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HLAVNI A PARALELNI SEKCE

1.1. Demyelinizacni onemocnéni a likvorologie |

Serozni zanéty v likvoru

0. Sobek’, J. Mares?, L. Ceprové?

"Laborator pro likvorologii, neuroimunologii, patologii a specidlni
diagnostiku, Topelex s.r.o., Praha

?Neurologickd klinika LF UP a FN Olomouc

3 Neurologické oddéleni, UVN — VFN, Praha

Laboratorni vysetfeni mozkomisniho moku - likvoru ma stdle
nezastupitelnou roli v neurologické diagnostice. Zanétlivé postizeni
CNS predstavuje jedno z hlavnich témat likvorologické diferencialni dia-
gnostiky. Rozséhlou kapitolou jsou serézni zanéty, pod jejichZ obrazem
se skryva Siroké spektrum nozologickych jednotek od autoimunitnich
demyelinizaci, pfes virové neuroinfekce po nékteré typy bakteridlnich
zanétd. Je podan prehled stézejnich laboratornich vysetfovacich metod,
kterou jsou dostupné v rdmci likvorologické diagnostiky, v¢. jejich
vyznamu v ramci diferencidlni diagnostiky. Klinické vyuZitf laboratornich
parametrd je ndzorné je demonstrovano na vybranych kazuistikach.
Klicova slova: zanéty CNS — likvor — demyeliniza¢ni onemocnén{ —
neuroborelioza — cytologie — prltokova cytometrie — izoelektricka
fokuzace - cytokiny

Neurofilamenta jako biomarkery aktivity
a progrese RS

P. Stourac', M. Petradova’, D. Zeman?, M. Berovska?
"Neurologickd klinika LF MU a FN Brno

2ULM-OKB LF MU a FN Brno

Uvod: Neurofilamenta a jejich jednotlivé podjednotky se do
télesnych tekutin uvolfuji pfi poskozenf neurond. Jako biomarker jsou
neurofilamenta sledovéna nejen u RS, ale i neurodegenerativnich
onemocnéni a poranéni mozku. V nasi studii sledujeme hladinu
fosforylovaného tézkého fetézce neurofilament (pNFH) u pacientd s RS
na vysoce Ucinné lécbé s cilem stanovit, zda by pNFH mohl jako bio-
marker poskytnout informace o klinickém prdbéhu a uc¢innosti 1é¢by
u této skupiny pacientd.

Metody: Hladiny pNFH jsme méfili prospektivné pomoci metody ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) vséru 47 pacientl s RS uzivajicich
lécbu s vysokou Ucinnosti — natalizumab (n = 39) a okrelizumab (n = 10),
a to v uvodnim odbéru (V0), nasledné po priblizné 6 mésicich (V1), po
1 roce (V2) a po 2 letech od Uvodniho odbéru (V3).

Vysledky: Hodnoty pNFH korelovaly vyznamné v priibéhu sledovani
(VO s V1, V2 iV3) ujednotlivych Ucastnikl. Hladiny pNFH se v odbérech
(V0-V3) u pacientl na odlisné lécbé nelisily. Délka uzfvani vysoce Ucinné
[écby pred prvnim odbérem, ataka v mezidobi, zména na MR ani index
John Cunningham viru nemély v nasi kohorté na hodnotu pNFH vliv.
Také u dalsich klinickych parametrli — doba od diagnézy v letech, EDSS
a MSSS se vliv neprokazal.

Zavér: Nase data naznacuji, Ze hladina pNFH mdze byt intra-individudiné
v Case relativné konzistentni. Korelace mezi hladinou pNFH a faktory

radiologickymi a klinickymi nebyla ve sledované populaci prokézana,
nicméné v delsim ¢asovém Useku a na vétsim souboru nelze tuto korelaci
vyloucit.

Uloha rezidentnych buniek mozgu pri udrziavani
poskodzujiiceho zapalu pri sclerosis multiplex -
nase vysledky
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S. Sivék', E. He¢kova?, A. Lipka®, E. Kuréa', W. Bogner*

"Neurologickd klinika JLFUK v Martine, SR

?Biomedicinske centrum JLFUK v Martine, SR

JRddiologickd klinika JLFUK v Martine, SR

“High Field MR Centre, University of Vienna, Austria

Uvod: Sclerosis multiplex (SM) je tradi¢ne povazované za autoimunitné
demyelinizacné ochorenie CNS, iniciované aktivaciou imunitného
systému na periférii a prestupom aktivovanych T- a B-lymfocytov cez
otvorent hematoencefalicku bariéru.

Ciel: Nas tim sa zameral na sledovanie molekuldrnych zmien mozgu vo
vztahu k ostatnym znamym klinickym a laboratérnym markerom SM,
s ciefom odhalit mechanizmy pretrvavania aktivity a tichej progresie
ochorenia.

Metodika: Probandov sme testovali pomocou magnetickej rezonancnej
spektroskopie (THMRS), ktord odhaluje molekuldrnu Uroven a hodnotf
metabolity CNS. Vysetrenia sme robili na $tandardnych MR pristrojoch
1,5 a 3,07, tieZ v nadstandardnej GABA-editovanej 1H-MRS, a v MR
s vysokym rozlisenim 7T. V Uvode sme pozornost sme zamerali na
podkoérovu sivi hmotu, zmapovali mélo preskimany hypothalamus.
Neskor sme testovania rozsirili na viaceré jadrd podkorovej sivej hmoty.
Zaroven sme realizovali i mapovanie mozgu ako celku, a porovnali sme
nalezy s dostupnymi klinickymi a laboratérnymi biomarkermi.
Vysledky: V hypothalame sme zistili zvyseny pomer neurotransmitera
glutamatu (Glu) voci N-acetylaspartatu, ktory koreloval so zavaznejsim
priebehom ochorenia, depresiou a Unavou nasich pacientov, a bol
detekovany uzZ v rannych Stadiach ochorenia. Dereguldcia excitacnych-
inhibi¢nych medidtorov (GABA, Glu) v thalame, zniZenie inhibi¢nej
GABA, a astrocytdrna aktivacia merand narastom myoinozitolu, suvisela
s horsim kognitivnych vykonom SM pacientov [1,2], a bola vyraznejsie
vyjadrend u pacientov s pozitivnou oligoklonalnou skladbou protilatok
v likvore [3]. VySetrenia v 7T pristroji priniesli dokaz o difuznej poruche
bielej hmoty mozgu pri SM. Rozsiahle zmeny, signalizujice aktivaciu
mikroglie/astrocytov, boli zaznamenané u pacientov, ktori boli klinicky
stabilni, a v oblastiach, kde neboli pritomné demyeliniza¢né loZiskd na
konvenc¢nom MR pristroji [4]. V pokrac¢ujucom sledovani bola merana
metabolicka aktivita v okoli T1 hypointenznych loZisk. Boli identifikované
,hotspoty*, charakterizované vysokou koncentraciou aktivovanej glie/
astrocytov, a to nielen v okoli loZisk, ale aj na inych miestach mozgu, kde
sazjavné T1 loziskd nenachadzali, napr. subkortikalne [5].

Zaver: Mikroglia a astrocyty sldzia v mozgu na urzanie rovnovahy medzi
excitacnymi a inhibi¢nymi neurotransmitermi, s miestom premeny Glu
na GABA a naopak. V nasich studidch bola zvysend aktivita astrocytov,
v stlade so zmenami Glu a GABA, dominujucom priznakom. Spolo¢ne

s rozsiahlymi subklinickymi zmenami mozgu vysledky naznacuju
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dlhodobu dekompenzaciu vrodenych imunitnych mechanizmov.
Nase nélezy nepriamo podporuju tedriu o moznej chronickej aktivacii
mozgovych buniek, ktord je zodpovednd za vznik a udrZiavanie
zapalovych zmien CNS.
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Dynamika biomarkeri pfi monitoraci efektivity
lé¢by RS
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Roztrousend skleréza (RS) je demyelinizacni onemocnénf centrdlniho
nervového systému a jeji terapie se za poslednich 20 let pozoruhodné
rozsifila. Aktualizovana McDonaldova diagnosticka kritéria (Thompson
Aletal.2017) umoznujf dfivéjsi diagnozu také diky diagnostickému pouziti
oligoklonalnich past v mozkomisnim moku (CSF). Magneticka rezonance
zOstdva nejcastéji pouzivanym diagnostickym a monitorovacim
nastrojem, ale jeji ndlezy vzdy nekoreluji s klinickym postizenim.
V dlsledku toho existuje potfeba nalezeni novych sérovych biomarker(
pro kvantifikaci a sledovani stavu pacienta. Nase studie se zaméfila na
pozorovani dynamiky 2 perspektivnich biomarker(, fosforylovanych
tézkych fetézcl neurofilament (pNfH) a chitinase 3-like 1 (CHI3LT)
s klinickymi a MR parametry signalizujicimi Uspésnost/nelspésnost
lécby.

Likvorovy obraz LMM - leptomeningealni
metastaza

H. Zékova, L. Fiserova

Institut laboratorni mediciny Lab In

Leptomeningedini metastdza (LMM), dfive nazyvana Maligni infiltrace
mening (MIM),vzdybyla,ainadaleje, velkymaz obrovskym diagnostickym
i terapeutickym problémem. Diagnostika byla v naprosté vétsiné pripadd
mozna pouze pomoci likvorové cytologie, jeji hodnocent je viak, vzdy
a i Casto, velmi subjektivni. RGzni autofi udavaji rGzny pocet Udajné
spolehlivych schémat a kritéril na posouzenf pfitomnosti malignity, je to
viak ale velmi zavislé na zkusenostech konkrétnfho klinického cytologa
¢i i patologa. Zna¢nym posunem bylo zavedeni imunocytologie, ta je
vsak vzdy limitovana poctem elementd v likvoru, déle velmi omezenou
moznosti detekovat vice parametrd soucasné. Pritokova cytometrie
je téZ pfinosna, ale bezpec¢nou detekci ¢i identifikaci umoznuje pouze
v ojedinélych pfipadech, coz bylo dokumentovano i publikacemi. Pfi
posuzovani téchto néalezl nabizi se Uvaha o mozném ¢i i praktickém
vyuziti likvorovych proteint k diagnostice LMM ¢i alespon jejich
zpétného posouzeni v aktudlni databdazi. Toto bylo provedeno pouze

vteéch pifpadech LMM, kdy bylo mozno dolozit i vyhotoveni kompletniho
likvorového proteinogramu, téchto ale je dolozitelnych pouze 318 z celé
databdze. Ihned bylo nutno nélezy s pritomnosti malignity déle rozdélit
na syndromy Tumorézni pleiocytézy a Tumordzni oligocytdzy. Klasifikace
malignich ndlezll se ponékud vymyka obecnym pravidlim dnes jiz
klasické likvorové cytologie dle prevahy bunécné populace a zndmek
aktivace v jednotlivych bunécnych fadach ¢i pritomnosti fagocytdzy,
za bernou minci je povazovan pouze zachyt malignich bunék ve
zcela obecné roviné. Bylo nutno ustanovit i kontrolnf skupinu, téz
s doloZitelné vyhotovenym kompletnim likvorovym proteinogramem
a normélniho stavu hematolikvorové bariéry (HLB), ta byla zalozena na
pfitomnosti normalniho biochemického i cytologického nalezu, jejf
rozsah je prekvapive vysoky az obrovsky, 4 216 pacientl. To, co bylo
povazovano za nutné vyhodnotit a statisticky vérohodné posoudit, byly
v likvoru i sérech téchto pacient( tfi jiz dlouhou dobu zajimavé, a ne
vzdy zcela vystizné hodnocené likvorové proteiny: C3c Complement,
CRP a Orosomucoid (AAG). Extrahepatalni syntéza reaktantl akutni faze
byla jiz v minulosti prokézana, z téchto tif proteint pravé u CRP, v CNS
konkrétné i v motorické mozkové kife, zéna IV a z&asti i lll. Syntéza
C3c a AAG zatim extrahepatdlné potvrzena nebyla. V pokusu in vitro
bylo prokadzéno, ze AAG inhibuje proliferaci, invazi a metastazovani
nadorovych bunék. Zde viak bylo nutno bezpecné a spolehlivé potvrdit
¢i i pfimo vyvrétit pfedchozi vlastni pozorovéni ¢i i publikace na toto
téma, které byly do této doby zaloZzeny pouze na malych souborech
a bez vyhotoveni kompletniho likvorového proteinogramu. Déle byla
vzdy vyhodnocena energetika likvoru podle cytoenergetického principu
podilem glykorhachie a laktatu ¢i vice versa (Hanzal et al. 1955 a 1963,
Hepnar et al. 2018). byl posouzen i likvorovy iontogram, nyni jiz prakticky
nepouzivany, velmi bohuzel, dale i aktivita LD (LDH), kterd do této
doby nebyla v likvoru nikdy popsana vérohodné ¢i na velkém souboru
pacientd. Toto vse bylo mozno ucinit s podporou a s pomoci péti
grantovych projektd, z nichZ jeden byl vyhodnocen jako nejvyssi level
A a ziskal i cenu Spole¢nosti klinické biochemie za nejlepsi zahrani¢ni
a anglicky psanou publikaci, IF 4,5. Jako vhodna statistickd metoda byly
zvolen dnes jiz klasicky Mann-Whitney U test a test Kruskal-WallisGv,
(KW-H test, tedy neparametrické a jednofaktorova ANOVA pro srovnavani
vice nez dvou skupin). Vysledky této studie je jisté mozno povazovat za
naprosto spolehlivé i za zcela prioritni. Ovsem, jak zminéno pak nize,
bude nutno uvazit dalsi postup. Vice predchozich Uvah bylo potvrzeno,
nékteré ale byly i vyvraceny, coz je pouze a velice dobre. Velmi se mezi
sebou lisi ndlezy u syndromu Tumordzni pleiocytézy a u Tumordzni
oligocytdzy. Jako statisticky vysoce vyznamné se u malignity projevil
vzestup C3ca AAG, pravé u AAG bylo toto na malém souboru potvrzeno
jiz v minulosti. Naopak v3ak, samotna koncentrace CRP u malignit
v likvoru je spise pouze na hranici statistické vyznamnosti, jeho role je
jisté cenna jinde, u zanétl CNS zejména, hnisavych i seréznich. Samotna
funkce hematolikvorové bariéry, HLB, neni zde tak podstatnd jako
samotna koncentrace v likvoru. Aktivita LD je u malignit prokazatelné
v likvoru zvysena, toto bude potfebovati dalsiho ndsledného posouzeni.
Je totiz zvysena i u hnisavych meningitid, které zde nebyly brany v potaz
vlibec. Podobné je tak tomu i u Hanzalovy cytoenergetiky. Ta je vzdy
podstatnd u zanétl CNS, podklad u LMM neni zcela zde jasny ¢i dokonce
jednoznacny, je tfeba déle toto rozvinouti. V likvorovém iontogramu bylo
Ize pozorovat snizeni chloridovych aniontd, coz ale bylo pozorovano,
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le¢ doposud nepublikovéno, i u hnisavych meningitid. V minulosti toto
bylo pozorovano u tuberkuléznich meningitid, dfive délenych klasicky
na pét podtypd. Toto délenf jiz zaniklo, je zde nutnd Uvaha, nakolik to
bylo opravnéné. Podkladem je u nich nejspiSe oxidativni burst, vzplanutf,
kdy chloridové anionty pfechazenf v anionty chlornanové, tyto vsak jiz
nelze ISE elektrodou detekovat. Podkladem u LMM mUze byt i Uloha
doprovodného a vzdy jisté i pfitomného zanétlivého obrazu, coz pozorujf

i dokumentuji patologové ve tkédnovych fezech jako doprovodnou reakci
kulatobunéc¢ného infiltratu pfi pfitomnosti malignity, ovsem prevazné
u barveni HE (hematoxylin-eosin), nepouzivaného u likvoru; podklad
v likvoru vsak neni doposud jasny. Otdzkou je, zdali je toto vlbec
podstatné ¢i se jednd pouze o epifenomen. Bude nutno se nad timto
podrobné déale zamyslet i doplnit dalsi pozorovani. Je to tedy vyzva pro
soucasnost i do blizké budoucnosti.
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