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SVATONOVA Jana.Biologické chovdni beta2-mikroglobulinu v likvoru u klinicky
definovanych nosologickych jednotek.

Abstrakt:

Cilem prace bylo v zdkladni teoretické Casti shrnuti zakladnich informaci o
likvoru.Struény popis likvorologickych cytologickych nélezli véetné obrazové
dokumentace.Podrobnéji je prace vénovana bilkoviné beta2-mikroglobulinu/ zdkladni
popis molekuly,vySetiovani, vyznam jeho vySetfovani/.V dalsi Casti seznameni

s vySetfovanim tohoto proteinu ve svété,vyznam vySetfovani,zavery publikovanych praci
v souvislosti s jeho vySetfovanim u rozli¢nych nemoci.Vlastni sledovani bylo provadéno
u rozsdhlé skupiny pacientll — celkem 26 378 vzorkt likvoru v letech 1999-2006 ve
vékovém rozmezi od 3do 86 let.

Odbéry byly provadény po celé republice a vzorky zpracovdny v biochemické laboratofi
Na Homolce.Tato rozsahla skupina byla rozdélena podle diagnéz do 4 zékladnich
skupin.V jednotlivych skupindch byla spocitdna primérnd hodnota beta2-
mikroglobulinu a smérodatnd odchylka.Byly porovnany hladiny tohoto proteinu ve
skupindch muzi a Zen, ve v€kovych skupinach.Vysledky byly zpracovdny v grafické
podobé¢.V zavéru prace je celkové shrnuti vyzkumu - dlleZitost vySetiovani beta2-
mikroglobulinu,porovndni hladin proteinu v jednotlivych skupindch podle
diagn6z.Velikost souboru dava velkou vypovédni hodnotu — nejedné se tedy o ndhodné
vysledky.

Klicova slova:

Likvor,biochemické vySetteni likvoru,spektrofotometrické vysetieni,cytologické
ndlezy,imunologické vysetteni,funkce likvoru,patologické nélezy,virovd onemocnéni,
bakteridlni onemocnéni,protildtkovy index, beta2-mikroglobulin, vySetfovéani beta2-
mikroglobulinu,metodika vysetiovani,demyeliniza¢ni onemocnéni, neuroboreliosa,
vysledky.



SVATONOVA Jana: Biological behaviour of beta2- microglobulin in liguor in
clinically definated nosological units

Abstract:

The objective of this work,namely of its theoretical part,was to sum up basic information
about liquor.A brief description of liquorological cytological findings including picture
documentation.This work is in more details dedicated to protein beta2-
mickroglobulin/essential description of a molecule,examination,the importans of its
examination/.The folowing parts shows methods applied worldwide for this protein
examination,the importance of its examination,and conclusions of works published in
connection with irs examination in different disease.The follow-up itself was carried out
in a large goup of patients —in total 26,378 liquor samples taken between 1999-2006,the
age limit ranging from 3 to 86 years.Samples were taken practically all over the whole
Czech republic and elaborared in a biochemical laboratory Na Homolce. This large group
of patients was divided into 4 essential group according to their diagnoses.An average
value of beta2-microglobulin and standard deviation was calculated in individual
groups.Levels of this protein ewrw compared between groups of men and women, at age
groups.The outcomes were worked into a graphical form.Conclusion of this work
provides a total summarization of research-the importance of examination of beta2-
microglobulin,comparison of protein levels in individual groups accordig to their
diagnosis.The extension of the group provides a considerable predicative value —thus no
random results are in question.

Key Words:

Liquor,biochemical liquor examination, liquor spectrophotometric examination,liquor
cytology,immunological examination, functions of liquor, patological findings,viral
diseases,bacterial diseases, antibody quotient,beta2-mircroglobulin, examination of
beta2- mocroglubulin, demyelinisation diseases, neuroboreliosis, results.
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1. UVOD

Za fyziologickych podminek je likvor /CSF/ ¢irou bezbarvou kapalinou,
ktera& se  nachdzi v komorovém  systému  mozku, v cisterndch

a v subarachnoiddlnich prostorech mozku a michy.

Mozek i1 micha jsou kryty tfemi membrdnami. Zevni kryt — dura mater,
uprostied arachnoidea, na vnitini strané je pia mater. MozkomisSni mok je
obsazen v prostoru subarachnoiddlnim, jenZ ohranicuje na vnitini strané pia
mater, kterd sleduje mozkové zavity. Zevni list tohoto prostoru je tvofen

arachnoideou, pfiléhajici volné k dura mater.

Cirkulace likvoru zacind v intersticidlnich prostorech drénujicich
mozkovou a miSni tkdn, je produkovdn v chorioiddlnich plexech.
V makroskopickych likvorovych prostordch cirkuluje z obou postrannich
komor ptes foramen Monroi do IIl. komory a Sylviovym kandlkem do IV.
komory, odtud ptfes foramina Luschkae do mostomozeckovych koutl a ptes
foramen Magendi do cerebromeduldrni cisterny. Odtud se déli — ¢ast nad
mozeCkové hemisféry, C¢ast po bdzi pies premeduldrni, prepontinni
a interkrurdlni cisterny a ddle frontdln¢ a laterdlné¢ na predni ¢4st konvexity
a dorzalné¢ pres cisternae ambientes a cisternae venae magnae cerebri do

7

interhemisferdlniho subarachnoiddlniho prostoru a nad okcipitdlni laloky,

v oz

nejmensi ¢4st do zadniho spindlniho prostoru.

Resorpce likvoru probihd v Pacchionskych granulacich a durdlnich sinech,
kde je vypouStén do vendézniho ob&hu. Hnaci silou pro pfestup likvoru do

venozni krve je tlakovy rozdil mezi arteridlni a venézni krvi.

Funkce likvoru je komplexni - obklopuje mozek a michu a chrdni je pfed

otfesy, slouzi  k vyrovndvani  tlakovych  poméri  nitrolebecnich

a nitropatefnich spolu s ven6znim systémem. Plni regulacni a ochrannou
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funkci pfi zméndch teploty a atmosferického tlaku, ucastni se na
metabolismu neuronli, na odstraiovdni produkti katabolismu a na

imunologickych procesech.

Primérné mnozstvi likvoru u dospélého clovéka je asi 140 ml, primérnéd
denni produkce likvoru je asi 500 ml s primérnou rychlosti cirkulace 0,3
ml/hod. Rychlost likvorové cirkulace se méni s vékem a ma zdsadni vyznam

pro koncentraci likvorovych proteint.

Normélni hodnoty likvorového tlaku jsou vleze 0,59 — 1,96 kPa /60 — 200
mm H20/, u sediciho pacienta 3,92 kPa/ 400 mm H2O/.

K odbéru likvoru se pouZiva nejCastéji lumbdlni punkce /LP/. Provadi se
u leziciho ¢i sediciho pacienta. Poloha pacienta mé& vliv na hodnoty

likvorového tlaku /viz vySe/.

Likvor by mél byt odebrdn alespon do 3 zkumavek; postupny odbér do vice

e

zkumavek umozZni posouzeni arteficidlni pifimési erytrocytii, pfi némzZ
dochdazi  k postupnému  cCefeni  vytékajictho moku —-u pravého
intermeningedlniho krvdceni zistdva intenzita ruzového ¢i cervenavého

zbarveni neménna.

Relativni kontraindikaci provedeni odbéru moku Ilumbdlni punkci je
pfitomnost mozkového edému a syndromu nitrolebni hypertenze, dale
zanéty v oblasti provedeni punkce, koagula¢ni defekty a antikoagulacni

terapie, vrozené a ziskané deformity patefe.

(1,2,3,39)

2. SOUBORY VYSETRENI V MOZKOMISNIM MOKU

2.1. Akutni vySetieni

e makroskopicky popis mozkomisniho moku
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celkova bilkovina

kvantitativni a orienta¢né kvalitativni cytologie

e Jaktat
2.2. Zakladni vySetieni
e makroskopicky popis
e celkova bilkovina
e kvantitativni a kvalitativni cytologie
e Jaktat a glukéza v likvoru
e albumin, IgG, IgA, IgM v likvoru a v séru
e oligoklondlni IgG v likvoru a v séru
e specifické protilatkové indexy /Al - antibody indices/ ve tfid¢ IgG
u piisluSnych indikaci: spalnicky, zardénky a virus planych neStovic,
tzv. MRZ reakce, dile AI pro HSV, HIV, CMV, Toxoplasmosa
gondii, Borrelia burgdorferi ve tfidé IgM a IgG, Treponema palidum
e pocet erytrocytil a pfitomnost hemoglobinu
2.3. RozSifené vySetieni
e PCR pfi podezieni na HSV encefalitidu, tuberkulézu a oportunni
infekce/CMV infekce, toxoplazmébza/
e tumorovy marker — karcinoembryondlni antigen v likvoru a séru
e stanoveni CNS proteinii — napf. neuronspecifické enoldzy v séru jako
markeru postizeni nervové tkdné po hypoxii, tau-protein, beta-
amyloid — pti diagnostice demenci, ...
® beta-trace protein k urceni pfitomnosti likvoru v nazdlnim sekretu
(45,46)
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3.

BARIEROVE SYSTEMY

Vyména latek mezi krvi, likvorem a nervovou tkdni je regulovédna

bariérami, které vytvatfeji 4 kompartmenty duleZité pro ucely likvorové

diagnostiky:

Mezi

intravaskuldrni kompartment tvofeny luminy kapildr mozkového

parenchymu, chorioiddlniho plexu a leptomening
intraceluldrni prostor nervovych a gliovych bunék

extraceluldrni prostor mezi nervovymi a gliovymi bunkami otevieny

k likvorovému prostoru, tvofeny vybézky glie a neuront

likvorovy kompartment tvofeny mozkovymi komorami, bazdlnimi
cisternami, subarachnoiddlnim prostorem a tizkou zénou pfiléhajiciho

extraceluldrniho prostoru

jednotlivymi kompartmenty jsou ndsledujici bariérové systémy

s riznymi transportnimi mechanismy:

1.

2.

3.

hematoencefalickd bariéra tvofend pevnymi spojenimi mozkovych
kapildr s pfevdzné¢ transendotelidlnim  transferem lipofilnich

substanci mechanismem specifickych transportnich mechanismu

hematolikvorova bariéra tvofend chorioiddlnim plexem a endotelem
kapildr s dominantnim mechanismem pfestupu proteini do likvoru
difuzi a se specifickymi transportnimi systémy pro aminokyseliny,

elektrolyty a cukry

intra/extracelularni bariéra pifedevsim s transmembran6znim

transferem a specifickymi transportnimi systémy
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Hematoencefalickd bariéra a intra/extraceluldrni bariéra jsou lipidové
bariéry dovolujici pranik lipofilnich molekul do velikosti cca 500 Da
a zadrzujici vétSinu hydrofilnich molekul. Mezi likvorovym
a extraceluldrnim kompartmentem existuje difuzni ekvilibrium.
Hematolikvorovd bariéra je relativné propustnd pro hydrofilni molekuly
a v SirSim smyslu zahrnuje vSechny procesy ovliviiujici definitivni

koncentraci protein v lumbalnim likvoru.

VSechny krevni proteiny prostupuji kapildrni sténou mechanismem pasivni

s

difuze do mozku, extraceluldarni tekutiny a likvoru. V&tSi molekuly (napft.

,

IgM) prostupuji  pomaleji a vytvafeji  strmé&jsi  hematolikvorovy
koncentra¢ni gradient neZ molekuly mensSi /napf. albumin/. ZvySeni
koncentrace jednotlivého proteinu v séru ma za nasledek vysSsi koncentraci
téhoZ proteinu v likvoru, avSak gradient zUstdvad konstantni, cozZ muzZe byt
adekvatn¢ vyjadieno pomérem koncentrace proteinu v likvoru a séru - tzv.

koncentra¢nim kvocientem Q.
Napft. pro albumin Q alb = CSF alb/sérum alb.

Stupent cirkulace likvoru je hlavnim faktorem ovliviiujicim koncentraci

proteint v likvoru, tzn. sniZeni pratoku likvoru md za nésledek zvySeni

koncentrace sérovych proteint.

Albuminovy kvocient Q alb je obecné pifijimanym indikdtorem funkce
hematolikvorové bariéry zahrnujici stupen likvorového prutoku. ZvySena
koncentrace  albuminu v likvoru je vzZdy dusledkem  dysfunkce

hematolikvorové bariéry, nebot’ albumin pochdzi vyluc¢né z krve.

Redukce stupné likvorového pritoku mtiZze byt zplisobena:

e snizenou tvorbou likvoru

e omezenim pritoku v subarachnoiddlnim prostoru
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e blokddou resorpce likvoru v arachnoiddlnich klcich

W

Obecné patologické zvySeni koncentrace proteinu, napt. 1gG v likvoru, je

zapiic¢inéno dysfunkci hematolikvorové bariéry nebo intrathekdlni syntézou

IgG.

K rozliSeni mezi témito dvéma pfi¢inami je nutné porovnat Q IgG versus

Q alb.

V dusledku  permanentni  difuze sérovych proteinit do likvoru
v subarachnoiddlnim prostoru podél likvorovych cest stoupd koncentrace

protein mezi ventrikuldrnim a lumbdalnim likvorem.

Vztah mezi Q alb a Q IgG neni linedrni a je nejlépe vyjddfen numericky

i graficky hyperbolickou zdvislosti.

Hyperbolickd zdvislost byla nejprve urcena empiricky, pozdé&ji potvrzena
zdkony difuze a zdvislosti koncentrace proteini na stupni pruatoku

mozkomisniho moku.

Na zdklad¢ této teorie byl stupen cirkulace mozkomisniho moku urcen jako
hlavni moduldtor obsahu proteint v likvoru, a to proteina jak krevniho, tak
intrathekdlniho pavodu. Redukovany stupent cirkulace likvoru méa za
ndsledek zpocatku linedrni vzestup koncentrace proteinli, vzrustajici
koncentrace podél drahy cirkulujiciho likvoru vede k nartstajicimu
mnozstvi difundujicich proteint za jednotku ¢asu z krve do likvoru a tento
cyklus nartstajici koncentrace a zvySujiciho se molekuldrniho, resp.
proteinového pfestupu ptes bariéru vytvaii mechanismus pozitivni zpétné

vazby.

(45,40,41,39,1,2,3,4,39)
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4. DYNAMIKA PROTEINU POCHAZEJICICH PRIMARNE
Z NERVOVEHO SYSTEMU

Je odlisSnd od dynamiky proteini pochézejicich z krevniho séra. Hlavni
frakce proteinid v normdlnim likvoru /cca 80%/ je tvofena proteiny séra se
znaénym podilem albuminu. Asi 20% vznikd intrathekdlné z mozkového

parenchymu a leptomening, vyjimecné jsou specifické pro nervovy systém.

Zikladnim rysem téchto predominantné mozkovych proteint je jejich vys$si
koncentrace v likvoru ve srovnani se sérem, coZ indukuje jejich difuzi

smérem z likvoru do krevniho séra.

5. BIOCHEMICKE VYSETRENI LIKVORU

Spektrum biochemickych vySetieni likvoru stdle nardstd s rozvojem

laboratornich metodik. V zdsadé by vZdy mélo byt vySetieno:

e hladina celkové bilkoviny
e hladina glukdézy
e stanoveni hladiny imunoglobulint a albuminu

e stanoveni hladiny proteint akutni faze

M¢élo by byt provedeno vySetfeni spektrofotometrické, které nas informuje

o pfitomnosti hematogennich pigmentt.

5.1. Celkova bilkovina

Za normdlni lze povazovat u dospélého ¢lovéka hladinu mezi 0,20 az 0,45
g/l, u novorozencl lze povazZovat za normdlni aZ hodnotu 0,90g/l a u lidi

nad 60 let véku az do 0,60g/1.
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Zvyseni hladiny celkové bilkoviny muZe byt zplsobeno jednak poruchou
hematolikvorové bariéry — do likvoru pronika zprvu albumin a pfi vyrazné
poruSe bariéry 1 imunoglobuliny, pfip. moZnosti intrathekdlni tvorby

imunoglobulini v CNS.

ZvysSeni hladiny celkové bilkoviny je patologickym jevem a je obecné
soucasti likvorovych syndroml proteinocytologické asociace [/ pfi
soucasném zmnozeni poctu bun¢k / nebo protienocytologické disociace / pfi

normdlnim poctu elementi/.

5.2. Glukéza

Hladina glukézy dosahuje za normdlnich okolnosti asi 2/3 hladiny v séru —

cca 2,2 — 4,2 mmol/l.

ZvySeni hladiny glykorachie lze pozorovat casto u diabetikli, kde odrédzi
celkové vysokou hladinu glukézy v séru. Dédle byva nékdy vyssi u virovych
neuroinfekci, kde miuZe byt i nizSi. Vyrazné nizké hladiny glukdézy jsou

typické u hnisavych meningitid.

5.3. Laktat

Je dulezitym parametrem mozkového metabolismu. Hladina neni zdvisla na

plasmatické koncentraci laktatu.

Laktat vznikd v CNS v pfipadé anaerobni glykolyzy. Za normdlnich
podminek pfestupuje hematoencefalickou bariéru v malém mnozstvi. Pfi

bakteridlnich meningitiddch hladina vzristd aZ dvojndsobné.

10
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5.4. Albumin a imunoglobuliny

Hladiny imunoglobulini a albuminu musi byt paralelné stanovovany
v likvoru i v séru. Hematolikvorova bariéra vzdy propousti ur¢ité mnozstvi
proteinovych frakci, coZz odpovidd pfedevSim jejich vychozi koncentraci

v séru, ddle upozoriiuje na pfitomnost poruchy bariéry hematolikvorové.

Hladiny jednotlivych imunoglobulin v likvoru mohou byt zvySeny
1 pfitomnosti jejich intrathekdlni syntézy v CNS, a to pfi poruSe bariéry ¢i

izolované.

Pro vypocet stavu hematolikvorové bariéry a intrathekdlni syntézy

imunoglobulint bylo v klinické praxi pouZzivdno mnoho indexi a vzorcu.

V soucasnosti se za nejvyhodné&j$i povaZuje grafické zndzornéni funkce
bariéry a mozné piitomnosti syntézy imunoglobulini dle Reibera. Provadi
se pro imunoglobuliny IgG, IgA, IgM. Za nejpifinosnéjSi se povazuje
stanoveni hladiny IgG. Pifitomnost jeho oligoklondlni syntézy lze pozorovat
u neuroinfekci, zejména pii pifechodu do chronicity, velmi Ccasto

u roztrouSené sklerdzy.
Albuminovy kvocient odrdazi funkci hematolikvorové bariéry.

Jeho hladina se vyrazné méni s vékem. U novorozencl je vysokd — pfi

zvySené propustnosti hematolikvorové bariéry.

5.5. Proteiny akutni faze

Velmi perspektivni skupina likvorovych proteint, téZ nazyvand reaktanty

akutni faze.

Tyto proteiny ptfechdzeji do likvoru ze séra. Jejich hladina v likvoru je
zavislda jednak na jejich vychozi hladiné¢ v séru, jednak na funkci

z

hematolikvorové bariéry. Tyto bilkovinné frakce jsou integrdlni soucasti

11
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systému humordlni imunity a za jejich produkci jsou odpovédné

interleukiny, které mohou stimulovat jaterni buiiky k jejich tvorbé.

Tyto proteiny jsou syntetizovany v jatrech a jejich vyslednda hladina

v likvoru je zavisld na uvedenych okolnostech.

Jednd se o medidtory zanétlivé reakce, a to ve smyslu plus i minus. Nékteré
z téchto pusobkd zabranuji napt. posSkozeni tkdni zdnétlivym procesem
a jsou pak nazyvany reaktanty negativnimi. Tyto proteiny
zprostifedkovavaji aktivaci mezenchymdlnich elementi monocytdrni fady
v elementy makrofagické, ovliviiuji ndstup, ukonceni a rozsah uklidové
makrofagické reakce. VétSina téchto frakci patfi mezi alfa 1 a alfa
2 globuliny. Zmény jejich hladin, napf. u zéanétlivych onemocnéni, jsou

podkladem tzv. alfa-inverze popisované v elektroforéze likvoru.

Sledovani hladin nékterych reaktantll akutni fdze miZe mit zna¢ny vyznam

i pro zjisténi maligniho procesu CNS.

6. NEJCASTEJI SLEDOVANE FRAKCE PROTEINU
AKUTNI FAZE:

6.1. CRP - C - reaktivni protein

Stanoveni povazujeme za vyznamné u hnisavych neuroinfekci. Jeho
normdlni hladiny moZnost bakteridlnitho zdnétu prakticky vylucuji.
U ostatnich zdanétlivych afekci byvd hufe stanovitelny marker pfi velmi
nizké inicidlni hladiné v likvoru. Velky vyznam je pti odliSeni virové

a bakterialni infekce.

12
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6.2. Orosomukoid

Kysely glykoprotein z alfal frakce globulinii. U zdanétlivych chorob jevi
jeho hladina zfetelny vzestup. Velmi vyrazny vzestup muze provazet

maligni onemocnéni.
6.3. Prealbumin

Negativni reaktant. V likvoru dosahuje vysokych koncentraci proti

koncentracim sérovym.
6.4. Alfa 1-antitrypsin a alfa 1-antichymotrypsin

Negativni reaktanty zdnéctlivé faze. Tyto latky blokuji d¢inek enzymt, ¢imzZ

eliminuji tkanové posSkozeni zanétlivym procesem.
6.5. Alfa 2 - ceruloplasmin

Vyznam spocivd v tom, Ze se jednd o transportni mechanismus pro méd. Je

typickym proteinem akutni faze.

6.6. Transferin

Transportni mechanismus pro Zelezo, reaktant zanétlivé faze.
6.7. Fibrinogen

Uc¢astni se hemokoagulace, protein akutni faze. V likvoru je zodpovédny za
vznik sitky u kompresivnich likvorovych syndromt a za vznik Froinova

syndromu. Za normélnich okolnosti je jeho hladina velmi nizka.
6.8. C3, C4

Komponenty komplementového systému, proteiny akutni faze.

13



MUDr. Jana Svatonovd Diserta¢ni priace 2014

Biologické chovdni beta 2 mikroglobulinu v likvoru u klinicky definovanych nosologickych jednotek

7. STRUKTURALNI PROTEINY CNS

Tato skupina je téZ nazyvdna stopovymi bilkovinami /trace proteins/ pro

jejich velmi nizkou hladinu v likvoru.

Tyto proteiny nejsou sérového pivodu, ale jednd se o bilkovinné frakce
syntetizované v CNS. V séru jsou bud zcela nepfitomny, nebo jestliZze
pronikaji hematolikvorovou bariérou, jsou pfitomny i v séru, ovSem ve
stopovych az nemcéfitelnych koncentracich. Né&které z nich maji vztah

k neuroinfekcim.
7.1. Gama trace protein

Zvyseni hladiny je nespecifickou zndmkou piitomnosti rozpadu mozkové

tkdné¢.
7.2. Bazicky protein myelinu

ZvySeni hladiny je u roztrouSené sklerdzy, leukoencefalitid, vaskularnich

1ézi CNS.
7.3. GFAP - astroprotein — Glial Fibrillary Acidic Protein

Produkovan astroglialnimi elementy CNS. ZvySeni hladiny u neuroinfekci,

roztrouSené skler6zy, tumorid z gliovych bun€¢k, ...
7.4. Beta — trace protein

Zvyseni hladiny je u ischemickych cévnich 1ézi, infiltrativné rostoucich

tumort, roztrousené sklerézy, infekénich onemocnéni CNS.
7.5. Protein S 100

ZvySeni hladiny u neuroinfekci, kontuzi mozku. S - 100B spolu s tau
proteinem - velmi dulezité pfi stanoveni diagnézy Creutzfeldt-Jakobovy
choroby. Senzitivita a specificita stanoveni hladiny téchto proteinl je

kolem 90%. ZvySeni hladiny S — 100B pifedstavuje astroglidlni aktivitu
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a moznou destrukci, zatimco zvySeni tau proteinu je v disledku ztraty

neurond.
7.6. Bazicky protein myelinu

Protein s vysokym obsahem bazickych aminokyselin, ktery je soucdasti
myelinu. Jeho stanovovani je pouzivdno vyzkumné, ale i v klinické praxi —
u roztrouSené sklerézy, u neuroinfekci. Je povazovdn za vyznamny
antigen, ktery je schopen senzibilizovat a stimulovat imunitni systém

jedince k autoagresi.
7.7. Tau protein

Je protein intraneurondlni, mikrotubuly stabilizujici protein, primarné se
nachédzejici v axonech. Hladina je zavisld na véku, zvySeni je spojené se
stupném  neurondlniho  poSkozeni. Vysoce zvySenda hladina je
u degenerativnich onemocnéni — napi. Alzheimerovy demence, Creutzfeld—
Jakobovy choroby, akutniho mozkového infarktu. Normdlni hladina — napft.
u depresi, demence pifi alkoholické encefalopatii, Parkinsonové chorobég.
Zvysena hladina je rovnéZ u sclerosis multiplex v ¢asnych forméach. Spolu
sS - 100 B - zvyseni u CJID /Creutzfeld—Jakobovy choroby/. Dédle hladina
stoupd spolu s GAP 43 /Growth—associated protein/ a beta amyloidem 42
u frontotempordlni demence, Alzheimerovy demence, vaskuldrni demence.

Zvyseni tau proteinu je v disledku neurondlni a axondlni degenerace.

(1,2,3,4,5)

8. ELEKTROFORETICKE DELICI METODY
Elektroforéza na papite je jiZ prakticky opusténa.

Novéjsi elektroforetickou metodikou je izoelektrickd fokuzace.
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Izoelektrickd fokuzace je elektroforéza, kterd déli bilkoviny mozkomis$niho

moku a séra v gradientu pH podle jejich izolelektrickych bodi /pl/.

Aminokyseliny v bilkovindch maji amfoterni vlastnosti, tzn. Ze bilkoviny
mohou mit zdporny naboj pii hodnotidch pH vySSich nez je jejich pl
a kladny naboj pifi nizSich hodnotdch pH. Izoelektricky bod je pH, pfi

kterém ma bilkovina nulovy ndboj.

Bilkoviny béhem izoelektrické fokuzace putuji do svych pl, kde se fokuzuji

— koncentruji.

Po rozdéleni bilkovin moku a séra izoelektrickou fokuzaci jsou moZzZné

4 typy detekeci:
1. barveni v gelu
2. barveni v gelu po imunofixaci

3. blottovdni na membrdnu /nejcCastéji nitrocelulézovou/ s naslednou

imunodetekci

4. blottovani na membrdnu impregnovanou protilatkou proti lidskému

IgG s naslednou imunodetekci - tzv. afinitivni imunoblotting

Stanoveni oligoklondlniho 1IgG izoelektrickou fokuzaci s ndslednym
imunoenzymatickym barvenim pfedstavuje nejcastéji uzivanou
komplementdrni metodu k diagnostice zanétlivého procesu s intrathékdlni
IgG syntézou. Kvalitativni stanoveni IgA a IgM je rovnéz mozné, ale mén¢

senzitivni nez detekce oligoklondlniho IgG.

Na zdklad¢ mezindrodniho konsenzu je navrzeno 5 typi moZnych vysledki

pfi parové analyze likvoru a séra:

e Typ I. Normdlni likvor
e Typ 2. Oligoklondlni IgG pouze v likvoru /napt. sklerosis multiplex/
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e Typ 3. Oligoklondlni IgG v likvoru a jiné identické pdsy v likvoru
a séru /napt. neuroboreliéza/

e Typ 4. Identické oligoklondlni pdsy v likvoru a v séru /napf.
paraneoplastické syndromy/

e Typ 5. Monoklondlni pédsy v likvoru a séru /myleom nebo

monoklondlni gamapatie/
Péasy se obycejné¢ nachédzeji v alkalické oblasti elektroforetického pole.

Z hlediska neurologické diagnostiky jsou vyznamné typy 1, 2, 3. V ptipadé
nidlezi pod bodem 3 a 4 dostdvdme dal$i informaci, nebot oligoklondlni
pasy v séru jsou typické pro fadu jinych onemocnéni, napt. Guillantv-

Barreho syndrom, zanétlivé polyneuropatie.

(39,41)

9. INTRATHEKALNI PRODUKCE SPECIFICKYCH
PROTILATEK

Ptipady, kdy se podaii z mozkomiSniho moku izolovat mikroorganismus
odpovédny za vznik zdvazZného onemocnéni mozku nebo michy, jsou

ojedin¢lé.
Efektivnéjsi je sledovani specifickych protildatek, jejichz tvorbu
mikroorganismus vyvolal.

Existuje nékolik metod, které ndm to umoZziuji:

1. Vypocet protilditkovych indext, které informuji o intrathékalni
produkci specifickych protilatek na zdkladé stanoveni ELISA

technikou.
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2. Capture ELISA, specifické protilaitky jsou vychytdvdny na
nespecifické anti-IgG, resp. anti-IgM protilatky; detekce se provadi
se znacenym antigenem, proti kterému je namifena specifickd
protildtka. Pokud jsou v mozkomiSnim moku vyssi titry specifickych

potilatek nez v séru, svéd¢i to pro lokdlni onemocnéni.

3. Imunoblotting, antigeny mikroorganismu jsou elektroforeticky
rozdéleny podle svych molekulovych hmotnosti, pfeneseny na
nitrocelul6zovou membrdnu a pak inkubovdny s mozkomiSnim
mokem a se sérem, srovndva se pocet a intenzita vybarvenych pési,

Vv s W

pro lokédlni onemocnéni svéd¢i vysSsi pocCet a intenzivnéjSi vybarveni

,

past po inkubaci s mozkomi$Snim mokem ve srovndni se sérem.

4. Afinitni imunoblotting, specifické protilatky rozdélené
izoelektrickou fokuzaci jsou vychytdvdny na nitrocelulézovou

membrdnu nasycenou antigenem, proti kterému je namifena

-t

specifickd protilatka. Pokud je v mozkomiSnim moku vyS$S$i poce
pdstt nebo jsou intenzivnéji vybarveny nez v séru, svédéi to pro

intrathekdlni produkci specifickych protilatek.

5. M¢éteni specifickych protildatek produkovanych lymfocyty

izolovanymi z mozkomiSniho moku a kultivovanymi in vitro.

(39,41)

10. PROTILATKOVY INDEX

Molekuly imunoglobulinti pfechédzeji ze systému do CNS i za
fyziologickych podminek, tj. pfi neporusené hematolikvorové bariéte.
Porovndnim stanoveni koncentraci celkového nespecifického
imunoglobulinu v moku a v séru s koncentracemi specifického

imunoglobulinu muzZeme zjistit, zda koncentraéni pomér — kvocient je
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u specifického Ig stejny jako u celkového nespecifického IgG nebo zda je
vyS$Si. Pokud je vyS$S8i, dochdzi k intrathékalni produkci specifickych

protildtek, jde o imunitni odpovéd proti danému antigenu pfimo v CNS.
Pomér téchto kvocientd se nazyva protilatkovy index.

(,2,3,4,45,39,40,41)

Prikaz virovych a bakteridlnich antigeni:

Pouzivaji se ELISA techniky, imunoblotting, PCR — polymerdzové fetézové
reakce. Tuto citlivou metodu Ize pouZit k prikazu virdl a bakterii

u neuroinfekci pouze tehdy, pokud jsou v moku pfitomny.

11. AUTOPROTILATKY

11.1. Anti-MBP protilatky /proti bazickému proteinu myelinu/

Poprvé byly zjiStény u pacientli s roztrouSenou skler6zou. Antigenem je

bazicky protein myelinu. Stanovuje se metodou RIA.

Anti-MBP protildtky jsou senzitivnim markerem demyliniza¢niho procesu.

11.2. Anti-MAG  protilatky /proti gylkoproteinu asociovanému

s myelinem — Myelin Associated Glycoprotein/

Antigen - minoritni glykoproteinovd komponenta myelinu centrdlniho
1 periferniho nervového systému, strukturdlné podobny nékterym

adhezivnim molekulam.

Protildtky proti MAG jsou vétSinou monoklondlni imunoglobuliny tfidy

IgM, vySetfujeme je v séru pacienta.
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Indikaci k vySetfené anti-MAG je pfedevSim neuropatie spojend

s monoklondlni gamapatii IgM.

K detekci se uziva metoda ELISA nebo imunoblott.

11.3. Antiglykolipidové protilatky

Tyto protilitky se zfejmé pifimo podileji na patogenezi neuropatii.
Stanovuji se metodou ELISA. Velké mnoZstvi je stanoveno napf.

u Guillain—Barrého syndromu.

12. SPEKTROFOTOMETRICKE VYSETRENI LIKVORU

Spektrofotometrické vysSetieni nds informuje o pfitomnosti hematogennich
pigmentt v likvoru, md vyznam u piithod hemorhagickych,
subarachnoiddlniho krvaceni, intraparenchymového mozkového hematomu

a prokrvacenych mozkovych tumort.

Spektrofotometrické vySetfeni pomuze odliSit pfitomnost arteficidlniho

krvaceni.
VySetteni se provadi ve spektru viditelného svétla.

V likvoru lze bezpecné identifikovat hematogenni pigmenty:

oxyhemoglobin, bilirubin, methemoglobin.

12.1. Oxyhemoglobin

Pronikéd do likvoru z rozpadajicich se erytrocytl, mok se jevi jako rizZovy,
¢erveny. Absorpcéni pik oxyhemoglobinu je pfi 415 nm, je doprovdzen

dvéma piky vedlejSimi.
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[zolovand  piitomnost oxyhemoglobinu se vyskytuje u Cerstvych

intermeningedlnich krvaceni vSeho druhu.
12.2. Bilirubin

Vznikd v bunkdch mozkovych a misSnich obali pisobenim enzymu
hemoxygendzy na oxyhemoglobin. Vznikly bilirubin se dostdvd do
likvorového prostoru, Zelezo putuje do elementl retikuloendotelidlniho
systému a za pomoci transportnich mechanismi pro Zelezo je pak ddle

distribuovano.

Absorp¢éni maximum bilirubinu kolisd mezi 430 a 460 nm, coZ je zpuisobeno

tim, Ze lze odliSit dvé bilirubinové frakce — LB frakce a SB frakce.
Vzorek je pfi pfitomnosti bilirubinu vyrazné Zluty nebo nazloutly.
12.3. Methemoglobin

Vznikd z hemoglobinu oxydaci jeho dvojmocného zeleza na Zelezo
trojmocné, které vaze kyslik, ten vSak jiZ nemuzZe byt uvolnén k utilizaci

tkanim.

V likvoru se vyskytuje izolované pouze vzacné, Casto lze zaznamenat jeho
pfitomnost spolu s ostatnimi hematogennimi pigmenty. Likvor ma hnédavou

barvu, kterd pirechdzi do okrové Zluté.
Absorpéni maximum je pti 406 aZ 408 nm.

Pfitomnost methemoglobinu lze zaznamenat pti krvdceni do ohrani¢enych
uzavienych prostor CNS, napt. pfi epidurdlnim hematomu, subdurdlnim
hematomu, intraparenchymdlnim mozkovém hematomu ¢i u prokrvacenych

mozkovych tumort.

(2,3,4,39,40)
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13. CYTOLOGIE LIKVORU

Morfologické zhodnoceni bunék v likvoru je vyznamnou soucasti likvorové
diagnostiky. Bunéc¢né elementy jsou stanoveny ve Fuchsové — Rosenthalové

komtrce .
Cytologické vySetieni umoZznuje:

e diagndzu zanétlivého likvorologického syndromu
e diagndézu patologického krvaceni do likvoru
e diagnézu nespecifického iritacniho likvorologického syndromu

e diagn6ézu nddorového onemocnéni

13.1. Priprava cytologického preparatu
V klinické praxi jsou pouzivany nejcastéji 3 nasledujici metody:

e cytocentrifugacni technika
e sedimentacni technika

e filtrace

13.2. Metody barveni cytologického preparatu:

a. Konvenéni metody

Témito metodami ziskany cytologicky prepardt je ndsledné¢ barven
zdkladnim standardnim barvenim dle Maye-Grunwalda-Giemsy
s nabarvenim bunéfného jadra a cytoplazmy. V indikovanych pfipadech
jsou provadéna specidlni barveni, napf. dle Grama k diferenciaci bakterii,

Ziehlovo-Nielsenovo barveni k prikazu mykobakterii, ...
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b. Imunocytochemické metody

Diagnosticky relevantni antigeny mohou byt vizualizovany
imunochemickymi metodami za pouziti piisluSnych monoklonélnich
protildtek. Protilatka znaend enzymem umoZziuje ndslednou barevnou
reakci s pfisluSnym substrdtem. Tato metoda je nejCastéji uzivdna ke
stanoveni intraceluldrni pfitomnosti imunoglobulina tfidy IgG, IgM, IgA

v tzv. B aktivovanych lymfocytech nebo k typizaci nddorovych bunék.

c. Molekularné biologické metody

Tyto metody: in situ-hybridizace, in situ-PCR, nemaji klinické rutinni

vyuZziti, jsou pouzivdny hlavné ve vyzkumu.

13.3. Fyziologické bunécné slozeni likvoru

Bunky v likvoru jsou pravdépodobné krevniho ptvodu. Jak dlouho tyto
buiiky zistdvaji v perivaskuldrnim prostoru mening, nez jsou uvolnény do
likvoru, neni zndmo. RovnéZ neni zndmo, zda lymfocyty z mozkového

parenchymu prechédzeji do likvoru.

V lumbélnim likvoru se vyskytuji za normdlnich okolnosti 2 buné&cné
druhy: lymfocyty /70%/, monocyty /30%/. Erytrocyty a neutrofilni
granulocyty jsou pfitomny pouze v dusledku arteficidlni krevni pfimési. V
likvoru se mohou vyskytovat bunky chorioiddlniho plexu, ependymadlni

buiiky, arachnoiddlni bunky. Ty vSak nemaji diagnosticky vyznam.

(1727374)
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Obrdzek 1: Neaktivované lymfocyty

Obrdzek 2: Neaktivované a aktivované formy lymfocyti
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Obrdzek 3: Neaktivovany monocyt

Obrdzek 4: Monocyt se zndmkami aktivace
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Obrdzek 5: Aktivovany monocyt

Obrdzek 6: Monocyty a granulocyty
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Obrdzek 7: Neutrofilni granulocyty

Obrdzek 8: Degenerativni formy neutrofilu
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14. PATOLOGICKE CYTOLOGICKE NALEZY V LIKVORU

Znamky nespecifické aktivace v cytologickém obraze:

Pti¢iny — napf. pfitomnost cizich téles, patologické procesy hluboko

v mozkovém parenchymu.

Cytologicky obraz — aktivované formy lymfocytd, monocyti, ¢asto pfimés

neutrofilnich granulocyta.

14.1. Cytologicky obraz v likvoru p¥i patologickém krvaceni:

Pfi priniku krve do likvoru dochdzi k aktivaci monocytdrné¢ —fagocytdrniho
systému se vznikem raznych typi fagocyti podilejicich se na postupném
odstraiiovdni krve z likvorovych prostori. Morfologicky rozliSujeme
nasledujici fagocyty: erytrofdgy, siderofdgy, hematoidinsiderofdgy. Tyto
zmény nesleduji vZdy chronologicky sled. SoucCasné se mohou vyskytovat
erytrofdgy i siderofdgy. Fagocytéza se objevuje jiZz za 2-18 hodin po

krvaceni.

V diagnostice patologického krvaceni do CNS se uplatiluje rovnéz

spektrofotometrie.

14.2. Cytologicky obraz v likvoru u zanétlivych onemocnéni:

Zvyseni poctu bunék v likvoru /pleocyt6za/ neznamend automaticky
infek¢ni onemocnéni a naopak ne kazd4d infekce nervového systému zpisobi

pleocytézu.

Jednotlivé bunécné typy:
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a. Polymorfonuklearni leukocyty

Objevuji se pii akutni reakci mening v likvoru rychle, ale po odbéru jejich

pocet rychle klesa.

b. Neutrofilni granulocyty

Maji segmentované jdadro, objevuji se u bakteridlnich infekci, maji
schopnost fagocytézy. Béhem jednoho tydne mizi. Pokud pfetrvavaji déle,

je nutno zvazit i jiné diferencidlné¢ diagnostické mozZnosti.

c. Eozinofilni granulocyty

Maji oranZové cCervend granula v cytoplazmé. Pokud jejich mnoZstvi
pfesahuje 1% v diferencidlnim cytologickém obraze, musime pomySlet na

parazitarni onemocnéni nebo pfitomnost ciziho télesa.

d. Makrofagy /fagocyty/

Jsou aktivované a morofologicky transformované monocyty odstrainujici
cizi materidl z nervové tkané¢ a likvoru. Podle typu fagocytovaného
materidlu rozliSujeme bakteriofagocyty, leukofdgy, erytrofdgy, lipofagy,

pigmentofigy.
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Obrdzek 9: Lipofdg

" . it o i el

Obrdzek 10: Lipofdg, fagocytosa erytrocytii
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Obrdzek 11: Aktivované monocyty s adherovanymi erytrocyty

Obrdzek 12: Erytrofdgy
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Obrdzek 13: Siderofdgy

Obrdzek 14: Siderofdgy s krystaly hematoidinu
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e. Plazmatické buinky

V normdlnim likvoru se nevyskytuji. VZdy poukazuji na zanétlivou reakci.
Plazmatické bunky jsou poslednim diferenciaénim stupném vyvoje
B lymfocytd produkujicim protilatky. Maji excentricky uloZené jadro
s kondenzovanym chromatinem, perinukledrnim projasnénim a bazofilni

cytoplazmu.

Obrdzek 15: Neaktivované, aktivované lymfocyty, lymfoplasmocyty

® |

H
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Obrdzek 16: Plasmocyt

Obrdzek 17: Plasmocyt
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Obrdzek 18: Plasmocyt, neutrofily

Obrdzek 19: Aktivovany lymfocyt s cytoplasmatickym projasnénim
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Obrdzek 20: Lymfoplasmocyt

f. Aktivované B lymfocyty

Ptredstavuji vyvojovy mezistupen B lymfocytu a plazmocytu.
Imunoglobuliny tifidy IgG, IgA, IgM jsou prokazatelné imunocytochemicky
intracytoplazmaticky a nejsou jeSté sekretovdny do likvoru. Pravidelné¢ jsou

piitomny s plazmocyty.

,

14.3. Cytologicky obraz v likvoru u nadorovych onemocnéni:

v e

Diagnostika nddorovych bunék v likvoru patii k nejobtiZnéjSim a je nutné
pfi podeztfeni na nddorové onemocnéni provést dal$i vySetieni - jako

stanoveni nadorovych markertl, event. imunocytochemické vySetieni.
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a. Cytologicka Kkritéria malignity:

e polymorfie buné¢nych jader

® polychromazie

e zmnoZeni jadérek

e vicejadernost bunék

e zvySeny pocet mitdz

e atypické mitézy

e posun v jadern¢ - plazmatickém poméru

e zvySena variabilita cytopazmy s nehomogennimi strukturami
e vakuolizace

® neostré ohranic¢eni bunéénych struktur

b. Primarni mozkové tumory

Jejich bunky nalézdme v likvoru pouze sporadicky, castéji nachdzime
buitky meduloblastomu, neuroblastomu, ependymomu a dysgerminomu.
Obcas mohou gliomy indukovat privodni lymfo-monocytdrni zanétlivou

reakci, nékdy s pfitomnosti aktivovanych B lymfocyti nebo plazmocytt.

c. Sekundarni mozkové tumory

Nejcastéji metastazuje do CNS karcinom prsu, plic, ledvin, zaludku
a maligni melanom. Pfi karcinomatdéze mening je cytologie Ilikvoru

nejpiinosnéjs$i diagnostickou metodou.

d. Lymfomy a leukémie

Veétsina lymfom@ vznikd z B lymfocytd. Primédrni lymfom mozku je vzacny.

Sekundarni lymfom se maze vyskytnout ve form¢ solitdrni nebo difuzni.
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15. SYNDROMOLOGICKA KLASIFIKACE LIKVOROVYCH
CYTOLOGICKYCH NALEZU

15.1. Normalni nalez

e lymfocyty 50-80%, monocyty 20-50%

® v obou fadach ptrevazuji klidové formy /maximélné 10-20%
aktivovanych forem/

e 74dné lymfoplazmocyty, ani zralé plazmatické bunky

e 74adné lipofagy

e 74dné segmenty

15.2. Patologicka oligocytéza
Normalni pocet buné€k, patologickd celuldrni skladba:

a. Lymfocvtarni oligocytodza:

e pievaha lymfocytd  + zvySené  relativni  zastoupeni  jejich
aktivovanych forem

e plazmocytdarni formy

Hodnoceni: diskrétni ser6zné-zanétlivé zmény, prfitomnost plazmocytarnich

forem jsou typické pro chronické neuroinfekce a roztrousenou sklerdézu.

b. Monocytarni oligocytéza:

e pievaha bunék monocytarni fady
e zvySené relativni zastoupeni aktivovanych forem této fady
e popi. pfitomnost specifického substriatu fagocytézy /lipoféagy,

erytrofdgy, pigmentofagy/
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Hodnoceni: nespecifickd abnormita, neni-li pfitomen specificky substrat
fagocytozy, jde nékdy spiSe o variantu normdlniho nédlezu. Tento ndalez je
nejcastéjSi cytologickou abnormitou u polyradikuloneuritidy Guillain-
Barrého, Casty u vertebrogennich onemocnéni, u nezanétlivych onemocnéni
nervové soustavy. Ndlez lipofdgl je podeziely z destrukce nervové tkané
bohaté na lipidy, ndlez erytrofdgld, resp. hematogennich pigmentu,

prokazuje Cerstvé, resp. starSi krvaceni do likvorovych prostor.

c. SmiSend mononuklearni oligocvytoza:

e ziroven pifitomnd aktivace bunck lymfocytdrni i monocytdarni tady,

aniz by zndmky aktivace v jedné z obou tad zieteln¢ pfevazovaly.

W

Hodnoceni: pfitomnost plazmocytarnich forem vzdy odrdzi zanétlivy proces
v likvorovém kompartmentu, nejsou-li plazmocytarni formy zachyceny, jde
o nepfili§ specificky nédlez, muze jit o zdnétlivé i nezdnétlivé onemocnéni

nervového systému.

d. SmisSend oligocytoza /mononukleary + segmenty/:
e vyznamné zastoupeni granulocytd /cca 20 -50 %, nejcastéji
neutrofilnich/

Hodnoceni: ne zcela typickd ,reakce akutni fdze“. Jde o vyraznou
patologii, kterd muZe signalizovat incipientni hnisavou i nehnisavou
neuroinfekci nervového sytému, piitomnost eozinofilli miZe znacit
alergickou reakci, ale také infekéni komplikaci po invazivnich

neurochirurgickych vykonech.
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e. Granulocytarni oligocytoza:

e zietelnd pfevaha granulocytl /nejcastéji neutrofilnich/

Hodnoceni: incipinetni hnisava ¢i nehnisavad neuroinfekce, ,,rekace akutni
faze*“, alergickd reakce, infekéni komplikace po neurochirurgickych

invazivnich vykonech. NejcCastéji ale neuroinfekce.

f. Tumorézni oligocytdza:

e pifitomnost nddorovych bunék v preparétu

15.3. Pleocytéza

Zvyseny pocet elementi:

a. Lymfocvtarni pleocvtdza:

e pocet elementl velmi razny /desitky az stovky/
e ptevaha lymfocytl
e zvysSené zastoupeni jejich aktivovanych forem

e zpravidla piitomny plazmocytdrni formy

Hodnoceni: ser6zné-zanétlivé zmeény.

b. Monocytarni pleocytéza:

e pocet elementl vétSinou jen mirné zvysen
e pievaha monocytdrnich buné¢k
e zvySené zastoupeni jejich aktivovanych forem

e né&kdy pfitomnost specifického substrdtu fagocytézy
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Hodnoceni: etiologicky nespecifickd ,reaktivni®“ abnormita - napf.
ischemie CNS, polyradikuloneuritida Guillana-Barrého, termindlni féze

neuroinfekci.

c. SmiSend mononuklearni pleocytéza:

7z

e zmnoZeni bunék lymfocytdrni i monocytdrni fady nebo zvysSené
zastoupeni aktivovanych forem v obou ftaddch bez jednoznacné
pfevahy jedné z nich

e pifitomny aktivované formy obou tad

e piitomnost specifického substratu fagocytézy

Hodnoceni: ser6zné-zanétlivé zmeény, je-li vSak pocet elementli jen

hrani¢né¢ zvysSen, jde o nepiiliS specificky ndlez, muze jit o zanétlivé

i nezdnétlivé onemocnéni nervového systému.

d. SmiSend pleocytdéza /tj. mononukleary + granulocyty/:

e pocet elementl je velmi rizny /hrani¢ni az k tisictim/
e signifikantni zastoupeni granulocytl v preparédtu /cca 10-50%/

W

e piitomny zndmky aktivace v lymfocytdrni nebo monocytdrni fadeé

Hodnoceni: vétSinou zdanétlivé onemocnéni CNS, vyssi pocet elementl
/stovky/ byva u pocinajicich neuroinfekci, ale také v proliferativni fazi
neuroinfekci hnisavych. Je-li pocet elementl jen hrani¢né zvySen, miZe jit

1 o reaktivni abnormitu.

e. Granulocytarni pleocvtoza:

e pocet elementl vyrazné zvySen /az desetitisice/

41



MUDr. Jana Svatonovd Diserta¢ni priace 2014

Biologické chovdni beta 2 mikroglobulinu v likvoru u klinicky definovanych nosologickych jednotek

e vzdicnéji jen mirné zvySen pocet elementi, prakticky vzdy neutrofily,

vyjimecné eozinofily

Hodnoceni: charakteristicky ndlez pro hnisavé neuroinfekce. Je-li
pleocyt6za jen mirného stupné, miiZe jit o incipientni zanét nehnisavy,
vyjimec¢né reaktivni abnormitu. Piitomnost cetnéjSich eozinofill miZe

znamenat alergickou reakci i neuroinfekci.

f. Tumoroézni pleocvtdza:

e piitomnost nddorovych buncék v prepardtu

(1,2,3,4,40,39)

16. BETA2-MIKROGLOBULIN

Beta2-mikroglobulin byl poprvé izolovdn v r. 1968 Beggardem a Bearnem
z moce pacientli s onemocnénim proximdlniho tubulu. Poté byla studovédna
jeho struktura, metabolismus a jeho vyznam v riznych medicinskych

oborech.

Beta2-mikroglobulin je nizkomolekuldrni protein, vysoce stidly bé&hem
evoluce, jehoz syntéza je kontrolovdna z lokust na 6. chromozému. M4
molekulovou hmotnost 11.800 Daltont. Je tvofeny 99 aminokyselinami,
jejichZz sekvence je zndma. M4a vnitini disulfidickou vazbu a vytvairi tim

smycku. /viz. obr.21/

Nédpadnd je podobnost jeho primdarni i sekunddrni struktury s konstantni
doménou IgG, zvlaste¢ doménou CH3 /vice nez % poloh je identickd a také
beta2-mikroglobulin zaujima konformaci beta listu, typickou pro
imunoglobulinovou strukturu/, coZz vede k pfedpokladu, Ze se oba, beta2-

mikroglobulin 1 IgG, vyvinuly ze stejného ancestralniho genu.
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Beta2-mikroglobulin tvofi lehky nevariabilni fetézec histokompatibilnich
antigentt /HLA 1. tfidy/, proti nimZ je zaméfena imunologickd intervence po
transplantaci. HLA jsou s rliznou intenzitou syntetizovdny vSemi Zivymi
jadernymi bunkami téla a jsou rozmistény na jejich bunécném povrchu,
nejhustéji na lymfocytech a makrofdzich. Nenachdzi se na erytrocytech. Ve
srovnani s lymfocyty je molekul HLA napifikald 5x méné na jaternich
bunkdch, 200x méné€ na bunkdach kosternich svald a 1000 x méné na

buiitkdch mozkovych.

Beta2-mikroglobulin je k té¢Zkému fetézci HLA nekovalentné v4zén,
nasledkem metabolismu a degradace HLA je od tézkych fetézct disociovan,
a poté se objevuje ve volné formé v extraceluldrni tekutiné a ve vSech
télnich tekutinidch - sérum, mo¢, ascites, pleurdlni tekutina, synovidlni

tekutina, sliny, likvor, zatimco téZky HLA ftetézec je rychle degradovan.

Tvorba beta2-mikroglobulinu a jeho uvolnovadni do téchto tekutin jsou

u zdravych lidi konstantni a velmi nizké — 0,13 mg/hod/kg hmotnosti.

V séru se zvySuje hladina beta2-mikroglobulinu u rtiznych stavii — u nddora
/mnohocetny myelom, non - Hodginsky lymfom, Hodgikova choroba,
chronickd lymfatickd leukémie/, zéanétli, imunologickych onemocnéni,
selhdvani ledvin - kdy dochdzi ke snizeni katabolismu beta2-
mikroglobulinu, nebot’ beta2-mikroglobulin je z 99% vylucovan ledvinami.
Komplexni vzorec korelace mocového kreatininu, albuminu a beta 2-
mikroglobulinu je sledovdn jako vysoce specificky mechanismus rendlni
filtrace. VySetfeni v moci piedstavuje mens$i zaté¢z / neinvazivni odbér na
rozdil od odbéru krve, moZnost opakovanych odbérh../vede k Casné

detekci, prognoze,a sledovdni odpovédi na 1écbu.( 16)

Koncentrace beta2-mikroglobulinu v séru je ovliviilovdna velkym

mnozstvim faktord, a proto jeji stanoveni nemd velky diagnosticky vyznam.
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Zvyseni hladiny beta2-mikroglobulinu v likvoru odpovida lokdlni produkci
a je pripisovdno piedevSim aktivaci imunitniho systému, produkeci

anomdalnimi buiitkami a ddle uvoliiovani pfi tkdnové destrukci.
(5,6,17,33)
Obrdzek 21 — molekula beta2-mikroglobulinu

636 Schardifn and Statiuy van Eps
Light chain heavy chain

Zone bearing
aliotypic (HLA)
determinants

Lipsd bilayer of the
<ylopiasmic membrane

oy

Moleculsr strokes radius 16A Amino-acid residuss: 100
Sedimemation cosffictent 5;,w = 1.6 Cartiohydrates: ©
Estimated molecylar weight: 31 800 dalten  pl; 5.7 Fig. 2. A schemotic representation of the HLA complex icluss 1) with
the heavy chain teight side ) pemetrating the cytoplosmic membrane and
the fight chain being fr-microglobulin urached avi-covalendy o the
heavy chain, From Phadedoc Diagnostic Communications 6 9 1979
(Pharmacia Diagnostics AB, Uppsala. Sweden),

Fig. V. Primury srructure wnd physicochemical «haraviecistics of B;-
mivroutibulin,g From Phadedoe Dingnostic Communications 6: 4 197¢
Phurmacia Dingnostics AB. Uppsala, Sweden).

Indikace stanoveni hladiny beta2-mikroglobulinu:

e monitorovani a sledovani uspéSnosti [é¢by lymfomu, plasmocytomu,
non - Hodginského lymfomu

e stanoveni glomeruldrni filtrace — pfedevSim u déti

e diagn6za a monitoring u tubulo-intersticidlniho posSkozeni ledvin

e podezfeni na dialyze — zdvislé amyloiddze

e stanoveni rendlnich funkci po transplantaci ledvin a Casnd detekce

onemocnéni cytomegalovirem

e 7zjiSténi nepfijeti transplantdtu po transplantaci kostni diené
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® monitoring a progrese onemocnéni u pacienti HIV pozitivnich

(6,24,44)

Stanoveni hladiny beta2-mikroglobulinu soucasné s hladinou ferritinu
v mozkomiSnim moku muze byt uzZivdno jako marker pro diferencidlni

diagnézu meninigtid a stanoveni odpovédi na 1éCbu.

Byla publikovédna studie 122 pacientii — rozdélenych podle zndmé etiologie
obtizi do tfi skupin: bakteridlni meningitidy, virové meningitidy a skupina

nemeningitickych postiZeni.

Hladina beta2-mikroglobulinu a ferritinu byla stanovena metodou latexové

fotometrické imunoesseye /LPIA/.

Hlavni kriteria pro diagnézu meningitidy byla horecka, cefalea, zvraceni

a pleocytosa v mozkomi$Snim moku.

Prvni skupina — bakteridlni meninigitida s etiologickym agens H. influenze

a Streptococcus sk. B. Byla intravenozné¢ poddvana antibiotika.

Ve druhé skupiné¢ virovych meningitid bylo etiologické agens - virus
zardének, spalnicek, echo virus, herpes zoster, enterovirus — stanoveni bylo

potvrzeno serologickym vySetfenim.

Tieti skupina byli pacienti s normdlnim mozkomiSnim mokem. Byly zde
pacienti s nejriznéjSimi onemocnénimi — jako napt. epilepsie, leukemie ve

fazi remise, febrilni kiece, pneumonie, infekce mocovych cest, ...

Studie ukézala, Ze hladina vySe jmenovanych proteini ve skupiné
nemeningitickych postiZzeni zdvisi na véku. Vzorky od pacientii starSich
5 mésici vykazovaly vys$si hladinu proteind neZ u pacienti mladSich nez
6 mésici. Hladina beta2-mikroglobulinu byla vyrazné¢ zvySena u pacientl

s virovou meningitidou neZ u pacientll s nemenigitickym postizenim CNS.
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Hladina ferritinu byla vysSSi u pacientl s bakteridlni meningitidou nez
u pacientl s virovou meningitidou a zdvisela na odpovédi na antibiotickou

1écbu. Tyto vysleky jsou signifikantni pro pacienty star$i nez Sest mésica.

Ferritin a beta2-mikroglobulin mohou byt uZivdny jako diagnosticka

kriteria v akutni fdzi meningitid a ur€ovani odpovédi na 1écbu antibiotiky.

Studie ukdzala, Ze je indikovdno rychlé stanoveni beta2-mikroglobulinu
a ferritinu v mozkomi$Snim moku jako diagnostické kriterium pro akutni
fazi meningitidy a stanoveni odpovédi 1écby meningitidy. Koncentrace
beta2-mikroglobulinu a ferritinu je zdvisld na véku - v zdvislosti na
propustnosti hematoencefalické bariéry. A hladina beta2-mikroglobulinu

a ferritinu koreluje s hladinou celkové bilkoviny.

Koncentrace beta2-mikroglobulinu a ferritinu byla signifikantné zvySena
u pacientl s virovou meningitidou. Koncentrace ferritinu byla signifikantné

zvySena u pacientil s bakteridlni menigitidou neZ u virovych meningitid.
(24,48,49,50)

Nizkomolekularni proteiny / interleukin-6,tumor nekrotizujici faktor
alfa,beta 2-mikroglobulin/ maji opodstatnéni pti sledovani glomeruldrni
filtrace, pii studovani vztahll normdlni funkce ledvin / 18 ti mési¢ni

srovnavaci studie zdravych a pacientli s chronickou rendlni insuficienci/.
(36,16)

U novorozenct se symptomatickou infekci cytomegalovirem je vysokd
hladina beta2-mikroglobulinu v mozkomiSnim moku a koreluje

s neurologickymi nédlezy na zobrazovacich vysetienich /CT, MRI, SONO/.

Byla vysSetfovdna skupina 23 novorozenci se symptomatickou vrozenou
infekci CMV. Klinické postiZzeni bylo mikrocefalie, hepatosplenomegalie,

ikterus. Provedena lumbdlni punkce, kranidlni sonografie, CT, MRI.
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SONO ukézalo periventrikuldrni kalcifikace, dilatace mozkovych komor,

periventrikuldrni cysty.

CT vySetfeni - periventrikuldrni kalcifikace, subkortikdlni, kortikdlni,

7N

cerebeldrni kalcifikace. RozS$ifeni mozkovych komor.

MRI - periventrikuldrni  kalcifikace, postizeni nucleus caudatus,

pachygirie, polymikrogyrie.

Nélezy v likvoru - pleocytosa, zvySend hladina celkové bilkoviny,

pfitomnost erytrocytl, signifikantni zvySeni beta2-mikroglobulinu proti

kontrolni skupiné.

Nebyla nalezena korelace mezi vysledkem vySetfeni zobrazovacimi
metodami a hladinou proteint v likvoru, ale vyraznd pozitivni korelace
mezi hladinou beta2-mikroglobulinu a pozitivhim nédlezem zobrazovacimi
metodami. Podle této studie se zdd, Ze vysoké hodnoty beta2-
mikroglobulinu nejsou zdvislé na poruSe hematolikvorové bariéry, data
naopak odpovidaji intrathekdlni produkci beta2-mikroglobulinu. Hlavni
podil na zvySeni beta2-mikroglobulinu ma zfejm¢ glidlni proliferace.
Beta2-mikroglobulin je pfitomen na povrchu glidlnich bunc¢k, které ho in

vitro produkuji.
(8,9,13,22,,47,49)

Antibakteridlni protein izolovany z lidské plodové vody byl shleddn
totoznym a beta2-mikroglobulinem.Studie prokdzala,ze je vytvafen

amniotickymi buiikami ,které jsou vystaveny patogenim.

Antibakteridlni aktivita byla proti L. monocytogenes, Escherichia coli,

z

Streptococcus aureus, Staphylococcus epiderdimidis ..ZvySeni hladiny
beta2 —-mikroglobulinu bylo zji§téno v plodové vodé, u dospélych a ve
fetdlnim seru pfi vystaveni témto patogentim / plodovda voda  byla

odebirdna t¢hotnym Zendm ve tfetim trimestru gravidity (31)
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Velky zdjem piedstavuje studium markeri v mozkomiSnim moku pti HIV-1
pozitivni infekci v asymptomatickém stadiu. Nejdfive je nalezen HIV-1
v mozku /v ranych stadiich/, pozdé&ji se stdvda CNS terCem virli, a kone¢n¢
vede HIV-1 infekce k AIDS demenci. Jednd se o devastujici neurologickou
komplikaci, kterd vede k poruse kognice, chovdni a motoriky béhem tydnt
az mésicta. V retrospektivni studii bylo demonstrovdno, Ze prevenci

demence je poddvani zidovudinu.

V této studii byly sledovdny zmény v mozkomiSnim moku pfed poddnim
a po podavani léku. VSichni pacienti byli neurologicky asymptomaticti.
Byly sledovdny zmény béhem 1écby - v hladiné beta2-mikroglobulinu
monocytarniho chemotaktického proteinu /MCP-1/ a rozpustného tumor

nekrotizujiciho faktoru alfa /sTNRFs/.

Odbéry byly provedeny pied 1écbou, béhem 1é¢by a po skonceni. Poddvéano
bylo 3x 200 mg zidovudinu, 2x denné 150 mg lamivudinu nebo 2x denn¢ 40

mg stavudinu a 2x denné 150 mg lamivudinu.

Hladiny beta2-mikroglobulinu v séru a likvoru vyrazné klesly po 12

tydnech 1éc¢by.

Hladina beta2-mikroglobulinu korelovala s HIV-1 RNA pozitivitou a mezi
hladinou beta2-mikroglobulinu a po¢tem bunék v likvoru, rovnéz byla
nalezena korelace mezi hladinou beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru

pfi vstupnim vySetfeni, ne jiZ v kontrolnim vySetifeni po 12 tydnech 1écby.

Hladina MCP-1 v séru a v likvoru byla rozdilnd u kontrolni skupiny, ale

v prabchu 1é¢by se vyraznéji neménila.

Koncentrace sTNRFs byla zvySena pfed 1é¢bou proti kontrolni skupiné, ale

hladina se nezménila po 1é¢b¢.
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V této studii tedy u neurologicky asymptomatickych nemocnych HIV-1
pacientll hladiny beta2-mikroglobulinu v likvoru byly vyrazné zvySené
proti kontrolni skupiné. V prospektivni studii pacientd se zvySenou
hladinou beta2-mikroglobulinu v likvoru bylo vys$s$i riziko rozvoje AIDS
demence. Pokles koncentrace beta2-mikroglobulinu byl po 1éc¢b¢

zidovudinem nebo lamivudinem.

(10,11,23)

Dalsi studie dokazuje vyznam poddvani antiretrovirdlnich 1€k, inhibitort

reverzni transkriptdzy.

HIV-1 se nachdzi v likvoru ve vétS§iné¢ HIV pozitivnich pacientd ve vSech
stadiich onemocnéni, vcetné¢ primdrni infekce. Odrdzi aktivitu, postup
infekce a intrethekdlni bunéfné¢ navozenou odpovéd zvySenim hladiny
koncentraci neopterinu a beta2-mikroglobulinu. V dobé&, kdy se objevi
poruSeni hematolikvorové bariéry, nastdva jiz kriticky bod v rozvoji ADC

/AIDS dementia complex/.(15)

Studie hodnoti 8 pacientil /1 s neurologickymi komplikacemi,
7 neurologicky bezpfiznakovych/ 1éCenych nelfinavirem, saquinavirem
a dale kombinaci zidovudinem a lamivudinem, zidovudinem a didanosinem.
V opakovanych lumbdlnich punkcich byly stanoveny hladiny beta2-
mikroglobulinu a neopterinu. Tyto hladiny klesly v likvoru 1 v plazmé
béhem 1é¢by a po 1éCbé.

Velmi vyznamnd studie, kterd se zabyvd ADC a jeho 1é¢bou, probéhla

v r. 2007 za dcasti 13 klinik v Australii, Kanadé a Velké Britanii.

ADC /AIDS dementia complex/ byl poprvé sledovdn jiz v pocatcich vzniku
HIV epidemie. Pacienti s timto postiZzenim trpi demenci, poruchami

chovani, poruchami chiize arovnovdhy. Nyni se objevuje mén¢
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v lokalitach, kde se pacienti podrobuji 1é¢b¢ vysoce aktivni retrovirdlni
terapii /kombinaci 1€k, které postihuji virus v riznych etapdch jeho
zZivotniho cyklu/. Dosud neni pfesné urcCend nejlepSi kombinace 1éC¢by. Po
né¢jakou dobu jeSté potrvd jeji stanoveni, vCetné kombinace prochdzejici

pfes hematoencefalickou bariéru.

ADC je postizeni, které se objevuje asi u 20% pacientti pfed uzivdnim

retrovirdlni 1é¢by.
(14,19,20)

Zidovudin sniZil tento vyskyt na méné nez polovinu. NejlepSim ukazatelem
1é¢by zidovudinem, stavudinem, lamivudinem, idinavirem je stanoveni

hladiny beta2-mikroglobulinu a quinolinové kyseliny v likvoru.

Antiretrovirdlni 1éc¢ba, kterd je tuspésnd pfi 1écbé ADC, musi spliovat
pozadavky antivirdlni aktivity, schopnosti prochidzet do mozku
v odpovidajicich koncentracich, aktivovat mikroglidlni a makroglidlni
systém. Ve studii byla poddvdna v nékolika skupindch pacientim po dobu
12 tydnid rtznd kombinace vySe uvedenych Iéku. Sledovan byl likvor
a hladiny beta2-mikroglobulinu a kyseliny quinolinové, jejich hladina

poklesla proti skupiné HIV pozitivnich neléenych pacientt.

Beta2-mikroglobulin se jevi jako dulezity ukazatel odrdZejici zmény

4

v mozku pti postizeni HIV infekci a zdroven odrédzejici uspéSnost 1éCby.
(11,51,26,43)

Neurondlni poSkozeni, ztrdta dendriti a mozkovéa atrofie jsou komplikacemi
HIV infekce. Aktivované mozkové makrofdgy a mikroglie mohou uvolnovat
quinolinovou  kyselinu, neurotoxin a NMDA /N-methyl-D-aspartat/
agonisticky receptor. Byla zjiSténa nezdvislost mezi zmenSenym objemem

striata a limbického systému a kyseliny quinolinové a beta2-
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mikroglobulinu. Hladina beta2-mikroglobulinu a quinolinové kyseliny

nezdavisi na ztrdtdch objemu — v jakékoli oblasti.

(33,43)

Beta2-mikroglobulin je markerem mikroglidlni aktivace a nesouvisi
s glutamdatovymi receptory, jejichZ hladina je zdavisld na excitotoxicité

a objemovych ztratach.

(27,28,33,45)

Beta2-mikroglobulin spolu s neopterinem, receptorem pro interleukin-2
jsou dulezitymi markery pro stanoveni bunééné imunitni odpovédi po
mozkovych traumatickych 1ézich. Mechanické poSkozeni mozku, stejné

jako zanét, aktivuji cytokiny.

Neopterin je produkovdn makrofdgy po stimulaci a aktivaci gama-—
interferonem. Jeho zvySend hladina svéd¢i o aktivaci makrofdagh, nachézi se

v plazmé postizenych pacientt.

Beta2-mikroglobulin je soucdsti MHC-I komplexu. ZvySend hladina odrdzi

aktivaci buné¢ného imunitniho systému.

IL-2 receptory na T-lymfocytech a monocytech/makrofiazich je nékolik
glykoproteinli, zvySujicich se u pacientll s autoimunitnim postizenim,
hematologickym postiZzenim, béhem transplantaci. U pacientd s izolovanym
traumatickym posSkozenim mozku byla sledovdna hladina vySe uvedenych

markeru.

Sledovani probihalo po dobu 21 dni soucCasné¢ v séru a likvoru.
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Byla patrnd rozli¢nd kinetika neopterinu a beta2-mikroglobulinu. Neopterin
1 beta2-mikroglobulin stoupaly béhem prvniho a druhého tydne, ale hladina
beta2-mikroglobulinu se zvySovala spiSe v séru. Jeji zvySeni v likvoru na

rozdil od neopterinu nebyly tak patrné.
IL-2 receptory stoupaly v séru i likvoru.

Beta2-mikroglobulin, jako poncékud nespecificky protein, nepoddva tak
dilezitou informaci o pribéhu onemocnéni po turazech mozkovych jako

neopterin ¢i receptor 1L-2.

(15,17,,19,20,21,25,27,33,35,37,39,40,44,46,51)

Dalsi vyzkumy pfichdzeji u pacientit se sarkoidozou. Sarkoidoza je
multisystémové onemocnéni, nejcastéji postihujici plice, oci a kuzi.
PostiZzeni patefe je vzacné&jSi, proto je méné zndmd jeho diagndza a lécba.
Nejcastéjsi vyskyt onemocnéni je ve vékové skupiné kolem 40 rokt, asi
17% postizenych jevi i pfiznaky postizeni CNS. Provedend autopsie
zjistuje subklinické postizeni CNS v 50% ptipadi. PoSkozeni pdtefe se
objevuje nejcastéji po plicnich pfiznacich. Klinicky se projevuje
paraparesou, kvadruparesou, autonomni dyserfelexii, radikuldrnimi
pfiznaky, kauddlnimi pfiznaky. Diagnéza se stanovi MRI vySetienim, ale
hlavné analyzou mozkomiSniho moku. Ndédlezem je lymfocytarni

pleiocytoza, elevace hladiny celkové bilkoviny, v 75% ptipadl je zvySené

hladiny beta2-mikroglobulinu. Hladiny ale nekoreluji s hladinou v séru.

(42,30,12,32)

Diagnéza vétSiny degenerativnich onemocnéni CNS, jako Alzheimerova
demence, Parkinsonova choroba, demence s Lewyho té&lisky, se opira

o klinickd kritéria a laboratorni vySetfeni, kterd jsou zna¢né limitovan4.
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Vyzkum ve stanoveni, vySetfovani specifickych proteinli, metaboliti apod.

je tedy velmi dilezitym dkolem.

Zejména stanoveni diagnézy téchto onemocnéni v pocatecnich stadiich je

velmi slozité, ale dulezité.

Hladina markeri se stanovuje v séru a v likvoru. Zvlasté nékteré
proteiny, jako napf. alfa l-antitrypsin, beta2-mikroglobulin, jsou duleZité

pfi vySetienich napf. u Alzheimerovy demence.
Zde byva vySetfovan apolipoprotein Al, E, J, beta—trace protein kininogen.

(7,,34,35,39,38,52)

Hladiny beta2-mikroglobulinu, apolipoproteinu E,apolipoproteinu
J,prekursoru transferitinu,proapolipoproteinu,alfal-antitrypsinu byly
zvySeny u pacientil s meningeomem proti pacientim s nddorem mimo CNS

lokalitu.(29)

17. CIL PRACE

VySetfovani beta2-mikroglobulinu v séru a likvoru v posledni dobé patfi

k zdkladnimu vySetfeni.

Ptfesto v podvédomi 1ékatské vefejnosti neni odiivodnéni tohoto vySetieni.
Mnoho 1ékait nevi, pro¢ toto vysetieni indikovat, co je vlastné¢ beta2-

mikroglobulin, k ¢emu slouzi a podobn¢.

Soucasné panuje mezi 1ékati velky rozpor. Cédst se domniva, Ze vytéZnost
vySetfeni hladiny beta2-mikroglobulinu neni téméf zadnd, Ze se jednd

o nespecificky protein a pouze konstatujeme — hladina vys$s$i ¢i nizs§i. Druha
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skupina je pfesvédcena o dulezitosti tohoto proteinu a hlavné o vytézZnosti

jeho vySetfeni pro diagnézu a sledovdni adekvatni 1éCby u pacienta.

Cilem této prace je podpofit druhou skupinu — ozfejmit, at uz teoreticky
/v ptedchozi ¢dasti prace dulezitost tohoto proteinu, dokumentovanou
z nejruznéjSich publikaci/, tak i prakticky /na rozsdhlém souboru pacientl/
dualezitost beta2-mikroglobulinu, vytéZnost pro stanoveni diagndzy,

adekvatni 1éCby, ...

Cilové otazky:

1. Je hodnota hladiny beta2-mikroglobulinu zavisld na wurcitém

onemocnéni, urcité nosologické jednotce?

2. Je wuurcitych skupin onemocnéni faddoveé vyS$Si hladina tohoto

proteinu nez u jinych skupin?
3. Je z4visla hladina beta2-mikroglobulinu na pohlavi?

4. Je  zavislost mezi  hladinou tohoto  proteinu a vékovou
hranici? Souvisi tedy jeho hladina s propustnosti hematoencefalické

bariéry a tim s vyzralosti CNS?

Pfinos vySetfovani beta2-mikroglobulinu:

% 2

e pomérn¢ jednoduchd metoda neptiliS finanéné ndrocna

e rychld orientace pro zakladni hodnoceni /serozni onemocnéni CNS,
TU, bakteridlni meningitidy, degenerativni onemocnéni/

e dostupnost tohoto vySetfeni v laboratofich

e opakovanym vySetfenim sledovini dspéSnosti 1éCby

2 s

e jasnd vypovédni hodnota bez sloZitého pfepocitavdni ¢i dalSiho

s s

statistického zpracovani /bez nutnosti uZivani specidlnich programu/
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e velky pfinos pro vyzkumné dcely — zavddéni novych 1ékli — zejména
u HIV pozitivnich pacientll — sledovani dc¢innosti 1é¢by porovnédvaci
studie

e spolu s dalS$imi proteiny /ferritin/ pfinos pro diagnostiku

degenerativnich onemocnéni

18. SOUBOR PACIENTU A METODIKA

V biochemické laboratofi Na Homolce bylo v obdobi od r. 1999 do r. 2006
vySetifeno 26 378 vzorka likvoru od pacientli z pracovist v prakticky celé

CR odesilajicich materidl k vySetfeni na toto pracovists.

Jednalo se o nejriznéjsi pracovni diagnézy: meningitidy - bakteridlni,
virové, demyeliniyacni onemocnéni, tumory, =zdvraté, polyneuropatie,
polyradikuloneuritidy. Jako kontrolni skupinu je moZno povaZovat pacienty
s diagn6zou vertebrogenniho onemocnéni, u kterych byly fyziologické

ndlezy, coz nemusi byt pravidlem.

Pti téchto vyzkumech je velmi obtiZné stanovit skupinu ,zdravych*
pacientii. U zdravého clovéka neprovddime odbér mozkomisniho moku
vzhledem k ndrocCnosti tohoto vySetifeni. Za skupinu fyziologickych ndlezt
tedy povaZzujeme skupinu pacientii, u kterych bylo provedeno vySetieni pti
podezieni na néjaké onemocnéni — to se nepotvrdilo, ndlez v moku byl ve
fyziologickém rozmezi, ¢i u pacientd, u kterych bylo provadéno
perimyleografické vySetfeni a likvor byl odesldn k vySetieni do
laboratofe. Pfi tomto vySetfeni ale musi byt ndlez fyziologicky. U
nékterych nemocnych je zvySend hladina celkové bilkoviny, event.
patologicky cytologicky nédlez - tyto vzorky uz nemohou slouzit jako

, normdaly*, ale jsou soucdsti podskupiny ostatni nosologické jednotky.
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Charakteristika souboru:

e Sledované obdobi: 1999- 2006
e Pocet vzorkl: 26 378

e V¢&k: 3 roky — 86 let

e Lokalita: CR

o Material: mozkomisni mok

a. Stanoveni diagnézy:

Pracovni diagnéza - na Zddance na zdklad€ klinickych ptiznakt

a pomocnych vySetfeni od doporucujiciho 1ékafte.

b. Potvrzeni diagndzy:

Na zdkladé vySetfeni mozkomiSniho moku, imunoelektroforeza -
demyelinizacni onemocnéni, stanoveni protilaitek - lymskd borelioza,

morfologické vySetifeni — tumory.

c. Metodika:

Zakladni biochemické vySetfeni likvoru. Hladina beta2-mikroglobulinu
byla vySetfovdna metodou imuno-turbidimetrie, tj. sledovdni ndristu zdkalu
pfi vazbé protildtky na beta2-mikroglobulin. Sledovdni na analyzitoru
SYNCHRON LX 20 firmy Beckman. Chemikélie — od firmy Bio-Vendor

w~

CR.
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d. Statistika:

Statistické zpracovani daného souboru spocivalo ve vypocitdni primérnych
hodnot /souctu jednotlivych hodnot délenych pocltem vzorkl/ a ve

vypocitani smérodatné odchylky.

Smérodatnd odchylka, znaCend feckym pismenem o, se obvykle definuje

jako odmocnina z rozptylu ndhodné veli¢iny X, tzn.

o =+/D(X) = y/var(X)

kde D(X) oznacuje rozptyl ndhodné veli¢iny X. Smérodatnou odchylku lze

vypocitat pomoci stfedni hodnoty E(X) a pfipadné 1 E(X?).

o = VE((X — E(X)))= /E(X?) - (E(X))?

= 1%(1*- T)? = 1%12 T2
N & N &

Smérodatnd odchylka vyjadfuje, jak se hodnoty li§i od primérné hodnoty
(sttedni hodnoty). Zhruba feceno vypovidd o tom, jak moc se od sebe
navzajem lisi typické pfipady v souboru zkoumanych ¢isel. Je-1i mald, jsou
si prvky souboru vétSinou navzijem podobné, a naopak velkd smérodatnd

odchylka signalizuje velké vzdjemné odliSnosti.

Pomoci pravidel 1o a 2o (viz niZze) lze ptiblizné urcit, jak daleko jsou ¢isla
v souboru vzdilend od priméru, resp. hodnoty ndhodné veli¢iny vzddlené

od stfedni hodnoty. Smérodatnad odchylka je nejuZivanéjS$i mira variability.

57



MUDr. Jana Svatonovd Diserta¢ni priace 2014

Biologické chovdni beta 2 mikroglobulinu v likvoru u klinicky definovanych nosologickych jednotek

Pravidlo 16 a 2¢

Jednd se o empirické pravidlo, jehoz platnost zdvisi na konkrétnim pfipadu,
proto je formulovdno obecné. Lze je vSak velmi dobie pouzit pro zdkladni

orientaci v rozloZeni hodnot souboru nebo ndhodné veliCiny.

V ptipadé¢ smérodatné odchylky, jde-li o ndhodnou veli¢inu, pak
pravdépodobnost, Ze se hodnota ndhodné veli¢iny bude od stfedni hodnoty
liSit nejvySe o jednu smérodatnou odchylku, je vyrazné vysSs$i nez 0,5 (za
pfedpokladu normdlniho rozdéleni je to 68%); pravdépodobnost, Ze se
hodnota bude liSit nejvysSe o dvé smérodatné odchylky, je velmi vysoka (pfi

normalnim rozdéleni cca 95%).

19. VYSLEDKY

Soubor sledovanych vzorkl tvotilo 26 378 vzorku pacientd ve véku od 3 do
86 let, jejichz likvor byl vySetfen v biochemické laboratofi Na Homolce
v letech 1999 - 2006. V zdkladnim rozdéleni pracujeme s polty vzorkd,
nikoliv s ¢isly pacientii .U pacientli byla provddéna opakovand vySetifeni ,
jejich pocet nebyl jednotny, proto v dal§im podrobnéj§im rozboru / vékové
kategorie u jednotlivych diagnoz../ pracujeme s rodnymi Cisly. Nesouhlasi
tedy soucty jednotlivych tabulek s celkovym poctem vzork u dané
diagnozy...Ddle je rozdilny pocet vySetfeni beta2 -mikroglobulinu v seru a

v likvoru / ne vZdy byl soucCasné proveden/.

Soubor byl podle diagnéz /nejdiive pracovnich a posléze potvrzenych/

rozdélen do skupin:
1. demyeliniza¢ni onemocnéni — RSM
2. neuroboreliosa

3. tumory
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4. ostatni

Ve vySetfovanych skupindch byla vypocitand primérnd hodnota hladiny
beta2-mikroglobulinu, smérodatnd odchylka. Ddle byly porovndny vysledky

dle vékovych skupin a mezi muZzi a Zenami.

Procentuelni zastoupeni jednotlivych skupin ukazuje graf ¢. 1, rozdéleni

podle pohlavi — viz graf ¢. 2:

Graf ¢. 1 - Procentuelni zastoupeni jednotlivych skupin

Neurob.
5% Normaly

RS
| 33%
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Graf ¢. 2 - rozdéleni podle pohlavi
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Graf ¢. 3 ukazuje pocet vzorkl rozdélenych podle stanovenych vékovych
skupin. Ve vékovém rozmezi 0-3 roky nebylo vySetfené statisticky

vyznamné mnozstvi vzorkl /pro naSe potfeby minimdlné 10 vzorkl/.
Daéle nasleduje rozdéleni podle vékovych skupin v jednotlivych skupindch.
Graf ¢. 3 - pocet vzorkii v jednotlivych skupindch dle véku
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Neuroborelidéza - pocet vzorkl ve vékovych skupinach
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Graf ¢. 4 ukazuje rozdéleni vzorkl podle rokli odbéru celkové

a v jednotlivych skupinéch.
Graf ¢. 4 — pocet odbéri dle rokii
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Neuroborelidéza- pocet vzorkl v letech

600
506
500
432
400
300 753
200
114
100
5 2
0 T T T T T
1999 2000 2003 2004 2005 2006
RS - pocet vzorkl v letech
3000 2782
2522

2500
5000 1916
1500 1432
1000 -
500 -

0 -

2003 2004 2005 2006

64



MUDr. Jana Svatoniova Disertacni priace 2014

Biologické chovdni beta 2 mikroglobulinu v likvoru u klinicky definovanych nosologickych jednotek

Graf ¢. 5 ukazuje primérné hodnoty beta2-mikroglobulinu v likvoru

a v séru porovnané k primérnym fyziologickym hodnotdm /normadly/.

Graf ¢. 5 - priimérné hodnoty beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru

@ B2-CSF vztaZzeno na normaly
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a. Tabulka I:

Primérné hodnoty beta2-mikroglobulinu v likvoru /CSF beta 2/ a v séru /S
beta 2/ ve skupiné fyziologickych ndlezt /Na/ a patologickych ndlezu
/Ipb/, dile ve skupindch rodélenych podle cytologickych ndlezd /LO
lymfocytdrni oligocytoza, LP lymfocytdrni pleiocytoza, MO monocytdarni

oligocytoza, MP monocytdrni pleiocytoza,GO granulocytdrni oligocytoza/.

Hodnota Q je podil hodnoty beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru -

v jednotlivych skupindch.

Quantity CSF beta2 S beta2 0)
Na 1,720 2,269 0,758
pb 2,203 2,186 1,008
LO, LP 2,227 2,125 1,048
MO, MP 1,954 2,352 0,831
GO, GP 3,816 2,795 1,366
TO, TP 3,202 2,580 1,241

b. Tabulka II:

Primérné hodnoty a smérodatné odchylky beta2-mikroglobulinu v likvoru

a v séru u jednotlivych podskupin.

¢ = aritmeticky prumér 6 = smérodatna et méfent

hodnot odchylka pocet metent
¢ B2-CSF ¢ B2-S o B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normdly 1,720 2,269 3,490 5,245 922 770
Neurobor. 2,485 2,488 5,580 5,226 551 531
RS 1,885 2,136 0,917 0,986 3012 2 906
Tumory 3,202 2,580 2,715 1,967 103 41
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c. Tabulka III:

Primérné hodnoty a smérodatné odchylky beta2-mikroglobulinu a likvoru

a v séruu muzu a Zen.

¢ = aritmeticky prumér

o = smérodatna

pocet méfeni

hodnot odchylka
ZENY ¢ B2-CSF ¢ B2-S o B2-CSF c B2-S B2-CSF B2-S
Normdly 1,509 2,325 0,709 6,447 580 501
Neuroborelidéza 2,681 2,803 8,553 7,998 226 221
RS 1,828 2,131 0,903 0,988 1 676 1 630
Tumory 3,073 1,998 2,436 0,809 50 22
¢ = aritmeticky prumeér 6 = smérodatnd St méfent
hodnot odchylka pocet metent
MUZI @ B2-CSF ¢ B2-S o B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normdly 2,074 2,165 5,654 1,210 341 269
Neuroboreliéza 2,348 2,263 1,453 1,125 325 310
RS 1,955 2,143 0,931 0,984 1 336 1276
Tumory 3,323 3,254 2,996 2,675 53 19

d. Tabulka IV:

Primérné hodnoty a smérodatné odchylky beta2-mikroglobulinu v likvoru

a v séru u podskupin v jednotlivych vékovych kategoriich.

¢ = aritmeticky prumér

6 = smérodatna

pocet méfeni

hodnot odchylka
0 - 2 roky ¢ B2-CSF ¢ B2-S o B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normdly --- —— - - - -
Neuroboreli6za --- ——- - .- - o
RS --- --- --- --- --- ---
Tumory --- --- - - .- -
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¢ = aritmeticky prumeér

o = smérodatna

pocet méfeni

hodnot odchylka
3 -5 let ¢ B2-CSF ¢ B2-S 6 B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normaly 1,900 5,500 1,332 8 1
Neuroboreliéza --- --- --- --- --- ---
RS
Tumory --- --- --- --- --- ---
¢ = aritmeticky prumér 6 = smérodatnd et méteni
hodnot odchylka pocet metent
6 - 10 let ¢ B2-CSF ¢ B2-S 6 B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normdly 0,500 2,100 0,566 --- 2 1
Neuroboreliéza 4,300 3,670 --- --- 1 1
RS 4,300 3,670 1 1
Tumory --- --- --- --- --- ---
¢ = aritmeticky prumér 6 = smérodatna et méfent
hodnot odchylka pocet metent
11 -20 let ¢ B2-CSF ¢ B2-S 6 B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normdly 1,605 1,987 0,591 0,808 22 21
Neuroboreliéza 2,688 2,383 1,686 1,497 8 7
RS 1,790 2,099 0,851 0,867 88 81
Tumory --- --- --- --- --- ---
¢ = aritmeticky prumér 6 = smérodatna et mefent
hodnot odchylka pocet metent
21 - 40 let ¢ B2-CSF ¢ B2-S 6 B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normdly 1,771 2,309 5,571 8,144 352 312
Neuroboreliéza 1,778 1,868 0,842 0,656 131 123
RS 1,714 1,973 0,808 0,893 1 208 1 165
Tumory 2,681 1,453 3,328 0,938 21 6
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¢ = aritmeticky prumeér

o = smérodatna

pocet méfeni

hodnot odchylka
41 - 60 let @ B2-CSF ¢ B2-S 6 B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normadly 1,606 2,083 0,713 0,879 378 319
Neuroborelidéza 2,734 2,669 8,306 7,812 240 232
RS 1,907 2,102 0,939 0,964 1272 1223
Tumory 3,222 2,201 2,229 1,428 39 16
¢ = aritmeticky prumér 6 = smérodatnd St méfent
hodnot odchylka pocet metent
60 a vice let @ B2-CSF ¢ B2-S 6 B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S
Normdly 1,897 2,701 0,841 1,474 160 116
Neuroboreliéza 2,656 2,690 1,661 1,277 171 168
RS 2,298 2,669 1,003 1,118 443 436
Tumory 3,437 3,255 2,849 2,416 43 19
19.1. Demyeliniza¢ni onemocnéni - roztrousena skleréza:
e Skupina obsahuje celkem 8652 vySetfenych vzorkdt v daném

sledovaném obdobi.

e Diagnéza potvrzena klinikou, imunoelektroforesou.

e V¢kova hranice je: 6 let — 86 roki.

e Pramérnd

hodnota

beta2-mikroglobulinu

moku: 1,885, smérodatna odchylka 0,917.

v mozkomi$nim

e Primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,136, smérodatna

odchylka 0,986.

e Zavislost na pohlavi se nezda byt presvédciva.

e Zavislost na véku: Ve vékové skupiné 3 — 6 let je primérnd hodnota

beta2 - mikroglobulinu vys$s$i neZ je primérnd hodnota celé skupiny.

Ve skupiné¢ vice nez 60 let je rovnéZ vySSi.
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19.2.

19.3.

Neuroboreliosa:

Skupina obsahuje celkem 1312 vySetfovanych vzorkl ve sledovaném
obdobi.

Diagnéza je potvrzena stanovenim hladiny protildtek proti boreliose
a pfi sporném nélezu vyS. Western Blot.

Vékova hranice je: 6 let -86 let.

Primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu v mozkomiSnim moku:
2,485, smérodatnd odchylka 5,580.

Primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,488, smeérodatnéd
odchylka 5,226.

Zavislost na pohlavi neni pfesvédCivd. Vyrazna je vySSi hodnota
smérodatné odchylky u neuroboreliosy uZen - 8,553 oproti
smérodatné odchylce u muzid - 1,453. Znamend to vé&tsi rozptyl
hodnot beta2-mikroglobulinu u Zen nez u muzi.

Zavislost na veéku: Vyrazné vys$i prumérnd hodnota beta2-
mikroglobulinu ve vékové skupiné 6-10 let oproti dalSim vékovym

skupinam.

Tumory:

Skupina obsahuje celkem 186 vySetfovanych vzorkd ve sledovaném
obdobi.

Diagnéza potvrzena cytologicky /zachyceny nddorové bunky/,
a morfologickym vySetfenim. Jednalo se o primarni mozkové tumory
a ddle o metastatickd postiZzeni CNS.

Vé&kova hranice je: 21-86 let.

Primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu v mozkomi$nim moku:

3,202, smérodatna odchylka 2,715.
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e Primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,580, smérodatna
odchylka 1,967.

e Zavislost na pohlavi: u Zen ve vySetfované skupiné¢ je niZSi primérna
hodnota beta2-mikroglobulinu nezZ u muzu.

e Zavislost na véku: NizZ§i primérna hodnota beta2-mikroglobulinu

s

v nizSich vékovych skupinéch.
19.4. Normalni nalezy:

e U normélnich - fyziologickych ndlezli — primérnd hodnota beta2-
mikroglobulinu v mozkomiSnim moku: 1,720, smérodatnd odchylka
3,490.

¢ Primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,269, smérodatnéd

odchylka 5,245.

20. DISKUZE

Jak je patrno z vysledkl, primérné hodnoty beta2-mikroglobulinu

v mozkomiSnim moku jsou znacné€ rozdilné v jednotlivych skupinéch.

Vv s

Zcela jednoznaéné nejvySSich hodnot /a tddové signifikantné vysSich/
dosahuji u pacientll s nddory. Dadle jsou vys$$i u pacientl s prokdzanou

neuroboreliozou.
U pacientii s demyeliniza¢nim onemocnénim se bliZi k normé.

Hodnoty  beta2-mikroglobulinu v séru  jsou pomérné  vyrovnané

u jednotlivych skupin onemocnéni.

Nabizi se tedy =zdvér: Pokud zjistime hodnoty beta2-mikroglobulinu

v mozkomiSnim moku takto vyrazné zvySené i pokud se v daném prepardtu
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nezachyti nddorovd bunka, je vysoce pravdépodobné tumorozni

onemocneéni.

Hodnoty beta2-mikroglobulinu jsou velmi blizké hodnotdm normadlu
u roztrouSené sklerézy. Pokud ve vzorku nezachytime typické plazmocyty,
byva zpravidla cytologicky ndlez rovnéZ normdlni nebo velmi blizky

normé&. Souvisi tedy i tento ndlez s hladinou beta2-mikroglobulinu?

Zavisi hladina tohoto proteinu na stadiu /klinickém stavu/ choroby? Z této

priace neni moznd odpovéd na tuto otdzku.

Déle - bylo by mozno podobné¢ jako je tomu v zahrani¢ni literatufe /viz
vySe/ u HIV pozitivnich pacientii monitorovat uspéSnost 1écby i u tohoto

onemocnéni? /napf. po aplikaci betaferonu, apod./

Primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu je u fyziologickych nélezl nizs$i
u Zzen nez u muza /1,509 x 2,074/. Soucasné je podstatné vy$s$i smérodatnd
odchylka u muzl neZ u Zen /5,654 x 0,709/. Vys$si smérodatnd odchlyka je
ddle patrnd u neuroboreliozy u Zen /8,553 x 1,453/ pii téméef vyrovnanych
primérnych hodnotdch. Nabizi se tedy otdzka, zda jsou hodnoty beta2-

mikroglobulinu v téchto skupindch zédvislé na pohlavi.

21. ZAVER

Z vyse uvedeného vyplyva dileZitost a vypovédni hodnota vySetfovani

beta2-mikroglobulinu v mozkomiSnim moku.
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Zcela jisté se nabizi dal$i vyzkum a zpracovani dalSich spornych otdzek

v této oblasti.

Domnivdm se, zZe velikost souboru ddva vysokou vypovédni hodnotu. Proto
stanoveni prumérnych hodnot v jednotlivych skupindch mda wurcitou
dilezitost. VsSechna vySetfeni byla provedena na jednom klinickém

pracovisti, utvrzuje jejich hodnotu.

VySetfteni daného proteinu by tedy mélo patfit mezi zdkladni vySetfeni

likvoru, mélo by se provadét rutinné pii zdkladnim vySetfeni likvoru.

s

Pii tak ndro¢ném vySetifeni, jakym nepochybné odbér mozkomiSniho moku
pro pacienta je, by mélo byt provedeno co moznd nejveétSi mnozstvi

vySetieni k ozfejméni diagndzy .

Hladina tohoto proteinu by méla vést ke smérovani dalSich vySetfeni ke

stanoveni kone¢né diagndzy.

Ve prospéch, krom¢ jiného, hovoii nendrocnost a nendkladnost vySetfeni,
at na mnozstvi odebraného likvoru — neni tfeba navySeni odbéru, tak na
mnozstvi chemikalii a pfistrojového vybaveni /v souCasné dob& naprosta
vétSina vySetieni je provddéna na specializovanych pracovistich, kam je

likvor odesildn, a kde se provadi komplexné¢ cela Skdla vySetieni/.

Celkové shrnuti vyzkumu ukazuje graf ¢. 5, kdy jsou primérné hodnoty
beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru v jednotlivych skupindch vztazené

ke skupiné fyziologickych ndlezu.

Zavislost hodnoty beta2-mikroglobulinu na pohlavi nelze spolehlivé
prokazat. Patrny je rozdil primérné hodnoty u fyziologickych ndélezi.
Vyrazné niZSi hodnoty proteinu jsou u déti, ale mnoZstvi vySetfovanych
vzorkili neni vysoké. Nabizi se tedy dal$i pfedmét vyzkumu - vySetfeni

a dalsi zpracovani vzorka u détské populace. Ve vysSSich vékovych
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skupinach je vysSi primérnd hodnota beta2-mikroglobulinu u tumord nad

40 let a u demylinizace nad 60 let.

Je tedy zdvislost hladiny beta2-mikroglobulinu na vyzrdlosti /event.

nevyzralosti/ hematolikvorové bariéry?

Déle se nabizi otdzka zdvislosti hladiny beta2-mikroglobulinu na etnické

A

skupiné, na zemé&pisné Sifce, atd.

Je moZné zabyvat se dalSimi nosologickymi jednotkami a nédlezy v likvoru
pfi téchto diagndézdch /napt. zdvrativé stavy, vertebrogenni syndromy, u
kterych neni fyziologicky ndlez v likvoru, polyneuropatie, dédi¢na

degenerativni onemocnéni CNS, .../.

I naddle je tedy oteviend dalSi vyzkumnd prédce ohledné stanovovani

a sledovani hladiny tohoto proteinu.

Podékovani patfi témto osobam:
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