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1. UVOD

1.1. Popis problematiky

Cilem této prace bylo v zadkladni teoretické c¢dasti shrnuti zdkladnich

informaci o likvoru / jeho vznik, tvorba, sloZeni,zdkladni a podrobnéjsi

vySetfovani v klinické praxi./.

Struény popis likvorologickych cytologickych ndlezli vcetné obrazové

dokumentace.
Podrobnéji je prace vénovidna bilkoviné beta2-mikroglobulinu.

V ivodu je shrnut zdkladni popis molekuly tohoto proteinu, struc¢né

sezndmeni s jeho vySetfovanim. Vyznam jeho vySetfovani.

V dalsi c¢asti sezndmeni s vySetfovanim tohoto proteinu ve svété, vyznam
vySetfovani, zaveéry publikovanych praci v souvislosti s jeho vySetfovanim u
rozlicnych onemocnéni. Jsou shrnuty zdvéry vyzkumia a jejich vyznam pii
stanoveni diagnézy, 1é¢b¢ a dalsi prognézy u rtiznych nosologickych jednotek
— napt. u HIV pozitivnich pacientd — stanoveni 1éCby, prognézy, u pacientt

s degenerativnim onemocnénim CNS,zdnétlivym onemocnénim...

Vlastni sledovani bylo provddéno u rozsdhlé skupiny pacientid — celkem
26 378 vzorku likvoru v letech 1999 — 2006 ve vékovém rozmezi od 3 do 86
let.

Odbéry byly provadény prakticky po celé republice a vzorky zpracoviany

v biochemické laboratofi Na Homolce.

Tuto rozsahlou skupinu pacientl jsem rozdélila podle diagnéz do 4 zdkladnich

skupin:
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Demyelinizaéni onemocnéni, neuroboreliosa, tumory CNS, ostatni pacienti
/normélni nélezy a ostatni diagnézy napf. degenerativni onemocnéni,

vertebrogenni onemocnéni/.

V jednotlivych skupindch byla spocitdna primérnd hodnota beta2-

mikroglobulinu a smérodatnd odchylka.

Byly porovnany hladiny tohoto proteinu ve skupindch muzi a Zen, ve
vékovych skupindch/pokud bylo moZno v jednotlivych vékovych skupinédch

hodnoty porovndvat a statisticky zpracovavat/.
Vysledky byly zpracovany v grafické podob¢.

V zavéru prdace je celkové shrnuti vyzkumu — duleZitost vySetfovdni beta2-
mikroglobulinu, porovndni hladin proteinu v jednotlivych skupindch podle
diagn6éz. NejvysSich hodnot dosahuje beta2-mikroglobulin u skupiny
nddorovych onemocnéni. Je tedy moZné pii ndpadné vysSSich hodnotdch
rovnou pomySlet na nddorové onemocnéni CNS a dal§i vySetfovaci postupy

cilit timto smérem.

Hladina beta2- mikroglobulinu je u demyeliniza¢nich onemocnéni velmi

blizka normalnim hodnotam.

v o

U fyziologickych ndlezl nalézdme rozdil mezi hladinou u muZa a Zen.

Velikost souboru ddva velkou vypovédni hodnotu — nejednd se tedy o ndhodné

vysledky.

Zaveéry této prace tedy nejsou zcela jisté zanedbatelné a oteviraji cestu dalSim

vyzkumim a pozorovani chovdni tohoto dilezitého proteinu.
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1.2. Biologické chovani beta2-mikroglobulinu v likvoru u Kklinicky

definovanych nosologickych jednotek.

Likvor je za fyziologickych podminek bezbarvou, €irou kapalinou, ktera se
nachdzi v komorovém systému mozku,v cisterndch a v subarachnoiddlnich

prostorech mozku a michy.

Je produkovan v chorioiddlnich plexech. Déle cirkuluje z obou postrannich

komor pfes foramen Monroi do IIl komory a Sylviovym kandlkem do

IV. komory. Odtud pfes foramina Luschkae do mostomozeckovych koutl a
pifes foramen  Magendi do cerebromeduldrni cisterny. Resorpce likvoru

probiha v Pacchionskych granulacich a durdlnich sinech do venézniho obé&hu.

Funkce likvoru:

1. mechanickd ochrana mozku a michy pted otiesy

2. vyrovnavani tlakovych poméra nitrolebecnich a nitropatefnich spolu

s vendéznim systémem

3. regulacni a ochrannd funkce pfi zméndch teploty a atmosférického

tlaku
4. metabolismus neuroni, odstranovani produktl katabolismu
5. imunologické procesy

Primérné mnozstvi likvoru u dospélého ¢lovéka je asi 140 ml, primérnd denni

produkce je asi 500 ml.

K odbéru likvoru se pouZzivd nejcCastéji lumbdlni punkce, likvor se odebira

alespont do 3 zkumavek.
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VySetieni
e akutni - makroskopicky popis, celkova bilkovina, cytologie, laktat

e zéikladni - makroskopicky popis, celkova bilkovina, cytologie, laktdt a
glukéza, albumin, IgA, IgG, IgM, oligoklondlni IgG v likvoru a v séru,
specifické protildtkové indexy, pocet erytrocytd a pfitomnost

hemoglobinu

e rozsifené - PCR pti podezieni na HSV encefalitidu, tbc, CMV infekce,

tumorovy marker, stanoveni CNS proteint

Vymeéna latek mezi krvi, likvorem a nervovou tkdni je regulovdna bariérami,

které vytvaieji 4 kompartmenty:

1. intravaskuldrni

2. intraceluldrni

3. extraceluldrni

4. likvorovy

Mezi jednotlivymi kompartmenty jsou ndsledujici bariérové systémy :
1. hematoencefalickd bariéra

2. hematolikvorovd bariéra

3. intra/extracelularni bariéra

1.3. Biochemické vySetfeni likvoru

Spektrum vySetfeni neustdle nartstd vzhledem k rozvoji laboratornich

metodik.
V zasad¢ by mélo byt vySetifeno:

® hladina celkové bilkoviny
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e hladina glukézy
e stanoveni hladiny imunoglobulint a albuminu
e stanoveni proteind akutni faze

A v s

V rozSifen¢jSim vySetfeni byvaji vySetfovany jeSté¢ strukturdlni proteiny CNS

/gama trace protein, bazicky protein myelinu, beta trace protein, tau protein/

Imunoglobuliny jsou stanoveny elektroforetickymi délicimi metodami -

izoelektricka fokuzace.

Na zdkladé konsenzu je navrZzeno 5 typd moZznych vysledkl pfi parové analyze

likvoru a séra:

1. normadlni likvor

2. oligoklondlni IgG pouze v likvoru

3. oligoklondlni IgG v likvoru a jiné identické pasy v séru
4. 1identické oligoklondlni pédsy v likovru a v séru

5. monoklondlni pasy v likovru a séru

1.4. Spektrofotometrické vySetieni likvoru

Toto vySetfeni nds informuje o pfitomnosti hematogennich pigmenti
v likvoru. M4 vyznam u hemorhagickych pfihod. PomuZze odliSit pifitomnost

arteficidlniho krvaceni.

1.5. Cytologie likvoru

Bunky v likvoru jsou pravdépodobné krevniho plvodu. Za normdlnich

okolnosti se v likvoru vyskytuji 2 bunécné druhy: lymfocyty, monocyty.
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Erytrocyty a neutrofilni granulocyty jsou pfitomny pouze v dusledku

arteficidlni krevni pfimési.

Jsou popsdny typické cytologické obrazy u rtiznych klinickych jednotek.

1.6. Beta2 — mikroglobulin

Beta2 - mikroglobulin je nizkomolekuldrni protein tvofeny 99
aminokyselinami, jejichz sekvence je zndma. Ma vnitini disulfidickou vazbu a
vytvaii tim smycku. Tvofi lehky nevariabilni fetézec histokompatibilnich
antigentt / HLA I. tfidy/, proti nimZ je zaméfena imunologickd intervence po

transplantaci.

HLA jsou s riiznou intenzitou syntetizovdny vSemi Zivymi jadernymi bunkami
téla a jsou rozmistény na jejich bunééném povrchu. Nenachdzi se na

erytrocytech.

Beta2- mikroglobulin je k téZkému ftetézci HLA nekovalentné vdazan,
nasledkem metabolismu a degradace HLA je od tézkych fetézcu disociovdn a
poté se objevuje ve volné formé v extraceluldrni tekutiné¢ a ve vSech télnich

tekutindch, zatimco tézky HLA tetézec je rychle degradovan.

V séru se zvySuje hladina beta2-mikroglobulinu u riznych stavi — u nddora,

zanétl, imunologickych onemocnéni, selhdvani ledvin...

Byla publikovdna celd +tada studii, které hodnoti hladinu beta2-
mikroglobulinu v likvoru v souvislosti s 1é¢bou HIV pozitivnich pacientt,

infekénich onemocnéni CNS, degenerativnich onemocnéni...

2. CIL PRACE

Zduavodnit vysSetfovdni hladiny beta2- mikroglobulinu v likvoru, ozfejmit

podstatu tohoto proteinu v C4asti teoretické i vlastnim pozorovanim.
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Pokusit se zjistit, zda je hladina beta 2- mikroglobulinu zdvisla na urcité
nosologické jednotce.Zda je zdvisld hladina tohoto proteinu na pohlavi a na
véku. Podpofit vySetfovdni beta2- mikroglobulinu v likvoru u vSech

odebranych vzorki..

3. MATERIAL A METODIKA

V biochemické laboratofi Na Homolce bylo v obdobi od r 1999 do r. 2006

vySetieno 26 378 vzorki likvoru od pacientfl z pracovist prakticky celé CR.

Jednalo se o nejriznéj§i pracovni diagn6ézy - meningitidy /serdzni,
bakteridlni/, demyelinizacni onemocnéni, tumory, polyneuropatie,

polyradikuloneuritidy.

Jako kontrolni skupina byly pouzity vzorky u pacientii s vertebrogennim

onemocnénim/ ,u kterych byly fyziologické ndlezy v likvoru/.

Potvrzeni diagnézy: imunoelektroforéza likvoru, stanoveni protildatek,

morfologické vySetfeni CNS..

3.1. Metodika

Hladina beta2 - mikroglobulinu byla vySetfovdna metodou imuno-
turbidimetrie, tj. sledovani ndristu zdkalu ptfi vazbé protilaitky na beta2-
mikroglobulin. Sledovani bylo provddéno na analyzdtoru SYNCHRON LX 20

firmy Beckman. PouZivdny chemikdlie od firmy Bio-Vendor CR.

3.2. Statistické zpracovani

Spocivalo ve vypocitadvani primérnych hodnot a smérodatnych odchylek.
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4. VYSLEDKY:

Soubor sledovanych vzorki tvotfilo 26 378 vzorkl pacientd ve véku od 3 do
86 let, jejichz likvor byl vySetfen v biochemické laboratofi Na Homolce

v letech 1999 - 2006.

Soubor byl podle diagnéz rozdélen do skupin:
1. demyeliniza¢ni onemocnéni — RSM
2. neuroboreliosa
3. tumory

4. ostatni

Ve vySetfovanych skupindch byla vypoc¢itdna primérnd hodnota hladiny beta2

— mikroglobulinu, smérodatna odchylka.

Déle byly porovnidny vysledky dle vékovych skupin a mezi muzi a Zenami.

Jednotlivé skupiny a vysledky byly porovnany rovnéz graficky.

4.1. Demyeliniza¢ni onemocnéni - RSM
Skupina obsahuje 8 652 vySetfenych vzorkt.

Primérna hodnota beta2- mikroglobulinu v likvoru je 1,885, smérodatnd

odchylka 0,917.

Zavislost na pohlavi neni prokdzdna, zdvislost na véku se zd4d byt mozna.

10
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4.2. Neuroboreliosa
Skupina obsahuje 1 312 vySetfenych vzork.

Primérnad hodnota beta2 —mikroglobulinu v likvoru je 2,485, smérodatnéd

odchylka 5,580.

rna hodnota beta2 -

(¢

Zavislost na pohlavi neni, u déti - vyS$i pram

mikroglobulinu.

4.3. Tumory
Skupina obsahuje 186 vySetienych vzork.

Primérnda hodnota beta2- mikroglobulinu v likvoru je 3,202, smérodatnd

odchylka 2,715.

Vv s

Zavislost na pohlavi se zdd byt potvrzena, v niZSich vékovych skupindch nizsi

prumérnd hodnota beta2- mikroglobulinu.

4.4. Normalni nalezy

Primérnd hodnota beta2- mikroglobulinu v likvoru 1,720 ,smérodatna

odchylka 3,490.

S. DISKUZE:

Vysledky potvrzuji rozdilnost hladiny beta2- mikroglobulinu v jednotlivych

skupindch.
NejvysSich hodnot dosahuji ve skupiné s nadory.

Ve skupiné¢ demyelinizacnich onemocnéni jsou hodnoty velmi blizké

normdlnim hodnotdm. Pfi tomto onemocnéni /pokud nejsou =zachyceny

11
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plasmocyty v cytologickém prepardtu/, je ndlez rovnéZz blizky normalu.
Definitivni diagnozu stanovujeme aZ pomoci elektroforézy. Ziavisi tedy
hladina beta2- mikroglobulinu rovnéz na stadiu choroby? Bylo by mozZno
uspeésSnost 1€¢by RSM hodnotit podle hladin tohoto proteinu /jako je tomu u

HIV pozitivnich pacientii a hodnoceni dspéSnosti 1écby/?

V nékterych skupindch je patrna zavislost hladiny beta2 — mikroglobulinu na

pohlavi.

6. ZAVER:

Z vySe uvedenych zavéri vyplyva dulezitost a vypovédni hodnota vySetfovani

beta2- mikroglobulinu.
Nabizi se dalsi vyzkum a zpracovani spornych otdzek v této oblasti.

Domnivdm se, Ze velikost vySetfovaného souboru diavd vysokou vypovédni

hodnotu.

VySetteni byla provddéna na jednom pracovisti, je tedy vylouc¢ena chyba pfti

zpracovani jednotlivych vzorki.

VySettfeni tohoto proteinu je finan¢né nendro¢né a pti jeho vypovédni hodnoté
by mélo byt v budoucnosti povazovano za zdkladni vySetfeni mozkomisniho

moku.
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