly

hydroxylovy HO~ Peroxynitrit? ONOO™
superoxidovy Oy peroxid vodiku H>0»
peroxylovy ROO’ 0zoén 03
hydroperoxylovy HO> kyselina chlorna HOCI
alkoxylovy RO’ singletovy kyslik 10,

oxid dusnaty® NO’ kyselina bromna HOBr
oxid dusicity® NOy' Alkylperoxynitrit* RONOO

(* Také nazyvané jako reaktivni formy dusiku)

Volné radikdly nesou ve vnéjsi sféfe svého elektronového obalu nejméné jeden
nesparovany elektron. Ve snaze dosdhnout stabilni elektronové konfigurace usiluji
o doplnéni chybéjiciho elektronu. Chybéjici elektron ziskava volny radikal tim, Ze jej
vytrhne z jiné molekuly, ze které se stava radikal aradikdlova reakce se takto dale
propaguje do okoli. Radikdlovéa reakce konci bud’ reakci dvou radikdl, nebo reakci
sjinou latkou, jejiz radikdl je stabilni a mlze existovat delsi dobu
(napt. nizkomolekularni antioxidanty) (Halliwell B. a Guteridge J.M., 2007; Singh A.,
2019).

Volné radikaly mohou reagovat s biomolekulami jako jsou proteiny, lipidy a DNA.
Dochazi tak k naruseni struktury téchto biomolekul a ke zméné jejich fyziologické
a biochemické funkce (Halliwell B. a Guteridge J.M, 2007; Singh A., 2019). Napf. reakci
oxidu dusnatého se superoxidem vznikd toxicky peroxynitrit (ONOO"), ktery je silnym
cytotoxickym oxidaénim agens. In vivo vyvolavd hydroxylaci a nitraci tyrosinovych
zbytkli a oxidaci methioninovych zbytkl v proteinech, coz vede k inaktivaci enzymu

(napft. cytochromt P450) (Shields H. J. et al., 2021).

Oxidac¢ni poskozeni proteint je stéZejni jednak tim, Ze ovliviiuje samotnou funkci
enzymt, receptoril a transportnich proteinti. Zaroven pfispiva k sekundarnimu poskozeni
dalSich biomolekul (napt. inaktivaci DNA reparacnich proteint ¢i naruSenim piesnosti

DNA polymeraz pii replikaci DNA) (Trnkova L. et al., 2015).

Poskozeni mitochondridlni DNA je spojeno s poklesem intraceluldrnich hladin
oxidované formy nikotinamidadenindinukleotidu coz déle zhorSuje funkci enzymi,
které jsou zavislé na nikotinamidu jako jsou sirtuiny a histondeacetyldzy. Prostfednictvim
peroxidace lipidii, oxidace proteinii a posSkozeni DNA miize generovany ROS zpusobit

zménu mitochondrialni funkce, a jesté zvysit rychlost produkce ROS, coz vyvrcholi
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v degeneraci neuronti (Jurcau A., 2021; Shin-Ichiro 1. a Guarente L. 2016). ROS

zprostfedkovand bunééna signalizace je G€innym indikatorem apoptdzy (Singh A., 2019).

1.2.2 Apoptoza

Apoptoza neboli programovana bunécna smrt je jednim z hlavnich mechanismii
podilejici se pii neurodegenerativnich procesech. Apoptdéza muize byt vyvoldna
oxida¢nim stresem, naruSenim homeostdzy vapniku, mitochondrialni dysfunkci

¢1 aktivaci cysteinovych proteaz — kaspaz (Mattson M., 2000).

Plisobenim vnéjsich a vnitinich mechanismt dojde k interakci pro- a antiapoptickych
faktorti. Dusledkem je spusténi kaskadovité reakce, kterd vede ke smrti postizené buiky
(Maté; R., 2019). Hladiny pro- a antiapoptickych proteinii jsou regulovany
mj. ubikvitin-proteasomovym systémem (UPS). Defekty UPS jsou v soucasnosti
intenzivné studovany a hraji vyznamnou roli v procesu apoptdzy, zaroveinh mohou

potencovat vznik depozit patologickych proteinovych agregati (Abbas R., 2021).

1.2.3 Konformacni zmény proteinii a abnormalni patologické

proteinové agregaty

Nativni konformace

Spravna trojrozmérnd proteinova struktura neboli konformace proteinu je urcujici
pro jeho fyziologickou funkci, rozpustnost a schopnost se spojit s reaktivnimi misty
na jinych proteinech a molekuldch v buiice. Konformace proteinu je dana specifickou
linedrni sekvenci aminokyselin, vzdjemné spojenych peptidovymi vazbami smérem
od N-konce k C-konci (aminokarboxyl). Aminokyseliny maji riizné postranni fetézce
(R-skupiny), které jim davaji rizné vlastnosti. Postranni fetézce jsou velké nebo malé,
hydrofilni (interaguji s vodou) nebo hydrofobni (nemaji tendenci interagovat
s molekulami vody). Nékteré jsou nabité kladné a nékteré zdporné. Ve spravné slozeném
proteinu jsou hydrofobni aminokyselinové zbytky spole¢né a navzajem se chrani pred
molekulami vody. Naopak hydrofilni zbytky jsou vystaveny na povrchu proteinu
a interaguji s vodou cytoplazmy. Velké aminokyseliny délaji zakouti pro malé. Tento
druh té€sné¢ho skladani abaleni minimalizuje celkovou volnou energii proteinu

(Hebert D. N. et al.,2006; Herczenik E. et al. 2008; Reynaud E., 2010).
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Variabilita skladani proteint

Pocet moznych konfiguraci s minimalni energii jedné proteinové sekvence je enormné
veliky a obvykle jen n€kolik znich miZe mit normélni aktivitu. Nov€é syntetizované
proteiny se presto obvykle spravné skladaji do vhodné konfigurace s minimalni energii,
aproto jsou schopny spravné vykondvat svoji ulohu. Informace potfebna k tomu,
aby se proteiny slozily ve spravné konfiguraci s minimalni energii, je zakdédovéna
ve fyzikalné-chemickych vlastnostech jejich aminokyselinové sekvence. Obvykle je
protein sam, v jednotkach mikrosekund, schopen najit svlij funkcéni nebo nativni stav. Je
tomu tak, protoze jeho zdkladni aminokyseliny interaguji lokaln€, ¢imz omezuji
konformacni prostor, coz vysvétluje koncept znadmy jako Levinthaltiv paradox (Gandhi J.

et al. 2019; Reynaud E., 2010).
Chaperony

Nékteré proteiny maji obzvlaste komplikovanou nebo nestabilni konformaci. Maji
vlastnost se skladat do alternativnich konformaci s minimélni volnou energii,
a tudiz jen obtizn¢ dosdhnou funkéniho stavu. V téchto ptipadech potiebuji nestabilni
proteiny nasmérovat k nalezeni oné funkéni konformace — ktomu ucelu existuji
tzv. molekularni chaperony. Molekuldrni chaperony jsou specializované proteiny,
ATP-4zy, které pomahaji nestabilnim proteinim slozit se do jejich pfirozené funkéni
konformace. Starnutim snizend aktivita proteazomu a zménénd funkéni schopnost
chaperont pfispivaji k hromadéni Spatné poskladanych proteini v neuronech a dalSich

buitkdch (Wankhede N. L. et al., 2022; Reynaud E., 2010).
Nestabilni proteiny

Pokud jsou ve zdravé buiice syntetizovany nativné slozené proteiny, obvykle
nedochazi k potizim. Na§ genom vSak kdduje také proteiny, které jsou ze své podstaty
nestabilni, protoze maji vlastnost se skladat v alternativnich stavech s minimalni energii.
Jen velmi malo z téchto alternativnich struktur je funkc¢nich a uzite¢nych pro bunku.
Drtiva vétSina znich je zbytecna nebo dokonce toxickd. Funk¢ni nebo nativni
konformace proteinli bez vazby na membranu je typicky rozpustnd ve vode. Za to
nespravné poskladané proteiny (tzv. toxické konformace) jsou typicky nerozpustné a maji
tendenci tvofit dlouhé linearni nebo fibrilarni agregaty znamé jako amyloidni usazeniny

(Dobson Ch. M., 2003; Reynaud E., 2010; Ajmal M.R., 2023).
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Konformacni zmény proteinu a chybné skladani

NejvyraznéjSim motivem mnoha funkénich proteini v nativni konformaci je jejich
strukturni podoba alfa Sroubovice, pravotocivé spirdlni civky. Kdyz se protein stane
toxickym, dojde k rozsahlé konformacni zméné a ziska motiv zndmy jako beta skladany
list. Konformace beta skladaného listu existuje také v mnoha funkc¢nich nativnich
proteinech, jako jsou imunoglobuliny, ale pfechod z alfa Sroubovice na beta skladany
list je charakteristicky pravé pro amyloidni loziska. Abnormélni konformacni ptechod

z alfa Sroubovice na beta list odhaluje hydrofobni aminokyselinové zbytky a podporuje

agregaci proteinii (Dobson Ch. M., 2002; Soto C. et al., 2018; Reynaud E., 2010).

Postkonformacni zmény a proteinové agregaty

Patologické proteinové agregaty hraji kliCovou roli pfi iniciaci a Sifeni
neurodegenerativnich onemocnéni. K samotné tvorbé agregatu dochazi poté, co
fyziologicky peptid (protein) ztrati svou plvodni nativni konformaci. Tento Spatné
slozeny peptid se postupné zformuje do podoby oligomeru (malého rozpustného
agregatu), ktery nasledné podlehne konverzi na tzv. , fibril-like* oligomer. ,,Fibril-like*
oligomer postupné véaze dal§i monomery, coz vede ke vzniku dlouhych nerozpustnych
fibril. Tyto dale tvoii depozita extracelularné nebo intracelularné v cytoplazmé ¢i uvnitf

jadra (De S. et kol., 2019; Wells C. et al. 2021; Carrell R et al. 1997).
Lokalizované/organové specifické amyloidozy

Amyloidogeneze je hlavnim pfiznakem heterogenni skupiny onemocnéni
podminénych uklddanim amyloidogenniho peptidu v fad€ organti, nazyvané amyloidoza.
Dle charakteru postiZzeni lze amyloidozu rozdélit na lokalizovanou ¢i systémovou.
V souvislosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi hovofime o tzv. lokalizované
amyloidéze. Depozita amyloidogenniho peptidu jsou lokalizované pouze v ramci
jednoho organu (tzv. organové-specifické), nedochazi kjejich Sifeni dale

(Hazenberg B. P., 2013; Blancas-Mejia L. M. a Ramirez-Alvarado M., 2013).

Na druhou stranu Troncone et al. (Troncone L. et al. 2016) ve své studii prokazali
pfitomnost beta amyloidu (konkrétné izoforem AP40 a AP42) v kardiomyocytech
a intersticiu v srdcich pacient s Alzheimerovou nemoci (AN). Pfitomnost byla spojena
s diastolickou dysfunkci a dysfunkci myokardu. To otevira novou hypotézu, ze by prave
beta amyloid mohl hrat roli u srde¢nich dysfunkci pacientti s AN. Tyto studie naznacuji,

ze stav kardiovaskularniho systému miZze nejen ovlivnit nastup nebo progresi AN,
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ale ze AN muze byt sama o sobé faktorem piispivajicim ke sniZzeni kardiovaskularnich
funkci. Tyto tidaje naznacuji, ze by AN mohla byt potencidlné multiorgdnova, systémova
porucha, kterd se neomezuje pouze na mozek (Schaich C. L. et al.,2019; Jensen B. C.

a Willis M. S., 2016).
Potencialni infekciozita

Patologicka proteinova depozita maji sklon se kumulovat v urcitych bunkach
a v urcitych neuroanatomickych oblastech a/nebo jsou urcité neuronalni populace citlivé
na specifické proteinopatie. Z primarnich oblasti poté dochdzi k postupnému Sifeni
patologie. Sifeni je pravdépodobné zalozeno na skuteGnosti, e patologickd zména
konformace riznych proteini ma jistou pienositelnost a dale indukuje konformacéni
zménu "zdravych" proteinli. Tato potencidlni ,,infekciozita® patologické konformace
proteinu byla poprvé popsana v souvislosti s prionovymi chorobami. Z tohoto divodu
se pouziva terminologické pfirovnani "Sifeni podobné prionu" (zangl. prion-like

spreading®) (Fu H. et al. 2018; Guo J. et al. 2014).
Poruchy proteinové homeostazy a metabolismu proteint

Homeostdza proteinli je regulovéna siti bunéénych procest, které zajistuji presné
fizeni syntézy proteinli, nativni konformacni skladdni a udrZovéni, obrat a degradaci
proteint. To jak za homeostatickych podminek, tak v kontextu bunééného stresu, starnuti
a onemocnéni. Sit’ homeostazy proteini muize byt rozdélena do tfech hlavnich funkénich
drah, které synergicky fidi kontrolu kvality proteind plisobenim: 1) mechanismi syntézy
proteind, 2) udrzovacich mechanismii v¢. molekularnich chaperonii podilejicich se
na skladani proteinu a 3) degradacnich drah (napf. ubikvitin-proteasomovy systém,
endolysozomalni draha, autofagie). Porucha kterékoliv funkéni drahy miize mit
dramatické dasledky na neurony (Smith H. L. 2015; Lottes E. N. a Cox, D. N., 2020;
Hanus C. a Schuman E. M., 2013).

Pokud je tedy jemna rovnovaha syntézy, sklddani a degradace proteini narusena,
muze dojit k produkci a hromadéni Spatné poskladanych proteinti, které tvoii agregaty.
Pfi¢inou mlze byt oxidacni stres, genetické mutace nebo pravé translacni chyby

¢i defekty intracelularnich enzymatickych komplext (Leora M., 2015).
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1.2.4 Genetické pozadi

Vyznamnou roli mohou mit také riizné genové polymorfismy ¢i patogenni mutace
genomu. Dédi¢né podminéno muize byt az 20 % neurodegeneraci (Mat¢j R., 2019).
Pro vSechny neurodegenerativni proteinopatie je dilezitd genetickd analyza a podrobna
rodinnd anamnéza. Genové odchylky, které jsou spojovany s pfevaznou vétSinou
neurodegeneraci, jsou ruzné¢ho charakteru, mohou byt nalézany aberace v genech
kodujicich proteiny jako jsou napf. gen pro protein asociovany s mikrotubuly — tau
(MAPT), gen pro amyloidovy prekurzorovy protein, gen pro alfa-synuklein, gen
pro prionovy protein ¢i gen pro TAR DNA vazebny protein 43 (TARDBP)
(Kovacs G. G., 2018), ale miZe jit i orizné¢ genové polymorfismy ¢i epigenetické

faktory.

1.3 Klasifikace neurodegeneraci — prehled souc¢asného stavu

VétSinu neurodegenerativnich onemocnéni Ize klasifikovat podle typu, lokalizace
a morfologie abnormalnich proteinovych depozit. Standartné se neurodegenerativni

onemocnéni tfidi z biochemického hlediska do 7 zékladnich skupin:

1) Alzheimerova nemoc

2) Frontotemporalni lobarni degenerace

3) Synukleinopatie

4) Onemocnéni s opakovanim triplett (trinucleotide repeat diseases)
5) Prionova onemocnéni

6) Onemocnéni motorického neuronu (MND)

7) Ostatni neurodegenerativni onemocnéni

Ttidéni neurodegenerativnich onemocnéni dle patofyziologického podkladu je ucelné
a prehledné, jelikoz definitivni diagnéza onemocnéni je vzdy neuropatologicka,
tj. diagnozu lze definitivné potvrdit az vySetfenim mozkové tkdné. Spravné rozpoznani
onemocnéni za Zivota pacienta je velmi obtizné, klinicky lze v soucasnosti urcit diagndzu
pouze na urovni ,,mozné** a pravdépodobné®. Pficemz dle vysledku studii je az u 20 %
ptipadl klinicka diagndza stanovena nespravné (Matéj R. et al., 2019; Kovacs G., 2016;
Klotz S. et al. 2021). Ucelena klasifikace neurodegenerativnich onemocnéni je shrnuta

v Tab. 2.
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Tabulka 2 — Klasifikace neurodegenerativnich onemocnéni dle patofyziologického
podkladu (Matéj R. et al., 2019)

Alzheimerova nemoc

Frontotemporalni lobarni degenerace (FTLD)

A) tauopatie — frontotemporalni lobarni degenerace s tau-pozitivnimi inkluzemi (FTLD-tau)
I. frontotemporalni demence (FTD) tau-pozitivni:
* behavioralni varianta FTD (bvFTD) s inkluzemi tau — zahrnuje i Pickovu nemoc
II. primérni progresivni afazie (PPA):
* nonfluentni/agramatickd varianta primarni progresivni afazie (nfvPPA)
III. frontotemporalni lobarni degenerace s postizenim hybnosti (,,demence+*):
* progresivni supranuklearni obrna (PSP)
* kortikobazalni degenerace (CBD)
* nemoc s argyrofilnimi zrny (AGD)
» demence a parkinsonismus s mutaci v genu pro tau protein
IV. nové tauopatie:
* gliova globularni tauopatie (GGT)
* na v€k vdzana tau astrogliopatie (ARTAG)
* primarni na v€k vazana tauopatie (PART)
* chronickéd traumaticka encefalopatie (CTE)
B) frontotemporalni lobarni degenerace s tau-negativnimi inkluzemi (FTLD-non-tau)
L. frontotemporalni demence (FTD) tau negativni:
* behavioralni varianta FTD (bvFTD) s ubikvitin-pozitivnimi inkluzemi (FTLD-UPS)
* behavioralni varianta FTD (bvFTD) s inkluzemi proteinu TDP-43 (FTLD-TDP)
* behavioralni varianta FTD (bvFTD) bez histologickych zmén
II. progresivni afazie:
* sémantickd varianta primarni progresivni afdzie (svPPA)
III. frontotemporalni lobarni degenerace s postiZenim hybnosti (,,demence+):
» amyotroficka laterdlni skler6za s demenci (ALS-FTSD — frontotemporalni spektrum
postizeni u ALS)
IV. nové jednotky v ramci FTLD-non-tau:
* limbickd TDP-43 proteinpatie (LATE)

Synukleinopatie

1. Parkinsonova nemoc

2. Parkinsonova nemoc s demenci

3. demence s Lewyho télisky (DLB)

4. multisystémova atrofie (forma parkinsonska [MSA-P] a mozeckova [MSA-C]

Onemocnéni s opakovanim tripleti (trinucleotide repeat diseases)

1. Huntingtonova nemoc

2. fada autozomalné dominantnich spinocerebelarnich ataxii (SCA)
3. Friedreichova ataxie

4. bulbospindlni muskularni atrofie (SBMA) - Kennedyho nemoc)
5. dentato-rubro-pallido-luysianska atrofie (DRPLA)

Prionova onemocnéni

1. Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJN)

2. Gerstmannuv-Strausslerv-Scheinkertiv syndrom (GSS)

3. fatalni familiarni insomnie

4. kuru

5. nova varianta Creutzfeldtovy-Jakobovy nemoci (vCJN — Willova nemoc)
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Onemocnéni motorického neuronu (MND)

1. amyotroficka lateralni skler6za

2. primarni lateralni skler6za

3. progresivni bulbarni paralyza

4. progresivni muskularni atrofie

5. vzacnéjsi formy (endemickd ALS v Tichomoii)

Ostatni neurodegenerativni onemocnéni

1. familiarni encefalopatie s neuroserpinovymi télisky

2. nemoc s intranuklearnimi neurondlnimi inkluzemi

3. nemoc s inkluzemi z neuronovych intermedialnich filament (NIFID)

4. vrozené amyloidozy (familidlni britskd demence, familidlni dansk4a demence)

5. demence bez prokazatelnych histopatologickych zmén (DLDH- dementia lacking
distinctive histopathology)

2 Frontotemporalni lobarni degenerace

2.1 Definice

Frontotemporalni lobarni degenerace (FTLD) je heterogenni skupina progresivnich
neurodegenerativnich onemocnéni, pii které dochazi k funkénimu a strukturdlnimu
upadku oblasti mozku zodpovédnych za schopnost komunikace, mysleni, pohybu, ¢inéni
rozhodnuti a projevovani emoci. Postizeny jsou predevSim oblasti frontalniho
atemporalniho laloku mozku, casto také parietdlni klra abazilni ganglia

(McKhann G. M. et al., 2001; Olney N. T. et al., 2017).

Onemocnéni definuje porucha metabolismu nékterych kli¢ovych proteini. Ta
zapti€ini jejich intraneurondlni akumulaci ve formé Spatné odbouratelnych depozit,
ktera maji podobu inkluzi. Dle proteinu, ktery depozita tvoii — rozliSujeme v zaklade dvé
hlavni skupiny tzv. tauopatie atau negativni formy (non-tau FTLD) s pfitomnosti
patologickych inkluzi obsahujicich depozita riznych bilkovin (Matéj R. et al., 2019).
V disledkit pritomnosti depozit, piisobeni patofyziologickych vlivii a ztraty funkce

proteinu, dochdzi nasledné k zaniku postiZzenych neuront (Matéj R. et al., 2019).

Symptomy u tohoto onemocnéni nastupuji postupné anezfidka je diagndza
zaménovana za jiné onemocnéni. Klinicky lze rozliSit rizné formy FTLD a postupné
muZe dochéazet k jejich prekryviim. To lze vysvétit skutecnosti, Ze nc¢které oblasti jsou
postizeny numerickou atrofii vice nez jiné a dle toho se pak odviji samotny klinicky

obraz. V zakladé Ize klinicky obraz frontotemporalni degenerace rozdé€lit na 4 skupiny,
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které¢ se 1i§i na zdklad¢ prevladajicich projevii. Mezi tyto projevy patii napiiklad
osobnostni zmény, poruchy fe¢i nebo poruchy hybnosti (Rusina R. et kol., 2021; Mat¢j R.
etal., 2019).

Definitivni diagndézu onemocnéni urcuje vzdy neuropatolog na zaklad¢ histologického

nalezu, imunohistochemického priikkazu a molekuldrné genetického vysetieni.

2.2 Epidemiologie

FTLD je jedna znejCastéjSich pii¢in demence ve stfednim veéku (45-64 Ilet).
Prevalence se zvySuje od 65. let véku, podobné jako u AN. Na rozdil od AN je u pacientil
s FTLD vys$i zastoupeni autozomalné¢ dominantnich forem (az 25 %). (Vyhnélek M.,

2017; Coyle-Gilchrist I. T. et al., 2016; Baborie A., 2010).

2.2.1 Incidence a prevalence

Celosvétove je v soucasné dobé postizeno demenci na 50 milioni osob. Predpoklada
se, Ze se pocet v souvislosti se starnutim populace do roku 2050 az ztrojnasobi (Cao Q.
et al. 2020). FTLD je tfeti nejcastéjsi pricinou demence u osob ve véku 65 let a starSich
a druhou nejcast&jsi pti¢inou demence osob mladsich 65 let (Bott N. T. et al. 2014).
Odhadovand prevalence onemocnéni je 15-22/100 000. Incidence onemocnéni je
2.7-4.1/100,000 (Onyike C. U. a Diehl-Schmid J., 2013; Bott N. T. et al., 2014;
Knopman D.S. et al. 2011).

V posledni rozsahlé studii zaméfen¢ na vyskyt syndromll spojenych
s frontotemporalni lobarni degeneraci v Evropé byla zjiSténa primérnd incidence
2,4/100 000. Pficemz se rozmezi dle lokalit pohybovalo mezi 1,77 a 4,40/100 000

osob/ro¢né. Odhadovany pocet nové diagnostikovanych piipadi FTLD v Evropé je

piiblizné 12 000 roéné (Logroscino G. et al., 2023).

Zjisténim této studie bylo rovnéz, Ze vice nez 60 % pacienti bylo ve véku 65 let
nebo starsich, s vrcholem incidence ve véku 71 let. Vysledna incidence byla vy$si u muza
2,8/100 000 nez u Zen 1,9/100 000. Nicméné nebylo prokazano, ze by pohlavi bylo
biologickym determinantem FTLD na zéklad¢ ptedchozich populacnich studii v Evropé

a USA. Rovnéz bylo zjisténo, Ze bvFTD je nejbéZnéjSim fenotypem, oproti tomu
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frontotemporalni spektrum postizeni u ALS (ALS-FTDS) je vzacny fenotyp. Podil

pacientl s rodinnou anamnézou demence ¢inil 35,58 % (Logroscino G. et al., 2023).

2.2.2 Mortalita

Primérné doba pieziti od stanoveni diagndzy onemocnéni je odhadovana na 6-8 let.
Tempo upadku zavisi na fenotypu. Nékteré vysledky studii naznacuji, zZe tau-pozitivni
FTLD ma vyssi median pieziti (9 let) nez tau-negativni formy onemocnéni (Hodges J. R.

etal. 2003; Onyike C. U., 2011).

2.2.3 Rizikové faktory

FTLD je ptevazné sporadické onemocnéni, podminéné multifaktorialng. Nicméné
genetické faktory hraji v patogenezi FTLD velkou roli. Na 40 % pacientli mé v rodinné
anamnéze, alesponn jednoho pfibuzného s diagnostikovanou demenci. Z toho
ve 13 % piipadd se jedna o autosomaln¢ dominantni typ dédi¢nosti (Shpilyukova Y. A.

et al. 2020; Goldman J. S. et al. 2005).

Co se tyce sporadickych forem, je se vznikem onemocnéni spojeno poranéni hlavy
(3,3 x vyssi riziko) a onemocnéni §titné zlazy (asi 2,5 vyssi riziko) (Rosso et al., 2003).
Dalsi faktory, které zahrnuji nezdravy zivotni styl (ovlivnitelné faktory), se podili asi

40 % na vzniku demenci obecné (Livingston G. et al. 2020).
3 Neuropatologicka Kklasifikace FTLD

Z etiopatogenetického hlediska lze frontotemporalni lobarni degenerace rozdélit
nadvé hlavni skupiny: tauopatie a non-tau FTLD. D¢leni je zaloZeno
na neuropatologickém ndlezu charakteristickych a specifickych depozit patologicky
zménéného proteinu. Dale se klasifikace odviji od charakteru intracelularnich inkluzi,

jejich lokalizace a topografickém rozsahu morfologickych zmén.

3.1 Tauopatie

Tauopatie vznikaji v disledku abnormalniho metabolismu tau proteinu a jeho
nasledné akumulace v neuronech. Tau protein je ve své defosforylované podobé

vyznamny pro stabilizaci mikrotubulll a hraje tak kli¢ovou roli v intracelularnim
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transportu. Za patologickych podminek dochazi k jeho hyperfosforylaci na specifickych
vazebnych mistech, coz zapfi¢ini jeho uvolnéni z mikrotubulii. To nésledné vede k jeho
intraneurondlni akumulaci a zdniku neuronti. Taupatie se d€li do 3 zakladnich skupin dle
poctu opakovani vazebného mista pro molekuly mikrotubulii (angl. direct repeats, DR).
Ptevazné se jedna o 3 opakovani (DR3) nebo 4 opakovani (DR4) a existuje i jejich

kombinace ptitomna u AN (DR3 + DR4) (Matéj R. et al., 2019; Kovacs G. G., 2015).

Nejrizikovéjsim genetickym podkladem familiarnich 1 sporadickych ptipadii tauopatii

jsou mutace v genu MAPT (Rainero 1. et al., 2017).

3.1.1 3R - tauopatie

Pickova nemoc

Pickova nemoc je charakterizovana tvorbou takzvanych Pickovych télisek,
ktera poprvé popsal némecky Iékat Alois Alzheimer v roce 1911 a pozdé¢ji je pojmenoval
Cesky lékar Arnold Pick. Ten jako prvni popsal klinicky obraz frontotemporalni demence

(FTD) (Irwin D. et al., 2016).

Neuropatologicky zde, stejné¢ jako uvSech FTLD, dochazi k zavaznému zéniku
nervovych bunék ve frontotemporéalnich oblastech, ktery je doprovdzen povrchovou
spongidzou. Zietelnym histologickym rysem Pickovi nemoci jsou zdurelé balénové
neurony s oxyfilnim plazmatem vyplnéné kulovitymi inkluzemi, tzv. Pickovymi
télisky. Pickova téliska jsou sférické, bazofilni, hladce ohranicené, argyrofilni neurondlni
cytoplazmatické inkluze, sestavajici z DR3-tau proteinu. Ty mohou byt detekovany jiz
v histochemickém barveni hematoxylin-eosinem. Pro potvrzeni je nutné provést
imunohistochemicky prikaz s protilatkou proti hyperfosforylovanému tau proteinu
s predominanci izoformy DR3 (Kovacs G. G., 2017; Mat¢j R. et al., 2019; Klotz S.
a Gelpi E., 2021).

Pickova téliska se nachéazi nejCastéji v oblasti fascia dentata hipokampu, lze je
ale nalézt také v jinych c¢astech hipokampalni formace, ve frontalni a temporalni
mozkové kife, v cingulu a také v subkortikéalnich strukturach vcetné bazalnich ganglii
a substantia nigra. Krom¢ neuronalni patologie, 1ze také pozorovat vyskyt tau proteinu

v oligodendrocytech a astrogliich (Kovacs G.G., 2017; Dickson D. W., 2001).
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Obrazek 1 - Pozitivni imunohistochemicka reakce Pickovych télisek v cytoplazmé
zduielych  balonovych neuronii v oblasti  hipokampu s protilatkou proti
hyperfosforylovanému tau proteinu s predominanci izoformy DR3 s rovnéZ patrnou
difuzni synaptickou pozitivitou (zdroj: archiv prof. MUDr. Radoslava Matéje, Ph.D.)

V souvislosti s Pickovou nemoci byly popsany 4 faze patologického ukladéani tau
proteinu  (I-IV) spocatkem ve frontotemporalnim, limbickém/paralimbickém
a neokoritkdlnim regionu (fdze I). V dalSi fazi dochazi k Sifeni do subkortikalnich
struktur, véetné kmenovych ganglii, locus coeruleus (faze II). Ve tieti fazi nastava
rozsiteni do primarni motorické kiiry a precerebelarnich jader (faze III) a v nejtézsich

ptipadech doslo k postiZeni zrakové kiiry (faze IV) (Irwin D. et al., 2016).

3.1.2 4R - tauopatie

Skupina onemocnéni s pirevahou izoformy 4R se tadi do podskupiny FTLD
s poruchou hybnosti a zahrnuje n€kolik onemocnéni: progresivni supranuklearni obrnu
(PSP), kortikobazélni degeneraci (CBD), nemoc s agyrofilnimi zrny (AGD) a gliovou
globularni tauopatii (GGT) (Rusina R. et al., 2015).
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Progresivni supranuklearni obrna

PSP miize mit fadu riznych klinickych podtypt. Rliznorodost klinickych subtypti je
dana ptredevsim rozdilnou neuroanatomickou distribuci patologie. V neuropatologickém
obraze PSP jsou, vedle ztraty neuront a glidzy kortikalné 1 subkortikalné, patrny
neurofibrilarni inkluze v neuronech, oligodendrocytech a astrocytech (Respondek G.
et al., 2014).

Typicka jsou relativné velka globoidni neuronova klubka i astrocytd s pfitomnosti
tzv. ,,hvézdicovitych ¢i trsovitych astrocyti™ (z angl. tufted astrocytes). Neuronova

1 gliovd depozita jsou pozitivni v imunohistochemickém priikazu s protilatkou proti

hyperfosforylovanému tau proteinu s predominanci izoformy DR4 (Dickson D. W. et al.,

2010; Matgj R. et al.,2019).

Obrazek 2 - Pozitivni imunohistochemicka reakce s protilatkou proti AT8 tau proteinu,
patrna glialni patologie, véetné tzv. tufted astrocytit v oblasti mozecku. (zdroj: archiv
prof. MUDr. Radoslava Matéje, Ph.D.)

Obvykle ptevazuji korové i subkortikdlni patologie s jasnym postizenim kmenovych
ganglii (zejména globus pallidus), nucleus subthalamicus, mozkového kmene (zejména

substantia nigra, colliculi, locus coeruleus a raphe nuclei). To je pozorovano u klasického
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klinického podtypu PSP tzv. Richardsonova syndromu. Mén¢ Casto je pak piitomné
postizeni mozeckovych jader — napt. ncl. dentatus (Matg¢j R. et al., 2019; Kovacs G. et al.,
2020). Klinicky subtyp PSP s pievladajicim parkinsonismem ma omezenéjsi distribuci
korovou, naopak subtyp PSP s kortikobazalnim syndromem ji vykazuje vyraznou

(Kouri N. et al., 2011; Josephs K. A. et al., 2006).
Kortikobazalni degenerace

CBD je rovnéz onemocnéni ze skupiny tauopatii s pfevahou izoformy DR4
hyperfosforylované¢ formy tau proteinu. Neuropatologicky, stejn¢ jako u PSP, je
onemocnéni charakterizovano piitomnosti tau patologie v neuronech, oligodendrogliich
i v astrogliich (Dickson D. W. et al., 2002). V neuropatologickém obraze je patrna zna¢na
fokalni numericka atrofie neuront kliry frontalni, temporalni, parietalni, bazalnich ganglii

a substantia nigra, ktera je doprovazena reaktivni astrogliozou (Ling H. et al., 2016).

Onemocnéni je definovano pfitomnosti astroglidlnich 1ézi, které maji podobu
tzv. astrocytovych plakil a jsou pfitomny zejména v bilé i Sedé hmoté mozkové klry
a striata. Astroglidlni patologie je ¢asna a vyskytuje se jiz v preklinickych stadiich. Dale
se pak rozviji v progresivni neuronalni patologii, ktera pak v pokrocilém stadiu

onemocnéni dominuje nad patologii glidlni (Ling H. et al., 2016).

V postizenych neuronech je charakteristickd pfitomnost mikrovakuolarnich zmén.
V kortikélnich oblastech jsou obvykle ptitomny zdutelé, tzv. balénové neurony. Dale je
v této oblasti patrnd atrofie neuronti a povrchova laminarni spongiéza. Rovnéz ubyva

serotonergnich, noradrenergnich a dopaminergnich neuronii (Matgj R. et al., 2019).

Klinicky koncept tzv. kortikobazdlniho syndromu by mél byt oddélen
od neuropatologické diagnostiky CBD, protoze ne vzdy spolu souhlasi. Kortikobazalni
syndrom oznacuje klinicky obraz CBD a mize vzniknout rovnéz na zaklad¢ jiného typu
patologie. Neuropatologicky obraz v takovém pifipadé odpovidd zméndm typickym
pro danou neuropatologii (AN, demence s Lewyho télisky, Creutzfeldtova-Jakobova

nemoc, PSP ¢i Parkinsonova nemoc) (Klotz S. a Gelpi E., 2021; Mat¢j R. et al. 2019).
Nemoc (demence) s argyrofilnimi zrny

AGD také znama jako nemoc stiibrnych zrn, je klinicky obtizné definovatelnd DR4
tauopatie, kterd je neuropatologicky charakterizovana neurondlnimi a glidlnimi

tau-pozitivnimi i argyrofilnimi inkluzemi. Patologie je obvykle omezena na stfedni
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temporalni lalok a amygdalu, hipokampus a entorhinalni ktiru (Das S. a Ishaque A., 2018;

Kovacs G. G., 2017).

Neuronalni cytoplazmatické inkluze se obvykle vyskytuji ve formé tzv. pre-tangles.
Gliové inkluze jsou patrné jako ,,stocend téliska“ (z angl. coiled boides) v cytoplazmé
oligodendroglii. V amgydale jsou vyrazné¢ patrné tau-pozitivni granularni inkluze
v astrocytech, spolu stzv. balonovymi neurony. V dendritech neuront stiedniho
temporalniho laloku se nachazeji typické granularni tau-pozitivni argyrofilni zrna
(Rodriguez R. D. a Grinberg L. T., 2015; Das, S. a Ishaque, A., 2018; Kovacs G. G.,
2017).

Globularni gliova tauopatie

GGT se tadi mezi DR4 tauopatie, kterou neuropatologicky charakterizuje vyskyt
globoidnich tau-pozitivnich oligodendroglialnich a astroglialnich inkluzi. V ptipadé
GGT jednoznaéné dominuje glidlni patologie nad neurondlni patologii (Forrest S. L.

etal., 2021).

GGT byla teprve nedavno charakterizovana jako samostatnd entita a byly definovany
tii morfologické subtypy (I-III) s riznymi distribu¢nimi vzorci a riznym postizenim
oligodendrocytli a astrocyt. Typ I se vyznacuje frontotemporalni distribuci patologie.
Typ II je charakterizovan postizenim motorické kiry a kortikospinalniho traktu. Typ IIT
se vyznacuje kombinovanym postizenim frontotemporalni klry, motorické kiry
a kortikospinélniho traktu. Degenerace bilé hmoty mozkové je vyznamnym rysem vSech
subtyptt GGT. Klinicky se objevuji rizné ptiznaky podle distribu¢niho rozsahu, pficemz
typ I mize primarné vyvolat frontotemporalni demenci (FTD), typ II MND a typ III
kombinaci obou (Ahmed Z. et al., 2013; Chung D. C et al., 2019).

3.2 Non-tau FTLD

Tau-negativni FTLD se rozliSuji dle pfitomnosti patologickych inkluzi obsahujici
depozita riiznych bilkovin. Mezi hlavni skupiny tau negativnich FTLD patti: FTLD
s TAR DNA-binding protein 43 inkluzemi (FTLD-TDP), FTLD s inkluzemi ubikvitinu,
tzv. ,,ubikvitinopatie* (FTLD-UPS) a FTLD s inkluzemi proteinu Fused in Sarcoma
(FTLD-FUYS).
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3.2.1 FTLD-TDP

FTLD-TDP je charakterizovan rtiznymi, pfevazné neuronalnimi inkluzemi proteinu
TDP-43. Kromé¢ kompaktnich intraneuronalnich cytoplazmatickych inkluzi jsou Casto
patrny dystrofické neurity anckdy ineurondlni intranuklearni inkluze. Pomoci
imunohistochemického barveni s protilatkou proti hyperfosforylované formé proteinu
TDP-43 lIze také prokazat granuldrni a difizni inkluze v neuronech. Gliové
cytoplazmatické inkluze v oligodendrocytech se nejcastéji vyskytuji u MND
(napt. amyotroficka laterdlni sklerdza, ALS) (Mackenzie 1. R. et al. 2013; Neumann M.
a Mackenzie I. R., 2019).

Obrazek 3 - Pozitivni intraneurondlni inkluze v imunohistochemickém pritkazu
s protilatkou proti hyperfosforylované formé proteinu TDP-43 v oblasti hipokampu,
u pacienta s prokazanou mutaci v genu C9orf72. (zdroj: archiv prof. MUDr. Radoslava
Matéje, Ph.D.)

Na zaklad¢é vzorct distribuce ve vrstvach mozkové kiry (napt. transkortikalni
nebo v povrchovych vrstvach) a kombinace odliSnych (kompaktnich nebo diftznich)
patologickych depozit lze rozliSit 4 rizné subtypy FTLD-TDP (A-D): Typ A je

charakterizovan ptitomnosti inkluzi TDP-43 v hornich vrstvéach kiiry a je priméarné spojen
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bvFTD a je asociovan s mutacemi genu granulin (GRN) Typ B se vyznacuje
transkortikalni a difuzni granuldrni neuronalni TDP-43 patologii, je spojen s FTLD-MND
a mutaci genu C9orf72. Typ C, shojnymi hustymi neurity, je casto podkladem
sémantické varianty primarni progresivni afdzie (svPPA) a je rovnéZz asociovan
s aberacemi genu GRN. Typ D s intranuklearnimi inkluzemi TDP-43 se Casto vyskytuje
umutaci proteinu obsahujiciho valosin (VCP, zangl. valosin-containing protein)

(Alafuzoff I. et al. 2015; Bang J. et al., 2015; Mackenzie I. R. et al., 2011).

Nejvice zasazena je pfevazné oblast frontotemporalniho laloku. Kromé toho jsou
rovnéz nejvice postizeny subkortikalni oblasti a hipokampus. Patologie se mtze §ifit také
na kmenova ganglia, thalamus a substantia nigra s manifestaci parkinsonismu

(Neumann M. a Mackenzie L. R., 2019).

FTLD-MND-TDP

Obrazek 4 - V imunohistochemickém priikazu proti hyperfosorylované formé TDP-43
pozitivni tzv. skein-like inkluze (protaZeného c¢i vlaknitého tvaru) v cytoplazmé
motorického neuronu. (zdroj. archiv prof. MUDr. Radoslava Matéje, Ph.D.)
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FTLD-MND-TDP je neuropatologicky termin pro klinicky syndrom znamy jako
ALS-FTSD neboli ALS sdemenci. ALS bylo dfive povazovano za onemocnéni
postihujici vyhradné motoricky systém, a je tedy souc¢asti MND. ALS-FTSD je oznaceni
pro formu ALS s kognitivni poruchou pfevazné frontalniho razu, jez mize napadné
piipominat bvFTD. U pacientd s FTLD-MND-TDP jsou inkluze TDP-43 pfitomny
pfevazné v cytoplazmé neuronti ve frontdlni atemporalni kufe. Zatimco u ALS se
zachovanou kognici jsou depozita pfitomna pfevazné v cytoplazmé motorickych
neurond, bez postizeni kortikéalnich struktur (Jankovska N. a Mat¢j R.,2021; Mat¢;j et al.,
2019).

3.2.2 FTLD-UPS

FTLD-UPS je skupina onemocnéni charakterizovand TDP-43 negativnimi,
ale ubikvitin pozitivnimi inkluzemi. Definuji ho neurondlni cytoplazmatické inkluze,
lentiformni neuronalni intranuklearni inkluze a dlouhé ¢&i kratké dystrofické neurity
v mozkové¢ ke (zejména v II. kortikalni vrstvé) (Mackenzie I. R. a Neumann M. 2017,
Neumann M. a Mackenzie 1. R., 2019). Pivodni protein dosud nebyl identifikovan. Je to
autosomalné dominantni FTD spojend s chromozomem 3 s mutaci genu pro nabity
multivezikularni protein 2B (CHMP2B, z angl. charged multivesicular body protein 2B),
coZ je jedind znama geneticka pti¢ina FTLD-UPS (Tabbarah A. Z. et al., 2016).

3.2.3 FTLD-FUS

FTLD-FUS je definované vyskytem neuronalnich, vzacné glidlnich inkluzi s riznymi
distribu¢nimi vzorci. Dominuje postiZeni frontotemporalniho laloku a nucleus caudatus
bazélnich ganglii. Patologie se mize dale §ifit na oblast substantia nigra (Mackenzie I. R.
a Neumann M., 2012; Neumann M. et al. 2009). Typicky je Casny nastup onemocnéni

(pfed 40. rokem vé&ku) u pacientii bez rodinné anamnézy FTLD (Rainero 1. et al., 2015).
4 Klinicka klasifikace FTLD

FTD je skupinou neurodegenerativnich syndromli (onemocnéni) charakterizovana
klinicky dominujicimi poruchami chovani, osobnostnimi zménami s postupnym
zhorSovanim jazykovych a reCovych dovednosti, které souvisi s patologii ve frontalnim

nebo temporalnim laloku (Finger E. C., 2016).
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Klinicky lze rozliSit rizné obrazy onemocnéni, které mizeme rozdé€lit na celkem

4 skupiny onemocnéni (viz. Tab. 3) (Mat¢j R. et al., 2019):

Tabulka 3 — Klinicka klasifikace FTLD (Matéj R. et al., 2019)

1) Behavioralni varianta frontotemporalni lobarni degenerace (bvFTD)

2) Primarni progresivni afazie (PPA):
- nonfluentni/agramatickd varianta (nfvPPA)
- sémanticka varianta (svPPA)

- logopenicka varianta (IvPPA)

3) Kombinace demence a poruch hybnosti:

- s extrapyramidovymi projevy: progresivni supranuklearni obrna (PSP)

a kortikobazalni syndrom (CBS)

- s onemocnénim motorického neuronu (MND — motor neuron disease):

amyotrofickd laterdlni skler6za s demenci (ALS-FTDS — frontotemporalni

spektrum postizeni u ALS)

4) Nové neurodegenerace ze spektra FTLD:

- vekoveé vazana tauopatie (PART — primary age-related taupathy); vékove
vazana astrogliopatie s depozity tau (ARTAG - aging-related tau
astrogliopathy); vzacné globularni gliové tauopatie (GGT); kontroverzni
jednotka chronické traumatické encefalopatie (CTE); u FTLD s depozity
TDP-43 v hipokampalni a pfedni temporédlni krajiné nov€é popsana
jednotka: v€koveé vazana limbickd TDP-43 proteinopatie (LATE — limbic-
predominant age-related TDP-43 encephalopathy)

Klinické obrazy se mohou s progresi onemocnéni vzdjemné piekryvat a neziidka
k tomu také dochédzi. Tyto piekryvy jsou dany postupnym Sifenim patologie,
jez doprovazi numericky ubytek neuronli v zasazenych oblastech (Rusina et. al., 2021;

Biirger K. et al., 2017).

Ctvrta skupina, “nové neurodegenerace ze spektra FTLD*, byly identifikovany
teprve v nedavné dobé, klinicky se obvykle projevuji demenci. Pfesny klinicky korelat

dosud neni zcela znamy a je zatim pfedmétem studii (Mat¢j R. et al., 2019).

29



4.1 Behavioralni varianta frontotemporalni demence

Definice

BVFTD je nejcastéjSim klinickym syndromem FTLD a zahrnuje asi polovinu jejich
ptipadi (Forman M. S. et al., 2006). Vyznacuje se mnohdy asymetrickym postizenim
frontalni a temporalni kiry. Klinicky dominuje zména osobnosti a chovani, vétSinou
doprovazena dysexekutivnim syndromem (naruSeni schopnosti planovani, logického
mysleni, pracovni paméti). Epizodicka pamét a zrakové-prostorové funkce byvaji

usSetieny (Rusina R. et al., 2021; Katisko K. et al., 2019).
Klinicky obraz

Casné stddium onemocnéni se projevuje zpravidla kombinaci dvou hlavnich
priznakovych okruhti. Prvnim je ztrata motivace rozvijet zajmy a diive bézné ¢innosti,
druhym naruSeni priméreného socidlniho chovani a emoci (Matéj R. et al., 2019;

Seeley W. W, 2019).

Ztrata motivace zahrnuje projevy apatie, pasivity, pacienti ztrdci zajem rozvijet
bézné i zajmové ¢innosti. Mnohdy nejsou schopni ani tyto ¢innosti zaéit, redukuji své
aktivity. Travi celé dny doma a s nic nedélenim jsou spokojeni (na rozdil od deprese, neni
apatie doprovazena poruchami nalady). Apatie je v pfipadé bvFTD velmi intenzivni a jeji
mira koreluje zejména s atrofii a hypofunkci medidlni ¢asti frontalniho laloku a ptedniho
cingula, dale pak i s atrofii dorzolateralni a orbitofrontalni ktiry (Le Ber L. et al., 2006;

Massimo L. et al. 2009; Rusina R. et al., 2019).

NaruSeni priméreného socialniho chovani a emoci zahrnuje znamky desinhibice,
ztratu sebekontroly, empatie, emocni vielosti i socidlniho taktu. Desinhibice se projevuje
jako impulzivni, spoleCensky nepfijatelné chovani. Pacienti se pii béznych spoleenskych
situacich chovaji netaktng, neadekvatné se zapojuji do konverzace. Casté jsou nevhodné
poznamky, mnohdy se sexudlnim podtextem, nevhodné Zertovani ¢i smich s ptiliSnou
familiaritou. Pacienti rovnéz postradaji empatii, dochdzi u nich k nepochopeni potieb
a pozadavkl blizkych osob. Korelatem desinhibice na funkénich a morfologickych
zobrazovacich metodéch je patologie orbitofrontalni a ventromedidlni kiiry a ptedni ¢asti

temporalniho laloku (Eslinger P. J. et al., 2011; Rusina R. et al., 2019).

V pozd¢jsich stadiich onemocnéni se u pacientli objevuje fyzicka agresivita, sexualni

chovani vii¢i cizim lidem, bezohlednost pfi fizeni motorovych vozidel av jinych
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zivotnich situacich. Tato porucha chovani a ztradta zdbran miize vyustit az ve spachani
kriminélniho ¢inu. Pacienti nejsou schopni chépat socialni normy (Diehl-Schmid J. et al.,

2019; Mendez M. F. et al., 2005).

Zmeény osobnosti, poruchy chovani a socialni kognice mohou piedchazet rozvoji
klasického dysexekutivniho syndromu (u poloviny pacienti byvaji zaménovany
za projevy psychiatrického onemocnéni). Nicméné dysexekutivni syndrom vétSinou tyto
projevy doprovazi. Zahrnuje naruSeni schopnosti planovat, rozhodovat, jednat, feSit

problémy a soustfedéni (Seeley W. W., 2019).

Castym projevem bvFTD je také porucha Feéi. Afazie mize mit rozli¢nou podobu
atizi. Pacienti maji tendenci opakovat jednotliva slova, véty ¢i mysSlenky
(tzv. perseverace) ¢i slova rizné¢ deformovat (parafazie). Déle se objevuji poruchy

vvvvvv

2007).

Charakteristické jsou také kompulzivni rysy chovani a stereotypie. Patii sem
soustavné opakovani tikontl, gest (poklepavani prsty, mlaskani) ¢i komplexnich ¢innosti
(opakované chozeni do koupelny, bez jakékoliv potteby ¢i pficiny). Extrémni Ipéni
na urcité rutinné (n€kdy 1 bizarni) jako napft. chozeni po shodné trase ve stejnou hodinu.
Dalsim typickym projevem je kompulzivni pfejidani (hyperoralita), Castd je kompulzivita
v konzumaci sladkosti, alkoholu nebo kouteni (Rosso S. M. et al., 2001; Whitwell J. L.
et al., 2007).

V pokrocilém stadiu onemocnéni prevlada verbalni perservace, byvaji pritomné
uchopové reflexy, inkontinence, porucha hybnosti. ZhorSeni jazykovych schopnosti,
zhor$eni plynulosti feci vedouci az k jeji uplné ztraté (mutismus) (Mat¢j R. et al., 2019;

Snowden J. et al. 2007).

4.2 Primarni progresivni afazie

Priméarni progresivni afdzie (PPA) je termin zastfeSujici 3 klinické syndromy
s heterogenni neuropatologickou pti¢inou. Nejcastéji se jednd o klinickou manifestaci
FTLD s primarnim postizenim frontalni a temporalni kiry ¢i fokalni varianty AN.
Klinické syndromy jsou charakterizované zpocatku izolovanou alteraci feci,
kterd pozvolna ptechazi do obrazu demence (Gorno-Tempini M. L. et al., 2011;

Cséfalvay Z. et al., 2020; Mat¢j R. et al., 2019).
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PPA zahrnuje 3 klinické varianty:

- nonfluentni/agramatickou variantu (nfvPPA)
- sémantickou variantu

- logopenickou variantu (IvPPA)

Zakladnimi prvky, které jsou dulezité pro rozliSeni jednotlivych variant PPA jsou
produkce Feci, porozuméni a schopnost opakovani. Jednotlivé varianty se mohou
s progresi onemocnéni postupné piekryvat. Recové a jazykové poruchy jsou prvnim
a dlouho i dominantnim ptfiznakem PPA. Sobéstacnost i aktivity bézného Zivota zistavaji
zachovany dlouho, pokud nejsou vazany na uzivani feci (vyfizovani ikond na ufadech

apod.) (Marshall C. R., 2018).

4.2.1 Nonfluentni/agramaticka varianta

Varianta nfvPPA je definovédna nizkou fec¢ovou produkci a apraxii. Nejcastéji se jedna
o manifestace tauopatii, nékteré ptipady spadaji do ubikvitinopatii ¢i FTLD s depozity

proteinu TDP-43 (Grossman M., 2010; Grossman M., 2012; Mat¢j R. et al., 2019).
Klinicky obraz

Pacienti s nfvPPA maji pomalou, tézkopadnou, nezietelnou fe¢ s gramatickymi
chybami a obtiznym vybavovanim si slov (anomie). Typické jsou fonemické parafazie
(napft. pacient vyslovi slovo nemocnice jako ,,nemce* ¢i slovo 1zicka jako ,,zlicka®),
apraxie feci (obtizné nepiesné spousténi artikulacnich pohybil), potize s fazenim slabik,
nacasovani hlasu. PfidruZzené mohou byt rovnéz dalsi poruchy teci jako koktavost, potize
s opakovanim, v pozdni fdzi mutismus. Déle u pacientli byva zhorSena pracovni pamét’,
pozornost a exekutivni funkce (planovani, usudek, feSeni problémi, abstraktni mysleni)

(Marshall C. R., 2018; Cséfalvay Z. et al., 2020; Grossman M., 2012).

4.2.2 Sémanticka varianta

Varianta svPPA je definovana nizkou mirou porozuméni a ztratou vyznamu slov.
Nejcastéji se jednd otyp FTLD-TDP s depozity proteinu TDP-43, s maximem
v atrofickém levém temporalnim laloku (Grossman M., 2010; Matéj R. et al., 2019).
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Klinicky obraz

SvPPA se vyznacuje tézkou poruchou porozumeéni, pficemz jsou ptitomny dva hlavni
klinické ptiznaky. Prvnim je vyrazna porucha pojmenovani (pfedméti, osob i ¢innosti).
Pacienti maji lexikalni deficit, ktery se projevuje v podobé delSich pauz vlivem
vyhleddvani slov v mentdlnim lexikonu (anomické pauzy). Druhym je deficit
pri dekédovani vyznamu slova, pacienti maji narusené chapani vyznamu jednotlivych
slov vytrzenych z kontextu, a to v mluvené i psané form¢ feci (povrchova alexie, kdy
pacient dokaze slovo precist nahlas, ale nerozumi jeho vyznamu) (Mesulam M. M. et al.,

2014; Cséfalvay Z. et al., 2020).

V produkei feci jsou typické sémantické parafazie (zaména slov s podobnym
vyznamem, ,.tygr® misto ,lev*), asociativni agnozie (obtizné rozpoznavani vyznamu
a obsahu zrakovych vjemil) a degradace sémantiky (pacienti tvofi gramaticky spravné
véty, které jsou svym obsahem prazdné, irelevantni) (Mesulam M. M. et al., 2014;

Cséfalvay Z. et al., 2020).

4.2.3 Logopenicka varianta

Variantu IvPPA charakterizuje vyrazné naruSeni opakovani delSich vét a anomie.
Neuropatologicky je IVPPA na rozdil od ostatnich variant PPA o mnoho heterogenné;si.
V nékterych ptipadech se jednd o manifestaci tauopatii, Casto fokalni varianty AN

(Grossman M., 2010; Mat¢j R. et al., 2019).
Klinicky obraz

LvPPA je typickd pomalou kadenci feci. Vyraznym prvkem jsou anomické pauzy
a Casté zarazy reci, kvili kterym neni spontanni fe¢ plynula (schopnost spravné
artikulace ziistdva zachovana). Vyrazné je omezena schopnost opakovani delSich vét
(vyznam slova zlstava pacientovi zachovan, ale nenachazi spravné pojmenovani). Kromé
obtizi s feci se mize objevovat deficit zrakové-prostorovych dovednosti a pozornosti

(Gorno-Tempini et al., 2008; Cséfalvay Z. et al., 2020).
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5 Klinicka diagnostika

Diagnosticka kritéria v klinické praxi vychéazeji z kombinace klinického vySetient,
nalezli na zobrazovacich metodach a pfipadného vylouceni specifickych biomarkera

pro AN (jakozto diferencialni diagnostika) (Mat¢j R. et al. 2019).

5.1 Klinické vySetieni

Cilem klinického vySetteni je identifikovat ipadky a poruchy jednotlivych dovednosti
v oblasti kognice (jez zahrnuje pamét, pozornost, exekutivni funkce, feC ajazyk,
zrakové-prostorové schopnosti). Déle vyhodnoceni neuropsychiatrickych projevi
a miry sobéstacnosti. Vyznamna je anamnéza pacienta (ziskané informace od pacienta,

rodinnych pfislusnikil, pe¢ovatelii ¢i zdravotnického personalu) (Matéj R. et al. 2019).

K hodnoceni kognice se pouziva fada testi. Pro hodnoceni kognitivnich dovednosti se
tradicné pouziva Kkratky test kognitivnich funkci (MMSE, z angl. Mini-Mental State
Examination), Montrealsky kognitivni test (MoCA, zangl. Montreal Cognitive
Assessment) nebo Addenbrooksky kognitivni test (ACE-R, z angl. Addenbrooke’s
cognitive examination) (Rusina R. et al. 2021; Roheger M. et al., 2022; Santana I. et al.,
2016).

Pro hodnoceni exekutivnich funkci a feci zaroven se uzivéa test slovni produkce.
K posouzeni socialni kognice je vhodny a ¢asto uzivany naptiklad test vnimani socialnich
situaci, Faux pas test, pii kterém pacient usuzuje, zda se osoba na obrazku dopustila
socialniho faux pas (Torralva T. et al. 2009). K vySetieni rozeznavani emoci se uziva test
rozeznavani tvari dle Ekmana a Friesena (Diehl-Schmid J. et al. 2007; Rusina R. et al.

2021).

5.2 Zobrazovaci metody

Zobrazovaci metody u neurodegenerativnich onemocnéni slouzi k diferencialné
diagnostickému rozliSeni mezi jednotlivymi neurodegenerativnimi onemocnénimi
a pfipadné identifikaci léCitelnych pfic¢in kognitivniho postiZzeni (tumor, ischemie,
hematom, edém, hydrocefalus). Cilem zobrazovacich metod je zhodnoceni miry rozsahu,
symetrie a lokalizace atrofie. Hodnoti se rovnéz mira vaskuladrniho postizeni a dilezité je

vylouceni jiné organické pficiny obtizi. Magnetickd rezonance (MRI) a pozitronova
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emisni tomografie (PET) jsou nejbéznéjsimi metodami pouzivanymi pro klinickou
diagnostiku FTD arovnéz slouzi pro vyzkum Kkorelace MRI a PET vysledki
s neuropatologickymi nalezy (Peet B. T. et al, 2021; Barthel H. et al., 2015;
Schwarz C. G., 2021).

5.2.1 MRI

Upiednostiiovanou zobrazovaci metodou u neurodegenerativnich onemocnéni je
MRI. Oproti vypocetni tomografii (CT) ma MRI lepsi tkanovy kontrast fyziologickych
i patologickych tkéani. U pacientl s téZkou demenci se ptednostné voli CT, jelikoz je
o mnoho rychlej$i. MRI vyzaduje spolupraci pacienta, aby byl schopen nehnuté lezet
v tadu desitek minut. V opacném piipadé¢ je vySetfeni obtizn€ interpretovatelné.
Kontraindikaci vySetfeni je rovnéz kardiostimulator necertifikovany pro pouziti v MRI

(Barthel H. et al., 2015; Peet B. T. et al., 2021).

5.2.2 PET

PET je velmi citliva funkéni neurozobrazovaci metoda, ktera umoznuje trojrozmérné
(na tomografickych fezech) zmapovat rozlozeni nitroziln¢ podaného radiofarmaka
in vivo. Detekce emitovaného zafeni radiofarmaka ve specifickych vazebnych mistech,
tak podava informace o hustoté¢ arozlozZeni cilovych vazebnich mist v tkani, a tedy

informaci o patofyziologickych pochodech (Dave A. et al. 2020; Peet B. T. et al., 2021).
FDG-PET

Pomoci fluorodeoxyglukozy (FDG-PET) lze odhalit snizeni metabolismu glukozy
v postizenych oblastech mozku. U FTD je charakteristicky hypometabolismus glukozy
frontalniho laloku nékdy 1v klfe po6li temporalnich lalokil, pficemZz metabolismus

v oblasti parietalni kliry zlistava zachovan (Dave A. et al. 2020; Peet B. T. et al., 2021).
tau-PET

Mozné je také zobrazit depozita hyperfosforylované formy tau proteinu pomoci
specificky se vazajiciho tau ligandu (flortaucipir'®F také F-AV-1451, tau-PET). Tento
ligand se vaze na extracelularni a intraceluldrni tau i neuritické plaky. Problémem
radiofarmak prvni generace (v¢. F-AV-1451) je nejednoznacna specifita, kdy neni jasné,

zda detekuji pouze tau protein. V souCasné dob& jsou vyvijeny radiofarmaka druhé
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generace, jez by méla mit vySs$i specifitu k tau, bez vaznosti na jiné molekuly.
Zobrazovani tau patologie je v soucasné dobé predmétem vyzkumu (Leuzy A. et al.,

2019; Tsai R.M. et al., 2019; Younes K. a Miller B.L., 2021).
PET pro zobrazeni beta amyloidu

Zobrazeni beta-amyloidu se nejcastéji provadi pomoci PET ligandi (flutemetamol,
florbetaben ¢i florbetapir, tj. radiofarmaka'®F), jeZ maji selektivni vazbu na amyloidové
plaky v mozkové tkani. Pozitivni nalez je konzistentni s AN a muze byt nastrojem

pro diferencialni diagnostiku FTD (Kobylecki C. et al., 2015; Kolanko M. A. et al., 2020).
5.3 Dalsi diagnostické metody

5.3.1 Elektroencefalografie

Elektroencefalografie (EEG) je technika, ktera v Case zaznamenava zmény elektrické
aktivity v mozkové kiife. Konkrétné zaznamendva zménu elektrickych postsynaptickych
potencialll produkovanych neurony. Signdl EEG se ziskdvd méfenim elektrickych
potenciall elektrodami umisténymi na standardnich mistech pokozky hlavy. Prostorova
analyza souvisi s poCtem pouzitych elektrod a jejich umisténim nebo uspofadanim
na hlavé. NejpouzivanéjSim zplisobem umisténi elektrod je mezinarodni systém 10-20,
ktery vyuziva az 21 elektrod. EEG je neinvazivni, pomérné citlivd metoda, jejiz vyhodou
je nizké cena, Sirokéa dostupnost a rychlost produkce zdznamu (Miltiadous A. et al., 2021;

Miiller-Putz G. R., 2020).

EEG ndlez u vétSiny neurodegenerativnich onemocnéni neni specificky, nehodi se
tedy k diferencidlni diagnostice mezi jednotlivymi neurodegenerativnimi onemocnénimi.
Nicméné¢ miize byt pouzity v diferencidlni rozvaze mezi AN a ostatnimi
neurodegenerativnimi onemocnéni. U FTD obvykle byvaji zmény pomalych aktivit méné
vyjadiené nez u AN (Miltiadous A. et al., 2021; Nardone R. et al., 2018). Kvantitativni
analyza maximalni frekvence EEG ukazala maxima piku dominantni frekvence
vyznamné niz$i u AN neZ u pacientl s FTLD, s diagnostickou piesnosti bezmala 80 %

(Goossens J. et al. 2017).

36



5.3.2 Elektromyografie

Jehlova elektromyografie (EMG) je vySetfovaci metoda jejiz podstatou je méteni
elektrickych potencialti vznikajicich v disledku spontanni aktivity kosterni svaloviny.
Lze tak ziskat zdznam elektrické aktivity ve svalu, jez umozni rozpoznat, zda je svalova
slabost a atrofie myogenniho nebo neurogenniho ptivodu (Rubin D. 1., 2019). EMG muze
mit klicovy vyznam pro potvrzeni klinické diagnézy u MND (téz plati pro ALS-FTSD)
(Ramroop H. a Cruz R., 2022; Turner M. R. et al., 2022; Devenney E. et al. 2015).

5.4 Vysetifeni mozkomi$niho moku

Mozkomisni mok obklopuje mozek a michu, je v pfimém kontaktu s extracelularnim
prostorem téchto organt. Jednd se o nejpfinosnéj$i biologicky material k méfeni
biologickych zmén v mozkové tkani. Pfestoze v poslednich letech doslo k nértstu poctu
studii biomarkeri ve spojitosti s FTD, nebyly dosud nalezeny specifické biomarkery
pro identifikaci tauopatii ani tau-negativnich FTLD. Klinickd diagnostika skrze vySetfeni
biomarkert je zatim zalozena na vylouceni jinych demenci (zejména AN) (Swift L. J.

et al., 2021; Wiltfang J. et al., 2016).

5.4.1 Likvorovy triplet

VysSetieni neurodegenerativnich markerti byva doporuceno pro pacienty s podezienim
na FTD, jelikoZ mlZe podpofit diagnostickou rozvahu mezi FTLD a AN. VySetiuje se
tzv. likvorovy triplet, ktery zahrnuje stanoveni koncentrace celkového tau proteinu
(h-TAU), hyperfosforylované formy tau proteinu (p-TAU) a formy beta-amyloidu
0 42 aminokyselinach (AB42) v likvoru. Hladiny téchto markert jsou u FTLD typicky
nezménény nebo je ptitomné mirné zvySeni hladiny h-TAU a/nebo mirné snizeni hladiny
AP42. Oproti tomu u AN charakteristicky dochazi k 50% sniZeni hladiny Ap42
a k 200-300% zvyseni hladiny p-TAU a h-TAU v mozkomi$nim moku oproti zdravym
vékové vazanym kontrolam. Pokud je likvorovy triplet pozitivni pro AN, podezieni
na FTLD je vyrazné zpochybnéno (Wiltfang J. et al., 2016; Sheikh-Bahaei N. et al., 2017,
Matéj R. et al., 2019).
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5.4.2 Nespecifické biomarkery neurodegenerace

V soucasné dobé¢ jsou studie zaméfené rovnéz na vyzkum nespecifickych biomarkert
neurodegenerace  jako jsou napi. lehké fFetézce neurofilament (NfL,
z angl. neurofilament light chain). NfL mohou pii poskozeni neuronli nebo poranéni
axonll unikat do extracelularniho prostoru alze je detekovat v mozkomisnim moku
1 v krevni plasmé ¢i séru (s vysokou korelaci s koncentracemi v mozkomisnim moku). To
by potencidlné mohlo napomoci jednak odlisit primarné psychiatrické poruchy
napodobujici frontotemporalni demenci, zaroven by to mohlo mit diagnosticky ptinos
v ¢asném zachytu onemocnéni. Zvysena koncentrace NfL by mohla piredpovédét brzkou
progresi onemocnéni ke klinickym pfiznakiim u asymptomatickych nosi¢li mutaci.
A rovnéz by mohla mit vyznam pro monitorovani rychlosti s jakou se onemocnéni bude
rozvijet a stanoveni prognézy (Sheikh-Bahaei N. et al., 2017; Al Shweiki M. R. et al.,
2019; Katisko K. et al., 2020; Swift, L. J. et al., 2021).

Studie biomarkertt v krvi se potykaji snékterymi uskalimi. U specifickych
biomarkeri k CNS zalezi, zda jsou propustné skrze hematoencefalickou bariéru.
U nespecifickych biomarkeri existuje riziko kontaminace z periferniho nervového

systému (Swift L. J. et al. 2021).

6 Neuropatologicka diagnostika

6.1 Odbér materialu pro neuropatologické vySetieni

Pro definitivni diagndézu neurodegenerativniho onemocnéni je nutné provedeni
autoptického vysetfeni. Autoptické vySetieni ma vyznam nejen pro potvrzeni €1 vyvraceni
klinické suspekce, ale také hraje velmi vyznamnou roli pro hodnoceni potencidlnich zmén
spojenych s terapii a pfi analyze novych potencidlnich biomarkerti (Rohan Z. et al.,

2018).

6.1.1 Pitva mozku

Béhem pitvy se odebira nativni vzorek Sedé hmoty hemisféry mozku (bézné
z oblasti pravého frontalniho laloku) k zmrazeni do -80 °C. Ten pozdé¢ji slouzi pro ucely

biochemického vysetfeni patologickych zmén proteinli a mutaci v genech asociovanych
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s hereditarnimi formami neurodegenerativnich onemocnéni (standartné u podezieni
na prionové onemocnéni a pro vyzkumné ucely u ostatnich onemocnéni). Ke zmrazeni se
rovnéz odebira ¢ast nefixované parenchymové tkané (napf. sleziny ¢i kostni di‘ené)
pro pozd¢jsi molekularné-genetické vysetieni (Rohan Z. a Mat¢j R., 2014; Rohan Z.
et al., 2018).

Vyjmuty mozek se vklada k fixaci do 10% pufrovaného formolu. Po 2—4 tydnech
probéhne vlastni neuropatologicka pitva. Makroskopicky se hodnoti rozsah atrofie
mozku, kmene, mozeCku ¢i miSnich kofent a dalSich pfipadnych odchylek. Dle
standardizovaného protokolu je proveden odbér vzorki presné definovanych struktur,
tak aby bylo mozné spolehlivé diagnostikovat v podstaté kterékoliv neurodegenerativni

onemocnéni (Rohan Z. a Matéj R., 2014; Rohan Z. et al., 2018).

6.1.2 Odbér vzorki z dalSich organt

Kromé¢ mozku je v nékterych piipadech vhodné se zaméfit na odbér vzorkt z dalSich
organti. Nékteré patologie mohou napodobovat primarni neurodegenerace ¢i sekundarné
postihovat mozek. Typicky se jedna o kardiovaskularni onemocnéni a jaterni ¢i rendlni
insuficience. Méné Casto o paraneoplastické syndromy (pfedev§im u malobunééného
karcinomu plic) jako je napf. limbicka encefalitida projevujici se kognitivnim deficitem
piesvédcivé napodobujicim neurodegenerativni onemocnéni. U MND se odebira pficné
pruhovanéd svalovina konletin, branice, meziZzeberni svaly a jazyka pro zhodnoceni

pfitomnosti a miry neurogenni atrofie (Rohan Z. a Matgj R., 2015).

6.2 Histomorfologické zmény

Odebrané vzorky se dofixuji v 10% formolu a manualné prosyti fadou reagencii
(ethanol, xylen, parafin). Cini se tak za i¢elem nahrazeni vodného prostiedi bunék
hydrofobnim roztokem, ktery umozni prosyceni tkdné parafinovym voskem. Parafinem
je struktura tkan€ zpevnéna a nasledné jsou vzorky zality do parafinu. Tento proces zajisti
vysokou kvalitu barveni a také uchovani vzorku ve formé¢ parafinovych blokli po témér
neomezenou dobu. Pomoci mikrotomu jsou vzorky standartn€ krajeny na 3-4 pm silné

fezy (Balko J. et al., 2017).

Rezy se barvi zdkladnimi i specidlnimi histochemickymi barvenimi. Jako zakladni

arutinni histologické barveni se pouzivd metoda hematoxylin-eosin. Ze specialnich
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histochemickych barveni se pouziva hlavné stiibfici metoda pro priikkaz organizatora
jadérka (AgNOR, z angl. silver stained nucleolus organizer regions) a luxolovd modf

(Rohan Z. a Mat¢j R., 2015; Mat¢j R. et al., 2019).

6.2.1 Metoda hematoxylin-eosin

Hematoxylin je nazloutly krystalicky prasek rozpustny ve vod¢ i v ethanolu. Jedna se
o prirodni latku ziskavanou z kmene stromu haematoxylum campechianum. Pti ptipraveé
funkcniho barviva se hematoxylin oxiduje na hematein, ke kterému se nasledn¢ vaze
kovovy iont (ptfidavkem mofidla). V laboratorni praxi se oxidace urychluje pfidanim
oxida¢niho ¢inidla, nejcastéji jodi¢nanu sodného. Mortidla jsou kovové soli,
nejpouzivanéjsi je siran hlinito-draselny nebo Zelezity. Mofidlo se podili
na zprostfedkovani vazby barviva na negativné nabité bunécné struktury. Mofidla posiluji
pozitivni naboj hematinu a typ pouzitého motidla ovlivituje finalni zabarveni struktur
(Avwioro G., 2011; Chan J. K., 2014; Anderson J., 2011). Eosin je ¢ervené fluorescentni
barvivo rozpustné v 96% ethanolu, pro ucely barveni se pfipravuje jeho 1% roztok

(Balko J. et al., 2017; Vacek Z., 1996).

Hematoxylin je pozitivné nabité bazické barvivo s afinitou k bazofilnim (kyselym)
strukturdm jako je bunécné jadro (obsahujici DNA) a organely obsahujici RNA (drsné
endoplasmatické retikulum, ribozomy), které barvi modfe. Eosin je negativné nabité
kyselé barvivo barvici eosinofilni (bazické) struktury jako je cytoplazma, extracelularni

matrix, bunéénd membrana a vétSina bunéénych organel, rizoveé (Chan J. K., 2014).
Postup

K barveni pouzivame barvici roztoky na vodni bazi. V prvnim kroku je tedy nutné
odstranit veskery parafin z parafinového fezu pomoci xylenu. Po ditkladném odstranéni
vosku se prepardt omyje v ethanolu pro odstranéni xylenu, v sestupné tad¢ ethanolu
apoté se dikladné oplachne ve vodé. Rez je poté hydratovany, tudiz vodné barvici
roztoky snadno proniknou do tkanovych struktur. Déale se roztok barvi ndsledujicim

zptsobem (Avwioro G., 2011):

1. Hematoxylin — 10 minut

2. Promyti kohoutkovou vodou — modrani jader
3. Eosin — 1 minuta
4

Odvodnéni, projasnéni — ethanol, aceton, xylen
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5. Montovani preparatu

6.2.2 Histochemie

Jako specialni histochemické barveni se pouziva luxolova modf pro zndzornéni
lipidovych substanci v myelinu. Dale stfibfici metody pro hruby zachyt amyloidovych
plak a patologickych proteinovych depozit ¢i inkluzi. Mezi stfibfici metody patii
AgNOR, ptipadné mén¢ uzivané metody Bielschowsky ¢i Gallyas. Déle je mozné uzit
barveni Periodic Acid Schiff pro znazornéni polysacharidii a urcitych slozek
extracelularni matrix. Na zaklad¢ téchto barveni lze bezpecné diagnostikovat vétSinu
nadorovych azanétlivych onemocnéni CNS, demyelinizaénich onemocnéni
(napf. roztrouSena skler6za) ¢i vaskularni encefalopatie. Rdmcové je mozné provést
diagnézu AN, demence s Lewyho télisky nebo MND. Na urcité typy FTLD lze pojmout
jen rizné intenzivni podezieni (Rohan Z. a Matéj R., 2014; Mat¢j R. et al., 2019).

7 Imunohistochemicky prikaz

Pro pfesné zafazeni a urCeni diagnozy je tfeba uzit imunohistochemickych metod.
Metody nepfimé imunohistochemie vyuzivaji protilatek piesné namifenych proti
specifickym proteinim a umoziuji tak zndzornit strukturu, kvantitu a vzhled
proteinovych agregatii, definujicich dané¢ neurodegenerativni onemocnéni (Matéj R.

et al., 2019).

7.1 Princip imunohistochemického prikazu

Imunohistochemie je soubor metod jejichZ cilem je detekce urcitych antigeni
(antigennich epitopll) v bunkdch atkanich. Jednd se o metody vyuZivajici mono
nebo polyklonalni protilatky k vizualizaci a lokalizaci hledanych antigenii ve tkani.
Protilatka se s vysokou specifitou vaZe na epitop antigenu a vytvaii tak imunokomplex.
Tato vazba antigenu a primarni protilatky je specifickd apevnd, ale zprvu neni
mikroskopicky patrnd. Pro zviditelnéni celé reakce se pouZzivaji protilatky znacené

enzymem nebo fluorescencnim barvivem (Balko J. et al., 2017; Magaki S. et al. 2019).

Pro specificky prikaz patologicky konformovanych proteinii se uzivd neprimé
imunohistochemie na parafinovém Fezu. Nepiima (sendvicova, vicestupiiova) metoda

sestava z vicero krokt, v nichz se na sebe protilatky a detekéni (amplifikacni) systémy
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vazou v n€kolika vrstvach. To umoznuje zesilit signal dany primarni protilatkou.
Na jednu molekulu primérni protilatky se navaze i nékolik molekul znacené sekundarni
protilatky a podpofi tak mikroskopickou vizualizaci mista reakce. Metoda je tak vysoce
citlivd, umoznuje pracovat i s niz§imi koncentracemi primarni protilatky, ¢imz zlepSuje

selektivitu vazby (Balko J. et al., 2017; Beranova M. a Tonar Z., 2002).

Pro vizualizaci imunokomplexu znaceného enzymem (peroxiddzou, alkalickou
fosfatazou) se ptidava substrat. Reakci substratu s enzymem vzniké barevny (nejcastéji
tmavohnédy ¢i Cerveny) nerozpustny produkt, jez je mozny pozorovat ve svételném

mikroskopu (Balko J. et al., 2017).
Polyklonalni protilatky

Polyklonalni protilatky se ziskavaji z krevniho séra zvifat, jejichz organismus byl
vystaven piisobeni antigenu nebo smési antigenti. Imunitni systém zvifete vytvoii smés
protilatek proti riznym epitoptim antigenu. Polyklonalni protilatky tak mohou poskytovat
siln€jsi reakcei a nejsou tak citlivé na ptipadné ,,maskovani* epitopti fixaCnimi zménami.
Nevyhodou je nizsi specifita a piesnost oproti monoklonalnim protilatkdm. Na tvorbé
téchto protilatek se podili nckolik typti klonli aktivovanych plazmatickych bunék
(Beranova M. a Tonar Z., 2002; Balko J. et al., 2017).

Monoklonalni protilatky

Na tvorbé monoklonalnich protilatek se podili pouze jediny klon plazmatickych
bunck. Jedna se o identické kopie protilatek se shodnou vazebnou specifitou viici
jedinému konkrétnimu antigennimu epitopu. Monoklonélni protilatky jsou ziskdvany
technologii tzv. hybridomt. Umélym sloucenim plazmatické a nadorové myelomové
buiikky vznikne matetfska builka produkujici klon bun&k tzv. hybridom. Hybridom
produkuje totozny typ protilitky se znamou specifitou proti jednomu uréitému

antigennimu epitopu (Beranova M. a Tonar Z., 2002; Balko J. et al., 2017).

7.2 Postup

U jednotlivych typt protilatek a hledanych antigenti se postupy mohou mirné liSit.
Zejména v pouziti pufrtt pro revitalizaci antigenti, dobou a teplotnimi podminkami
inkubace protilatek ¢i reagencii, v koncentraci kyseliny mraven¢i ¢i odlisnym fedénim

protilatky. Pfitom kazdé pracovisté validuje postupy dle vlastnich podminek.
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7.2.1 Priprava preparatu, deparafinace a rehydratace

Z parafinovych blokii se na mikrotomu kraji fezy silné idealn¢ 3 um, které se napinaji
na skla se specialné upravenym povrchem pro dobrou piilnavost fezu. Rezy se poté susi
v termostatu pii 56 °C a pozd¢ji deparafinuji pomoci xylenu. Nasledné se fezy postupné
promyji v isopropylalkoholu, 96% ethanolu, 70% ethanolu za ucelem vymyti zbytki
xylenu a zajisténi plynulého pfechodu do hydrofilni faze. Nasleduje oplach v destilované

vodé¢ (rehydratace) (Ramos-Vara J. A., 2017; Striteckd D. a Jetabkova L., 2018).

7.2.2 Revitalizace antigenu

Fixace a prosyceni tkané parafinem milize zamaskovat nebo ovlivnit struktury epitopii
pro protilatky. Proto je nutné nejprve uvolnit pfistup antigennich epitopii protilatce.
Jednim ze zptsobu revitalizace antigenu je teplem indukované zpristupnéni epitopt
(z angl. Heat induced epitope retrieval, HIER). Tkanové fezy se ponoii do nadoby
s predehfatym pufrem a za pouziti vodni lazné je teplota pufru udrzovdna v rozmezi
95-99 °C. Po tepelném oSetfeni tkanovych fezii (40 minut) se nadoba s pufrem
a tkdnovymi fezy necha 20 minut zchladnout pii pokojové teploté. Nasleduje odstranéni
nezadoucich komponent a zbytkd pufru pomoci promyvaciho cinidla a oplach
destilovanou vodou (Ramos-Vara J. A., 2017; Stritecka D. a Jerabkova L., 2018).
Optimalni podminky se mohou lisit v zavislosti na konkrétni protilatce. Pro Ucely
odmaskovani epitopti patologicky konformovanych proteini v mozkové tkani se

nejcastéji pouziva citratovy pufr s pH 6,1.

7.2.3 Aplikace 96% Kkyseliny mravenci

Osetreni fezu pomoci 96% kyseliny mravenc¢i se provadi pro lepsi odmaskovani
antigennich epitopil ve formalinem fixované tkani. Kyselina mravenci rozbiji proteinoveé
pticné vazby zplsobené pusobenim fixacniho roztoku a odkryva tak antigenni epitopy

a umoznuje zvysit vaznost protilatek a s ni intenzitu barveni (Kitamoto T. et al., 1987).

7.2.4 Zablokovani endogenni aktivity enzymu

DalSim stéZejnim krokem je zablokovani endogenni aktivity enzymi. Standartné se

pouzivaji protilatky znacené enzymy (peroxidaza, alkalickd fosfatdza a dalsi). Tyto
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enzymy se rovn¢z piirozené vyskytuji ve tkanich a mohly by tak vykazat faleSn€ pozitivni
vysledek reakce. Jako blokovaci ¢inidlo se pouziva 3% roztok peroxidu vodiku v pufru
¢i metanolu nebo komercné pfipravena reagencie. Nasleduje oplach promyvacim

¢inidlem (Stritecka D. a Jetabkova L., 2018; Magaki S. et al., 2019).

7.2.5 Aplikace protilatek a inkubace

Primarni protilatku je nutno nafedit na optimalni validovanou koncentraci. Po aplikaci
primarni protilatky na tkanovy fez se preparat inkubuje pfi pozadované teploté. V tomto
kroku dochézi k navdzani primarni protilatky (tedy protilatky proti hledanému antigenu)
na vazebné misto antigenu. Nasleduje oplach a poté inkubace preparatu se sekundarni
protilatkou, kterd je znaCena enzymem, nejcastéji kienovou peroxidazou. Dochdzi
k vazbé sekundérnich protilatek na protilatky primérni (Beranova M. a Tonar Z., 2002;

Stritecka D. a Jetabkova L., 2018; Magaki S. et al., 2019).

7.2.6 Aplikace chromogenniho substratu

Pro zviditelnéni imunokomplexii znacenych peroxidazou se vyuziva jako
substrat peroxid vodiku s chromogenem diaminobenzidinem (DAB). V pfitomnosti
enzymu dochazi k oxidaci DAB a vznika stabilni hnédy nerozpustny produkt, jez se
béhem dehydratace pfed montovanim fezii nevyplavi. Nasleduje oplach promyvacim
¢inidlem (Beranova M. a Tonar Z., 2002; Stfitecka D. a Jefabkova L., 2018; Magaki S.
etal., 2019).

7.2.7 Kontrastni barveni

Jako kontrastni barveni se pouziva zdkladni barveni hematoxylinem. Slouzi
k dobarveni jader pro snazSi orientaci v preparatu a piesnou lokalizaci pozitivni

imunohistochemické reakce (Balko J. et al., 2017; Magaki S. et al., 2019).

7.2.8 Odvodnéni, projasnéni, montovani

Obarvené preparaty se odvodni v 96% ethanolu a projasni v xylenu. Pot¢é se fezy bud’

manualné piekryji krycim sklem za pouziti montovaciho média (solakrylu) nebo se
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pristrojové pokryji specidlnim filmem s optickymi vlastnostmi skla v montovacim

automatu.

7.3 Imunohistochemicky panel

Tabulka 4 — Imunohistochemicky panel pro diferencidlni diagnostiku neurodegeneraci
(Rohan Z. a Matéj R., 2015)

tau
Ab aSyn p62 Ub fTDP43 PrP polyQ

AT8 | DR3 DR4

AN ++ ++ + +
LBD + ++
MSA +—+

LD ++ ++ ++ + ++ +

tau

FTLD-
TDP/ALS

CJD,
GGS

polyQ + + ++

++ obligatorni pro diagnozu; + vhodné

Zkratky: Ab amyloid beta;, AN Alzheimerova nemoc; ALS amyotroficka lateralni
skleroza; aSyn alfa-synuklein;, CJD Creutzfeldtova-Jakobova nemoc; fTDP43
fosforylovany  TDP-43; LBD nemoci s Lewyho télisky; FTLD-tau/-TDP
frontotemporalni lobarni degenerace s tau/TDP-43 pozitivnimi inkluzemi; GGS
Gerstmannuv-Strdussleriiv-Scheinkeriiv syndrom; MSA multisystémova atrofie; polyQ

nemoci s polyglutaminovymi expanzemi; PrP prionovy protein, Ub ubikvitin.

Neuropatologickd diagnostika je v souCasnosti zalozena na Sirokém panelu
imunohistochemickych protildtek namifenych proti patologicky konformovanym
proteiniim, jez definuji jednotlivd neurodegenerativni onemocnéni. Imunohistochemicky
panel zahrnuje jednak protilatky namifené proti molekuldm ucastnicim se procesu
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degradace proteini (ubikvitin, p62), jez tvofi ufady neurodegeneraci nespecifickou
soucast inkluzi. Zaroven zahrnuje protilatky proti specifickym komponentdm depozit
a inkluzi (hyperfosforylovany protein tau a jeho DR3 a DR4 izoformy, amyloid-beta,
alfa-synuklein, fosforylovany protein TDP-43, prionovy protein, huntigtin, FUS atd.)
(Rohan Z. a Mat¢j R., 2015) - viz. Tab. 4.

8 Patologicka depozita a inkluze a kliCové proteiny,
které je formuji

Frontotemporalni lobarni degenerace je heterogenni skupina onemocnéni. Typizace se
odviji od abnormaln¢ zméneéného proteinu, ktery tvofi v neuronovém prostoru agregaty.
Imunohistochemické metody umoziuji tyto specifické molekularni proteinové inkluze

¢1 depozita identifikovat a podrobné&ji popsat.

Témét vetsina piipadi FTLD vykazuje v imunohistochemickém barveni pfitomnost
jednoho ze tii klicovych proteinti, které toto onemocnéni zptisobuji. Nejcastéji se jedna
o depozita hyperfosforylované formy tau proteinu (40-45 % ptipadil), depozita proteinu
TDP-43 (40-45 % ptipadil) a vzacné&ji protein FUS (5 % ptipadi). Minoritni pocet ptipadi
se rozviji na podkladu alternativni patologie. Proteinové agregaty na podklad¢ proteinu,
jez je tvofi, maji rozdilnou morfologii a maji sklon se kumulovat ve specifickych

regionech mozkové tkan¢ (Younes K., 2020).

8.1 Tau protein a jeho hyperfosforylovana forma

Nazev bilkoviny je odvozeny od anglického oznaceni tubulin-associated unit. Tato
bilkovina ve své defosforylované podobé& hraje roli pii polymerizaci tubulinovych
monomerl do podoby mikrotubulll a vyznamné se Gcastni intracelularniho transportu.
Tau protein je kodovan genem MAPT na 17. chromosomu. Za patologickych okolnosti
dochdzi na urcitych vazebnych mistech bilkoviny k acetylaci a hyperfosforylaci a to vede
ke vzniku velmi obtizné odbouratelnych agregatli a nasledné neurotoxicité. Ukladani
hyperfosforylované formy tau proteinu je ptic¢inou vzniku tauopatii (Kovacs G. G., 2015;

Kovacs G. G. 2017).
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8.2 TDP-43

TDP-43 je intranuklearni protein, ktery hraje roli v regulaci genové exprese. Pokud se
nahromadi v cytoplazmé je hyperfosforylovan, ubikvitinovan a §tépen. Inkluzni téliska
obsahujici hyperfosforylovanou formu TDP-43 jsou charakteristickym znakem pro
tau-negativni podskupiny FTLD (FTLD-TDP) a FTLD-MND (Neumann M.
a Mackenzie . R. A., 2019; Younes K., 2020).

FTLD-TDP se d¢li na 4 hlavni odli$§né podtypy:

1) TDP-43 typ A ma podobu malych srpkovitych neuronalnich inkluzi, které jsou
lokalizované v povrchovych vrstvach kiry. Jedna se o nejbéznéjsi typ TDP-43
inkluzi. Tvofi asi 50 % ptipadi a je obvykle zplisobena genetickou mutaci GRN
nebo CYorf72.

2) TDP-43 typ B je spojen s diftizni granularni cytoplazmatickou podobou inkluzi,
které jsou umisténé v povrchovych 1 hlubSich korovych oblastech. Je nejcastéjsi
pti¢inou FTD-MND a pravdépodobné se jedna o sporadickou formu. Genetické
priciny se vyskytuji asi u tfetiny ptipadi, pficemz mutace genu C9orf72 je
nejcastejsi.

3) TDP-43 typ C je spojovan s dlouhymi, klikatymi dystrofickymi neurity
v povrchovych kortikalnich vrstvach. Neurozobrazovaci metody ukazuji obraz
dominujici a asymetrické atrofie frontalniho a temporalniho laloku.

4) TDP-43 typ D ma podobu lentiformnich neuronalnich intranuklearnich inkluzi

a je ptitomen ve vSech vrstvach kury.

8.3 FUS

FUS protein je podobné jako TDP-43 intranuklearni DNA a RNA vazajici protein,
ktery agreguje v cytoplazmé. Je kodovany genem FUS, jehoZ genetickd mutace mize
zpusobit ALS. VétSina FTLD-FUS je sporadicka aprojevuje se v mladém véku
(20 — 40let) (Younes K., 2020).

8.4 Ubikvitin

Ubikvitin je protein, ktery je vyznamny pro nitrobunécny rozklad ostatnich proteint. Jsou

dvé cesty, kterymi se buitka mize zbavit Spatné poskladanych proteind, aby zabranila
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jejich akumulaci: UPS a proces autofagie. Ob¢ tyto degradacni cesty zavisi na oznaceni
cilovych proteind ubikvitinem. Pfi procesu starnuti dochazi obecné ke snizeni aktivity
UPS 1ilysozomi. Tim se zvySuje sklon ke tvorbé neurotoxickych agregatl, jejichz
slozkou je pravé ubikvitin. Tato skuteCnost mize byt dikazem adaptivni odpovédi
na toxické, Spatné poskladané, proteiny. Stejné tak mulze svédcCit o poruse UPS,

coz nésledné mtize vést ke vzniku toxickych agregati (Schmidt M. F., 2021).

Ubikvitin a ubikvitin vazajici proteiny jsou hlavni komponentou patologickych
proteinovych agregatl, které charakterizuji mnoho neurodegenerativnich onemocnéni.
V piipadé FTLD je pfitomnost ubikvitinu charakteristickd pro FTLD-UPS
(Schmidt M. F., 2021).

9 Molekularné geneticky prikaz

Nedavné pokroky v oblasti genetickych metod, mezi nichz patii sekvenovani nové
generace (NGS), umoZnilo zrychleni ausnadnilo identifikaci zndmych 1 novych
genetickych aberaci, které souvisi srozvojem neurodegenerativnich onemocnéni.
V ptipadé dédicnych forem FTLD se na rozvoji onemocnéni nejéastéji podili mutace
v genu MAPT, GRN a genu pro otevieny ¢teci ramec 72 na chromosomu 9 (C9orf72).
Vzacnéji jsou mutace lokalizované v genech TARDBP. CHMP2B, FUS, VCP
a superoxid dismutédza typ 1 (Parobkova E. et al., 2019; Rainero 1. et al., 2017).

9.1 Hlavni geny

9.1.1 MAPT

vvvvvvvv

lokalizovany na chromozomu 17, ktery se sklada z nekddujiciho exonu nasledovaného
14 kodujicimi exony. Jedna se o gen kodujici protein asociovany s mikrotubuly — tau.
Hlavni funkei tau proteinu je stabilizace mikrotubull tvoficich sit’ cytoskeletu neuronu
audrzeni funkce transportniho systému axonu. V dospélém mozku je produkovano
celkem 6 izoforem proteinu tau, které se 1i$i délkou fetézce aminokyselin. Oblast proteinu
zvand mikrotubuly-vazajici doména, kterd se vaZe na mikrotubuly, je v jednotlivych
izoformach odlisna. Ve tfech izoformach obsahuje 3 opakujici se segmenty, v ostatnich

trech se nachazeji 4 opakujici se aminokyselinové repetice. Typicky méa mozek ptiblizné
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stejné mnozstvi izoforem DR3 a DR4, coz je nezbytné pro normalni funkci (Strang K. H.

et al., 2019; Rainero 1. et al., 2017).

Podstatny pocet mutaci genu MAPT se nachdzi v sestfihové oblasti exonu 10, coz vede
k abnormélnim pomérim izoforem DR3 ku DR4 a selektivnimu ukladani repetitivnich
tau v neuronech agliich. Rovnéz se objevuji zaménné mutace v exonech 9-13,
které ovliviiuji normalni funkci tau proteinu v ramci stabilizace mikrotubult
a tim podporuji tendenci tau tvofit neurotoxické agregaty (Rainero I. et al., 2017,

van Swieten J. a Spillantini M. G., 2007).

9.1.2 GRN

vvvvvvvv

pfipadd s pozitivni rodinou anamnézou) a jsou pfi¢inou rozvoje onemocnéni az 5 %
sporadickych forem FTLD. GRN je gen se 13 exony, lokalizovany na chromozomu
17p21 (Mackenzie I. R. et al., 2010). GRN koduje protein progranulin, ktery se podili
na Sirokém spektru biologickych procest jako je zanét a hojeni ran. Nejaktivnéjsi je
v kozZnich buiikach, buiikdch imunitniho systému a nékterych bunikdch mozkové tkané.
Pomaha regulovat rist, dé€leni a pteziti téchto bunck. Nejbéznéjs$i mutace v genu GRN
vedou k zastaveni produkce progranulinu. Nedostatek progranulinu vede k defektni

ubikvitinaci a je spojovan s hromadénim proteinu TDP-43 v mozkovych buiikach

(Rainero I. et al., 2017; Pottier C. et al., 2016).

9.1.3 C9Yorf72

C9orf72 je gen s 10 kddujicimi a 2 nekodujicimi exony, lokalizovany na chromozomu
9p21. V oblasti nekddujicich exonlt byl identifikovan hexanukleotidovy segment
GGGGCC. Opakovani tohoto segmentu je bézné vrozmezi 2-20 opakovani.
Za patologickou expanzi tohoto segmentu je povazovano opakovani v rozmezi 400
az nékolika tisic. Nekolik studii prokazalo, Ze patologicka expanze C9orf72 je ptic¢inou
az 25 % familidrnich forem FTLD aasi 5 % sporadickych forem FTLD.
Z neuropatologického hlediska souvisi expanze C9orf72 s FTLD-TDP, konkrétné
podtypem A a B, nicméné bylo popsano inékolik pacienti FTLD-TDP podtypem C
(Costa B. et al., 2020; Pottier C. et al., 2016).
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9.2 Vzicné geny

9.2.1 TARDBP

Mutace v genu TARDBP jsou spojeny s rozvojem FTLD-TDP as FTD-MND u 1 %
piipadii. Gen TARDBP je lokalizovany na chromozému 1p36.2 asklada se z péti
kodujicich ajednoho nekodujiciho exonu. Koéduje protein TDP-43, jez se nachazi
v bunééném jadie a podili se na regulaci exprese proteini. TDP-43 reguluje transkripci
vazbou na DNA, vazbou na RNA zajist'uje stabilitu RNA (Mackenzie I. R. et al., 2010;
Sellami L. et al, 2020) Je rovnéz souCasti heterogenniho jaderného
ribonukleoproteinového komplexu (hnRNP) apodili se tak na zpracovani m-RNA,

ktera slouzi jako geneticka Sablona pro tvorbu proteinti (Rainero L. et al., 2017).

VétSina mutaci TARDBP zahrnuje zdmény nukleotid (z angl. missenses) soustiedéné
v C-koncové doméné bohaté na glycin, kodované exonem 6, kterd proteinu umoziuje
vazat se na jednovldknovou DNA, RNA a proteiny. JelikoZ je TDP-43 souc¢asti hnRNP,
predpokladd se, ze naruseni funkce hnRNP ovliviiuje nékteré procesy, které vedou

k dysfunkci a degeneraci neurond (Rainero 1. et al., 2017; Mackenzie 1. R. et al., 2010).

9.2.2 CHMP2B

CHMP2B je gen lokalizovany na chromozomu 3p11.2 a ma celkem 6 exontl. Tento
gen koéduje nabity multivezikularni protein 2B, jeZz je soucasti proteinového komplexu,
tzv. endosomalniho tfidiciho komplexu nutného pro transport (ESCRT-III). Ten je
exprimovan v neuronech vSech hlavnich oblasti mozku. Komplex ESCRT-III se podili
na endocytdze proteinli, které musi builkka degradovat. Mutace v genu CHMP2B,
konkrétné zaména né€kolik bazi v genu, vede k neustalé aktivité komplexu ESCRT-III,
jeho hromadéni v buiik4ch a naruSeni transportu a degradace proteintll. Tato abnormalita
vede v disledku k zaniku neuront v mozku. Neuropatologické nalezy jsou konzistentni

s FTLD-UPS (Pottier C. et al., 2016; Isaacs A. M. et al., 2011).

9.2.3 FUS

FUS je gen umistény na chromozomu 16p11.2, kédujici protein FUS, jez je sloZzkou

hn-RNP. FUS protein se podili na regulaci genové exprese. Mutace v genu FUS jsou
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pfi¢inou asi 3 % familidrnich forem ALS. Mutace v genu FUS byly u pacienti
s prukazem FTLD-FUS vysoce piedpokladané, nicméné dosud nebyly v téchto ptipadech
identifikovany (Pottier C. et al., 2016).

9.24 VCP

VCP je gen lokalizovany na chromozomu 9p13.3 kodujici protein obsahujici valosin
(VCP) (Rainero I. et al. 2017). VCP je enzym, jez se nachazi ve vSech tkanich tcla. Je
soucasti UPS. Mutace genu VCP vede k zhorsené funkci UPS. Vysledkem je akumulace
abnormalnich proteint ve svalovych, kostnich a mozkovych buiikdch. Mutace VCP jsou
velmi vzacné, vyskytuji se uméné nez 1 % piipadd familidrnich FTLD.
Neuropatologicky se prezentuji jako FTLD-TDP subtyp D. Komplexni klinicky obraz
muze zahrnovat myopatii s inkluznimi télisky (IBM), Pagetovu chorobu kosti (PDB)

a autosomaln¢ dominantni FTLD (IBMPFD) (Wani A. etal., 2021; Pottier C. et al., 2016).

9.3 Princip molekularné genetickych metod

Vysetfeni mutaci vybranych genti, které se podili na neurodegenerativnich
onemocnéni, se rutinné provadi metodou ptimého sekvenovani PCR produkti, zahrnujici
kompletni sekvenci kddujici protein. Materidlem pro analyzu je periferni nesrazliva
krev. Pro analyzu post mortem se odebird vzorek parenchymové tkan¢, nejcastéji kostni

diené (viz. kapitola 6.1.1) (Parobkova E. et al., 2019).

9.3.1 Metoda primého sekvenovani (Sangerova sekvenace)

Sekvenovani je metoda molekularni biologie slouzici k ur€eni ptesného potadi bazi
v fetézci DNA. Vyuziva se k odhaleni odchylek — substituci, deleci, inzerci ¢1 duplikaci
v genech, které hraji dulezitou roli v rozvoji dédi¢nych i sporadickych onemocnéni

&lovéka (Sedivecova M. et al., 2013).

Principem Sangerovy metody je amplifikace zkoumaného useku DNA pomoci PCR,
fragmentace vladken, dostavéni primeru a ndsledna terminace syntézy novych DNA
fetézcl  prostfednictvim  ndhodné  inkorporace  modifikovanych  nukleotidd,
tzv. dideoxynukleotidii (ddNTPs). Retézce se poté separuji a vizualizuji pomoci kapilarni

elektroforézy (Sedivcova M. et al., 2013).
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Extrakce nukleovych kyselin

Vychozim materidlem pro molekuldrné genetické vySetfeni je vodny extrakt
vysetfované DNA zbaveny podilu bilkovin a balastnich latek. Izolace DNA se provadi
Setrnou extrakci z bunéného jadra nebo mitochondrii. Pti extrakci jsou pomoci reagencii

rozruseny komplexy DNA a proteinti (Beranek M., 2016).
* Rozruseni celistvosti bunécné stény a jaderné membrany

Ke zvySeni propustnosti bunéénych membran a k disociaci nukleoproteinovych
komplexti se pouziva lyzacni pufr (TRIS pufr s EDTA, pH 8-9) v kombinaci
s detergentem/denatura¢nim ¢inidlem (dodecyl siran sodny) (Beranek M., 2016).

*Oddéleni vodné faze s DNA od degradovanych proteint a balastnich latek

Jednou zvariant extrakce je fenol-chloroformova extrakce, pii které dochézi
pfidavkem fenolu do lyza¢niho pufru k vytvofeni prostfedi dvou nemisitelnych fazi,
organické a vodné. Balastni latky jako jsou lipidy, polysacharidy, volné nukleotidy
a zbytky membran ptechazi do organické faze, zatimco obnazend DNA ziistava ve vodné
fazi. Naslednym odpipetovanim faze vodné do chloroformu se nasledné odseparovany

podil DNA zbavi pfipadnych zbytkl fenolu (Beranek M., 2016).
* Precipitace a purifikace DNA

Vysrazeni DNA z vodné faze se provadi ptidavkem chlazené¢ho absolutniho ¢i 96%
ethanolu, nésleduje centrifugace, pfi niz DNA sedimentuje a vytvaii pelet. Supernatant

se odstrani, vysrazenda DNA se pfecisti ptidavkem 70% ethanolu. Pelet DNA se vysusi

na vzduchu a rozpusti v ultracisté vod& (Gupta N., 2019; Beranek M., 2016).
* Méreni koncentrace a ¢istoty nukleovych kyselin

Mg¢feni Cistoty a koncentrace izolované DNA se provadi spektrofotometricky. DNA
absorbuje v roztoku UV svétlo v rozmezi vinové délky od 210 do 500 nm, s absorpénim
maximem 260 nm. Informace o Cistot¢ DNA, z hlediska kontaminace bilkovinami,
se ziskava zmétrenim pomeéru absorbanci pii vinovych délkach 260 a 280 nm (A260/280),
pfi némz maji absorpéni maximum bilkoviny. Optimélni hodnota tohoto poméru se
pohybuje vrozmezi 1,7-1,9. Kontaminace nizkomolekuldrnimi latkami se urcuje
pomérem absorbanci pifi vinovych délkach 260 a 230 nm (A260/A230), pfi nichZ maji

absorpéni maximum nizkomolekuldrni latky jako napf. fenol, polysacharidy a EDTA.
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Hodnota tohoto poméru je optimalni, pokud je vyssi nez 2,0. Koncentraci DNA udavame

v jednotkach ng/ul (Beranek M., 2016).
1. Sekvenovani
* Priprava fragmentu a jejich amplifikace pomoci real time PCR

Provadi se pfipravou reakéni smeési pro PCR, kterd zahrnuje dva primery
komplementarni k specifické ¢asti sekvence vySetfovanych genti a Taq polymerazu.

Ke smési se ptidd DNA a smés je vlozena do termocykleru (Stan¢k L., 2013).

1. Denaturace: Nejprve je dvouvlaknova DNA (dsDNA, z angl. double-stranded
DNA) denaturovéana na dvé molekuly jednovldknové DNA (ssDNA, z angl. signle
stranded DNA).

2. Annealing primeri: Nasleduje nasednuti primerti na specifické mista DNA.
Na dvouvldknové tseky DNA-primer se posléze vaze Taq polymeraza.

3. Syntéza DNA pomoci DNA polymerazy: V tomto kroku dochdzi k nasedani
deoxynukleotidtrifosfati (ANTPs) a syntéze DNA ve sméru od 5 ke 3" konci

za vzniku komplementarni molekuly DNA.

Tyto kroky se v termocykleru cyklicky opakuji, standartné je zapotiebi asi
30-35 cykla. PCR produkty se poté piecisti pomoci enyzmi, nukleas a alkalické
fosfatazy. Nukleasy S$tépi jednovlaknovou DNA (nezabudované primery) a fosfataza
odstrani ptebyte¢né deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTPs) (Stangk L., 2013; Bybee S. M.
etal., 2011; Beranek M., 2016).

» Sekvenaéni reakce

Dle mnozstvi PCR produkti se pfipravi sekvenacni mix, ktery obsahuje ¢tyfi dNTPs
(A, C,GaT)actyti ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) znacené fluorescenénim
barvivem. V této fazi dojde k dostavéni primeru zaclenénim dNTPs pomoci polymerazy
a k zakonceni fetézcli ndhodnym zabudovanim znaceného ddNTP. Ve srovnani s ANTP
ma ddNTP odstranény atom kysliku z ribonukleotidu, a proto nemiize vytvofit spojeni
s dalsim nukleotidem. Vysledkem sekvenacni reakce je smés rizné dlouhych fetézcu
DNA, znichzZ je kazdy fluorescencné oznacen barvou podle toho, kterou bazi konci
(Sikkema-Raddatz B. et al., 2013; Beranek M., 2016) Produkty sekvenac¢ni reakce musi
byt ptedistény od neinkorporovanych ddNTPs a dNTPs (Sedivcova M. et al., 2013).
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* Rozdéleni kapilarni elektroforézou

Vysledné fragmenty DNA jsou denaturovany na jednotetézcové molekuly DNA, ¢ini
se tak pridavkem denatura¢niho cinidla (formamidu) do vzorku soucasné i tepelné
(95 °C). Poté jsou vzorky aplikovany z mikrotitracnich desticek elektrokineticky ¢ili
pohybem zaporn¢ nabitych fragmentli NK smérem k anodé. Rychlost pohybu fragmenta
zavisi na jejich velikosti, délce. Identifikace NK je mozna diky jejich znaceni. Kazdy
ze ¢ty ddNTPs je oznacen fluorescenéni znackou, jez emituje zafeni pii rozdilné vinové
délce. Zdrojem excitacniho zéafeni byva argonovy laser, helium-neonovy ¢i polovodi¢ovy
laser. Emise fluorescencniho znaceni je sniména detektorem umisténym na konci
kapilary. (Beranek M., 2016; Sedivcova M. et al., 2013). Software data vyhodnoti
a vytvoii graficky vystup ziskanych dat, tzv. sekvenogram (Sedivcova M. et al., 2013).

2. Vyhodnoceni sekvenacnich elektroforetickych dat

Sekvence vySetfovanych genl se porovnava s referencni sekvenci ptisluSnych geni.
Pti nalezu odchylky od referencni sekvence je patogenita vyhledana v mutacni databazi,
pripadné analyzovana za vyuziti predikéniho programu (Bybee S. M. et al., 2011;
Sedivcova M. et al., 2013).

9.3.2 Masivni paralelni sekvenovani nové generace

NGS neboli masivné paralelni sekvenovani je oznaceni modernich metod
sekvenovani, které umoziuji sekvenovat velky pocet (tisice aZ miliony) molekul DNA
paraleln€ najednou. S ptfichodem této moderni technologie doslo k vyraznému progresu
v procesu identifikace znamych inovych genetickych mutaci. Vyhodou NGS je
vSestrannost, tuto metodu lze pouzit v rozsdhlém spektru aplikaci: celogenomova
sekvenace, exomova sekvenace, analyza transkriptomu (sekvenovana RNA po piepisu
do cDNA), amplikonové sekvenovani a dal$i. Znaénym piinosem je moZnost masivné
sekvenovat vétsi pocet kandidatnich genti, vCetné jejich nekddujicich oblasti, v nichz se

nachazeji regulacni oblasti exprese (Parobkova E. et al., 2019; Fronkova E., 2013).
Aplikace

NGS umoziiyje simultdnni analyzu vétStho poctu kandidatnich genli pifi nizSich
nakladech na gen. Pro vySetfeni neurodegenerativnich onemocnéni se vyuzivaji cilené
genoveé panely zalozené na NGS se Sirokym pokrytim genii asociovanych s hlavnimi

neurodegenerativnimi onemocnénimi (Illumina, 2023; Koriath C. et al., 2020).
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Sangerovo sekvenovani je stale ekonomicky uspornéjsi pfistup pro cilenou analyzu
genu v piipadé znamého familidrniho vyskytu mutace ¢i pro potvrzeni mutace nalezené

prostiednictvim NGS (Goldman J. S a Van Deerlin V. M., 2018).
Princip

Principy sekvenovani i zpisoby amplifikace sekvenovanych fragmentd DNA jsou
u jednotlivych vyrobcit NGS technologii odlisné (Beranek M., 2017). Jednim ze zpiisobi
vySetfeni mutaci neurodegenerativnich genti je pouziti sekvenatoru firmy Illumina,
ktery vyuziva princip sekvenovani pomoci syntézy ve spojeni s klonalni amplifikaci
pomoci ,,miistkové PCR. Tato zédkladni NGS metoda zahrnuje naStépeni DNA ¢i RNA
na fragmenty o velikosti mosténi, pfidani adaptéri, sekvenovani knihoven a jejich
opctovné sestaveni do genomické sekvence. Principidlné je koncept podobny kapilarni

elektroforéze. StéZejni rozdil je v tom, ze pomoci NGS lze sekvenovat miliony fragmentt

masivné paralelnim zpsobem (Illumina, 2023).
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ZAVER

V ivodu je prace zaméfena na etiopatogenezi neurodegenerativnich onemocnéni.
Nejveétsi prostor je vénovan poruse proteinové hemostazy a metabolismu proteint,
jelikoz pfimo potencuje tvorbu proteinovych agregati. Dal§i ¢ast je zaméfena
na morfologicky obraz jednotlivych podskupin FTLD, které se vzajemné li§i charakterem
proteinovych inkluzi, topografickym Sifenim patologie, popfipad¢ dalSi alternativni
patologii ve specifickych oblastech mozku. V dalsi ¢asti je uveden vhled do klinickych
obrazi FTLD v projekci oblasti zasazenych patologii a ibytkem neuronii. Soucasti prace
je 1 struény piehled klinické diagnostiky, nebot je nedilnou soucasti komplexniho
diagnostického pfistupu, zejména sohledem na klinicko-patologické korelace
neuropatologickych ndalezi. V posledni c¢asti se prace zabyva shrnutim principd
imunohistochemickych metod a metod molekularni genetiky. Metody imunohistochemie
jsou vysoce vyznamné pro piesnou diagnostiku onemocnéni. Metody molekularni
genetiky umoznuji detekovat patogenni mutace ¢i genové polymorfismy klicovych
proteinti a odlisit tak dédicné formy onemocnéni od sporadickych typl. Pravé piesna
diagnostika neurodegeneraci na morfologické a molekularné-genetické tirovni je zdsadni
zpétnou vazbou pro klinické studie 1é¢iv ¢i biomarkerQ a je nezbytna pro vyvoj novych

diagnostickych ptistupti.
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