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Periferni markery oxidaéniho stresu u Alzheimerovy choroby
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SOUHRN

Alzheimerova choroba (ACH) se fadi mezi zavazna neurodegenerativni onemocnéni provazena oxidacnim stresem. Produk-
ty radikalovych reakci mohou difundovat z primarnich mist a byt detekovany v cerebrospinalni tekuting (CSF) &i krvi. Tyto
produkty predstavuiji potencialni biochemické markery pro diagnostiku ACH. Nejvice pozornosti je zaméreno na analyzu
CSF, protoze odrazi patologické zmény v mozkové tkani u ACH. V CSF byly potvrzeny zvySené hladiny oxidacnich produk-
t0 lipidd i proteind. Hladiny vitamind jsou snizené, nicméné existuji i prace, které nenasly rozdily oproti kontrolam. Nékteré
studie se zaméfily na detekei produktli oxidagniho stresu v krvi u ACH, ale vysledky nejsou konzistentni. Cést praci ukazuje
na narlst oxidacnich produktl a snizené hladiny antioxidantl v plazmé. Nicméné jiné prace tyto vysledky nepotvrdily.
Z hlediska hledani diagnostického biomarkeru pro ACH ma vyznam se zamérit na specifické produkty peroxidace lipidd,
tzv. lipofuscinoidni pigmenty (LFP), v erytrocytech. Na zékladeé fluorescencénich analyz LFP je mozné najit specificky produkt
v krvi u ACH.
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SUMMARY

Skoumalova A.: Peripheral markers of oxidative stress in Alzheimer’s disease

Alzheimer’s disease (AD) is a serious neurodegenerative disorder accompanied by oxidative stress. Products of free radical
reactions diffuse from primary sites and can be detected in cerebrospinal fluid (CSF) and blood. Such products repre-
sent potential biochemical markers for diagnosis of AD. Most studies are focused on CSF since its composition reflects
pathological changes in the brain in AD. Increased levels of lipid and protein oxidative products have been found in CSF.
Levels of vitamins were reduced in CSF. However, there are studies which show no difference between AD and controls.
There is research on free radical products in blood in AD but results are not consistent. Several studies show increased
oxidative products and reduced antioxidant in plasma. Nevertheless, others did not confirm it. Considering the investigation
of a diagnostic biomarker for AD, specific end-products of lipid peroxidation, so called lipofuscin-like pigments (LFP), in
erythrocytes represent an important possibility. A specific product in blood in AD can be found by means of fluorescence
analyses of LFP.

Key words: Alzheimer’s disease, oxidative stress, biomarkers

Uvod

Alzheimerova choroba (ACH) predstavuje zavaz-
né neurodegenerativni onemocnéni mozku charakte-
rizované progresivnim poklesem kognitivhich funkci,
zménami nélady, chovani a socidlni prizplsobivosti.
Celosvétove predstavuje velky sociélni, ekonomicky
a zdravotni problém. Odhaduje se, Ze v roce 2050
bude trpét touhle chorobou 80 miliond lidi. Histologicky
je charakterizovana zanikem neurond a synapsi. Déle
jsou v mozkoveé tkani pritomny amyloidni plaky a v poz-
déjsich stadiich nemoci také neurofibrilarni tangly jako
ddsledek hyperfosforylace tau proteinu.

DuleZitou Ulohu v patogenezi ACH hraje peptid amy-
loid B (AB). Vznika z membranove vazaného prekurzo-
ru AR (APP), ktery je Stépen B-sekretazou a nasledné
y-sekretdzou obsahuijici katalytickou podjednotku pre-
senilin. Mutace genll APP a presenilind zpUsobuji nad-
produkci a agregaci zvlasté toxického peptidu AB42.
U sporadickych forem AD neni zcela jasné, co prispiva
k tvorbé patologického AR, ale urcity faktor zde pred-
stavuje lipidové slozeni membran, které ovliviiuje in-
tramembranovou proteolyzu APP. Posledni dobou se
udava, Ze toxickeé jsou oligomery AB, spiSe nez senilni
plaky.

Prestoze je stale nejasné, co je prvotni pri¢inou roz-
voje ACH, jsou patologické zmény v mozku doprova-
zeny oxidaénim stresem. Pritomnost oxida¢niho stresu
u ACH je Siroce zdokumentovana zvySenymi hladinami
produktld radikélového napadeni proteind, lipidd i DNA
v mozkové tkani [1].

Cela fada studii se zabyva hledanim biochemického
markeru v krvi pro diagnostiku ACH. Kandidaty jsou napr.
AB, tau protein nebo zanétlivée markery [2]. Vzhledem
k potvrzené Ucasti oxidacniho stresu na patologii ACH
predstavuji produkty radikédlovych reakci detekované
v cerebrospinalni tekutingé (CSF) nebo krvi také moznost.
Tento souhrnny &lanek se zabyva problematikou pritom-
nosti markert radikélového poskozeni v télnich tekutinach
a jgjich potencialniho vyznamu pro diagnostiku ACH.

Oxidacni stres u Alzheimerovy choroby

| pfes potvrzenou Ucast oxidacniho stresu na pato-
genezi ACH neni stéle jasné, zda je nadprodukce vol-
nych radikald primarni pricinou rozvoje ACH ¢i predsta-
vuje privodni znak patologickych zmén.

V mozku miZzeme najit nékolik vyznamnych zdroji
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které se zde nachazeji ve vysokém mnozstvi. Mito-
chondrie jsou odpovédné za Zivotné dllezité bunéc-
né funkce zahrnuijici tvorbu ATP, homeostazu vapniku
a apoptdzu. Dysfunkce mitochondrii, jako napf. snize-
né aktivity enzymt dychaciho fetézce, vedou k nadpro-
dukci volnych radikald a predstavuii jeden z nej¢asné;-
dich a prominentnich projevil ACH. V souc¢asné dobé
existuje cela rada studii potvrzujicich centralni postave-
ni mitochondril a jejich poruch v rozvoji ACH [3].

Kromé mitochondrii mdzeme v mozku najit dalsi
zdroje volnych radikalt. Patfi mezi né enzym NADPH
oxidaza, ktery po aktivaci generuje superoxid a peroxid
vodiku. Je lokalizovan v membranach mikroglii, které
kumuluiji v blizkosti senilnich plak{ u ACH [4].

Dalsim moznym zdrojem oxidacniho stresu u ACH
je glykoxidace. V&tsi mnozstvi pokroCilych glykacnich
produktd (advanced glycation end-products, AGE)
bylo pozorovano v mozkové tkéni i v CSF u pacientt
s ACH [5]. DdleZité je také zjisténi, ze u ACH je zvy-
Sené mnozstvi receptord pro AGE (RAGE), a Ze tyto
receptory jsou lokalizovany v membranach mikroglii [6].
Zapojeni RAGE vede k aktivaci NADPH oxidazy.

Potencialné vyznamny radikal pro mozek je NO. Je
specificky syntetizovan neurondlini NO syntazou, jejiz
aktivita je u ACH zvySena [7]. Toxicita molekuly NO je
dana predevsim jejim produktem peroxynitritem, ktery
vznika reakci NO a superoxidu.

AB je také zdrojem volnych radikal(. Pomoci elek-
tronové paramagnetické rezonance bylo zjisténo, ze
AB pfimo generuje volné radikaly, za coz je odpoved-
ny metionin v pozici 35 [8]. AR vaze redox aktivni ionty
prechodnych kovd. Tyto ionty hraji dilezitou katalytic-
kou ulohu v produkci volnych radikald. Fe?* je zahrnuto
v tvorbé hydroxylového radikalu, jednoho z nejsilngjSich
oxidant( schopného iniciovat peroxidaci mastnych ky-
selin. Koncentrace Fe** v mozku u ACH je zvySena
[9]. Dalsi moznost produkce volnych radikall pres AR
je aktivace RAGE. Kromé& AGE mohou tyto receptory
vazat takeé fibrilarni materidl. U ACH je RAGE up-regu-
lace pozorovana v neuronech, mikrogliich a ve sténach
mozkovych cév v endoteliich i v myocytech [10]. Ukla-
dani AB dale aktivuje mikroglie, které nasledné zvysi
tvorbu reaktivnich slouc¢enin a pfispivaji k prohloubeni
oxidacniho poskozeni tkang.

Vzhledem k vysokému podilu nenasycenych mast-
nych kyselin (PUFA) v mozku je tato tkan velice citliva
k napadeni volnymi radikaly a pfi jejich zvySené tvorbé
je spustén retézovy proces peroxidace lipidd. Aldehydy
vznikajici v procesu peroxidace lipidd, napr. malondi-
aldehyd (MDA) Ci 4-hydroxynonenal (4-HNE), reaguiji
s nukleofilnimi Fetézci proteind, fosfolipidt a DNA a do-
chazi ke kumulaci oxidacnich produkt(.

Meziprodukty radikdlovych reakci mohou difundo-
vat z mist primarniho vzniku, atakovat dalsi biomoleku-
ly, a timto zplsobem rozsifovat oxidacni stres na cely
organismus. Z tohoto hlediska neni patologicky stav
spojeny s oxida¢nim stresem ohraniCeny pouze na je-
den organ.

Za fyziologického stavu je hematoencefalicka barié-
ra (HEB) prostupna pouze pro malé molekuly rozpustné
v tucich. Endotelové bunky v kapildrach jsou vzajemné

spojeny tésnymi kontakty a neumozniuji transport vét-
Sich a hydrofilnich molekul. K jejich transportu pres
HEB slouzi rdzné typy prenasecd. Nicméné mezipro-
dukty peroxidace mozkovych lipidd jsou malé lipofilni
latky. Mohou tedy prejit pfres HEB a byt detekovany
napf. v krvi. Navic u ACH k tomu pfispiva i fakt, ze HEB
je zvySené propustna v dlsledku patologickych zmén
v mozku [11].

Cela rada praci se zabyva stanovenim produkt(i oxi-
dacniho stresu v télnich tekutinach u ACH, ale vysledky
nejsou jednoznadné.

Markery oxidaéniho stresu v cerebrospi-
nalni tekutiné

Nejvice zkoumanou biologickou tekutinou z hledis-
ka hledani markeru u ACH je CSF. Jelikoz zde probiha
volna vymeéna latek s mozkovou tkani, odrazi slozeni
CSF metabolické zmény v mozku.

Jak jiz bylo zminéno, mozkova tkan obsahuje vy-
soky podil PUFA, mezi které patfi napriklad kyselina
arachidonova. Pfi nadprodukci volnych radikall do-
chazi k neenzymatické peroxidaci kyseliny arachido-
nové a tvorbé tzv. izoprostand, prostorovych izomer(
prostaglandind. Izoprostany mohou vznikat z kyseliny
arachidonové esterifikaci s fosfolipidy a naslednou
hydrolyzou vedouci k uvolnéni F2-izoprostant. Sta-
noveni F2-izoprostand je vyznamnym ukazatelem
oxida¢niho stresu in vivo. U ACH byly detekovany
zvySené hladiny F2-izoprostant v CSF [12]. V komo-
rové CSF mnozstvi F2-izoprostan( negativné koreluje
s hmotnosti mozku [12].

Mezi dalsi slou¢eniny strukturalné podobné izopro-
standm patii F4-izoprostany, produkty radikélové per-
oxidace kyseliny dokosahexaenové, vyznamné PUFA
hojné se vyskytujici v mozku. Kyselina dokosahexae-
nova je diky 6 dvojnym vazbam jesté vice nachylna
k radikalovému napadeni nez kyselina arachidonova,
proto je detekce jgjich peroxidacnich produktd vy-
znamna z hlediska oxida¢niho stresu v mozku. Hla-
diny F4-izoprostan( jsou signifikantné vyssi v CSF
u ACH v porovnani se stejné starymi kontrolami [13].
Aldehydy vznikajici béhem peroxidace lipidd byly také
analyzovany v CSF. Koncentrace 4-HNE byla signifi-
kantné zvySena u ACH [14].

V pribéhu radikalovych reakci jsou napadeny i pro-
teiny. Mdze dochéazet jednak ke Stépeni peptidové
vazby vedouci ke vzniku karbonylovych derivat( nebo
k reakcim s aminokyselinovymi zbytky (napf. vznik
3-nitrityrozinu). Vysledky analyz 3-nitrotyrozinu v CSF
u ACH dokladaji jeho zvySené hladiny [15]. Mnozstvi
3-nitrotyrozinu v CSF negativné koreluje s tzv. mini-
mental testem (test hodnotici kognitivni funkce pacien-
t0) [15]. Stanoveni glykoxidacénich produktd mdze také
slouzit jako prikaz oxidaéniho stresu v organizmu.
Byly prokézany zvysené hladiny AGE v CSF u pacientt
s ACH [16].

V souvislosti s oxidacnim stresem byly analyzovany
hladiny nékterych antioxidant(, napf. vitamind, které by
mély byt snizené. Vitamin E je nejvyznamnégjSim anti-
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Table 1. Summary of peripheral markers of oxidative stress in Alzheimer’s disease

Oxidative stress markers in CSF

Oxidative stress markers in blood

Lipid peroxidation Isoprostanes 1 [12, 13]

4-HNE 1 [14]

Isoprostanes 1 [24]
Isoprostanes = [25]
MDA 1 [20, 23]
MDA = [21]

HNE 1 [22, 23]

Protein oxidation 3-nitrotyrosine 1 [15]

Protein carbonyls 1 [20, 24, 26]

AGE 1 [16] Protein carbonyls = [21]
Antioxidants Vitamin E | [17] Vitamin E | [17, 21, 27]
Vitamin E = [18] Vitamin E = [28]
Vitamin C = [19] Vitamin C | [21, 27]
Vitamin C = [19]

Total plasma antioxidant capacity | [29]
Glutathione | [26]
Superoxide dismutase | [30]

Increased levels compared to controls 1
Reduced levels compared to controls |
Similar levels with controls =

oxidantem chranicim pred peroxidacemi PUFA. Z to-
hoto hlediska je velice dlleZity pro ochranu mozku pred
volnymi radikaly. Vysledky analyz vitaminu E v CSF vSak
nejsou konzistentni. Jeho hladiny byly nalezeny jak sni-
zené [17], tak stejné [18] v porovnani s kontrolami. Mezi
dal3i vitaminy s antioxida¢nim ucinkem patfi vitamin C.
Nicméné jeho koncentrace v CSF u ACH se nelisi od
kontrol [19].

Markery oxidac¢niho stresu v krvi

| kdyz zmény ve slozeni CSF nejlépe vypovidaji

o patologickych procesech v mozkové tkani, je odbér
CSF spojen s invazivnim zakrokem, a proto neni Uplné
vhodny pro diagnostiku. Z hlediska hledani diagnostic-
kého markeru je proto mnohem vyhodngjsi se zamérit
na krev. Priblizné 500 ml CSF se absorbuje do plazmy
kazdy den, proto se da odekavat, ze nékteré produkty
patologickych procest v mozku mohou byt detekovany
v krvi. Na druhou stranu je ziejmé, Ze vysledky analyz
marker( oxidacniho stresu v plazmé budou pozméné-
ny v pfipadé pfitomnosti dalSich onemocnéni provaze-
nych oxidac¢nim stresem.

Produkty peroxidace mozkovych lipid& mohou di-
fundovat z mista primarnich radikalovych reakci a do-
stat se do krve. Nékteré prace zjistily zvySené hladiny
MDA v plazmé, popf. séru u ACH [napf. 20], nicméné
v jinych studiich se to nepotvrdilo [21]. V plazmé u ACH
byl narfist mnozstvi 4-HNE v porovnani s kontrolami
[22]. ZvySené hladiny MDA a 4-HNE byly potvrzeny ve
fibroblastech a lymfoblastech u familiarni ACH [23]. Né-
kolik studii prokazalo, Ze hladiny izoprostant jsou zvy-
gené v plazmé u pacientll s ACH [napf. 24]. Naopak
jiné prace nenasly rozdily oproti kontrolam [napf. 25].

Takeé proteiny v krevni plazmé mohou byt sekundar-
né modifikovany radikalovymi slou&eninami difunduijici-
mi z mozku. To potvrzuje cela fada praci dokumentuiji-
cich zvySené hladiny karbonylovych protein v plazmé
u ACH [napf. 20, 24, 26]. Dalsi analyza vSak tyto rozdily
nepotvrdila [21].

V krvi byly déle studovany zmény v koncentracich
antioxidantd v souvislosti s ACH. Mnoho praci potvr-
zuje snizené hladiny vitaminu E, C a A v plazmé Ci séru
[napr. 21, 27]. Tyto rozdily nebyly zplsobeny dietou &i
suplementaci. Snizena koncentrace vitaminu E v plaz-
mé u ACH pozitivné koreluje se snizenym mnozstvim
v CSF [17]. Nékteré studie nicméné nenasly rozdily
v hladinach vitaminu E [28] nebo C [19] v plazmé.

V plazme a erytrocytech byly sledovany i zmény dal-
Sich antioxidantd v souvislosti s ACH. Celkova antioxi-
daéni kapacita plazmy je snizend u pacient’ s ACH [29].
Daéle byl zjistén snizeny pomér redukovaného a oxido-
vaného glutationu, snizena aktivita glutation peroxidazy
[26] a superoxid dismutazy [30] v erytrocytech u ACH,
ve druhém pfipadé pouze u zen.

Specifické produkty peroxidace lipidt
v erytrocytech

Z vySe uvedeného vyplyva, ze i kdyz prevazuiji stu-
die potvrzujici zvySené hladiny markerd oxida¢niho
stresu a snizené mnozstvi antioxidant v krvi u pacien-
t0 s ACH, nékteré vysledky nejsou konzistentni. Jeden
z moznych divodu této diskrepance mize byt fakt, Ze
nekteré dalSi choroby (napf. diabetes, kardiovaskularni
choroby, nadorova onemocnéni) jsou také provazené
oxida&nim stresem a mohou ovliviiovat vysledky. Tedy
pritomnost marker oxidacniho stresu v krvi nemusi byt
specificka pro ACH. PFi hledani diagnostického mar-
keru ACH je proto potfeba se zaméfit na specifické
produkty. Takovymi latkami mohou byt fluorescencni
koncové produkty peroxidace lipidd.

Vzhledem k tomu, Ze mozkova tkan ma specifické
lipidové slozeni s vysokym podilem vysoce nenasyce-
nych PUFA (napf. kyseliny docosahexaenové), vznikaji
zde také specifické meziprodukty lipidové peroxidace.
Mezi identifikované produkty peroxidace kyseliny doco-
sahexaenoveé patfi C16 a C20 hydroperoxidy a aldehydy
4-hydroxy-2-hexenal a 4-oxo-2-hexenal [31]. Analyzy
téchto a daldich produktd jsou komplikované, protoze
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se vzrUstajicim poctem uhlikd a dvojnych vazeb PUFA
roste pocet moznych vznikajicich peroxidd lipidd a ne-
nasycenych aldehyd(, které déle reaguji a tvori adukty
s proteiny a fosfolipidy. Slibnou moznost pro identifikaci
téchto koncovych produktl predstavuji fluorescenéni
analyzy. Méfeni fluorescence patfi k metodam, kte-
ré stanovuiji koncové produkty peroxidace lipidd. Tyto
produkty fluoreskuji a na zakladé podobnosti jejich fluo-
rescencnich viastnosti s lipofuscinem se nazyvaji lipo-
fuscinoidni pigmenty (LFP) [32]. LFP predstavuji smés
mnoha neznamych latek, nicméné aplikaci specialnich
fluorescencnich technik, jako jsou trojrozméma a syn-
chronni spektra, mizeme sledovat jak kvalitativni, tak
i kvantitativni zmény ve slozeni LFP souvisejici s ucinky
volnych radikald. Fluorescenéni spektra LFP jsou cha-
rakteristicka pro jednotlivé patologické stavy. Pritomnost
zvySenych hladin LFP byla prokdzana v mozcich pst se
senilni demenci Alzheimerova typu [33].

Specifické meziprodukty peroxidace mozkovych li-
pid( mohou difundovat do krve a atakovat membrany
erytrocytl. Vzhledem k nizké metabolické aktivité eryt-
rocytl je omezena jejich moznost nahradit poskozené
proteiny a lipidy. Erytrocyty s délkou zivota okolo 120 dni
nemaji zvysené hladiny LFP béhem normalniho starnuti.
Kdyz vSak byly vystaveny experimentalnim podminkam
vedoucim k extrémni tvorbé volnych radikald, kumuluji
LFP [34]. V erytrocytech pst se senilni demenci Alzhei-
merova typu byla zjiSténa pritomnost specifickych LFP,
zatimco u stejné starych zvifat prokazany nebyly [33].
Erytrocyty pacientl s ACH byly analyzovany pomoci
specidlnich fluorescencénich méreni a byl zde detekovan
specificky fluorescencni produkt, ktery nebyl pfitomny
u kontrol [35]. Dalsi vyzkum je tfeba zaméfit na analyzu
téchto fluorescencnich produktli pomoci hmotnostni
spektroskopie za Ucelem identifikace této latky a také
na uréeni, zda je dostate&né specificka pro ACH.

Zaveér

Cela fada praci nasvédCuje tomu, ze u pacien-
td s ACH mdazeme v krvi ¢i CSF detekovat produkty
oxidacniho stresu. Hromadéni téchto latek je pravdé-
podobné dlsledkem probihajicich radikalovych reakci
v mozku, které doprovazi patologii ACH. Dalsi konse-
kvence téchto d&jl je snizené mnozstvi antioxidantd
v krvi. Nicméneg je potfeba provést dalsi studie a porov-
nat hladiny téchto marker( oxidaéniho stresu s jinymi
chorobami provazenymi oxidacnim stresem.

Dalsi moznosti je zamérit se na specifické produk-
ty detekovatelné v krvi, které souviseji s patobiochemif
v mozkoveé tkani provazejici ACH. LFP predstavuiji slib-
nou cestu, protoze pomoci fluorescencnich analyz je
mozno najit specifické chemické slouceniny souvisejici
s patologii ACH. Hledani specifického biochemického
markeru oxidacniho stresu u ACH ma velky vyznam,
protoze by mohl byt vyuzit pro diagnostiku a pfipadné
sledovani uspésnosti terapie. Vzhledem k tomu, ze za-
tim nebyl nalezen dostatec¢né spolehlivy biochemicky
diagnosticky marker pro ACH, ma vyzkum zaméreny
timto smérem smysl.
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