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1. UVOD

Za fyziologickych podminek je likvor /CSF/ Cirou bezbarvou kapalinou, kterd se nachazi
vV komorovém systému mozku, v cisternach a v subarachnoidalnich prostorech mozku

a michy.

Mozek i micha jsou kryty tfemi membranami. Zevni kryt — dura mater, uprostied
arachnoidea, na vnitini strané¢ je pia mater. MozkomiSni mok je obsazen v prostoru
subarachnoidalnim, jenz ohraniuje na vnitini stran¢ pia mater, kterd sleduje mozkové

zavity. Zevni list tohoto prostoru je tvofen arachnoideou, piiléhajici volné k dura mater.

Cirkulace likvoru zac¢ina v intersticialnich prostorech drénujicich mozkovou a misni tkan, je
produkovan v chorioidalnich plexech. V makroskopickych likvorovych prostorach cirkuluje
Z obou postrannich komor pies foramen Monroi do III. komory a Sylviovym kanalkem do
IV. komory, odtud ptes foramina Luschkae do mostomozeckovych koutl a ptes foramen
Magendi do cerebromedularni cisterny. Odtud se déli — ¢ast nad mozeckove hemisféry, ¢ast
po bazi ptes premedularni, prepontinni a interkruralni cisterny a dale frontaln¢ a lateralné na
predni ¢ast konvexity a dorzalné pies cisternae ambientes a cisternae venae magnae cerebri
do interhemisferalniho subarachnoidalniho prostoru a nad okcipitalni laloky, nejmensi ¢ast

do zadniho spinéalniho prostoru.

Resorpce likvoru probihd v Pacchionskych granulacich a duralnich sinech, kde je vypoustén
do vendzniho obéhu. Hnaci silou pro ptestup likvoru do venozni krve je tlakovy rozdil mezi

arterialni a venozni krvi.

Funkce likvoru je komplexni - obklopuje mozek a michu a chrani je pied otfesy, slouzi
Kk vyrovnavani tlakovych pomérd nitrolebe¢nich a nitropatetnich spolu s vendznim
systémem. Plni regulacni a ochrannou funkei pti zménach teploty a atmosferického tlaku,
ucastni se na metabolismu neuronli, na odstrafiovani produkti katabolismu a na

imunologickych procesech.

Primérné mnozstvi likvoru u dospé€lého Cloveka je asi 140 ml, primérnd denni produkce

likvoru je asi 500 ml s pramérnou rychlosti cirkulace 0,3 ml/hod. Rychlost likvorové
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cirkulace se méni s vékem a ma zasadni vyznam pro koncentraci likvorovych proteint.

Normalni hodnoty likvorového tlaku jsou vleze 0,59 — 1,96 kPa /60 — 200 mm H20O/,
u sediciho pacienta 3,92 kPa/ 400 mm H20/.

K odbéru likvoru se pouziva nejcastéji lumbalni punkce /LP/. Provadi se u leziciho ¢i

sediciho pacienta. Poloha pacienta ma vliv na hodnoty likvorového tlaku /viz vyse/.

Likvor by mé¢l byt odebran alespont do 3 zkumavek; postupny odbér do vice zkumavek
umozni posouzeni arteficidlni pfimési erytrocytll, pti némz dochazi k postupnému Cefeni
vytékajiciho moku — u pravého intermeningealniho krvaceni zlstava intenzita rizového ¢i

¢ervenavého zbarveni neménna.

Relativni kontraindikaci provedeni odbéru moku lumbalni punkei 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.

(6,12,14,70)

2. SOUBORY VYSETRENI V MOZKOMISNIM MOKU

2.1. AKutni vySetieni

makroskopicky popis mozkomisniho moku
celkova bilkovina
kvantitativni a orientacné kvalitativni cytologie

laktat

2.2. Zakladni vySetieni

makroskopicky popis
celkova bilkovina kvantitativni a kvalitativni cytologie

laktat a glukéza v likvoru
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albumin, IgG, IgA, IgM v likvoru a v séru

oligoklonalni IgG v likvoru a v séru

specifické protilatkové indexy /Al - antibody indices/ ve tfid¢ IgG u pfislusnych indikaci:
spalnicky, zardénky a virus planych nestovic, tzv. MRZ reakce, dale Al pro HSV, HIV,
CMYV, Toxoplasmosa gondii, Borrelia burgdorferi ve tiidé IgM a IgG, Treponema palidum

pocet erytrocytll a piitomnost hemoglobinu

2.3. RozSirené vySetreni

PCR pii podezieni na HSV encefalitidu, tuberkulézu a oportunni infekce/CMV infekce,
toxoplazmoza/

tumorovy marker — karcinoembryonalni antigen v likvoru a séru

stanoveni CNS proteinii — napf. neuronspecifické enoldzy v séru jako markeru postizeni
nervové tkané po hypoxii, tau-protein, beta-amyloid — pti diagnostice demenci, ...

beta-trace protein k ur¢eni ptitomnosti likvoru v nazalnim sekretu

(2,6,13,70,76,78,81)

3. BARIEROVE SYSTEMY

Vymeéna latek mezi krvi, likvorem a nervovou tkani je regulovana bariérami, které vytvareji

4 kompartmenty dulezité pro Ucely likvorové diagnostiky:

1. intravaskularni kompartment tvofeny luminy kapilar mozkového parenchymu,

chorioidalniho plexu a leptomening
2. intracelularni prostor nervovych a gliovych bunék

3. extracelularni prostor mezi nervovymi a gliovymi buiikami otevieny k likvorovému

prostoru, tvoieny vybeézky glie a neuront

4. likvorovy kompartment tvofeny mozkovymi komorami, bazalnimi cisternami,
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subarachnoidalnim prostorem a uzkou zonou piiléhajiciho extracelularniho prostoru

Mezi jednotlivymi kompartmenty jsou nasledujici bariérové systémy s raznymi

transportnimi mechanismy:

1. hematoencefalickd bariéra tvofend pevnymi spojenimi mozkovych kapilar
s prevazné transendotelidlnim transferem lipofilnich substanci mechanismem

specifickych transportnich mechanismu

2. hematolikvorova bariéra tvofena chorioidalnim plexem a endotelem Kkapilar
S dominantnim mechanismem piestupu proteinti do likvoru difuzi a se specifickymi

transportnimi systémy pro aminokyseliny, elektrolyty a cukry

3. intra/extracelularni bariéra predevSim s transmembrandéznim transferem

a specifickymi transportnimi systémy

Hematoencefalickd bariéra a intra/extracelularni bariéra jsou lipidové bariéry dovolujici
pranik lipofilnich molekul do velikosti cca 500 Da a zadrZzujici vétSinu hydrofilnich molekul.
Mezi likvorovym a extracelularnim kompartmentem existuje difuzni ekvilibrium.
Hematolikvorova bariéra je relativné propustné pro hydrofilni molekuly a v Sir§Sim smyslu

zahrnuje vSechny procesy ovliviiujici definitivni koncentraci proteint v lumbalnim likvoru.

Vsechny krevni proteiny prostupuji kapilarni sténou mechanismem pasivni difuze do mozku,
extracelularni tekutiny a likvoru. VEétsi molekuly (napt. IgM) prostupuji pomaleji a vytvaieji
strm&j$i hematolikvorovy koncentracni gradient nez molekuly mensi /napf. albumin/.
ZvySeni koncentrace jednotlivého proteinu v séru ma za nasledek vyssi koncentraci téhoz
proteinu v likvoru, avSak gradient zlstava konstantni, coz muze byt adekvatné vyjadieno

pomérem koncentrace proteinu v likvoru a séru - tzv. koncentracnim kvocientem Q.
Napt. pro albumin Q alb = CSF alb/sérum alb.

Stupen cirkulace likvoru je hlavnim faktorem ovliviiujicim koncentraci proteint v likvoru,
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tzn. snizeni prutoku likvoru ma za nasledek zvyseni koncentrace sérovych proteint.

Albuminovy kvocient Q alb je obecné pfijimanym indikatorem funkce hematolikvorové
bariéry zahrnujici stupen likvorového pritoku. ZvySena koncentrace albuminu v likvoru je

vzdy disledkem dysfunkce hematolikvorové bariéry, nebot’ albumin pochazi vylu¢né z krve.

Redukce stupné likvorového pritoku mize byt zpisobena:

e snizenou tvorbou likvoru
e omezenim pritoku v subarachnoidalnim prostoru

e blokadou resorpce likvoru v arachnoidalnich klcich

wrve

dysfunkci hematolikvorové bariéry nebo intrathekalni syntézou IgG.
K rozliseni mezi témito dvéma pii¢inami je nutné porovnat Q 1gG versus Q alb.

V disledku permanentni difuze sérovych proteinti do likvoru v subarachnoidalnim prostoru
podél likvorovych cest stoupd koncentrace proteinii mezi ventrikuldrnim a lumbalnim

likvorem.

Vztah mezi Q alb a Q 1gG neni linearni a je nejlépe vyjadien numericky i graficky

hyperbolickou zavislosti.

Hyperbolicka zavislost byla nejprve urena empiricky, pozd€ji potvrzena zdkony difuze

a zavislosti koncentrace proteinti na stupni prutoku mozkomisniho moku.

Na zakladé¢ této teorie byl stupen cirkulace mozkomi$niho moku uréen jako hlavni modulator
obsahu proteinti v likvoru, a to proteinti jak krevniho, tak intrathekalniho pivodu.
Redukovany stupen cirkulace likvoru mé za nasledek zpoc¢atku linearni vzestup koncentrace
proteintll, vzristajici koncentrace podél drahy cirkulujiciho likvoru vede k nartistajicimu
mnozstvi difundujicich proteini za jednotku casu z krve do likvoru a tento cyklus naristajici
koncentrace a zvySujiciho se molekularniho, resp. proteinového piestupu pies bariéru

vytvaii mechanismus pozitivni zpétné vazby. (78,71,73,70,1,12,14,15,2,6,72,81)
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4. DYNAMIKA PROTEINU POCHAZEJICICH
PRIMARNE Z NERVOVEHO SYSTEMU

Je odlisnd od dynamiky proteinli pochazejicich z krevniho séra. Hlavni frakce proteinti
v normdlnim likvoru /cca 80%/ je tvofena proteiny séra se znaénym podilem albuminu. Asi
20% vznika intrathekalné z mozkového parenchymu a leptomening, vyjimecné jsou

specifické pro nervovy systém.

Zakladnim rysem téchto predominantné¢ mozkovych proteina je jejich vyssi koncentrace

Vv likvoru ve srovnani se sérem, coz indukuje jejich difuzi smérem z likvoru do krevniho séra.

(8,73,81)

5. BIOCHEMICKE VYSETRENI LIKVORU

Spektrum biochemickych vysetfeni likvoru stale nartista s rozvojem laboratornich metodik.

V zasad¢ by vzdy mélo byt vySetieno:

e hladina celkové bilkoviny
e hladina glukozy
e stanoveni hladiny imunoglobulinii a albuminu

e stanoveni hladiny proteinti akutni faze

Meélo by byt provedeno vySetfeni spektrofotometrické, které nas informuje o piitomnosti

hematogennich pigmenti.

5.1. Celkova bilkovina

Zanormalni Ize povazovat u dosp€lého ¢lovéka hladinu mezi 0,20 aZ 0,45 g/1, u novorozencii

1ze povazovat za norméalni az hodnotu 0,90g/1 a u lidi nad 60 let véku az do 0,60g/1.

Zvyseni hladiny celkové bilkoviny muze byt zptisobeno jednak poruchou hematolikvorové
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bariéry — do likvoru pronika zprvu albumin a pii vyrazné poruse bariéry i imunoglobuliny,
pfip. moznosti intrathekdlni tvorby imunoglobulini v CNS. ZvySeni hladiny celkové
bilkoviny je patologickym jevem a je obecné soucasti likvorovych syndromi
proteinocytologické asociace / pifi souasném zmnozeni poctu bunék / nebo

protienocytologické disociace / pii normalnim poctu elementtl/.

5.2. Glukoéza

Hladina glukézy dosahuje za normalnich okolnosti asi 2/3 hladiny v séru — cca 2,2 — 4,2

mmol/Il.

Zvyseni hladiny glykorachie lze pozorovat ¢asto u diabetiki, kde odrazi celkové vysokou
hladinu glukézy v séru. Dale byva n¢kdy vyssi u virovych neuroinfekci, kde mize byt i nizsi.

Vyrazné nizké hladiny glukozy jsou typické u hnisavych meningitid.

5.3. Laktat

Je dilezitym parametrem mozkového metabolismu. Hladina neni zavisld na plasmatické

koncentraci laktatu.

Laktat vznikd v CNS v pfipad€ anaerobni glykolyzy. Za normalnich podminek pfestupuje
hematoencefalickou bariéru v malém mnozZstvi. Pii bakteridlnich meningitidach hladina

vzristd az dvojnasobné.

5.4. Albumin a imunoglobuliny

Hladiny imunoglobulinti a albuminu musi byt paraleln¢ stanovovany v likvoru i v séru.
Hematolikvorova bariéra vzdy propousti urcité mnozstvi proteinovych frakci, coz odpovida
predevsim jejich vychozi koncentraci v séru, dale upozoriiuje na ptitomnost poruchy bariéry

hematolikvorové.
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Hladiny jednotlivych imunoglobulini v likvoru mohou byt zvySeny i pifitomnosti jejich

intrathekalni syntézy v CNS, a to pfi poruse bariéry ¢i izolovang.

Pro vypocet stavu hematolikvorové bariéry a intrathekalni syntézy imunoglobulini bylo

Vv klinické praxi pouzivdno mnoho indext a vzorcu.

V soucasnosti se za nejvyhodnéjsi povazuje grafické zndzornéni funkce bariéry a mozné
pritomnosti syntézy imunoglobulinti dle Reibera. Provadi se pro imunoglobuliny IgG, IgA,
IgM. Za nejptinosnéjsi se povazuje stanoveni hladiny IgG. Pfitomnost jeho oligoklonalni
syntézy lze pozorovat u neuroinfekci, zejména pii pfechodu do chronicity, velmi casto

U roztrousené sklerozy.
Albuminovy kvocient odrazi funkci hematolikvorové bariéry.

Jeho hladina se vyrazné méni s vékem. U novorozenci je vysoka — pii zvysené propustnosti

hematolikvorové bariéry.

5.5. Proteiny akutni faze
Velmi perspektivni skupina likvorovych proteind, téZ nazyvana reaktanty akutni faze.

Tyto proteiny piechédzeji do likvoru ze séra. Jejich hladina v likvoru je zavisld jednak na
jejich vychozi hladin€ v séru, jednak na funkci hematolikvorové bariéry. Tyto bilkovinné
frakce jsou integralni soucasti systému humoralni imunity a za jejich produkci jsou

odpovédné interleukiny, které mohou stimulovat jaterni burniky k jejich tvorbé.

Tyto proteiny jsou syntetizovany v jatrech a jejich vysledné hladina v likvoru je zavisla na

uvedenych okolnostech.

Jedna se o mediatory zanétlivé reakce, a to ve smyslu plus 1 minus. Nékteré z téchto plisobkt
zabranuji napf. poSkozeni tkdni zanétlivym procesem a jsou pak nazyvany reaktanty
negativnimi. Tyto proteiny zprosttedkovavaji aktivaci mezenchymalnich elementt
monocytarni fady v elementy makrofagické, ovliviiuji nastup, ukonceni a rozsah uklidové

makrofagické reakce. VéEtSina téchto frakei patii mezi alfa 1 a alfa 2 globuliny. Zmény jejich

10
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hladin, napf. u zanétlivych onemocnéni, jsou podkladem tzv. alfa-inverze popisované

v elektroforéze likvoru.

Sledovani hladin nekterych reaktantti akutni fdze mlize mit znacny vyznam i pro zjisténi

maligniho procesu CNS.

(6,7,14,57,70,72,76,81)

6. NEJCASTEJI SLEDOVANE FRAKCE PROTEINU
AKUTNI FAZE:

6.1. CRP — C —reaktivni protein

Stanoveni povazujeme za vyznamné u hnisavych neuroinfekci. Jeho normalni hladiny
moznost bakteridlniho zanétu prakticky vylu€uji. U ostatnich zanétlivych afekci byva hiife
stanovitelny marker pii velmi nizké inicidlni hladiné v likvoru. Velky vyznam je pfi odliSeni

virové a bakterialni infekce.

6.2. Orosomukoid

Kysely glykoprotein z alfal frakce globulinti. U zéanétlivych chorob jevi jeho hladina

zfetelny vzestup. Velmi vyrazny vzestup mize provazet maligni onemocnéni.

6.3. Prealbumin

Negativni reaktant. V likvoru dosahuje vysokych koncentraci proti koncentracim sérovym.

11
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6.4. Alfa l-antitrypsin a alfa 1-antichymotrypsin

Negativni reaktanty zanétlivé faze. Tyto latky blokuji ucinek enzymi, ¢imz eliminuji

tkanové poskozeni zanétlivym procesem.

6.5. Alfa 2 - ceruloplasmin

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

proteinem akutni faze.

6.6. Transferin

Transportni mechanismus pro Zelezo, reaktant zanétlivé faze.

6.7. Fibrinogen

Ucastni se hemokoagulace, protein akutni faze. V likvoru je zodpovédny za vznik sitky
u kompresivnich likvorovych syndromli a za vznik Froinova syndromu. Za normalnich

okolnosti je jeho hladina velmi nizka.

6.8. C3,C4
Komponenty komplementového systému, proteiny akutni faze.

(6,7,8,14,32,57,58,59,70,81)

12
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7. STRUKTURALNI PROTEINY CNS

Tato skupina je téz nazyvana stopovymi bilkovinami /trace proteins/ pro jejich velmi nizkou

hladinu v likvoru.

Tyto proteiny nejsou sérového ptivodu, ale jednad se o bilkovinné frakce syntetizované
v CNS. V séru jsou bud’ zcela nepfitomny, nebo jestlize pronikaji hematolikvorovou
bariérou, jsou pfitomny i V séru, ovSem ve stopovych az neméfitelnych koncentracich.

Nékteré z nich maji vztah k neuroinfekcim.
7.1. Gama trace protein

Zvyseni hladiny je nespecifickou znamkou ptitomnosti rozpadu mozkové tkan¢.

7.2. Bazicky protein myelinu

Zvyseni hladiny je u roztrousené skler6zy, leukoencefalitid, vaskularnich 1ézi CNS.

7.3. GFAP —astroprotein — Glial Fibrillary Acidic Protein

Produkovan astroglialnimi elementy CNS. ZvySeni hladiny u neuroinfekci, roztrousené

skler6zy, tumort z gliovych bungk, ...

7.4. Beta - trace protein

Zvyseni hladiny je u ischemickych cévnich 1€zi, infiltrativné rostoucich tumort, roztrousené

skler6zy, infek¢nich onemocnéni CNS.

7.5. Protein S 100

Zvyseni hladiny u neuroinfekci, kontuzi mozku. S — 100B spolu s tau proteinem - velmi

13
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dilezité pii stanoveni diagnozy Creutzfeldt-Jakobovy choroby. Senzitivita a specificita
stanoveni hladiny téchto proteini je kolem 90%. ZvySeni hladiny S — 100B ptedstavuje
astroglialni aktivitu a moznou destrukci, zatimco zvySeni tau proteinu je v dasledku ztraty

neurond.

7.6. Bazicky protein myelinu

Protein s vysokym obsahem bazickych aminokyselin, ktery je soucasti myelinu. Jeho
stanovovani je pouzivano vyzkumné, ale i vV klinické praxi — u roztrousené sklerdzy,
u neuroinfekci. Je povazovan za vyznamny antigen, ktery je schopen senzibilizovat

a stimulovat imunitni systém jedince k autoagresi.

7.7. Tau protein

Je protein intraneuronalni, mikrotubuly stabilizujici protein, primarn¢ se nachazejici
v axonech. Hladina je zéavisld na véku, zvySeni je spojené se stupném neurondlniho
poskozeni. Vysoce zvySena hladina je u degenerativnich onemocnéni — napi. Alzheimerovy
demence, Creutzfeld—Jakobovy choroby, akutniho mozkového infarktu. Normalni hladina
— napf. u depresi, demence pii alkoholické encefalopatii, Parkinsonové chorobé. ZvySena
hladina je rovnéZz u sclerosis multiplex v ¢asnych formach. Spolu s S - 100 B — zvyseni u CJD
[Creutzfeld—Jakobovy choroby/. Dale hladina stoupa spolu s GAP 43 /Growth—associated
protein/ a beta amyloidem 42 u frontotemporalni demence, Alzheimerovy demence,

vaskularni demence. ZvySeni tau proteinu je v disledku neuronélni a axonalni degenerace.

(1,12,14,15,16,2,6,8,13,14,57,73)
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8. ELEKTROFORETICKE DELICI METODY

Elektroforéza na papife je jiz prakticky opusténa.
Nov¢jsi elektroforetickou metodikou je izoelektricka fokuzace.

Izoelektricka fokuzace je elektroforéza, kterd déli bilkoviny mozkomisniho moku a séra

v gradientu pH podle jejich izolelektrickych bodua /pl/.

Aminokyseliny v bilkovinach maji amfoterni vlastnosti, tzn. ze bilkoviny mohou mit
zaporny naboj pii hodnotach pH vyssich nez je jejich pl a kladny naboj pti nizSich hodnotach
pH. Izoelektricky bod je pH, pti kterém ma bilkovina nulovy naboj.

Bilkoviny béhem izoelektrické fokuzace putuji do svych pl, kde se fokuzuji — koncentruyji.
Po rozdéleni bilkovin moku a séra izoelektrickou fokuzaci jsou mozné 4 typy detekei:

1. barveni v gelu

2. barveni v gelu po imunofixaci

3. blottovani na membranu /nejcastéji nitrocelulozovou/ s naslednou imunodetekei

4. blottovani na membranu impregnovanou protilatkou proti lidskému IgG s naslednou

imunodetekci - tzv. afinitivni imunoblotting

Stanoveni oligoklonalniho IgG izoelektrickou fokuzaci s ndslednym imunoenzymatickym
barvenim ptedstavuje nejcastéji uzivanou komplementarni metodu k diagnostice zanétlivého
procesu s intrathékalni IgG syntézou. Kvalitativni stanoveni IgA a IgM je rovné€Z mozné, ale

mén¢ senzitivni nez detekce oligoklonélniho IgG.

Na zékladé mezindrodniho konsenzu je navrzeno 5 typi moznych vysledkil pfi parové

analyze likvoru a séra:

Typ 1. Normalni likvor
Typ 2. Oligoklonalni IgG pouze v likvoru /napf. sklerosis multiplex/
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Typ 3. Oligoklonalni IgG v likvoru a jiné identické pasy v likvoru a séru /napi.
neuroborelidza/
Typ 4. Identické oligoklonalni pasy v likvoru a v séru /napf. paraneoplastické syndromy/

Typ 5. Monoklonalni pasy v likvoru a séru /myleom nebo monoklonalni gamapatie/
Pésy se obycejné nachazeji v alkalické oblasti elektroforetického pole.

Z hlediska neurologické diagnostiky jsou vyznamné typy 1, 2, 3. V pfipad¢ nalezti pod
bodem 3 a 4 dostavame dalsi informaci, nebot’ oligoklonalni pasy v séru jsou typické pro

fadu jinych onemocnéni, napt. Guillaniv- Barreho syndrom, zanétlivé polyneuropatie.

(70,73,3,7,11,13,15,53,76,79,82)

9. INTRATHEKALNI PRODUKCE SPECIFICKYCH
PROTILATEK

Ptipady, kdy se podafi z mozkomisniho moku izolovat mikroorganismus odpovédny za

vznik zadvazného onemocnéni mozku nebo michy, jsou ojedinélé.

v

Efektivnéjsi je sledovani specifickych protilatek, jejichz tvorbu mikroorganismus vyvolal.
Existuje n¢kolik metod, které nam to umoziuji:

1. Vypocet protilatkovych indexti, které informuji o intrathékdlni produkci

specifickych protilatek na zakladé stanoveni ELISA technikou.

2. Capture ELISA, specifické protilatky jsou vychytavany na nespecifické anti-1gG,
resp. anti-IgM protilatky; detekce se provadi se zna¢enym antigenem, proti kterému
je namifena specificka protilatka. Pokud jsou v mozkomiSnim moku vyssi titry

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

3. Imunoblotting, antigeny mikroorganismu jsou elektroforeticky rozd€leny podle
svych molekulovych hmotnosti, pfeneseny na nitrocelulozovou membranu a pak

inkubovany s mozkomi$nim mokem a se sérem, srovnava se pocet a intenzita
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vybarvenych past, pro lokalni onemocnéni svéd¢i vysSi pocet a intenzivnéjsi

vybarveni past po inkubaci s mozkomisnim mokem ve srovnani se sérem.

4. Afinitni imunoblotting, specifické protilatky rozd€lené izoelektrickou fokuzaci jsou
vychytavany na nitrocelul6zovou membranu nasycenou antigenem, proti kterému je
namifena specificka protilatka. Pokud je v mozkomisnim moku vyssi pocet past
nebo jsou intenzivnéji vybarveny nez v séru, svédc¢i to pro intrathekalni produkci

specifickych protilatek.

5. Meéfeni specifickych  protilatek  produkovanych lymfocyty izolovanymi

Z mozkomiS$niho moku a kultivovanymi in vitro.

(70,73,1,3,5,7,11,13,14,16)

10. PROTILATKOVY INDEX

Molekuly imunoglobulinti piechézeji ze systému do CNS i za fyziologickych podminek,
tj. pti neporusené hematolikvorové bariéte. Porovnanim stanoveni koncentraci celkového
nespecifického imunoglobulinu v moku a v séru s koncentracemi specifického
imunoglobulinu miZzeme zjistit, zda koncentra¢ni pomér — kvocient je u specifického Ig
stejny jako u celkového nespecifického IgG nebo zda je vyssi. Pokud je vyssi, dochazi
k intrathékalni produkci specifickych protilatek, jde 0 imunitni odpovéd proti danému

antigenu pfimo v CNS

Pomér téchto kvocientli se nazyva protilatkovy index.

(12,14,15,78,70,71,73,13,79)

Prtikaz virovych a bakterialnich antigenti:

Pouzivaji se ELISA techniky, imunoblotting, PCR — polymerazové fetézové reakce.
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Tuto citlivou metodu 1ze pouzit k pritkazu vira a bakterii u neuroinfekci pouze tehdy, pokud

jsou v moku pfitomny.

(3,6,15)

11. AUTOPROTILATKY

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

Poprvé byly zjiStény u pacientll s roztrouSenou sklerézou. Antigenem je bazicky protein

myelinu. Stanovuje se metodou RIA.

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

11.2. Anti-MAG protilatky /proti gylkoproteinu asociovanému s myelinem — Myelin
Associated Glycoprotein/

Antigen — minoritni glykoproteinovd komponenta myelinu centralniho i periferniho

nervoveého systému, strukturalné podobny nékterym adhezivnim molekulam.

Protilatky proti MAG jsou vétSinou monoklonalni imunoglobuliny tfidy IgM, vySetiujeme

je v séru pacienta.

Indikaci k vySetfené anti-MAG je pfedevSim neuropatie spojena s monoklonalni gamapatii

IgM.
K detekci se uziva metoda ELISA nebo imunoblott.
11.3. Antiglykolipidové protilatky

Tyto protilatky se ziejmé piimo podileji na patogenezi neuropatii. Stanovuji se metodou

ELISA. Velké mnozstvi je stanoveno napf. u Guillain—Barrého syndromu.

(3,7,12,14,17)
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12. SPEKTROFOTOMETRICKE VYSETRENI LIKVORU

Spektrofotometrické vysetieni nas informuje o pfitomnosti hematogennich pigmentd
v likvoru, md vyznam u piihod hemorhagickych, subarachnoidalniho krvéceni,

intraparenchymového mozkového hematomu a prokrvacenych mozkovych tumord.
Spektrofotometrické vysetieni pomuze odlisit pfitomnost arteficidlniho krvaceni.
Vysetieni se provadi ve spektru viditelného svétla.

V likvoru Ize bezpe¢né identifikovat hematogenni pigmenty: oxyhemoglobin, bilirubin,

methemoglobin.

12.1. Oxyhemoglobin

Pronika do likvoru z rozpadajicich se erytrocytl, mok se jevi jako ruzovy, Cerveny.

Absorpéni pik oxyhemoglobinu je pfi 415 nm, je doprovazen dvéma piky vedlejSimi.

Izolovana pfitomnost oxyhemoglobinu se vyskytuje u cerstvych intermeningealnich

krvaceni vSeho druhu.

12.2. Bilirubin

Vznika v buinkich mozkovych a miSnich obali plsobenim enzymu hemoxygendzy na
oxyhemoglobin. Vznikly bilirubin se dostava do likvorového prostoru, Zelezo putuje do
elementl retikuloendotelidlniho systému a za pomoci transportnich mechanismi pro Zelezo

je pak dale distribuovano.

Absorpcni maximum bilirubinu kolisd mezi 430 a 460 nm, coz je zptsobeno tim, ze lze

odlisit dvé bilirubinové frakce — LB frakce a SB frakce.

Vzorek je pii pfitomnosti bilirubinu vyrazné Zluty nebo nazloutly.
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12.3. Methemoglobin

Vznika z hemoglobinu oxidaci jeho dvojmocného Zeleza na Zelezo trojmocné, které vaze

kyslik, ten vSak jiz nemiize byt uvolnén k utilizaci tkdnim.

V likvoru se vyskytuje izolované pouze vzacné, ¢asto Ize zaznamenat jeho piitomnost spolu
S ostatnimi hematogennimi pigmenty. Likvor méd hnédavou barvu, ktera prechéazi do okrove
Zluté.

Absorpéni maximum je pii 406 az 408 nm. Pfitomnost methemoglobinu lze zaznamenat pti
krvaceni do ohranicenych uzavienych prostor CNS, napf. pfi epidurdlnim hematomu,

subduradlnim hematomu, intraparenchymalnim mozkovém hematomu ¢i u prokrvacenych

mozkovych tumoru. (12,14,15,70,71,7,6,13)

13. CYTOLOGIE LIKVORU

Morfologické zhodnoceni bunék v likvoru je vyznamnou soucasti likvorové diagnostiky.
Bunécné elementy jsou stanoveny ve Fuchsové — Rosenthalové komirce .
Cytologické vySetfeni umoznuje:

e diagnézu zanétlivého likvorologického syndromu
e diagnozu patologického krvéaceni do likvoru
e diagnozu nespecifického iritaéniho likvorologického syndromu

e diagn6zu nadorového onemocnéni

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

e cytocentrifuga¢ni technika
e sedimentacni technika

e filtrace
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13.2. Metody barveni cytologického preparatu:
a. Konvencni metody

Témito metodami ziskany cytologicky preparat je nasledné barven zékladnim standardnim
barvenim dle Maye-Granwalda-Giemsy s nabarvenim buné¢éného jadra a cytoplazmy.
V indikovanych ptipadech jsou provadéna specialni barveni, napt. dle Grama k diferenciaci

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

Diagnosticky relevantni antigeny mohou byt vizualizovany imunochemickymi metodami za
pouziti pfislusSnych monoklondlnich protilatek. Protildtka znacend enzymem umoziiuje
naslednou barevnou reakci s pfislusSnym substratem. Tato metoda je nejcastéji uzivana ke
stanoveni intracelularni pfitomnosti imunoglobulind tfidy IgG, IgM, IgA v tzv.

B aktivovanych lymfocytech nebo k typizaci nadorovych bunék.
C. Molekularné biologické metody

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

pouzivany hlavné ve vyzkumu.

13.3. Fyziologické bunécné sloZeni likvoru

Bunky v likvoru jsou pravdépodobné krevniho plivodu. Jak dlouho tyto bunky ziistavaji
Vv perivaskularnim prostoru mening, nez jsou uvolnény do likvoru, neni zndmo. Rovnéz neni

znamo, zda lymfocyty z mozkového parenchymu ptechézeji do likvoru.

V lumbdélnim likvoru se vyskytuji za normalnich okolnosti 2 bunécné druhy: lymfocyty
[70%/, monocyty /30%/. Erytrocyty a neutrofilni granulocyty jsou piitomny pouze
v disledku arteficidlni krevni pfimé&si. V likvoru se mohou vyskytovat buniky chorioidélniho

plexu, ependymalni buniky, arachnoidéalni buniky. Ty vSak nemaji diagnosticky vyznam.

(1,12,14,15,2,5,10,57)
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Obrazek 1: Neaktivované lymfocyty
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Obrazek 2: Neaktivované a aktivované formy lymfocytt

Obrazek 3: Neaktivovany monocyt
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Obrazek 4: Monocyt se znamkami aktivace

Obrazek 5: Aktivovany monocyt
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Obrazek 6: Monocyty a granulocyty

Obrazek 7: Neutrofilni granulocyty
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Obrazek 8: Degenerativni formy neutrofilti

14. PATOLOGICKE CYTOLOGICKE NALEZY
V LIKVORU

Znamky nespecifické aktivace v cytologickém obraze:

Pfi¢iny — napf. ptitomnost cizich téles, patologické procesy hluboko v mozkovém

parenchymu.

Cytologicky obraz — aktivované formy lymfocytti, monocytl, ¢asto pfimés neutrofilnich

granulocytt.

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

Pti priniku krve do likvoru dochazi k aktivaci monocytarné —fagocytarniho systému se

vznikem raznych typt fagocytli podilejicich se na postupném odstrafiovani krve
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z likvorovych prostori. Morfologicky rozliSujeme nésledujici fagocyty: erytrofagy,
siderofagy, hematoidinsiderofagy. Tyto zmény nesleduji vzdy chronologicky sled.
Soucasné se mohou vyskytovat erytrofagy i siderofagy. Fagocytdza se objevuje jiz za 2-18

hodin po krvaceni.

V diagnostice patologického krvaceni do CNS se uplatituje rovnéz spektrofotometrie.

14.2. Cytologicky obraz v likvoru u zanétlivych onemocnéni:

Zvyseni poctu bunék v likvoru /pleocytdéza/ neznamena automaticky infekéni onemocnéni

a naopak ne kazda infekce nervového systému zpiisobi pleocytozu.

Jednotlivé bunécné typy:

a. Polymorfonuklearni leukocyty

Objevuji se pii akutni reakci mening v likvoru rychle, ale po odbéru jejich pocet rychle klesa.
b. Neutrofilni granulocyty

Maji segmentované jadro, objevuji se u bakteridlnich infekci, maji schopnost fagocytozy.
Béhem jednoho tydne mizi. Pokud pfetrvavaji déle, je nutno zvazit i jiné diferencidlné

diagnostické moznosti.
C. Eozinofilni granulocyty

Maji oranzové Cervena granula v cytoplazmé. Pokud jejich mnozstvi piesahuje 1%
v diferencidlnim cytologickém obraze, musime pomyslet na parazitdrni onemocnéni nebo

pfitomnost ciziho télesa.
d. Makrofagy /fagocyty/

Jsou aktivované a morofologicky transformované monocyty odstrafiujici cizi materil
z nervové tkané a likvoru. Podle typu fagocytovaného materidlu rozliSujeme

bakteriofagocyty, leukofagy, erytrofagy, lipofagy, pigmentofagy.
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Obrazek 9: Lipofag

Obrazek 10: Lipofag, fagocytosa erytrocytl
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Obrazek 11: Aktivované monocyty s adherovanymi erytrocyty

Obrazek 12: Erytrofagy
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Obrazek 13: Siderofagy

Obrazek 14: Siderofagy s krystaly hematoidinu
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e. Plazmatické bunky

V normalnim likvoru se nevyskytuji. Vzdy poukazuji na zanétlivou reakci. Plazmatické
buiiky jsou poslednim diferenciacnim stupném vyvoje B lymfocyta produkujicim protilatky.
Maji excentricky ulozené jadro s kondenzovanym chromatinem, perinukledrnim

projasnénim a bazofilni cytoplazmu.

Obrazek 15: Neaktivované, aktivované lymfocyty, lymfoplasmocyty
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Obrazek 16: Plasmocyt

Obrazek 17: Plasmocyt
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Obrazek 18: Plasmocyt, neutrofily

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

f. Aktivované B lymfocyty

Predstavuji vyvojovy mezistupen B lymfocytu a plazmocytu. Imunoglobuliny t¥idy IgG,
IgA, IgM jsou prokazatelné imunocytochemicky intracytoplazmaticky a nejsou jeste

sekretovany do likvoru. Pravidelné jsou pfitomny s plazmocyty.

(1,2,5,10,12,13,16,61,76)

14.3. Cytologicky obraz v likvoru u nadorovych onemocnéni:

vvvvvv

nadorové onemocnéni provést dalsi vysetieni - jako stanoveni nddorovych markert, event.

imunocytochemické vySetieni.
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a. Cytologicka Kritéria malignity:

e polymorfie bunécnych jader

e polychromazie

e zmnozeni jadérek

e vicejadernost bun¢k

e zvySeny pocet mitdz

e atypické mitdzy

e posun V jaderné - plazmatickém poméru

e zvySend variabilita cytopazmy s nehomogennimi strukturami
e vakuolizace

e neostré ohraniceni bunécnych struktur
b. Primarni mozkové tumory

Jejich builky nalézame v likvoru pouze sporadicky, castéji nachazime bunky
meduloblastomu, neuroblastomu, ependymomu a dysgerminomu. Ob¢as mohou gliomy
indukovat pravodni lymfo-monocytarni zanétlivou reakci, nékdy s ptitomnosti aktivovanych

B lymfocyti nebo plazmocyti.
C. Sekundarni mozkové tumory

Nejcastéji metastazuje do CNS karcinom prsu, plic, ledvin, zaludku a maligni melanom. Pi1

karcinomat6ze mening je cytologie likvoru nejpiinosnéj$i diagnostickou metodou.
d. Lymfomy a leukémie

VétsSina lymfomt vznika z B lymfocytl. Priméarni lymfom mozku je vzacny. Sekundéarni

lymfom se miZze vyskytnout ve formé solitarni nebo difuzni.

(1,2,5,6,10,13,16,48,54,80,82)
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15. SYNDROMOLOGICKA KLASIFIKACE
LIKVOROVYCH CYTOLOGICKYCH NALEZU

15.1. Normalni nalez

¢ lymfocyty 50-80%, monocyty 20-50%

e v obou fadach pievazuji klidové formy /maximalné 10-20% aktivovanych forem/
e 74adné lymfoplazmocyty, ani zralé plazmatické buiky

e 7zadné lipofagy

e 74dné segmenty

15.2. Patologicka oligocytoza

Normalni pocet buné€k, patologicka celularni skladba:

a. Lymfocytarni oligocytoza:
e pievaha lymfocyti + zvysené relativni zastoupeni jejich aktivovanych forem

e plazmocytarni formy

Hodnoceni: diskrétni ser6zné-zanétlivé zmeény, piitomnost plazmocytarnich forem jsou

typické pro chronické neuroinfekce a roztrouSenou sklerozu.

b. Monocytarni oligocytoza:

e pievaha bun¢k monocytarni fady

e zvySené relativni zastoupeni aktivovanych forem této fady

e popi. piitomnost specifického substratu fagocytdézy /lipofagy, erytrofagy,
pigmentofagy/
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Hodnoceni: nespecifickd abnormita, neni-li pfitomen specificky substrat fagocytézy, jde
n¢kdy spiSe o variantu normalniho nalezu. Tento nalez je nejcastéjsi cytologickou
abnormitou u polyradikuloneuritidy Guillain-Barrého, ¢asty u vertebrogennich onemocnéni,
U nezanétlivych onemocnéni nervové soustavy. Nalez lipofagh je podeziely z destrukce
nervoveé tkané bohaté na lipidy, nalez erytrofagi, resp. hematogennich pigmentt, prokazuje

cerstve, resp. starsi krvaceni do likvorovych prostor.

C. SmiSena mononuklearni oligocytéza:

e zaroven pfitomna aktivace bun€k lymfocytarni i monocytarni fady, aniz by znamky

aktivace v jedné z obou tad zfetelné pievazovaly.

Hodnoceni: ptfitomnost plazmocytarnich forem vzdy odrazi zénétlivy proces v likvorovém
kompartmentu, nejsou-li plazmocytarni formy zachyceny, jde o nepfili§ specificky nalez,

muze jit o zanétlivé 1 nezanétlivé onemocnéni nervového systému.

d. SmiSena oligocytéza /mononukleary + segmenty/:

e vyznamné zastoupeni granulocytil /cca 20 — 50 %, nej€astéji neutrofilnich/

Hodnoceni: ne zcela typicka ,,reakce akutni faze“. Jde o vyraznou patologii, ktera miize
signalizovat incipientni hnisavou i nehnisavou neuroinfekci nervového sytému, pfitomnost
eozinofilii miize znacit alergickou reakci, ale také infekéni komplikaci po invazivnich

neurochirurgickych vykonech.
e. Granulocytarni oligocytéza:
e zfetelna pfevaha granulocytl /nejcastéji neutrofilnich/

Hodnoceni: incipientni hnisava ¢i nehnisava neuroinfekce, ,,reakce akutni faze®, alergicka
reakce, infekéni komplikace po neurochirurgickych invazivnich vykonech. Nejcastéji ale

neuroinfekce.

37



MUDr. Jana Svatonova

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

Diserta¢ni prace 2015

f. Tumordézni oligocytoza:

ptitomnost nadorovych bun€k v preparatu

15.3. Pleocytéza

Zvyseny pocet elementt:

a. Lymfocytarni pleocytéza:

pocet elementll velmi rtizny /desitky az stovky/
ptevaha lymfocytt

zvySené zastoupenti jejich aktivovanych forem

zpravidla pfitomny plazmocytarni formy

Hodnoceni: ser6zné-zanétlivé zmény.

b. Monocytarni pleocytéza:

pocet elementil vétSinou jen mirn€ zvysen
pfevaha monocytarnich bunék
zvySené zastoupeni jejich aktivovanych forem

nékdy ptitomnost specifického substratu fagocytozy

ree

Hodnoceni: etiologicky nespecifickd ,reaktivni abnormita — napf.

polyradikuloneuritida Guillana-Barrého, terminalni faze neuroinfekci.

C. SmiSend mononuklearni pleocytéza:

ischemie CNS,

zmnozeni bun€k lymfocytarni 1 monocytarni fady nebo zvySené zastoupeni aktivovanych

forem v obou fadach bez jednoznacné prevahy jedné z nich

pfitomny aktivované formy obou fad
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pritomnost specifického substratu fagocyt6z
Hodnoceni: ser6zné-zanétlivé zmény, je-li vSak pocet elementii jen hranicné zvysen, jde
0 neptili§ specificky nalez, miZze jit o zanétlivé 1 nezanétlivé onemocnéni nervového

systemu.

d. SmiSena pleocytoza /tj. mononukleary + granulocyty/:

pocet elementtl je velmi riizny /hraniéni az k tisicim/
signifikantni zastoupeni granulocytl v preparatu /cca 10-50%/

pfitomny zndmky aktivace v lymfocytarni nebo monocytarni fadé

Hodnoceni: vétSinou zanétlivé onemocnéni CNS, vysSi pocet elementl /stovky/ byva
U pocinajicich neuroinfekci, ale také v proliferativni f4zi neuroinfekci hnisavych. Je-li pocet

elementi jen hrani¢né zvysen, mlize jit i o reaktivni abnormitu.

e. Granulocytarni pleocytoza:
pocet elementll vyrazné zvysen /az desetitisice/

vzacnéji jen mirné zvysen pocet elementi, prakticky vzdy neutrofily, vyjimecné eozinofily

Hodnoceni: charakteristicky nalez pro hnisavé neuroinfekce. Je-li pleocytéza jen mirného
stupné, mize jit o incipientni zanét nehnisavy, vyjimecné reaktivni abnormitu. Pfitomnost

¢etnéjsich eozinofili miize znamenat alergickou reakci i neuroinfekci.

f. Tumordzni pleocytoza:

pritomnost nadorovych bunék v preparatu

(1,12,14,15,71,70,2,5,13,76,81)
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16. BETA 2 - MIKROGLOBULIN

Beta2-mikroglobulin byl poprvé izolovan v r. 1968 Beggardem a Bearnem z moce pacienti
S onemocnénim proximalniho tubulu. Poté byla studovéna jeho struktura, metabolismus

a jeho vyznam v riznych medicinskych oborech.

Beta2-mikroglobulin je nizkomolekuldrni protein, vysoce staly béhem evoluce, jehoz
syntéza je kontrolovana z lokusti na 6. chromozému. M4 molekulovou hmotnost 11.800
Daltonii. Je tvofeny 99 aminokyselinami, jejichz sekvence je zndma. Ma vnitini

disulfidickou vazbu a vytvari tim smycku. /viz. obr.21/

Népadna je podobnost jeho primarni i sekundarni struktury s konstantni doménou IgG,
zvlasté doménou CH3 /vice nez Y4 poloh je identicka a také beta2-mikroglobulin zaujima
konformaci beta listu, typickou pro imunoglobulinovou strukturu/, coz vede k ptedpokladu,

zZe se oba, beta2-mikroglobulin i IgG, vyvinuly ze stejného ancestralniho genu.

Beta2-mikroglobulin tvofi lehky nevariabilni fetézec histokompatibilnich antigend /HLA 1.
ttidy/, proti nimzZ je zamétena imunologicka intervence po transplantaci. HLA jsou s rtiznou
intenzitou syntetizovany vSemi zivymi jadernymi buiikami téla a jsou rozmistény na jejich
bunééném povrchu, nejhustéji na lymfocytech a makrofazich. Nenachazi se na erytrocytech.
Ve srovnani s lymfocyty je molekul HLA napiikald 5x méné na jaternich bunikach, 200x

méné na buiikach kosternich sval a 1000 X méné na buitkach mozkovych.

Beta2-mikroglobulin je k té&zkému fetézci HLA nekovalentné vazan, nasledkem
metabolismu a degradace HLA je od té€Zkych fetézcu disociovan, a poté se objevuje ve volné
formé v extracelularni tekuting a ve vsech t€lnich tekutindch — sérum, moc, ascites, pleuralni

tekutina, synovialni tekutina, sliny, likvor, zatimco tézky HLA fetézec je rychle degradovan.

40



MUDr. Jana Svatonova Disertacni prace 2015

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

Tvorba beta2-mikroglobulinu a jeho uvoliiovani 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 riznych stavii — u nadorti /mnohocetny
myelom, non — Hodginsky lymfom, Hodgikova choroba, chronicka lymfaticka leukémie/,
zanétd, imunologickych onemocnéni, selhavani ledvin — kdy dochézi ke snizeni katabolismu
beta2-mikroglobulinu, nebot’ beta2-mikroglobulin je z 99% vylu¢ovan ledvinami.
Komplexni vzorec korelace mo¢ového kreatininu, albuminu a beta 2-mikroglobulinu je
sledovan jako vysoce specificky mechanismus rendlni filtrace. VySetfeni v mo¢i predstavuje
mensi zat€Zz / neinvazivni odbér na rozdil od odbéru krve, moznost opakovanych

odbért../vede k ¢asné detekci, prognoze,a sledovani odpovédi na 1é€bu.

(33,85,89,78,63)

Koncentrace beta2-mikroglobulinu v séru je ovliviiovana velkym mnozstvim faktort, a proto
jeji stanoveni nema velky diagnosticky vyznam.

Zvyseni hladiny beta2-mikroglobulinu v likvoru odpovida lokalni produkci a je pfipisovano
predevsim aktivaci imunitniho systému, produkci anomalnimi bunikami a déle uvoliiovani

pii tkénové destrukei.

(16,18,34,55,7,27)
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Obrazek 16 — molekula beta2-mikroglobulinu

636 Schardijn and Statiux van Eps
Light chain heavy chain

Zone baaring
aliotypic (HLA)
determinants

Lipd bilayer of the
Cylopiasmic membrane

ey

Molecular strokes radius 316A Amino-acid residues: 100
Sedimentation cosfictent S;,w = 1 6 Carbohydrates: 0
Estimated molecular weight: 11 800 dalton  pl: 5.7 Fig. 2. A schemotic representation of the HLA complex (class 1) with

the heavy chain tright side) penetrating the cxtoptasmic membrane and
the light chain being B-microglobulin attached nowscovalently 1o the
heavy chain, From Phadedoc Diagnostic Communications 6 9; (979
(Pharmacia Diagnositcs AB, Uppsala. Sweden),

Fig. V. Primury siructure wnd physicochemical haracterisiics of B,-
micralobating From Phadedoe Diugnostic Communications 6; 4: 1979
Phurmacia Diggnostics AB. Uppsala, Sweden).

Indikace stanoveni hladiny beta2-mikroglobulinu:

monitorovani a sledovani Uspé&Snosti 1é¢by lymfomu, plasmocytomu, non - Hodginského
lymfomu

stanoveni glomerularni filtrace — predevsim u déti

diagnoza a monitoring u tubulo-intersticialniho poSkozeni ledvin

podezieni na dialyze — zavislé amyloidoze

stanoveni rendlnich funkci po transplantaci ledvin a casnd detekce onemocnéni
cytomegalovirem

zjisténi nepiijeti transplantatu po transplantaci kostni diené

monitoring a progrese onemocnéni u pacientll HIV pozitivnich

(18,41,77,21,24,38)
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Stanoveni hladiny beta2-mikroglobulinu souc¢asné s hladinou ferritinu v mozkomi$nim
moku mulze byt uzivano jako marker pro diferencidlni diagnézu meninigtid a stanoveni

odpovédi na 1é¢bu.

Byla publikovana studie 122 pacientii — rozdélenych podle znamé etiologie obtizi do tii

skupin: bakterialni 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$nim moku.

Prvni skupina — bakteridlni meninigitida s etiologickym agens H. influenze a Streptococcus

sk. B. Byla intravenozné podéavana antibiotika.

Ve druh¢ skupiné virovych meningitid bylo etiologické agens — virus zardének, spalnicek,

echo virus, herpes zoster, enterovirus — stanoveni bylo potvrzeno serologickym vySetienim.

Tteti skupina byli pacienti s normdlnim mozkomiSnim mokem. Byly zde pacienti
S nejriiznéj$imi onemocnénimi — jako napf. epilepsie, leukemie ve fazi remise, febrilni kiece,

pneumonie, infekce mocovych cest, ...

Studie ukézala, Ze hladina vySe jmenovanych proteinli ve skupiné nemeningitickych
postiZeni zavisi na véku. Vzorky od pacientd starSich 5 mésict vykazovaly vyssi hladinu
proteinll neZ u pacientil mladsich nez 6 mésict. Hladina beta2-mikroglobulinu byla vyrazné
zvy$ena u pacientl s virovou meningitidou nez u pacientli s nemenigitickym postizenim
CNS. Hladina ferritinu byla vyssi u pacienti s bakterialni meningitidou nez u pacientli
s virovou meningitidou a zavisela na odpovédi na antibiotickou 1é¢bu. Tyto vysledky jsou

signifikantni pro pacienty star$i nez Sest mésicu.

Ferritin a beta2-mikroglobulin mohou byt uzivany jako diagnosticka kriteria v akutni fazi

meningitid a urCovani odpovédi na 1éCbu antibiotiky.

Studie ukazala, Ze je indikovano rychlé stanoveni beta2-mikroglobulinu a ferritinu
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vV mozkomisnim moku jako diagnostické kriterium pro akutni fazi meningitidy a stanoveni
odpovédi 1écby meningitidy. Koncentrace beta2-mikroglobulinu a ferritinu je zavisla na
véku — Vv zavislosti na propustnosti hematoencefalické bariéry. A hladina beta2-

mikroglobulinu a ferritinu koreluje s hladinou celkové bilkoviny.

Koncentrace beta2-mikroglobulinu a ferritinu byla signifikantné zvySena u pacienttl
s virovou meningitidou. Koncentrace ferritinu byla signifikantné¢ zvySena u pacientil

S bakteridlni menigitidou nez u virovych meningitid.
(41,84,85,86)

Nizkomolekularni proteiny / interleukin-6,tumor nekrotizujici faktor alfa,beta 2-
mikroglobulin/ maji opodstatnéni pfi sledovani glomerularni filtrace, pii studovani vztahii
normalni funkce ledvin / 18 ti mési¢ni srovnavaci studie zdravych a pacientti s chronickou

renalni insuficienci/.
(63,33)

U novorozencli se symptomatickou infekci cytomegalovirem je vysokd hladina beta2-
mikroglobulinu v mozkomi$nim moku a koreluje s neurologickymi nalezy na zobrazovacich

vySetienich /CT, MRI, SONO/.

Byla vySetfovana skupina 23 novorozencl se symptomatickou vrozenou infekci CMV.
Klinické postizeni bylo mikrocefalie, hepatosplenomegalie, ikterus. Provedena lumbalni

punkce, kranidlni sonografie, CT, MRI.

SONO ukazalo periventrikularni kalcifikace, dilatace mozkovych komor, periventrikularni

cysty.

CT wvySetfeni — periventrikularni kalcifikace, subkortikdlni, kortikalni, cerebelarni

kalcifikace. RozSiteni mozkovych komor.
MRI — periventrikularni kalcifikace, postiZzeni nucleus caudatus, pachygirie, polymikrogyrie.

Nalezy v likvoru — pleocytosa, zvysena hladina celkové bilkoviny, pfitomnost erytrocyti,

signifikantni zvySeni beta2-mikroglobulinu proti kontrolni skuping.
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Nebyla nalezena korelace mezi vysledkem vySetieni zobrazovacimi metodami a hladinou
proteint v likvoru, ale vyrazna pozitivni korelace mezi hladinou beta2-mikroglobulinu
a pozitivnim nalezem zobrazovacimi metodami. Podle této studie se zda, ze vysoké hodnoty
beta2-mikroglobulinu nejsou zavislé na poruse hematolikvorové bariéry, data naopak
odpovidaji intrathekalni produkci beta2-mikroglobulinu. Hlavni podil na zvySeni beta2-
mikroglobulinu mé zfejmé glidlni proliferace. Beta2-mikroglobulin je pfitomen na povrchu

glialnich bungk, které ho in vitro produkuji.

(21,22,26,39,83,85)

Antibakterialni protein izolovany z lidské plodové vody byl shledan totoznym a beta2-
mikroglobulinem.Studie prokazala,ze je vytvafen amniotickymi bunikami které jsou

vystaveny patogentim.

Antibakterialni aktivita byla proti L. monocytogenes, Escherichia coli, Streptococcus
aureus, Staphylococcus epiderdimidis ..ZvySeni hladiny beta2 —mikroglobulinu bylo
zjisténo v plodové vode, u dospélych a ve fetalnim seru pfi vystaveni t€émto patogentim /

plodova voda byla odebirana téhotnym Zenam ve tietim trimestru gravidity
(50,21,22)

Velky zajem ptedstavuje studium markeri v mozkomi$nim moku pii HIV—1 pozitivni
infekci v asymptomatickém stadiu. Nejdiive je nalezen HIV-1 v mozku /v ranych stadiich/,
pozdéji se stava CNS teréem virl, a kone¢né vede HIV-1 infekce k AIDS demenci. Jedna
se o devastujici neurologickou komplikaci, ktera vede k poruse kognice, chovani a motoriky
behem tydnl az mésicli. V retrospektivni studii bylo demonstrovano, Ze prevenci demence

je podévani zidovudinu.

V této studii byly sledovany zmény v mozkomisnim moku pied poddnim a po podavani léku.
VSsichni pacienti byli neurologicky asymptomaticti. Byly sledovany zmény béhem 1écby
— Vv hladiné beta2-mikroglobulinu monocytarniho chemotaktického proteinu /MCP-1/
a rozpustného tumor nekrotizujiciho faktoru alfa /STNRFs/.
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Odbéry byly provedeny pted 1écbou, béhem 1écby a po skonceni. Podavano bylo 3x 200 mg
zidovudinu, 2x denn¢ 150 mg lamivudinu nebo 2x denné¢ 40 mg stavudinu a 2x denné 150

mg lamivudinu.
Hladiny beta2-mikroglobulinu v séru a likvoru vyrazné klesly po 12 tydnech 1é¢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 vysetieni

po 12 tydnech 1écby.

Hladina MCP-1 v séru a Vv likvoru byla rozdilna u kontrolni skupiny, ale v prib&hu 1é¢by se

vyraznéji neménila.

Koncentrace sTNRFs byla zvysena pred 1é¢bou proti kontrolni skuping, ale hladina se

nezmeénila po 1€cbé.

V této studii tedy u neurologicky asymptomatickych nemocnych HIV-1 pacientd hladiny
beta2-mikroglobulinu v likvoru byly vyrazné zvySené proti kontrolni skupiné.
V prospektivni studii pacienti se zvySenou hladinou beta2-mikroglobulinu v likvoru bylo
vys§i riziko rozvoje AIDS demence. Pokles koncentrace beta2-mikroglobulinu byl po 1é€bé

zidovudinem nebo lamivudinem.
(23,24,40)

Dalsi studie dokazuje vyznam podavani antiretrovirdlnich 1€kd, inhibitori reverzni

transkriptazy.

HIV-1 se nachazi v likvoru ve vétSin€é HIV pozitivnich pacienti ve vSech stadiich
onemocnéni, vcetné primarni infekce. Odrdzi aktivitu, postup infekce a intrethekalni
bunééné navozenou odpovéd zvySenim hladiny koncentraci neopterinu a beta2-
mikroglobulinu. V dobé€, kdy se objevi poruSeni hematolikvorové bariéry, nastava jiz

kriticky bod v rozvoji ADC /AIDS dementia complex/.

(32)
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Studie hodnoti 8 pacientt /1 s neurologickymi komplikacemi, 7 neurologicky
bezptiznakovych/ 1é¢enych nelfinavirem, saquinavirem a dale kombinaci zidovudinem a
lamivudinem, zidovudinem a didanosinem. V opakovanych lumbdalnich punkcich byly
stanoveny hladiny beta2-mikroglobulinu a neopterinu. Tyto hladiny klesly v likvoru

i V plazm¢& béhem 1é¢by a po 1é¢be.

Velmi vyznamna studie, kterd se zabyva ADC a jeho 1écbou, probehla v r. 2007 za ucasti 13

klinik v Australii, Kanadé a Velké Britanii.

ADC /AIDS dementia complex/ byl poprvé sledovan jiz v pocatcich vzniku HIV epidemie.
Pacienti s timto postizenim trpi demenci, poruchami chovani, poruchami chiize a rovnovahy.
Nyni se objevuje méné v lokalitdich, kde se pacienti podrobuji 1é€bé vysoce aktivni
retroviralni terapii /kombinaci 1ékt, které postihuji virus v riznych etapach jeho zivotniho
cyklu/. Dosud neni pfesné urcend nejlepsi kombinace 1écby. Po néjakou dobu jesté potrva

jeji stanoveni, v€etné kombinace prochézejici pies hematoencefalickou bariéru.
ADC je postiZeni, které se objevuje asi u 20% pacientl pted uzivanim retrovirdlni 1écby.
(31,36,37)

Zidovudin snizil tento vyskyt na méné nez polovinu. NejlepSim ukazatelem Iécby
zidovudinem, stavudinem, lamivudinem, idinavirem je stanoveni hladiny beta2-

mikroglobulinu a quinolinové kyseliny v likvoru.

Antiretroviralni 1éCba, kterd je ispésna pii 1é€bé ADC, musi spliiovat poZzadavky antiviralni
aktivity, schopnosti prochazet do mozku v odpovidajicich koncentracich, aktivovat
mikroglidlni a makroglidlni systém. Ve studii byla podavana v nékolika skupinach
pacientim po dobu 12 tydnt rtizna kombinace vySe uvedenych 1€kt. Sledovan byl likvor
a hladiny beta2-mikroglobulinu a kyseliny quinolinové, jejich hladina poklesla proti skupiné

HIV pozitivnich nelécenych pacientt.

Beta2-mikroglobulin se jevi jako dualezity ukazatel odrazejici zmény v mozku pfi postizeni

HIV infekci a zaroven odrazejici uspesnost 1écby.

(24,87,44,75)
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Neuronalni poskozeni, ztrata dendrit a mozkova atrofie jsou komplikacemi HIV infekce.
Aktivované mozkové makrofagy a mikroglie mohou uvolnovat quinolinovou kyselinu,
neurotoxin a NMDA /N-methyl-D-aspartat/ agonisticky receptor. Byla zjisténa nezavislost
mezi zmensenym objemem striata a limbického systému a kyseliny quinolinové a beta2-
mikroglobulinu. Hladina beta2-mikroglobulinu a quinolinové kyseliny nezavisi na ztratach

objemu — v jakékoli oblasti.

(55,75)

Beta2-mikroglobulin je markerem mikroglidlni aktivace a nesouvisi s glutamatovymi

receptory, jejichz hladina je z&visla na excitotoxicité a objemovych ztratach.

(45,46,55,78)

Beta2-mikroglobulin spolu s neopterinem, receptorem pro interleukin-2 jsou dulezitymi
markery pro stanoveni bunéfné imunitni odpoveédi po mozkovych traumatickych 1ézich.

Mechanické poSkozeni mozku, stejné jako zanét, aktivuji cytokiny.

Neopterin je produkovan makrofagy po stimulaci a aktivaci gama—interferonem. Jeho

zvySena hladina svéd¢i o aktivaci makrofagl, nachdzi se v plazmé postizenych pacientt.

Beta2-mikroglobulin je soucasti MHC-I komplexu. Zvysend hladina odrazi aktivaci

bunééného imunitniho systému.
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IL-2 receptory na T-lymfocytech a monocytech/makrofazich je né€kolik glykoproteint,
zvysujicich se u pacientil S autoimunitnim postizenim, hematologickym postizenim, béhem
transplantaci. U pacientl s izolovanym traumatickym poskozenim mozku byla sledovana

hladina vyse uvedenych markerd.
Sledovani probihalo po dobu 21 dni sou¢asné v séru a likvoru.

Byla patrna rozli¢na kinetika neopterinu a beta2-mikroglobulinu. Neopterin i 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 pon¢kud nespecificky protein, nepodava tak dillezitou informaci

0 prubéhu onemocnéni po urazech mozkovych jako neopterin ¢i receptor IL—2.

(32,34,36,37,38,43,55,60,67,70,71,77,81,87)

Dalsi vyzkumy pfichdzeji u pacienti se sarkoidozou. Sarkoidoza je multisystémové
onemocnéni, nejcasteji postihujici plice, o€i a kiizi. PostiZeni patete je vzacngjsi, proto je
méné znama jeho diagndza a léCba. Nejcastéjsi vyskyt onemocnéni je ve vékove skupiné
kolem 40 rokd, asi 17% postizenych jevi i ptiznaky postizeni CNS. Provedena autopsie
zjiStuje subklinické postizeni CNS v 50% piipadii. Poskozeni patefe se objevuje nejcastéji
po plicnich pfiznacich. Klinicky se projevuje paraparesou, kvadruparesou, autonomni
dyserfelexii, radikularnimi ptiznaky, kaudalnimi ptiznaky. Diagndza se stanovi MRI
vySetfenim, ale hlavné analyzou mozkomisniho moku. Nalezem je lymfocytarni pleiocytoza,
elevace hladiny celkové bilkoviny, v 75% ptipadi je zvySené hladiny beta2-mikroglobulinu.

Hladiny ale nekoreluji s hladinou v séru.

(74,79,25,51)
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Diagnéza vétSiny degenerativnich onemocnéni CNS, jako Alzheimerova demence,
Parkinsonova choroba, demence s Lewyho télisky, se opira o klinicka kritéria a laboratorni

vySetfeni, ktera jsou zna¢n¢ limitovana.

Vyzkum ve stanoveni, vysetfovani specifickych proteinti, metabolitd apod. je tedy velmi
dalezitym ukolem.

Zejména stanoveni diagnozy téchto onemocnéni v poc¢atecnich stadiich je velmi slozité, ale
dulezité.

Hladina markert se stanovuje v séru a Vv likvoru. Zvlasté nékteré proteiny, jako napf. alfa 1—-
antitrypsin, beta2-mikroglobulin, jsou dulezité pii vySetfenich napf. u Alzheimerovy

demence.
Zde byva vysetfovan apolipoprotein Al, E, J, beta—trace protein Kininogen.
(19,56,60,70,69,89)

Hladiny  beta2-mikroglobulinu,  apolipoproteinu  E,apolipoproteinu  J,prekursoru
transferitinu, proapolipoproteinu,alfal-antitrypsinu ~ byly zvySeny u pacienti

S meningeomem proti pacientiim s nadorem mimo CNS lokalitu.

(48)
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17. CIiL PRACE

Vysetiovani beta2-mikroglobulinu v séru a likvoru v posledni dobé patii k zakladnimu

vySetteni.

Presto v podvédomi lékarské vefejnosti neni odlivodnéni tohoto vySetfeni. Mnoho 1ékatt
nevi, pro¢ toto vySetfeni indikovat, co je vlastn¢ beta2-mikroglobulin, k ¢emu slouzi a

podobné.

Sougasné panuje mezi lékati velky rozpor. Cést se domniva, Ze vytéznost vysetieni hladiny
beta2-mikroglobulinu neni téméf zadna, Ze se jedna o nespecificky protein a pouze
konstatujeme — hladina vys$$i ¢i niz8i. Druha skupina je pfesvédCena o dulezitosti tohoto
proteinu a hlavné o vytéznosti jeho vySetfeni pro diagndézu a sledovani adekvatni 1é¢by

u pacienta.

Cilem této prace je podpofit druhou skupinu — oziejmit, at’ uz teoreticky /v ptredchozi Casti
prace dulezitost tohoto proteinu, dokumentovanou z nejriznéjsich publikaci/, tak i prakticky
/na rozsahlém souboru pacientli/ diileZitost beta2-mikroglobulinu, vytéznost pro stanoveni

diagndzy, adekvatni 1éCby, ...
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18. PRACOVNI HYPOTEZY

Hypotéza A:

Je hodnota hladiny beta2-mikroglobulinu zavisla na ur¢itém onemocnéni, urcité nosologické
jednotce tak, ze je pro urCité onemocnéni specifickd a umoziuje ptipadné i stanoveni

diagnozy?
Hypotéza B:

Je u urcitych skupin onemocnéni zieteln¢ ¢i statisticky vyznamné vys$si hladina tohoto

proteinu nez u jinych skupin?

Hypotéza C:

Je zavisla hladina beta2-mikroglobulinu na pohlavi, a to statisticky vyznamnég ?
Hypotéza D:

Je zavislost mezi hladinou tohoto proteinu a vékovou hranici? Souvisi tedy jeho hladina
S propustnosti hematoencefalické bariéry a tim s vyzralosti CNS a s vyzralosti bariérového

systému CNS?
Hypotéza E:

Chova se beta 2-mirkoglobulin svébytné a specificky jako je tomu u jinych likvorovych
proteint, jak to jiz bylo u téchto proteinti dolozeno v literarnich udajich ,a zda-li tyto zmény

jsou-li specifické , jsou i statisticky vyznamné?
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Zatim prokazany piinos vySetifovani beta2-mikroglobulinu:

e pomérné jednoduchd metoda neptilis finanéné narocna

e rychla orientace pro zakladni hodnoceni /serozni onemocnéni CNS, TU, bakterialni
meningitidy, degenerativni onemocnéni/

e dostupnost tohoto vysetieni v laboratotich

e opakovanym vysetienim sledovani uspésnosti 1éCby

e jasna vypovédni hodnota bez slozitého piepocitdvani ¢i dalSiho statistického
zpracovani /bez nutnosti uzivani specialnich programt/

e velky pfinos pro vyzkumné ucely — zavadéni novych Iékii — zejména u HIV
pozitivnich pacientli — sledovani Gi¢innosti 1é¢by porovnavaci studie

e spolu s dalsimi proteiny /ferritin/ piinos pro diagnostiku degenerativnich

onemocnéni
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19. SOUBORPACIENTU A METODIKA,
PREANALYTICKE A ANALYTICKE VYSETROVACI
METODY

V biochemické laboratoti Na Homolce bylo v obdobi od r. 1999 do r. 2006 vySetieno 26 378
vzorktl likvoru od pacientii z pracovist v prakticky celé CR odesilajicich material k vysetfeni

na toto pracovist

Jednalo se 0 nejruznéj§i pracovni diagnozy: meningitidy — bakterialni, virové,
demyeliniyacni onemocnéni, tumory, zavraté, polyneuropatie, polyradikuloneuritidy. Jako
kontrolni skupinu je mozno povaZovat pacienty s diagnézou vertebrogenniho onemocnéni,

u kterych byly fyziologické nalezy, coz nemusi byt pravidlem.

Pii téchto vyzkumech je velmi obtizné stanovit skupinu ,,zdravych* pacienti. U zdravého
¢lovéka neprovadime odbér mozkomisniho moku vzhledem k néaro€nosti tohoto vySetfeni.
Za skupinu fyziologickych nalezii tedy povazujeme skupinu pacienti, u kterych bylo
provedeno vySetieni pii podezieni na néjaké onemocnéni — to se nepotvrdilo, nalez v moku
byl ve fyziologickém rozmezi, ¢i u pacientli, u kterych bylo provadéno perimyleografické
vySetieni a likvor byl odeslan k vySetfeni do laboratofe. Pfi tomto vySetfeni ale musi byt
nalez fyziologicky. U nékterych nemocnych je zvysena hladina celkové bilkoviny, event.
patologicky cytologicky ndlez — tyto vzorky uzZ nemohou slouzit jako ,, normaly*, ale jsou

soucasti podskupiny ostatni nosologické jednotky.
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Charakteristika souboru:

Sledované obdobi: 1999- 2006
Pocet vzorkl: 26 378

Vek: 3 roky — 86 let

Lokalita: CR

Material: mozkomisni mok

a. Stanoveni diagndzy:

Pracovni diagnéza — na zaddance na zéklad¢ klinickych ptiznakd a pomocnych vySetfeni od

doporucujiciho 1€kate.

b. Potvrzeni diagnozy:

Na zaklad¢ vySetfeni mozkomiSniho moku, imunoelektroforeza — demyeliniza¢ni

onemocnéni, stanoveni protilatek — lymska borelioza, morfologické vySetfeni — tumory.

C. Metodika- preanalytické a analytické vySetieni likvoru

Mozkomisni mok — likvor cerebrospindlni- je Cird kapalina, patfi mezi transcelularni

tekutiny.
Za fyziologickych podminek je bezbarvy.

Obsahuje velmi malé mnozstvi bunék, je izotonicky, mé nizky obsah proteinti / 2-3 fady

a4

niz$i koncentrace proteint nez v seru/.
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Funkce mozkomisniho moku:

e Mechanick4 ochrana mozku a michy

e Drenazni funkce CNS / podobné¢ jako lymfaticky systém v télesnych tkanich/

e Resorpce vyzivyhormoni,neurotransmitera

e Homeostaticka funkce / regulace tlaku, objemu, osmolality, pH/ zajistujici

optimalni prostfedi pro buitky CNS

Konstantni transport latek mezi krvi , mozkomi$nim mokem a mozkovymi buiikami je

zajiStovan hematoencefalickou bariérou.

Transport latek skrz tuto bariéru zévisi na koncentraénim gradientu, molekuldrni hmotnosti

, elektrickém naboji,liposolubilité, piitomnosti specifickych transmitert.

Za fyziologickych podminek je likvor bezbarvy. MlzZe byt zakaleny , pokud obsahuje velké

mnozstvi bun€k, rizovy nebo ¢erveny ptitomnosti ¢ervenych krvinek.

Pokud je ptitomnost erytrocytti delsi nez 4 hodiny, mok se stdva xantochromnim.Je to

zpiisobeno piitomnosti barviva z hemoglobinu vznikajiciho z erytrocytu.

Polovina likvoru vznika v plexus chorioideus,polovina je filtrovana z krevni plazmy.

Mozkomi$ni mok je odebiran lumbalni punkci , provadénou atrauamtickou jehlou,do

sterilnich zkumavek opatfenych sterilni zatkou.

Vpich je provadén v meziobratlovém prostou ve vysi L3-L5. Je vhodné na zadanku uvést

lokalizaci — podle mista vpichu byva rtizna koncentrace proteind.
Likvor je odbebirdn minimalné€ do 3 zkumavek,lépe do 5, soucasné se odebira krev.

Do laboratofe jsou zasilany vSechny zkumavky, je vhodné oznacit potadi odbéru.
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Velmi Casto byvaji vzorky kontaminovany pii odbéru krvi.
Po odbéru jsou centrifugovany , aby doslo k odd€leni supernatantu.
Dale je provadéno zakladni vySetteni likvoru cytologické, biochemické, mikrobiologické.

Cytologické vysetieni byva provadéno v komurce podle Fuchse — Rosenthala. Pocet
elementl byva uvadén ve zlomku déleném tfemi — napt 9/3.. je to dano celkovym objemem

komurky , ktery je 3,2 krychlového milimetru .
Za fyziologicky je povazovan pocet elementt do 10/3.

Hodnoceni poctu elementti u oligocelularnich vzorki likvort je vzdy nutné zatizeno chybou

malych cisel.

Zasadn¢ by mélo byt provadno zvlast' pocitdni jadernych elementti — mononukleart a
polynukleari v barveném nativnim preparatu , zvlast' pocitani erytrocytli v preparatu

nebarveném.

Vzdy povazujeme za nutné, aby pii kazdém vySetfeni likvoru bylo provedeno 1 zhotoveni

trvalého cytologického preparatu.

Ke zhotoveni cytologickych preparati z likvoru se pouziva metodik centrifugacnich,

cytosedimentacnich, metody separace elementl pfes membranovy filtr.

Vzorky s vyssi piimési krve nejsou vhodné pro proteinové / proteomické analyzy/.

Pro nektera vysetieni / beta — amyloid, tau —protein/,je nutné zohlednit i typ zkumavky —

muze dochazet k adsorpci na sténu zkumavek.

Po odbéru je dulezity urychleny transport a v€asné zpracovani v laboratofi, aby nedoslo

k rozpadu bunék a zresleni vysledk.

Po centrifugaci je provedeno zpracovani — pfiprava fixniho preparatu pro vyhodnoceni
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kvantitativni cytologie , dale zakladni biochemické vySetfeni — glukosa, laktat,celkova

bilkovina, albumin, IgA, IgG, IgM, CRP , spektrofotometrie.

Pro interpretaci vysledkt véasnych vysetieni — celkové bilkoviny, albuminu, IgA, IgG , IgM

a CRP maji vetsi vyznam poméry v likvoru a v séru, nez vlastni konkrétni koncentrace.

Soucasné je nutné pfii interpretaci zohlednit chronickd nemocnéni pacienta/ je nutno proto

uvadeét, zda je pacient diabetik, 1é¢i se pro rendlni selhani apod../

Proteomické analyzy provadéné metodou MALDI — pii vysokych koncentracich krevnich
bilkovin davaji faleSn¢ pozitivni vysledky, proto vzorky s poctem erytrocyti nad 500 by
nemély k této metdoé byt pouzity.

Pfi stanoveni koncentrace proteind je mozno uzit vzorky i po zmrazeni, proteiny v moku
jsou pravdépodobné stabilnéjsi nez v séru, ale presto mize dojit k poklesu koncentraci

proteinli v dasledku ztraty konfirmacniho epitopu.

Na koncentraci proteini ma vliv rovnéz podavani nékterych 1éki .

Vzorky jsou uchovavany pii bézné laboratorni teplot¢ 4 C, zamrazovany pii teplotach — 20

C,az-80C.

Rozmrazovéani hlubokozamrazenych vzorkti by mélo probihat na ledu, ne pii vysSSich

teplotach

Zakladnim biochemickym parametrem je stanoveni celkové bilkoviny. Hladina celkové

bikoviny zavisi na véku, na dalSich onemocnénich pacienta.. Dava nam odpoveéd
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na funkcnost hematoencefalické bariéry.Zavisi na vzestupu jednotlivych sekvenci celkové

bilkoviny / albumin.. / a intrathekalni synthesy imunoglobulint IgG../.

Za normalni lze povazovat u dospélého clovéka hladinu mezi 0,20 az 0,45 g/, pficemz u
novorozencl lze povazovat za normalni az hodnotu 0,90 g/l a u lidi nad 60 let véku az

do 60,09/l

Zvyseni hladiny celkové bilkoviny je patologickycm jevem a je obecné soucasti likvorovych
syndromt proteinocytologické asociace / pifi souoCasném zmnozeni bunék / nebo

proteinocytologické disociace / pfi normélnim poctu elementl/.

K posouzeni funkce hematolikvorové bariéry je velmi diilezité stanoveni hladiny albuminu

a imunoglobulinii.Hematolikvorova bariéra vzdy porpousti uréité mnozstvi proteinovych
frakci, coz odpovida predevSim jejich vychozi koncentraci v séru. Hladiny jednotlivych
imunoglobulint v likvoru mohou byt zvySeny i pfitomnosti jejich intrathekalni syntezy
v CNS.

Pro vypocet stavu hematolikvorové bariéry a intrathekdlni syntezy imunoglobulinli je

Vv klinické praxi pouZivano nejvice znazornéni dle Reibera.

Hladina glukosy v likvoru odrazi hladinu sérovou . Za norrmalnich okolnosti dosahuje asi
2/3 hladiny v séru.. / proto vySe zminéné porovnani sérovych a likvorovych hladin/, u

diabetikt byva hladina glukosy v likvoru podstatn¢ vyssi.

Vyrazné nizké hladiny glykorhachie jsou u hnisavych meningitid.

Hladina laktatu v likvoru neni ovlivnénd plasmatickou koncentraci laktatu.Laktat je

produkovan malym poctem bunék CNS pii anaerobni glykolyze.

CRP — hladina miize byt velkym pomocnikem pfii diferencialni diagnostice serdzni

a bakterialni meningitidy.
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K zakladnimu vysSetieni dale patii stanoveni hladiny imunoglobulina IgA, IgG, IgM v séru
I v likvoru metodou izolelektrické fokusace, ktera déli bilkoviny mozkomis$niho moku a séra
v gradientu pH podle jejich izoelektrickych boda.Proteinové frakce nejsou tedy déleny
podle migrace v elektrickém poli v prabéhu casu, ale podle izoelektrickych bodd,
jednotlivym frakcim ptislusejicich. Pti pfitomnosti intrathekalni syntezy imunoglobulinti 1ze
pak pozorovat tzv.oligoklonalni prouzky, které nemaji sérovy korelat pii vysetieni séra

pacienta metodou izoelektrické fokusace.

Stanoveni oligoklonélniho IgG izoelektrickou fokusaci s naslednym imunoemzymatickym

barvenim predstavuje nejcastéji uzivanou komplementarni metodu.

Analyza jednotlivych past a jejich vzorce jsou dilezitou metodou u onemocnéni typu RSM,

zanétlivych onemocnéni, paraneoplastickych onemocnéni..

Hladina IgM odrazi onemocnéni autoimunni, RSM, infekéni, demence apod.

Spektorfotometrické vySetfeni nas informuje o pfitomnosti hematogennich pigmentl
v likvoru, jeho nejvétsi vyznam je u hemorhagickych piihod. / subarachnoidalni krvaceni,

mozkové hematomy, prokrvacené tumory../

I u zanétlivych afekci nervového systému 1ze pozorovat zmény ve spektrofotometrickém

nalezu. , které souviseji s ¢asto pfitomnou hemorhagickou slozkou zanétu.

Spektrofotometrické vySetfeni se provadi ve spektru viditelného svétla. V likvoru lze rozlisit

tfi hematogenni pigmenty: oxyhemoglobin,bilirubin a methemoglobin.
Oxyhemoglobin pronika do likvoru z rozpadajicich se erytrocyti.
Bilirubin vznika v bunikdch plisobenim enzymu hemoxygenazy na oxyhemoglobin.

Methemoglobin vzniké4 z hemoglobinu oxidaci dvojmocného Zeleza na Zelezo trojmocné.
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Vzorky likvor a sér byly vySetfeny v biochemické laboratoii nemocnice Na Homolce

stejnymi metodami, lze je proto bez obav srovnavat.

Vzdy byl pozadovan informovany souhlas pacienta.

Hladina beta2-mikroglobulinu byla vysetfovana metodou imuno-turbidimetrie, tj. sledovani
narGstu zakalu pii vazbé protilatky na beta2-mikroglobulin. Sledovani na analyzatoru

SYNCHRON LX 20 firmy Beckman. Chemikalie — od firmy BIO — VENDOR CR.

d. Statistika:

Statistické zpracovani daného souboru spocivalo ve vypocitani primérnych hodnot /souctu

jednotlivych hodnot délenych poétem vzorkl/ a ve vypocitani smérodatné odchylky.

Smérodatna odchylka, znacena 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 nahodné veli¢iny X. Smérodatnou odchylku lze vypocitat pomoci

sttedni hodnoty E(X) a pfipadné 1 E(X?).

o = VE((X - E(X))2)= VE(X?) - (E(X))?

1 J.ﬁ'lr 1 J.ﬁ'l"
— 72— 2] _ =2
T=\N > (z; —T) (N Zrl) T

1=1

Smérodatna odchylka vyjadiuje, jak se hodnoty 1i8i od primérné hodnoty (stfedni hodnoty).
Zhruba feceno vypovida o tom, jak moc se od sebe navzajem lisi typické ptipady v souboru

zkoumanych ¢isel. Je-li mala, jsou si prvky souboru vétSinou navzajem podobné, a naopak
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velka smérodatna odchylka signalizuje velké vzajemné odlisnosti.

Pomoci pravidel 1o a 26 (viz nize) lze ptiblizné urcit, jak daleko jsou ¢isla v souboru
vzdalena od priméru, resp. hodnoty ndhodné veliCiny vzdalené od stiedni hodnoty.

Smérodatna odchylka je nejuzivanéjsi mira variability.

Pravidlo 16 a 26

Jedna se o empirické pravidlo, jehoz platnost zavisi na konkrétnim ptipadu, proto je
formulovéno obecné. Lze je vSak velmi dobfe pouzit pro zdkladni orientaci v rozlozeni

hodnot souboru nebo ndhodné veliCiny.

V piipadé 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 vyrazn¢ vyssi nez 0,5 (za predpokladu normalniho rozdé€leni je to 68%);
pravdépodobnost, Ze se hodnota bude liSit nejvySe o dvé smérodatné odchylky, je velmi

vysoka (pfi normalnim rozdéleni cca 95%).
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20. VYSLEDKY

Soubor sledovanych vzorka tvotilo 26 378 vzorkl pacientli ve véku od 3 do 86 let, jejichz
likvor byl vySetfen v biochemické laboratoii Na Homolce v letech 1999 —2006. V zakladnim
rozdéleni pracujeme s pocty vzorkl, nikoliv s €isly pacientd .U pacientl byla provadéna
opakovana vysetieni , jejich pocet nebyl jednotny, proto v dal$im podrobné&jsim rozboru /
veékové kategorie u jednotlivych diagnoz../ pracujeme s rodnymi cCisly. Nesouhlasi tedy
soucty jednotlivych tabulek s celkovym poctem vzorkl u dané diagnozy...Dale je rozdilny

pocet vySetfeni beta2 -mikroglobulinu v seru a v likvoru / ne vzdy byl souc¢asné€ proveden/.
Soubor byl podle diagndz /nejdiive pracovnich a posléze potvrzenych/ rozdélen do skupin:
demyeliniza¢ni onemocnéni — RSM

neuroboreliosa

tumory

ostatni

Ve vySetfovanych skupinach byla vypocitand primérna hodnota hladiny beta2-
mikroglobulinu, smérodatné odchylka. Déle byly porovnany vysledky dle vékovych skupin

a mezi muzi a Zenami.

Procentuelni zastoupeni jednotlivych skupin ukazuje graf €. 1, rozdé€leni podle pohlavi — viz

graf €. 2:
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Graf €. 1 - Procentuelni zastoupeni jednotlivych skupin
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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 vySetiené statisticky vyznamné mnozstvi vzorktl /pro naSe potfeby minimalné 10 vzorkd/.
Dale nasleduje rozdéleni podle vékovych skupin v jednotlivych skupinach.

Graf ¢. 3 - pocet vzorki v jednotlivych skupinach dle véku

Celkovy pocet vzorku dle véku
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Celkovy pocet vzorkl dle véku
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Normaly - pocet vzorki ve vékovych skupinach
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Neuroboreliéza - pocet vzorkl ve vékovych skupinach
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Neuroboreliéza - pocet vzorkii ve vékovych skupinach
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RS - pocet vzorkl ve vékovych skupinach
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Graf ¢. 4 ukazuje rozdéleni vzorkd podle rokli odbéru celkové a v jednotlivych skupinach.

Graf ¢. 4 — pocet odbért dle rokd

Celkovy pocet vzorku v letech

513 2007 @1999

« m2000
A 02001

e 2816 02002

m2003

02004

m2005

02006

Celkovy pocet vzorkl v letech

2% =1999

ﬂ m B2000
B 1% 4 02002

2003

32004

@2005
02006

02001
70



MUDir. Jana Svatoriova Diserta¢ni prace 2015

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

Normaly - pocet vzorkt v letech
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Neuroboreliéza - pocet vzorkl v letech
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Graf ¢. 5 ukazuje prumérné hodnoty beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru porovnané k primérnym

fyziologickym hodnotdm /normaly/.

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

@ B2-CSF vztazeno na normaly
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@ B2-S vztazeno na normaly
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Beta 2-microglobulin-comparison between the control group and the
pathological group.

@ Control Group

@ Pathological group

Beta2-microglobulin in cerebrospinal fluid with diagnostic subgroups.

O Multiple sclerosis

@ Neuroborreliosis

OBrain tumors/malignant
infiltrations

OBacterial meningitis/encephalitis

B Viral meningitis/encephalitits

OScavenger reaction

641 312 95 215

B Polyneuritis/polyneuropathies

OControl group
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a. Tabulka I:

Primérné hodnoty a smérodatné odchylky beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru u podskupin v jednotlivych

vékovych kategoriich.

¢ = aritmeticky primér hodnot

o = smérodatnd odchylka

pocet méteni

0 - 2 roky @ B2-CSF  |@B2-S 0 B2-CSF C B2-S B2-CSF B2-S

Normaly --- --- --- --- --- ---

Neuroborelioza --- --- --- --- --- --—-

RS --—- --—- --—- - -— -

Tumory
o = aritmeticky primér hodnot o = smérodatnd odchylka pocet méfeni

3-5let o B2-CSF 9 B2-S O B2-CSF o B2-S B2-CSF B2-S

Normaly 1,900 5,500 1,332 - 8 1

Neuroborelidéza --—- --—- --—- - --- -

RS --- --- --- --—- --- -

Tumory -- -- -
o = aritmeticky primér hodnot o = smérodatnd odchylka pocet méfeni

6 - 10 let o B2-CSF 9 B2-S O B2-CSF O B2-S B2-CSF B2-S

Normaly 0,500 2,100 0,566 --—- 2 1

Neuroborelioza 4,300 3,670 --- --- 1 1

RS 4,300 3,670 --- --- 1 1

Tumory - - -
¢ = aritmeticky pramér hodnot o = smérodatnd odchylka pocet meteni

11-20 let 0 B2-CSF 0 B2-S O B2-CSF 0 B2-S B2-CSF B2-S

Normaly 1,605 1,987 0,591 0,808 22 21

Neuroborelioza 2,688 2,383 1,686 1,497 8 7

RS 1,790 2,099 0,851 0,867 88 81

Tumory - - ---
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¢ = aritmeticky primér hodnot

o = smérodatna odchylka

pocet méteni

21 - 40 let O B2-CSF 0 B2-S G B2-CSF G B2-S B2-CSF B2-S

Normaly 1,771 2,309 5,571 8,144 352 312

Neuroborelidza 1,778 1,868 0,842 0,656 131 123

RS 1,714 1,973 0,808 0,893 1208 1165

Tumory 2,681 1,453 3,328 0,938 21 6
o = aritmeticky primér hodnot o = smérodatnd odchylka pocet méfeni

41 - 60 let 0 B2-CSF 0 B2-S O B2-CSF 0 B2-S B2-CSF B2-S

Normaly 1,606 2,083 0,713 0,879 378 319

Neuroborelidza 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
o = aritmeticky primér hodnot o = smérodatnd odchylka pocet méfeni

60 a vice let o B2-CSF 9 B2-S O B2-CSF O B2-S B2-CSF B2-S

Normaly 1,897 2,701 0,841 1,474 160 116

Neuroborelidza 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
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20.1. Demyeliniza¢ni onemocnéni - roztrousena skleréza:

Skupina obsahuje celkem 8652 vysetienych vzorkl v daném sledovaném obdobi.
Diagnéza potvrzena klinikou, imunoelektroforesou.

Vékova hranice je: 6 let — 86 rokd.

Pramérna hodnota beta2-mikroglobulinu v mozkomi$nim moku: 1,885, smérodatna
odchylka 0,917.

Primérna hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,136, smérodatna odchylka 0,986.
Zavislost na pohlavi se nezda byt presvédciva.

Zavislost na véku: Ve vékové skupiné 3 — 6 let je primérna hodnota beta2 - mikroglobulinu

vy$§i neZ je primérna hodnota celé skupiny. Ve skupiné vice nez 60 let je rovnéz vyssi.

20.2. Neuroboreliosa:

Skupina obsahuje celkem 1312 vySetfovanych vzorkl ve sledovaném obdobi.

Diagndza je potvrzena stanovenim hladiny protilatek proti boreliose a pfi sporném nalezu
vys. Western Blot.

Vékova hranice je: 6 let -86 let.

Primérna hodnota beta2-mikroglobulinu v mozkomi$nim moku: 2,485, smérodatna
odchylka 5,580.

Primérna hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,488, smérodatna odchylka 5,226.
Zavislost na pohlavi neni piesvédciva. Vyrazna je vysSi hodnota smérodatné odchylky
u neuroboreliosy u zen - 8,553 oproti smérodatné odchylce u muzt — 1,453. Znamena to
vétsi rozptyl hodnot beta2-mikroglobulinu u Zen nez u muzi.

Zavislost na veéku: Vyrazné vyssi primérna hodnota beta2-mikroglobulinu ve vékové

skupiné 6-10 let oproti dal$im vékovym skupindm.
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20.3. Tumory:

Skupina obsahuje celkem 186 vysetfovanych vzorkl ve sledovaném obdobi.

Diagnéza potvrzena cytologicky /zachyceny nadorové buiiky/, a morfologickym vySetfenim.
Jednalo se 0 primarni mozkové tumory a dale o metastaticka postizeni CNS.

Vékova hranice je: 21-86 let.

Primérna hodnota beta2-mikroglobulinu v mozkomisnim moku: 3,202, smérodatna
odchylka 2,715.

Pramérna hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,580, smérodatna odchylka 1,967.
Zavislost na pohlavi: u Zen ve vySetfované skupiné je niz§i primérnd hodnota beta2-
mikroglobulinu nez u muza.

Zavislost na veéku: Niz§i primérna hodnota beta2-mikroglobulinu v niz§ich vékovych

skupinach.

20.4. Normalni nalezy:

U normalnich — fyziologickych nalezi — priméma hodnota beta2-mikroglobulinu
vV mozkomis$nim moku: 1,720, smérodatna odchylka 3,490.

Priimérna hodnota beta2-mikroglobulinu v séru: 2,269, smérodatna odchylka 5,245.
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21. DISKUZE A ZAVER

Beta 2 mikroglobulin je nizkomolekularni protein,tvofeny 99 aminokyselinami,ktery je
syntetizovan vS§emi zivymi jadernymi butikami,nenachazi se pouze na erytrocytech.Ve volné
formé se objevuje v extracelularni tekutiné a ve vSech télnich tekutinach,proto miize byt

pomérné snadno vySetfovana jeho hladina v téchto tekutinédch.

Tvorba beta 2-mikroglobulinu a jeho uvolnovani do télesnych tekutin je u zdravych lidi

konstantni.

Zvyseni hladiny v séru je napf. u nddord /mnohocetny myelom, non Hodginsky

lymfom,Hodginova choroba/ zanétli,imunologickych onemocnéni,selhévani ledvin.

Zvyseni hladiny beta 2-mikroglobulinu v likvoru odpovida lokani produkci,je ptipisovano
aktivaci imunitniho systemu produkci anomalnimi buiitkami a uvolfiovani pii tkanoveé

destrukci .

Beta 2 mikroglobulin a vyznam jeho stanoveni v likvoru Ize uvazit jednak jeho biologickou
ulohou,jednak podrobnym statistickym vyhodnocenim. Je soucasti MHC ttidy I, z ¢ehoz

vychazi jeho vyznam u dé&ju zanétlivych, nadorovych a imunologicky podminénych.

U virovych a bakteridlnich neuroinfekci I1ze zjist€né zvySeni jeho hladin vysvétlit vysokou
prezentaci HLA na membranach imunokompetentnich bunék.Sledovani koncentraci zde

umoziuje 1 sledovani ispéSnosti terapie u téchto pacientt.

Je dolozitelny vzestup koncentraci v likvoru u malignich meningeélnich infiltraci,zejména u
hematoonkologickych pacienti s leukémiemi a lymfomy.Na povrchu téchto bun¢k dochézi

k vyrazné expresi HLA.
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U 1ézi ischemickych je zvySeni podminéno zcela obecné piitomnosti tkanové destrukce, ktera
zejména u mozkovych ischemii muze byt rozsahld, a jednd se zde tedy o zvySeni
nespecifické,podminéné znacnym rozsahem tkanové destrukce,protoze HLA I antigeny jsou
exprimovany na membranach vSech buné¢k,tedy i mozkovych a nikoli pouze bunck

imunokompetentnich.

Vyznamnou roli hraje pak stanoveni beta 2 —mikroglobulinu v diferencialni diagnoze
procesti nehnisavych a hnisavych,kde pravé u procesii bakteridlnich i1 parazitarnich je

zvySeni koncentrace zvlasté vyrazné.

Zvyseni koncentrace beta 2 —mikroglobulinu u HIV encefalopatii bylo i v minulosti
opakované prokdzano,kde je i povaZovéano za nedilnou soucast choroby,ale blize v§ak nebylo

toto nikdy uspokojivé vysvétleno.

U primarnich tumori CNS chybi soubor vhodny ke statistickému zpracovani,nebot’ zde
hlavni Glohu v diagnostice a v diferencialni diagnoze hraji zobrazovaci metodiky,napi MRI,

ne tedy vysetfeni likvoru,které je v mnoha ptipadech kontraindikovéno.

Sledovani tumort i v takto velkém a rozsahlém souboru naraZi na velké problémy tykajici

se toho, ze nebylo mozno vzdy rozlisit tumor neuroektodermu, karcinomy a hemoblastozy.

V kazdém piipadé hemoblastozy nevyplavujicic lymfomy jsou v tomto souboru bohaté

zastoupeny, ale jejich detailni deskripcce vyzadala by si jisté dalsi avahy véetné dalsi prace.
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U demence Alzheimerova typu lze stejné jako u mozkovych ischemii ocekavat piitomnost

destruktivni 1éze CNS.

Tabulka I:

Pramérné hodnoty beta2-mikroglobulinu v likvoru /CSF beta 2/ a v séru /S beta 2/ ve skupiné fyziologickych
nalezi /Na/ a patologickych nalezti /pb/, dale ve skupinach rodé€lenych podle cytologickych naleza

ILO lymfocytdrni oligocytoza, LP lymfocytdrni pleiocytoza, MO monocytarni oligocytoza, MP monocytdarni

pleiocytoza, GO granulocytarni oligocytoza/.

Hodnota Q je podil hodnoty beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru — v jednotlivych skupinach.

Quantity CSF beta2 S beta2 Q
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
Tabulka I1:

Pramérné hodnoty a smérodatné odchylky beta2-mikroglobulinu v likvoru a v séru u jednotlivych podskupin.

o = aritmeticky pramér hodnot

o = smerodatna odchylka

pocet meteni

@ B2-CSF 9 B2-S O B2-CSF O B2-S B2-CSF B2-S
Normaly 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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Tabulka I11:

Primérné hodnoty a smérodatné odchylky beta2-mikroglobulinu a likvoru a v séru u muzi a Zen.

o = aritmeticky pramér hodnot

o = smerodatna odchylka

pocet méteni

ZENY @ B2-CSF 9 B2-S O B2-CSF 0 B2-S B2-CSF B2-S
Normaly 1,509 2,325 0,709 6,447 580 501
Neuroborelidza 2,681 2,803 8,553 7,998 226 221
RS 1,828 2,131 0,903 0,988 1676 1630
Tumory 3,073 1,998 2,436 0,809 50 22
¢ = aritmeticky primér hodnot = o = smérodatna odchylka pocet méfeni
MUZI @ B2-CSF @ B2-S O B2-CSF O B2-S B2-CSF B2-S
Normaly 2,074 2,165 5,654 1,210 341 269
Neuroborelioza 2,348 2,263 1,453 1,125 325 310
RS 1,955 2,143 0,931 0,984 1336 1276
Tumory 3,323 3,254 2,996 2,675 53 19

Ve sledovaném souboru bylo mozZno statistickym Setfenim definovat norméni nalezy, dale

hodnoty , které jsou obvyklé u jednotlivych skupin neurologicky nemocnych pacientii,napf.

U demyelinizacnich onemocnéni,u neuroboreliosy, u hnisavych zanéti a malignich infiltraci.

Rozdily v uvedenych jednotlivych skupinach byly prokazatelné statisticky vyznamné.

Samotné sledovani bylo vyrazn€¢ naruseno primarné vysokymi

hodnotami beta

2- mikroglobulinu v krvi,zejména u onemocnéni ledvin, a tak tito pacienti byli ze

statistickych vyhodnoceni vylouceni.
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Ve vsech uvedenych skupinach byly zjistény statisticky vyznamné rozdily ve srovnani

s kontrolni skupinou slozenou z pacientl bez zanétlivého ¢i strukturadlniho postizeni CNS.

Stanoveni v likvoru bylo technicky snadné i proto,Zze bylo lze pouzit béZnou sérovou
kalibraci analyzatoru,protoze neni pfitomen fadovy rozdil mezi koncentraci v Krvi a

v likvoru.

Jak je patrno z vysledku, pramérné hodnoty beta2-mikroglobulinu v mozkomi$nim moku

jsou znacné€ rozdilné v jednotlivych skupinach.

Zcela jednoznaéné nejvyssich hodnot /a fadové signifikantné vyssich/ dosahuji u pacient

s nadory. Déle jsou vyssi u pacientd s prokdzanou neuroboreliozou.
U pacientli s demyelinizacnim onemocnénim se blizi k normé.

Hodnoty beta2-mikroglobulinu v séru jsou pomémé vyrovnané u jednotlivych skupin

onemocnéni.

Nabizi se tedy zavér: Pokud zjistime hodnoty beta2-mikroglobulinu v mozkomi$nim moku
takto vyrazné€ zvySené i pokud se v daném preparatu nezachyti nadorova buiika, je vysoce

pravdépodobné tumorozni onemocnéni.

Hodnoty beta2-mikroglobulinu jsou velmi blizké hodnotam normalu U roztrousené skler6zy.
Pokud ve vzorku nezachytime typické plazmocyty, byva zpravidla cytologicky nalez rovnéz
normalni nebo velmi blizky normé€. Souvisi tedy i tento nalez s hladinou beta2-

mikroglobulinu?
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Zavisi hladina tohoto proteinu na stadiu /klinickém stavu/ choroby? Z této prace neni mozna

odpovéd’ na tuto otazku.

Déle - bylo by mozno podobné jako je tomu v zahrani¢ni literatufe /viz vyse/ u HIV
pozitivnich pacientli monitorovat uspéSnost 1é€by i u tohoto onemocnéni? /napft. po aplikaci

betaferonu, apod./

Primé&rna hodnota beta2-mikroglobulinu je u fyziologickych nalezti niz$i u Zen nez u muzu
/1,509 x 2,074/. Soucasné je podstatné vyssi smérodatna odchylka u muzi nez u Zen /5,654
X 0,709/. Vyssi smérodatna odchylka je dale patrna u neuroboreliozy u Zen /8,553 x 1,453/
pfi téméf vyrovnanych primérnych hodnotach. Nabizi se tedy otdzka, zda jsou hodnoty

beta2-mikroglobulinu v téchto skupinach zavislé na pohlavi.

Z vySe uveden¢ho vyplyva dulezitost a vypovédni hodnota vySetiovani beta2-

mikroglobulinu v mozkomisnim moku.
Zcela jisté se nabizi dalsi vyzkum a zpracovani dalSich spornych otazek v této oblasti.

Domnivam se, ze velikost souboru dava vysokou vypovédni hodnotu. Proto stanoveni
primérnych hodnot v jednotlivych skupinach ma velkou dilezitost. VSechna vysetieni byla

provedena na jednom klinickém pracovisti, coz utvrzuje jejich hodnotu.

Je tfeba fici, Ze sbér tak rozsdhlého materialu byl umoznén posyktnutim vice grantl a zvIasté
stéZejni byl grant tfilety. Podé¢kovani nalezi grantovym agenturdm . Vytvofeni a poskytnuti
tohoto zna¢né velkého a statisticky vyznamného souboru bylo hodnoceno jako grant

skupiny A, tedy nejvyssi ohodnoceni , a bylo navrZzeno na cenu ministra.
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Vysetteni dané¢ho proteinu by tedy mélo patiit mezi zakladni vysetieni likvoru, mélo by se

provadeét rutinné pii zékladnim vysetfeni likvoru.

Pti tak naro¢ném vysetteni, jakym nepochybné odbér mozkomisniho moku pro pacienta je,

by mélo byt provedeno co mozna nejvétsi mnozstvi vysSetieni k oziejméni diagnozy .

Hladina tohoto proteinu by méla vést ke smérovani dalich vysetieni ke stanoveni kone¢né

diagnézy.

Ve prospéch, kromé jiného, hovoti nenarocnost a nendkladnost vysetfeni, at’ na mnozstvi
odebraného likvoru — neni tfeba navysSeni odbéru, tak na mnozstvi chemikalii a pfistrojového
vybaveni /v soucasné dob¢ naprosta vétSina vySetieni je provadéna na specializovanych

pracovistich, kam je likvor odesilan, a kde se provadi komplexné celd Skala vysetieni/.

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

fyziologickych nélezi.

Zavislost hodnoty beta2-mikroglobulinu na pohlavi nelze spolehlivé prokazat. Patrny je
rozdil primérné hodnoty u fyziologickych nalezl. Vyrazné niz$i hodnoty proteinu jsou
u deti, ale mnozstvi vySetfovanych vzorkd neni vysoké. Nabizi se tedy dalSi predmét
vyzkumu — vySetieni a dal$i zpracovani vzorkl u détské populace. Ve vyssich vékovych
skupinach je vyssi primérna hodnota beta2-mikroglobulinu u tumorti nad 40 let a u

demylinizace nad 60 let.

Je tedy zavislost hladiny beta2-mikroglobulinu na vyzralosti /event. nevyzralosti/

hematolikvorové bariéry?

Dale se nabizi otdzka zavislosti hladiny beta2-mikroglobulinu na etnické skupiné, na

zemé&pisné Sifce, atd.

Je mozné zabyvat se dalSimi nosologickymi jednotkami a ndlezy v likvoru pfi téchto

diagnozach /napt. zavrativé stavy, vertebrogenni syndromy, u kterych neni fyziologicky
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nalez v likvoru, polyneuropatie, dédi¢néd degenerativni onemocnéni CNS, .../.

I nadale je tedy oteviend dalsi vyzkumna prace ohledné stanovovani a sledovani hladiny

tohoto proteinu.

Pod&kovani patfi témto osobam:
Doc. MUDr. P. Adam, CSc
MUDr. O. Sobek, CSc

PhDr. V1. Matousek

Mgr. J. Matouskova

Bce. L. Ryzak

Ing. T. Balvin

Ing. L. Vondra

Mgr. D. Vondra
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