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1. Uvod

Alzheimerova nemoc (AN) (dalsi uzivané nazvy Alz-
heimerova choroba, pro pokro¢ilé stadium Alzheimerova
demence) je neurodegenerativni onemocnéni mozku,
u né¢hoz dominuje naruseni kognitivnich funkci, ale pii-
tomny mohou byt i poruchy chovani a nalady".
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Komplexni diagnostika AN je sloZzitd a vyZzaduje pouZiti
mnoha klinickych a pomocnych vySetfeni. Nejdiive je
dilezité zhodnotit pamét’ a dalsi kognitivni funkce pomoci
kratkych & komplexnich neuropsychologickych testdi®’.
K blizsi diferencialni diagnostice demenci je vhodné dale
vyuzivat riizné zobrazovaci metody mozku a biochemicka
vySetieni v mozkomisnim moku (MMM) a v krvi. Mezi
nimi vyznamné postaveni zaujimaji biomarkery AN, pfe-
devsim celkovy tau (t-tau) a fosforylovany tau (p-tau)
protein a B-amyloid 42 (AP42) (cit.*”). V &eské literatute
byl zaveden pro vSechny tfi zminéné biochemické ukaza-
tele pojem likvorovy triplet®.

Hladiny biomarkert AN v MMM maji uzky vztah
k zakladnim neuropatologickym projeviim prokazovanym
v mozku u nemocnych s AN. Typickymi odchylkami
v mozku nemocnych s AN je tvorba tzv. senilnich plaki
a neurofibrilarnich klubek (obr. 1) spole¢né s neurodege-
nerativnimi zménami, jejichz vyvoj tadu let ptredchazi
klinickym projeviim onemocnéni. Jako senilni plaky jsou
oznacovana nerozpustna extracelularné ulozena depozita
B-amyloidu, ktery je zastoupen piedevSim AP42, tvofe-
nym 42 aminokyselinovymi zbytky. Hlavni soucésti intra-
neuronalné ulozenych neurofibrilarnich klubek v mozku
je hyperfosforylovany tau protein®®*°. Triplet biomarkert
AN v MMM vyznamné diferencuje kognitivné zdravé
osoby od pacientil nejen s rozvinutou AN, ale i s mirnou
kognitivni poruchou a poskytuje i prognostickou infor-
maci'®'!. O vyznamu uvedenych proteinti svédéi skute-
nost, ze jejich stanoveni v MMM bylo zahrnuto mezi vy-
zkumna kritéria pro diagnézu AN vcetné¢ obdobi pre-
symptomatického a prodromalniho (Casna symptomatic-
ka faze) formulovana Mezinarodni pracovni skupinou
a NIA-AA (National Institute on Aging and Alzheimer
Association)”'>!*. Diagnostika AN se podle novych krité-
objektivnimi pfiznaky), ale klicovou roli v diagnostice
postavené na biologické definici hraje praveé vySetfeni
likvorového tripletu'™.

Vzhledem ke stale silici snaze definovat neurodege-
nerativni onemocnéni pomoci neurobiologickych ukazate-
It namisto nespecifickych klinickych ptiznaki se logicky
vyrazné zvySuje zajem o zjiStovani téchto ukazateld,
a tudiz i o metody k jejich detekci. Diky technologickému
vyvoji v oblasti imunochemickych metod se oteviraji nové
moznosti stanoveni uvedeného tripletu biomarkeri AN.
Mezi moderni trendy patfi pouzivani vysoce citlivych
metod, multiplexové analyzy a automatizace vySetieni.
V Ceské odborné literatufe zatim chybi souhrnné informa-
ce o téchto metodach. Cilem tohoto ¢lanku je seznamit
Ctenafe s analytickymi aspekty i vybranymi novymi pfistu-
py pifi vySetfovani tau proteini a Ap42 u AN v MMM
a krvi pomoci metod na bazi imunoanalyzy.
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Obr. 1. Hlavni neuropatologické zmény v mozku u Alzheimerovy nemoci a jejich souvislost se zménami v mozkomi$nim moku.
Mezi hlavni neuropatologické zmény v mozku nemocnych s Alzheimerovou nemoci patii zanik neuront, neurofibrilarni klubka a senilni
plaky. Rozpad neuront je spojen s uvoliiovanim cytoskeletalniho tau proteinu, coz se odrazi ve zvySeni koncentrace celkového tau protei-
nu v mozkomisnim moku. Neurofibrilarni klubka jsou ulozena uvniti neuront, skladaji se predev§im z hyperfosforylovaného tau proteinu,
jehoz koncentrace se v mozkomisnim moku zvysuje jako soucast p-tau proteinu. Do senilnich plakd ulozenych extracelularné se uklada
B-amyloid 42, coz vede ke snizovani jeho koncentrace v mozkomisnim moku. Vlevo je histopatologicky obraz neuronti a jejich spoji ve
zdravém mozku, vpravo jsou zachyceny tfi hlavni degenerativni zmény u Alzheimerovy nemoci a pod obrazkem souvislosti se zménami

v likvorovém tripletu.

Obrazek je reprodukovan se souhlasem nakladatelstvi Mlada fronta (cit.”)

2. Triplet biomarkeri Alzheimerovy nemoci
v biologickych tekutinach

U AN, ale i u nékterych jinych neuropatologickych

stavii, se do extracelularniho prostoru uvoliuji
tau proteiny a zaroven dochazi i ke zméné obsahu volného
AP42. Zmény  koncentrace  tripletu  proteint

v extracelularni tekutiné se projevi i v riznych biologic-
kych tekutinach, v nichz se bézné provadéji laboratorni
vySetfeni. Obvykle jsou biomarkery AN stanovovany
v MMM a perspektivni se zda byt vysetfovani krve'®'.
Popsano bylo i stanoveni ve slinach a v mo&i'*?.
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Pro AN je charakteristicky pokles hladiny AP42
v MMM zhruba na polovi¢ni hodnoty vékoveé odpovidaji-
cich kontrolnich osob®'’. Na rozdil od AB42 dosahuji t-tau
i p-tau proteiny u AN v priméru 2 a 2,5nasobnych hla-
din®'. Nartist hladin t-tau proteinu odrazi obecné posko-
zeni axonl nebo neurodegeneraci, tedy procesy, které
nejsou pro AN specifické. Naproti tomu vzestup p-tau
proteinu predstavuje nalez typicky predev§im pro AN,
ktery souvisi s hyperfosforylaci tau proteinu a tvorbou
neurofibrilarnich klubek?'. Proteiny mozkového piivodu
mohou proniknout i do krve, i kdyZ mechanismus jejich
ptrestupu do cirkulace neni pln¢ objasnén. Koncentrace
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tripletu biomarkerit v krvi je fadové niz$i ve srovnani
s MMM, a proto jejich vySetfeni je po analytické strance

Mo

3. Metody pro stanoveni tripletu biomarkeru
Alzheimerovy nemoci

Pro vySetfovani uvedeného tripletu biomarkeri AN
v biologickych tekutinach byly popsany rlizné imunoana-
lytické metody, které se lisi principem i pouzitymi imuno-
reagenciemi’? 2°. Spoleéné s imunochemickymi metodami
se rozviji 1 stanoveni biomarkeri AN pomoci hmotnostni
spektrometrie, kterd analyzuje proteiny z jiného pohledu
bez potieby specifickych protilatek®>?’. V ramei standardi-
zace stanoveni tripletu biomarkert AN byla hmotnostni
spektrometrie vybrana jako referencni metoda pro analyzu
AB42 (cit.®).

4. Vybrané imunoanalytické metody
pro stanoveni tripletu biomarkeri
Alzheimerovy nemoci

V nasledujicim textu se zaméfime predevSim na ty
imunoanalytické metody, pro které jsou dostupné komer¢-
ni soupravy pro stanoveni biomarkertt AN. Neékteré z nich
nasly uplatnéni v klinické praxi i v naSich podminkéach
(cit. 22D
— 'V analyze MMM se osvédCily metody vychazejici
z principi ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), ve kterych se imunochemicka reakce odehrava
na pevné fazi. Komeréni soupravy pro vysetfovani
biomarkeri AN jako pevnou fazi vyuzivaji plastovy
a uhlikovy povrch jamek mikrotitracnich desti¢ek
nebo povrch mikrokulicek. Pii kvantitativnim hodno-
ceni lze méfit absorbanci, fluorescenci, chemiluminis-
cenci, popk. elektrochemiluminiscenci®.

Informace o hladinach biomarkerd AN v krvi postup-
né ziskdvame pomoci citlivéjSich metod. Jako per-
spektivni vysoce citlivé imunoanalytické metody se
jevi technologie SIMOA (Single Molecule Array)
nebo IMR (immunomagnetic reduction)*?*.
Komeréné jsou dostupné soupravy pro stanoveni
jednoho analytu nebo metody multiplexové pro souc¢asnou
analyzu dvou nebo vice proteind. Nékteré z metod jsou
plné automatizované®* 7.

4.1. Imunoanalytické metody pro stanoveni jednoho
biomarkeru Alzheimerovy nemoci

Metody ELISA

Prvni vySetfeni t-tau proteinu i jeho hyperfosforylované
formy metodami ELISA bylo popsano zhruba pied
25 lety’®*. Nejznamgjsi jsou soupravy ELISA INNO-
TEST firmy Fujirebio Europe (Gent, Belgium). Existuje
fada dalsich komerén¢ dostupnych souprav ELISA, ale ne
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vSechny byly validovany pro in vitro diagnostiku a maji
oznaceni CE-IVD (CE - znacka shody, IVD — in vitro
diagnostic medical device — zdravotnické prostfedky urce-
né pro diagnostiku in vitro). Souhrnné informace o pouzi-
tych protilatkach ve vybranych soupravach ELISA pro
stanoveni tripletu biomarkeri AN jsou uvedeny
v publikaci Andreassona a spol.”.

Osobné mame zkuSenosti se soupravami INNOTEST
a EUROIMMUN AG (Liibeck, Germany). Pro ob¢& sou-
pravy ELISA jsme stanovili lokalni normy**’.

Elektrochemiluminiscencni a chemiluminiscencni metody
Déle pro stanoveni tripletu biomarkerli AN existuji
komer¢ni soupravy na bazi chemiluminiscence, popf.
elektrochemiluminiscence. Za vyhodu elektrochemilumi-
niscence je pokladana absence optické excitace, proto
nedochazi ke vzniku pozadi rozptylem svétla®.
Elektrochemiluminiscenéni metody existuji v rdz-
nych modifikacich.
Jedna z modifikaci, sendvi¢ova elektrochemiluminis-
cencni analyza, vyuZziva uchyceni protilatek na uhli-
kové elektrodé. Pomoci téchto protilatek je vyvazan
pfislusny antigen ze vzorku. Se vzniklym imunokom-
plexem reaguje protilatka znacena rutheniovym kom-
plexem, ktery podmitiuje elektrochemiluminiscenéni
signal***’ (obr. 2A).
Na uvedeném principu pracuji soupravy MESO Scale
Discovery™ (MSD, Rockville, Maryland, USA),
v nichz je uhlikova elektroda soucasti jamek special-
nich 96jamkovych desti¢ek*'**. Vazebna kapacita
jamek uvedenych desti¢ek pro protilatky je vyssi ve
srovnani s klasickymi mikrotitracnimi polystyrenovy-
mi ELISA desti¢kami a tim pfispiva ke zvySeni citli-
vosti metody. Detekéni protilatky u souprav MSD
jsou opatfeny elektrochemiluminiscencéni znackou
SULFO-TAG™ [ruthenium(II) tris-bipyridin-(4-methyl-
sulfonat) N-hydroxysukcinimid ester], zprostiedkova-
vajici emisi svétla, které je detegovano CCD (charge-
coupled device) kamerou s vysokym rozlisenim. Uve-
dena technologie umoziuje i paralelni méteni nékoli-
ka analytg®’,
Jako pevna faze mohou slouzit také magnetické mi-
krocastice, se kterymi se setkavame u souprav Elecsys
(Roche Diagnostics GmbH, Némecko) (obr. 2B).
Elektrochemiluminiscen¢ni reakce se u této modifika-
ce odehrava v méfici bunce, ktera obsahuje elektrodu.
Mikrocastice s navazanym sendvicovym imunokom-
plexem jsou magneticky pfitazeny k elektrod¢ a po

vloZzeni napéti je indukovana emise fotonl
z rutheniového komplexu. Intenzita signalu je métena
fotonasobitem™.

U chemiluminiscenénich enzymovych imunoanalyz,
na jejichz principu pracuji soupravy Lumipulse Fujirebio
Europe (Gent, Belgium), vznika luminiscenéni signal za
pomoci alkalické fosfatasy, kterou je oznacena jedna
z protilatek reagujicich s antigenem. Enzym nasledn¢ $tépi
vhodny substrat na nestabilni produkt emitujici svétlo®.
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Obr. 2. Principy elektrochemiluminiscen¢nich sendvi¢ovych imunoanalytickych metod vyuZivanych ke stanoveni biomarkeru

Alzheimerovy nemoci.

A. Soupravy MESO Scale Discovery (Meso Scale Diagnostics) (upraveno podle*’). Protilitka imobilizovand na uhlikové elektrodé
specificky reaguje s pfisluSnym antigenem ve vzorku. Na imunokomplex se vaze dalsi protilatka, ktera je znacena rutheniovym kom-
plexem. V piitomnosti tripropylaminu (TPA) jako koreaktantu dochazi k redukci Ru®" na Ru®*, ktery pii prechodu z excitovaného do
zékladniho stavu vyzaii foton. Ru** se zp&tné oxiduje na Ru*" na uhlikové elektrodg.

B. Soupravy Elecsys (Roche Diagnostics). Na magnetické mikrocastice se prostfednictvim streptavidinu vaze sendvicovy imunokom-
plex, obsahujici biotinylovanou protilatku a protilatku zna¢enou rutheniovym komplexem. Priibéh elektrochemiluminiscenéni reakce je

popsan vyse

4.2. Multiplexové metody pro stanoveni biomarkert
Alzheimerovy nemoci

Opakované bylo prokazano, Ze vyhodnoceni tripletu
biomarkerd pfinasi presnéjsi diagnostickou informaci nez
hodnoceni pouze jednoho parametru?’. Z tohoto diivodu
byly vyvinuty metody, které dovoluji simultanni stanoveni
hlavnich biomarkerd AN v jednom vzorku. Na rozdil od
metod pro stanoveni pouze jednoho analytu multiplexové
technologie  snizuji  spotfebu  vzorku  potiebného
k vySetfeni n¢kolika parametrt, zkracuji celkovy Cas po-
tfebny k analyze a mohou byt i ekonomicky vyhodng&jsi**.

Na bazi XMAP® (x je pocet biomarkerti testovanych
simultdinné¢, MAP — Multi-Analyte Profiling) technologie
Olsson a spol.”” navrhli pod oznaenim INNO-BIA
AlzBio3 multiparametrickou metodu pro stanoveni
t- 1 p-tau protein a AB42. xXMAP® kombinuje imunoana-
lyzu s pouzitim mikrokuli¢ek, pratokovou cytometrii,
rychlé digitalni zpracovani signalu a multiplexové stano-
veni*?. Jako pevna faze slouzi v technologii xMAP® mi-
krokulicky. RuUzné populace mikrokulicek obsahuji
v pfesném pomeéru Cervené a infracervené fluorochromy,
které jim udileji jedinecnou spektralni identitu. Dalsi cha-
rakteristikou mikrokulic¢ek jsou kovalentné navazané mo-
noklonalni protilatky specificky reagujici s pfislusSnym
antigenem ve vzorku. Prostfednictvim téchto protilatek
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a protilatek znacenych fluorescencnim barvivem fyko-
erytrinem se na povrchu mikrokulicek vytvofi sendvicovy
komplex®** (obr. 3). Poté je fluorescence mikrokulidek
vyhodnocovana analyzatorem pracujicim na principu pra-
tokové cytometrie (napi. LUMINEX®).

Opakované byla prokazana korelace vysledkt ziska-
nych ELISA a xMAP® soupravami. Vzhledem
k technologickym rozdilim mezi obéma metodami a ne-
dofeSené standardizaci nelze piimo srovnéavat vysledky
ziskané ELISA soupravami s vysledky z xXMAP® souprav.
Existuje vSak moznost jejich vzajemného piepoétu. Ve
srovnani s metodou ELISA umoziuje XMAP® stanovovat
koncentrace v Sir§Sim rozmezi. Diagnosticka specificita
a citlivost metod ELISA a XMAP® jsou podobné”"*34,

4.3.Vysoce citlivé metody pro stanoveni
biomarkerti Alzheimerovy nemoci

Jiz diive zminéné technologie SIMOA a IMR, vhod-
né pro stanoveni koncentraci biomarkerd v plazmé ¢i séru,
vyuzivaji odlisny analyticky piistup. Podrobné&ji piiblizi-
me princip metody na platformé SIMOA.

SIMOA

SIMOA, oznacovana také jako digitalni ELISA, vy-
chazi z principt klasické metody ELISA, ale obvykle do-
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detektor 2
A =532 nm

_./—V
i fykoerytrin <«——— detekéni protilatka
@, «— antigen
ot
4—  vychytavaci“ protilatka

mikrokulicka

detektor 1
A =635 nm

Obr. 3. Princip multiplexového stanoveni biomarkert Alzheimerovy nemoci pomoci technologie xXMAP®. Kazdy soubor mikrokuli-
¢ek urCeny pro stanoveni ur¢itého analytu je charakterizovan jedineénym fluorescenénim kédem. Metoda pro multiplexové stanoveni
tripletu biomarker Alzheimerovy nemoci vyuziva tii sestav mikrokuli¢ek, charakterizovanych navazanymi monoklonalnimi protilatkami
specificky reagujicimi s t-tau proteinem, p-tau proteinem nebo B-amyloidem 42. Antigeny pfitomné ve vzorku jsou navazany ptislusnymi
protilatkami na mikrokuli¢kach a detegovany biotinylovanymi monoklonalnimi protilatkami za vzniku sendvi¢ového imunokomplexu.
Signalem pro prukaz imunokomplexu je fluorescenéni barvivo fykoerytrin, kterym je oznacen streptavidin (neni znazornén) a reaguje
s biotinem na detekénich protilatkach (biotin neni znadzornén). Fluorescenéni signaly, které jednak charakterizuji kuli¢ku (detektor 1,
excitace pfi vlnové délce A = 635 nm) a tim stanovovany analyt a jednak kvantifikuji jeho mnozstvi (detektor 2, excitace pfi vinové délce

A= 532 nm), jsou méfeny po ozafeni dvojici lasert®®>"*

sahuje 1000krat vyssi citlivosti nez konvencni metody Pro automatické analyzitory Roche cobas e byly
ELISA. Vyuzivd pocitani jednotlivych imunokomplext nedavno navrzeny elektrochemiluminiscenéni imunoana-
obsahujicich stanovovany antigen a zachycenych na para- Iytické soupravy Elecsys (Roche Diagnostic GmbH, N¢-
magnetickych casticich. Jako detekéni signal slouzi flu- mecko) uréené pro stanoveni tii zakladnich biomarkert
orescence produktu vzniklého po rozSté€peni substratu AN (cit.*>*%). Viechny metody jsou charakterizovany niz-
enzymem navazanym na detek&ni protilatku®’ (obr. 4AB). kymi hodnotami varia¢nich koeficient. Az na jednu vy-
Byla vyvinuta spole¢nosti Quanterix (Lexington, Massa- jimku vykazovaly soupravy Elecsys pro tau proteiny vyso-
chusetts, USA) a jiz jsou k dispozici komer¢ni soupravy kou korelaci s jinymi komer¢nimi imunoanalytickymi
jak pro stanoveni individualnich proteind, tak pro vybrané soupravami, i kdyz koncentrace stanovené riiznymi meto-
multiplexy®. Soupravy lze zpracovavat na automatickych dami se liSily. Souprava Elecsys pro Ap42 byla jako prvni
analyzatorech HD-1/HD-X nebo poloautomatickych SR-X. standardizovana pomoci referenéni metody schvalené
JCTLM (Joint Committee for Traceability in Laboratory
4.4. PIn¢ automatizované imunoanalytické metody Medicine)®. Zcela nova studie poukazuje na moZnost
pro stanoveni biomarkerd Alzheimerovy vyuziti uvedenych souprav pro AB42 a t-tau protein nejen
nemoci pro analyzu MMM, ale i krve'®,
PIn¢ automatizovany postup pro vysetfeni t-tau pro-
Ve snaze harmonizovat vysledky stanoveni biomar- teinu a Ap42 v MMM poskytuje i vyrobce konvenénich
kerd AN piichazeji n€kteti vyrobcei se soupravami pro plné ELISA souprav INNOTEST Fujirebio Europe (Gent, Bel-
automatizované analyzatory. Zavadéni automatizace zlep- gium) pod oznafenim Lumipulse® G B-amyloid-1-42
Suje presnost provadénych analyz. Automatizace jednotli- a Lumipulse® G Total Tau. Zpracovani souprav probiha
vych krokll pracovniho postupu vyrazné pfispiva ke snize- na automatickych imunoanalyzitorech Lumipulse® stej-
ni rozkolisani vysledkt a poklesu hodnot variacnich koefi- ného vyrobce na platformé chemiluminiscence. I pro tyto
cientd metod. Uvedeny pokles byl jiz zaznamenan v hod- soupravy byla zjisténa dobra korelace s manudlnimi meto-
noceni externi kontroly kvality®**. Tim se vytvaii pred- dami ELISA (cit.*").

poklady pro zavadéni vySetfeni biomarkerdt AN do Sirsi
klinické praxe.
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K
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rozprostieni jednotlivych v 7
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mikrojamek

—

Obr. 4. Princip vysoce citlivé imunoanalytické metody SIMOA (single molecule arrays)

A. Prvni krok metody SIMOA spociva ve specifické reakci mezi antigenem ve vzorku a protildtkami navdzanymi na mikrokuli¢kach,
které jsou v reakéni smési v nadbytku. Po pfidani detekéni protilatky znacené biotinem se na povrchu mikrokuli¢ek vytvoti sendvicové
imunokomplexy, na které se dale prostfednictvim streptavidinu navaze jeho konjugat s beta-p-galaktosidasou.

B. V dalsim kroku nasleduje rozprostieni jednotlivych mikrokuli¢ek do mikrojamek tak, ze v kazdé mikrojamce je pouze jedna mikroku-
licka. Ptitomnost imunokomplexu na povrchu mikrokulicek je prokazovana reakci beta-p-galaktosidasy s fluorogennim substratem. Kon-

centrace antigenu ve vzorku se hodnoti jako pomér jamek obsahujicich imunokomplexy k celkovému poctu jamek s mikrokulickami

5. Standardizace stanoveni biomarkeru
Alzheimerovy nemoci

Prvni vysledky studii externi kontroly kvality, ktera
funguje jiz 10 let, poukazovaly na pomérné vysoké hodno-
ty variaCnich koeficientl pro jednotlivé biomarkery AN
v . MMM pri srovnavani mezi jednotlivymi pracovisti
(metody ELISA 13-38 %), ale i v ramci jedné laboratoie™ ",
Rovnéz existuji rozdily v hodnotach koncentraci biomar-
kerG AN analyzovanych rtiznymi metodami, i kdyz kore-
lace mezi nimi jsou vétsinou vysoké™.

Z vyse uvedeného vyplyva nutnost standardizovat
stanoveni biomarkerli AN tak, aby hodnoty jejich koncen-
traci ve stejném vzorku vydavané riznymi laboratofemi
v riizném ¢ase byly srovnatelné. Do procesu standardizace
je zapojena Pracovni skupina pro proteiny mozkomisniho
moku Mezindrodni federace klinické biochemie a labora-
torni mediciny (IFCC) a Globalni konsorcium pro standar-
dizaci biomarkerd v mozkomi$nim moku Alzheimerovy
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23,47

spolecnosti spolec¢né s akademickymi institucemi a vyrob-
nimi podniky®**>*,

Proces standardizace stanoveni tripletu biomarker
AN byl zahdjen vymezovanim preanalytickych podminek
pro vzorky MMM. Jedna se zejména o podminky odbéru,
centrifugace, transportu a uchovavani MMM a o typ zku-
mavek, do kterého se odbér MMM provadi>>*®. Definova-
ni nékterych preanalytickych podminek zbyva dofesit
a pozornost je vénovana i krvi, jako dalsi biologické teku-
ting, v niZ se stanovovéani biomarkert stava aktualni®’.

V feSeni je priprava mezinarodn¢ uznavanych refe-
ren¢nich materialll a vypracovani referen¢nich metod pro
stanoveni jednotlivych biomarkert. Vysledkem usili
o standardizaci je pfiprava certifikovaného referen¢niho
materidlu pro stanoveni AB42 v MMM a vypracovani
referen¢nich metod pro tento analyt zalozenych na tande-
mové hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS)*. Déle byla
publikovana kandidatni referen¢ni metoda pro stanoveni
t-tau proteinu v MMM (cit.*®). VyieSeni problémi se stan-
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dardizaci metod pro zakladni biomarkery AN je piedpo-
kladem pro nastaveni hrani¢nich hodnot nezbytnych pro
jejich Siroké klinické vyuziti.

6. Zavér

AN piedstavuje z4dvazné onemocnéni, k jehoZ dia-
gnostice jako dopliikové vySetieni slouzi stanoveni tripletu
biomarkerd v MMM (AB42, t-tau protein, p-tau protein).
Zaroven je zkouman pfinos tohoto vysetfeni v krvi. Pro
jejich analyzu je v soucasnosti k dispozici pomérné€ bohaté
spektrum imunoanalytickych metod, umoZziujicich stano-
veni i velmi nizkych koncentraci v plazmé/séru. Velky
pokrok byl ucinén pfi zavadéni plné automatizovanych
metod. V poptedi zajmu védct je dokonceni procesu stan-
dardizace pro jednotlivé biomarkery.

Prace byla podporena projekty PROGRES Q25, Q35
a MZ CR — RVO VENG64165, Vseobecnd fakultni nemocni-
ce v Praze, grantem Ministerstva zdravotnictvi NV18-07-
00272 a grantem MPO, program Trio — FV40032.

Seznam zkratek

Ap42 B-amyloid 42

AN Alzheimerova nemoc

CCD zafizeni vazajici naboj (charge-coupled
device)

CE znacka shody

ELISA enzymova imunoadsorb¢ni analyza (enzyme-
linked immunosorbent assay)

IFCC Mezinéarodni federace klinické biochemie
a laboratorni mediciny (International Fede-
ration of Clinical Chemistry and Laborato-
ry)

IMR imunomagnetickd redukce
(immunomagnetic reduction)

IVD in vitro diagnosticky zdravotnicky prostie-
dek (in vitro diagnostic medical device)

JCTLM Mezinarodni spole¢na komise pro navaznost
v laboratorni mediciné (Joint Committee for
Traceability in Laboratory Medicine)

LC-MS/MS kapalinové chromatografie v kombinaci
s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(liquid chromatography-tandem mass
spectrometry)

MAP multianalytové profilovani (multi-analyte
profiling)

MMM mozkomi$ni mok

NIA-AA Narodni institut pro starnuti a Alzheimerova
asociace (National Institute on Aging and
Alzheimer Association)

p-tau fosforylovany tau protein

SIMOA single molecule array

t-tau celkovy tau protein
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A triplet of Alzheimer’s disease biomarkers includes
total (t-tau) protein, phosphorylated tau (p-tau) protein,
and B-amyloid 42 (AP42). The levels of Alzheimer's dis-
ease biomarkers in cerebrospinal fluid are closely related
to the wunderlying neuropathological manifestations
demonstrated in the brain in Alzheimer’s disease patients.
The triplet of the biomarkers significantly differentiates
cognitively healthy persons from patients with not only
developed Alzheimer’s disease but also with mild cogni-
tive impairment and provides prognostic information. The
increasing interest in defining different types of dementia
using neurobiological indicators stimulates the develop-
ment of various methods for their detection. The article
provides an overview of immunochemical methods that
can be used to determine the triplet of Alzheimer’s disease
biomarkers, namely ELISA, fluorescence and electro-
chemiluminescence immunoassays, and resembles the
ultrasensitive single molecule arrays for the analysis of
biomarkers in blood. The possibility to determine the bi-
omarkers simultaneously in a multiplex arrangement and
the importance of fully automated methods are mentioned.
It draws attention to the need to standardize methods in-
tended for clinical purposes.
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