Klinickd biochemie Kapitola 18. MozkomiSni mok

Kapitola 18 OMozkomi$ni mok a dal$i télni tekutiny

18.1. Mozkomisni mok, jeho tvorba a funkce

Mozkomisni mok (liquor cerebrospinalis, cerebrospinal fluid = CSF) patfi mezi transcelularni tekutiny. Je to
¢ira kapalina chuda na buriky, s malym obsahem bilkovin (oproti plazmé obsahuje asi 200x méné bilkovin),
izoosmolalni s plazmou, ale s jinym zastoupenim iontll — v likvoru jsou nizsi koncentrace iontd sodnych,
draselnych a vapenatych, anorganickych fosfatt a hydrogenuhli¢itant a vy$$i koncentrace hofe¢natych a
chloridovych iontu. lontové slozZeni likvoru je stalé, méni se velmi malo i pfi velkém kolisani iontového
slozeni plazmy a rovnovaha se ustavuje pomalu.

Asi polovina likvoru se tvofi ultrafiltraci plazmy (dialyzat krve), druha polovina vznika aktivni sekreci v cévni
pleteni na mozkovych plenach ve 3. a 4. komofe mozkové (60%) a pfestupem intersticialni tekutiny
mozkoveé tkané (40%). Objem likvoru u dospélého ¢lovéka je 150 — 180 ml, asi 20% se nachazi

v mozkovych komorach, zbytek okolo mozku a michy. Denni produkce je 500 — 600 ml. Mozkomisni mok je
resorbovan do Zzilniho (80%) a lymfatického (20%) systému. Mezi tvorbou a resorpci je rovnovaha.

Podrobny popis komor véetné nacrtl lze nalézt na této adrese: http://www.nan.upol.cz/neuro/cd925.html!
Zajimavy obrdzek z oblasti MIRI technologie: http://en.wikipedia.org/wiki/File:NPH MRI 272 GILD.qgif

Funkce likvoru jsou
e mechanicka ochrana mozku a michy
e ochrana proti invazi patogenu
e drenazni funkce nahrazujici v CNS lymfaticky obéh (odsun odpadnich produktl — laktatu, oxidu
uhli¢itého aj.)
e prfisun Zivin, hormon( a neurotransmiterd
e udrzovani stalého objemu, tlaku, osmolality, pH a sloZeni iontl (homeostaticka funkce)

18.1.1. Hematoencefalicka bariéra
Vyména latek mezi krvi a CNS, mezi krvi a likvorem a

mezi likvorem a CNS je do znaéné miry omezena.
Vysledkem jsou, mimo jiné, vySe uvedené znacné rozdily )
v koncentracich latek v krvi a v likvoru. Tato regulace x‘;ﬂ;ﬁ:a
kinetiky pfesunu latek z krve do tkané CNS, z krve do
likvoru a z likvoru do nervové tkané a vystupu téchto latek ot Endotelové
z mozku do krve se nazyva hematoencefalické bariéra, .' | buriky
(blood-brain barrier, BBB). e 1 Voda, kyslik a
g glukosa
Pod pojem ,hematoencefalicka bariéra“ se obvykle € : { Astrocyty
zahrnuji tfi pojmy oznadujici tfi bariéry, zaloZzené na gg.':
razném strukturalnim podkladu. Jsou to 5
e Hematoencefalicka bariéra, jejiz podklad tvofi 5 Neuron
zejména struktura mozkovych kapilar, ktera je jina o8 o
nez u kapilar systémovych; omezena je zejména il mgikom'sm
moznost transportu pres kapilarni sténu; toto & Krevni tok
omezeni je dano predevsim charakterem tzv.

»€snych spoju” (tihgt junctions) mezi endotelovymi
burfikami mozkovych kapilar, takZze vyména latek je Hematoencefalicka bariéra
umoznéna v podstaté jenom pinocytdzou (viz Kapitola 19, str. 19-17)). Dulezitou roli ve funk&nosti
hematoencefalické bariéry ma i souhra mezi neurony, gliovymi bufikami a endotelovymi burikami
mozkovych kapilar.

e Hematolikvorova bariéra, tj. procesy probihajici v plexus chorioideus (coz je parova cévni pleten
vyklenujici se do prostoru Ctvrté komory), je rovnéz zejména fyzikalniho charakteru, struktura kapilar
je vS8ak obdobna struktufe systémovych kapilar a té€sné spoje jsou propustnéjsi, nez jak tomu je u
kapilar mozkovych; vzestup permeability je vyznamny pro tvorbu likvoru pravé v této oblasti, na
druhé strané ale, bariéra zde mize byt pomérné snadno narusena.

e Likvoroencefalicka bariéra; ta je predmétem diskuse, jeji existence je sporna.

Pro zvidavé studenty: Tésné spoje, jak napovida nazev, spojuji sousedni buriky tak, Ze molekuly rozpusténé ve vodé nemohou mezi
nimi prochazet. Sv{j vyznam maji napt. ve stfevnim epitelu, kde resorpcni buriky pumpovaci aktivitou ,vybiraji“ pfislusné latky
Zadouci pro organismus a transportuji je na druhou stranu epitelu. Nebyt tésnych spojd, bylo by sloZeni roztok( na obou stranach
stejné (coz je jisté nezadouci a zvl. na uvedeném prikladu i zfejmé). Tésnost spojd je pravdépodobné zajisténa proteinovymi
provazci ve vnéjsi vrstvé lipidové dvouvrsty plazmatické membrany, které buriky k sobé na urcitych mistech ,svazuji“.
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Kromé& popsanych fyzikalnich mechanickych bariérovych mechanismd, které jsou dané charakterem kapilar,
velmi obtizné propustnych diky tésnym spojenim endotelovych bunék kapilar a organizaci neuroglii, se na
regulaci vymény latek mezi krvi a mozkomisSnim mokem podileji i bariérové mechanismy enzymatickeé,
tvofené rlznymi transportnimi prfenaseci a aktivnimi transportnimi systémy, které umoznuji v mozkové tkani
koncentrovat rizné metabolity (glukdza, nékteré aminokyseliny, puriny, prekurzory transmiterd aj.) a
zbavovat se jinych latek (napf. enzymaticka inaktivace enkefalin(i, peptidd, rychla metabolizace serotoninu a
acetylcholinu aj.). Tyto mechanismy byvaji souhrnné zvany biochemicka bariéra, pfipadné
intra/extracelularni bariéra. Takto jsou regulovany zejména latky rozpustné ve vodeé a ionty, latky rozpustné
v tucich a plyny mohou pies hematoencefalickou bariéru pfechazet

Hematoencefalicka bariéra umoznuje selektivni prinik latek bud obéma sméry, nebo jen jednim smérem.
Selektivni prinik latek mze byt Uplny, ¢aste€¢ny nebo zZadny. Bariéra ovliviiuje vyménu latek, ktera stale
probiha mezi krvi, likvorem a mozkem. NeporuSena hematoencefalicka bariéra omezuje vstup vétsiny latek
a zabranuje prestupu patogennich bunék a imunokompetentnich bunék. Diky této bariéfe je slozeni likvoru
pomérné stalé a z pfipadnych zmén v jeho sloZeni, Ize usuzovat na riizné (patologické) déje v organismu.

Zmény ve slozZeni likvoru odrazeji
e patologické déje nervové tkané (metabolismus bunék, degradace bunék)
e imunitni reakci
e poruchu hematoencefalické bariéry
Zaviseji na vzdalenosti patologického procesu od likvorovych cest a na cirkulaénich pomérech.

Z uvedeného vyplyvaji indikace k vySetreni likvoru, coz jsou zejména
e onemocnéni michy
e zanétliva onemocnéni CNS, jako jsou meningitida, encefalitida, myelitida a zanétlivé-autoimunni
demyelinizacni onemocnéni (roztrousena skleréza)
systémova autoimunitni onemocnéni (systémovy lupus erythematodes)
nahlé pfihody mozkové a urazy
degenerativni onemocnéni (Alzheimerova a Parkinsonova choroba aj.)
nadorova onemocnéni
jina onemocnéni, u kterych se miize vyskytovat patologicky nalez v likvoru (epilepsie, psychiatricka

ledvinovym selhanim, alkoholismem, deficitem vitamint B4, B1, aj.).

18.1.2. Odbér likvoru
Odbér likvoru se provadi nejcastéji lumbalni punkci, tj. vpichem atraumatické jehly do patefniho kanalu
v dolni ¢asti zad.

WA Vpich do patefniho kanalu Atraumaticka jehla
se zaoblenym koncem a otvorem

po strané

Poloha pacienta pfi odbéru

Krvavy likvor se odebira postupné do 3 zkumavek po 1 — 2 ml. Na biochemické a cytologické vySetfeni staci
zaslat posledni porci, spektrofotometrii je vhodné provést ve vSech tfech porcich likvoru. Krvavy likvor je
nutno zcentrifugovat a odlit supernatant do 10 minut po odbéru.

Vzorek je nutno dopravit bezprostfedné po odbéru do laboratofe, cytologii a stanoveni glukézy a laktatu je
nutno provést nejpozdéji do 1 hodiny po odbéru.

K hodnoceni stavu hematoencefalické bariéry a intratékalni syntézy imunoglobulin{l je zapotfebi zaslat
soucasné vzorek krve.

Intrathecalis [lat., intra uvnitt, theca pouzdro) = intratékalni, uvniti oball (mozkomisnich), uvnitf stény folikulu vajecniku
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18.1.3. VySetrovani likvoru

U odebraného likvoru

se hodnoti makroskopicky vzhled,

provadeéji se chemické reakce kvalitativni a kvantitativni,
provadéji se pfipadné i analyzy specialni a

hodnoti se také cytologicky.

Prehled postupt a testt pri vySetfovani likvoru

Barva
Makroskopicky Zakal
vzhled
Fibrin. sitka
—  Kvalitativni
Chemickeé
reakce
—— Kvantitativni ———  Glukosa, Laktat, CI', Proteiny
— Spektrofotometrie

Specialni
EREN74Y

Elektroforéza

— Izoelektricka fokuzace

— Nebarveny preparat

— Barveny preparat

Cytologie

— Trvaly cytologicky preparat

18.1.3.1. Makroskopické hodnoceni vzhledu

Barva

e bezbarvy a Ciry — normalni nalez

e Cervené zabarveni signalizuje krev — pfi zranéni cév pfi punkci je supernatant po centrifugaci bezbarvy;
je-li supernatant Zluté zabarven (xantochromni) jedna se o krvaceni do likvorového prostoru, které trvalo
déle jak 3 hodiny (zagina se projevovat odbourani hemoglobinu na bilirubin), zabarveni pfetrvava 2 — 3
tydny (jiné prameny uvadéji 3 — 4 tydny); je-li koncentrace bilirubinu v séru >170 pmol/l, mGze bilirubin
pfechazet ze séra do likvoru i pfi normalni funkci BBB

Zakal

e zpusobeny krvacenim

e zpUsobeny pfitomnosti leukocytl
o lehky zakal je zpusoben pfitomnosti 100 — 300 bunék/ul (tuberkulézni meningitida, tj. bazilarni)
o silny zakal je zplsoben pfitomnosti 2000 - 10000 bunék/ul (hnisava meningitida, tj. purulentni)

Fibrinova sitka

hodinach se vytvofi sitka fibrinu, po zatfepani zkumavkou se z ni vytvofi sraZenina. Fibrinova sitka je
pfitomna i u Froinova [= kompresivniho] syndromu) - pod pfekazkou dochazi k tézké poruse BBB a do
likvoru pronika albumin s navazanym bilirubinem a vysokomolekularni fibrinogen. Likvor je intenzivné
xantochromni, misto fibrinové sitky mize dojit az ke srazeni huspeninové hmoty, nad kterou je nékolik
kapek Zlutého moku s bilkovinou a je témé&f bez bunék.
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18.1.3.2. Chemické analyzy

18.1.3.2.1. Kvalitativni zkousky

Globulinové reakce
Jednoduché reakce, jejich pozitivita znamena zvyseni hladiny globulinu, ¢asto byva zvysena také celkova bilkovina
o Pandyho zkouska: k 1 ml nasyceného roztoku fenolu ve vodé se prida kapka likvoru; pfipadny zdkal se hodnoti na kfizky
o Ross-Jones (vyslov ros dZouns): 1 dil likvoru se prevrstvi 1 dilem nasyceného roztoku siranu amonného; pfipadny zakal se
hodnoti na krizky
o None-Appelt (vyslov non aplt): po provedené zkousce Ross-Jones se zatfepe obsahem zkumavky a zakal se hodnoti na
krizky

Poznamka: tyto reakce se jiz neprovadéji, v bézné praxi jesté nékde ,preziva“ Pandyho reakce, uzite¢néjsi je kvantitativné stanovit
celkovou bilkovinu v likvoru a pfipadné dale konkrétni bilkoviny

Koloidni reakce

patologicky pozménéné bilkoviny likvoru zpUsobuji posun stupné disperzity koloid(, coz se projevi zakalem, zménou barvy nebo
vyvlockovanim. Nejuzivanéjsi byvala zkouska zlatosolovd, kdy se hodnotila zména koloidniho stavu roztoku zlata vlivem likvoru
naredéného geometrickou radou. Zkouska byla nahrazena elektroforézou a nasledné stanovenim jednotlivych proteind, pfipadné
izoelektrickou fokusaci.

18.1.3.2.2. Kvantitativni zkousky

Glukdza (glykorachie)
Enzymatické stanoveni béznymi metodami (viz Kapitola 7, str. 7-2)

Referencni interval hodnot: 2,5 — 3,9 mmol/l
T hyperglykorachie: zvl. u encefalitid
! hypoglykorachie: zvl. u meningitid

Laktat
Stanoveni napf. enzymovou elektrodou na glukometru, nebo enzymovou reakci, jejiZz princip je totoZzny
s principem stanoveni katalytické koncentrace laktatdehydrogenazy (viz Kapitola 15, str.15-11).

Klinicky vyznam ma vyssi hladina laktatu k rozliSeni bakterialni a virové meningitidy (anaerobni spotifeba
glukdzy bakteriemi). Diskriminaéni hodnotou je 4,2 mmol/l (u bakterialni meningitidy se nachazeji primérné
hodnoty kolem 7 mmol/l, ale i mnohem vyssi; jeho plvod je pfedevsim v metabolismu bakterii).

Referencéni interval hodnot: 1,2 — 2,1 mmol/l

Chloridy
Stanoveni pomoci ISE nebo coulometricky (viz Kapitola 10, str. 10-10).

Referenéni interval hodnot: 120 — 132 mmol/l
3 meningitidy
Jl: tuberkulézni meningitida (bazilarni), ukazuje na zanétlivé zmény plen

Poznamka: Soucasné nazory jsou takové, Ze vyznam stanoveni chloridd v likvoru je maly. Obecné se mohou snizené hladiny
chloridi nachazet u hnisavych zanétl (nejen tuberkuldznich, jak se dfive predpokladalo).

Bilkoviny
Stanoveni pyrogalolovou ¢erveni nebo turbidimetricky (viz Kapitola 13, str.13-2)

Celkové bilkoviny (proteinorachie): hladina je za fyziologického stavu asi 200x niZsi nez v plazmé.
Z celkového mnozstvi bilkovin v likvoru je asi 80% sérového puvodu (rizné mechanismy pfenosu pres
BBB), naruSena BBB (t&zky zanét, pod obstrukci) propousti bilkoviny ve vétsi mife.

Zbyvajicich asi 20% celkovych bilkovin v likvoru je mozkového pdvodu:
e dochazi k syntéze proteinu (imunoglobuliny, S~ mikroglobulin), tzv. intratékalni syntéza
e dale v likvorovém prostoru dochazi k modifikaci sérovych proteint (prealbuminu, transferinu) a
o 2% tvofi strukturni bilkoviny (gliové burky).
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Klinicky vyznam ma hyperproteinorachie — zpusobena
e poruchou BBB,
e intratékalni syntézou pfi aktivaci imunitniho systému
¢ nebo zvySenim koncentrace strukturnich protein(i pfi poskozeni bunék CNS.
ZvySené hodnoty celkovych bilkovin mohou pochézet i z arteficialniho krvaceni nebo z nadoru.

Referenéni interval hodnot: 0,15 - 0,40 g/l
Diskriminaéni hodnota pro odliSeni bakterialni meningitidy od serézni je 1,0 g CB/I.

18.1.3.2.3. Specialni chemicka vysetieni

Spektrofotometrie likvoru

Registruje se absorpéni kfivka v rozsahu 380 — 700 nm. Provadi se pfi podezfeni na intermeningealni
krvaceni. (Intermeningealni, 1€z zvané subarachnoidalni, SAK; primarné se jedna o extracerebralni krvaceni
do likvorovych cest mezi arachnoideu a pia mater/omozecnici). Poskytuje pfiblizné udaje o stafi krvaceni,
slouzi k priikazu protrahovaného ¢i opakovaného krvaceni.

Poznamka: Likvor musi byt bezprostfedné po odbéru odstfedén a nelze uzit korkovou zatku.

Elektroforéza bilkovin likvoru

Za fyziologického stavu je elektroforeogram likvoru odli$ny od sérového. Cim t&z8i porucha BBB, tim vice
se elektroforeogram likvoru blizi sérovému (srovnej Kapitola 13, str. 13-4).

Pro technické obtize (zahusténi likvoru, pfipadné specialni barveni jednotlivych frakci) se od elektroforézy
likvoru upousti.

Izoelektricka fokuzace bilkovin

Podrobnosti k metodé v hodinach instrumentalni analyzy.

Pouziva se k prikazu lokalni syntézy imunoglobulind. Sou¢asné se analyzuji likvor a sérum a hodnoti se
tzv. ,zrcadlovy obraz®. Nalez oligoklonalnich pruhi v likvoru, které chybéji v séru svédCi o lokalni syntéze
imunoglobulinu. Tento obraz se nachazi u rdznych infekénich chorob (spalni¢ky, zardénky, Lymska
boreliéza aj.), ale i u chorob jinych (roztrousena skleréza).

18.1.3.3. Kvocient Qx
CS5F,

. & = . v . w AP AT . . 7 .
Kvocient Sx vyjadfuje pomér nejdileZitéjSich latek v likvoru (CSF,) a v séru (S,) a je
vSeobecné pfijimanym indikatorem funkce hematoencefalické bariéry
(CSF= cerebrospinal fluid, S = sérum, x = koncentrace bilkovin, glukosy, chloridd... v pfislusném systému)

Nap¥. pro albumin bude rovnice ve tvaru:

_ CSFy
Qaw = S
Obvyklé hodnoty Q,
Bilkoviny (Qpror) 0,002 0,2% (tj. 0,2% obsahu v likvoru vzhledem k séru)
Glukéza (Qgux) 0,64 64% (tj. 64% obsahu v likvoru vzhledem k séru)
Chloridy  (Q¢) 1,14 114% (tj. o 14% vice obsahu v likvoru nez v séru)

18.1.3.3.1. Jednotlivé bilkoviny v mozkomiSnim moku

Albumin
Albumin se stanovuje bromkresolovou zeleni, BCG (viz Kapitola 13, str.13-7). Pomér hodnot albuminu
v likvoru a v séru (tj.QELb) Ize pouzit jako méfitko funk¢nosti BBB:

BBB mirné porusena stfredné porusena tézce porusena
Qais 7,3-10.10° 10-20.10° >20.10°

Albuminovy kvocient se pouziva i k vypoctu intratékalni syntézy imunoglobulint (podle Reiberova vztahu,
resp. grafu)

Referenéni interval hodnot: 0,134 — 0,237 g albuminu/Il
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Imunoglobuliny
Pojednani o imunoglobulinech Ize nalézt v Kapitole 13, na str. 13-19 a nasledujici.

Zdrojem imunoglobulinG v likvoru je bud
e sérum (tzn., ze doSlo k pfechodu Ig pfes porusenou BBB) nebo
e Jokalni syntéza v CNS (jako odpovéd na infekci v CNS: syfilida, encefalitida).

Za fyziologickou hodnotu se povazuje jesté 10% syntéza pfislusného imunoglobulinu (IgG, IgA, IgM) a
predstavuije fyziologickou imunitni reakci proti starym a poSkozenym burikam. VyS$si hodnota je povazovana
za dukaz lokalni syntézy pfisluSného imunoglobulinu pfimo v CNS a ziskava se z Reiberova diagramu
(nebo vypocétem z Reiberova vztahu — viz Reibertv graf na str.18-9).Imunoglobuliny se stanovuji
imunochemickymi metodami, vzhledem k jejich koncentracim vétSinou metodami v gelovém prostiedi
(imunodifuze), pfipadné& nefelometricky.

Referencni interval hodnot pro IgG: 0,05 - 0,061 g/l

Reaktanty akutni faze (CRP, C3, C4, haptoglobin, prealbumin, transferin): chovaji se jako zanétlivé
markery; jsou syntetizovany jaterni burikou, do likvoru se dostavaji pfes BBB, obraz se méni podle stupné
poskozeni BBB (€im tézSi porucha, tim vétSi molekuly se do likvoru dostanou).

Dalsi bilkoviny:
e f-mikroglobulin: aktivace imunitniho systému, degenerativni procesy, centralni mozkova pfihoda —
CMP, aj.),
e markery tkanové destrukce = apolipoproteiny, zvysuje se jejich koncentrace: destrukce mozkové
tkané tvorené strukturnimi lipidy — pfi nekrotizujicich zanétech, degenerativnich onemocnénich,
nadorech, CMP aj. (viz téz Kapitola 14, str. 14-9).

18.1.3.4. Cytologie likvoru
Provadi se nejpozdéji do 1 hodiny po odbéru materialu (hrozi rozpad element() ve Fuchsové-Rosenthalové
komdirce:

Struéné schéma postupu pfi rutinni cytologii likvoru

<>

Nebarveny Barveny
Pappenheim
l l l Diferenciace
Mononukleary Polynukleary Bunky?!

a. v nebarveném preparatu se stanovi pocet erytrocytt
b. v barveném preparatu (kysely fuchsin) se stanovi pocet leukocytu, které se diferencuji na
polynukleary (elementy se segmentovanym jadrem, ,segmenty“) a mononukleary (elementy bez
segmentovaného jadra)
Tento pristup umoZriuje rozpoznat plvod infekce: polynukldry, granulocyty, provazeji bakterialni infekci a tvorbu hnisu,
mononukledry virova a plisiova onemocnéni, tumorové infiltraty a dalsi patologické procesy.
c. Ssleduje se vyskyt
- bunék z vystelky likvorovych cest
- nadorovych bunék
- leukemickych bunék
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Pocet elementl je zavisly na celkovém stavu imunitniho systému, na typu imunitni reakce a na stadiu
onemocnéni. Kromé poctu elementu je dulezita i celularni skladba (obsah jednotlivych typu bunék), ktera
muze byt i pfi normalnim poctu patologicka

Referencni interval hodnot: 3 bunky/ul (hodnoty ziskané pocitanim v komarce predstavuji hodnoty
element(l ve 3 pl, referenéni interval hodnot pro toto vyjadfeni je 10/3, coz znamena 10 bunék na 3 pl)
Novorozenci maji referenéni interval hodnot 30/ul (90/3).

d. pfipravi se trvaly cytologicky preparat (po pfedchozim zahusténi, barveni podle Pappenheima)

Trvaly cytologicky preparat se hodi pro diferenciaci (nikoliv pro stanoveni po€tu bunék); vySetfeni byva
doplnéno

- barvenim na lipidy k priikazu lipofagu

- barvenim na nukleoly k prikazu malignich bunék

- prukazem Fe pfi podezfeni na krvaceni

Referencni interval hodnot: v likvoru jsou normalné pfitomny pouze mononukleary (65-80% tvofi
lymfocyty), ojedinéle se mohou vyskytovat bunky vystelky likvorovych cest.

Erytrocyty a segmenty se nachazeji pfi
e arteficialnim krvaceni
e v novorozeneckém likvoru
e za patologickych stavu.

Pocet elementl je zavisly na celkovém stavu imunitniho systému, na typu imunitni reakce a na stadiu
onemocnéni. Kromé poctu elementd je dulezita i celularni skladba (obsah jednotlivych typu bunék), ktera
mUze byt i pfi normalnim poctu patologicka.
e. pripravi se trvaly cytologicky preparat (po pfedchozim zahusténi, barveni podle Pappenheima):
hodi se pro diferenciaci (nikoliv pro stanoveni poctu bunék); vySetfeni byva doplnéno

- barvenim na lipidy k priikazu lipofagi

- barvenim na nukleoly k prikazu malignich bunék

- prukazem Fe pfi podezfeni na krvaceni

Referencni interval hodnot: v likvoru jsou normalné pfitomny pouze mononukleary (65-80% tvofi
lymfocyty), ojedinéle se mohou vyskytovat buriky vystelky likvorovych cest.

Erytrocyty a segmenty se nachazeji pfi
o arteficialnim krvaceni
e Vv novorozeneckém likvoru
e za patologickych stava.

Cytologie ¢asto pomaha pfi diferenciaci mezi serézni (nehnisavou) meningitidou, nejcastéji virového
pavodu, a meningitidou hnisavou (purulentni), obvykle bakterialni etiologie.

Charakteristické nalezy u ser6zni a purulentni meningitidy

A Prevladajici buniky Bilkovina Laktat Chloridy
Typ meningitidy [] [/1] Qg [mmol/]  [mmol/I]
Serdzni (virova) Mononukleary (10? - 10°) <1,0 > 0,4 <42 > 120
Hnisava (bakterialni)  Polynukledry  (103- 10% > 1,0 < 0,4 > 4,2 <120

Co pisSe o tuberkulosni meningitidé prof. MUDr. Vladimir Vondracek, DrSc., ve své knize Lékar ddle vzpomind
(Avicenum, Praha 1977, str. 28): , Basildrni (tuberkulosni) meningitis byla choroba strasnd, do objevu streptomycinu
absolutné smrtelnd. Byla tragickd, aZz metafyzicky désivd, zacinala pliZivé, trvala mnoho tydnu, kdy rodice kolisali mezi
Spetkou nadéje a zoufalstvim. Dité zmiralo za znacného utrpeni plisobeného bolestmi hlavy, s vykriky.”

Detailni cytologické zkoumani likvoru a z ného vyplyvajici zavéry zde nebude popisovano

Vysetfeni likvoru ma stale klicovou roli v diagnostice fady neurologickych diagnéz, i kdyZ jeho indikace se
zejména s nastupem magnetické rezonance zmensila.
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18.1.4. Uzite€né adresy
Velice p&kna prezentace K. Mrazové z Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK
VySetfeni mozkomisniho moku je zde.

Doporuéeni CSKB k vySetfovani mozkomigniho moku Ize nalézt na adrese:
http://www.cskb.cz/Doporuceni/likvor.htm

Adresa skript Zaklady obecné a klinické biochemie s nazornym popisem likvoru: http://ukb.Ifl.cuni.cz/skripta/kap436.pdf

DalSi uzite¢ny odkaz:
http://www.fnplzen.cz/atlas/likvor.aspx?polozka=latlas&filtr=oligo

Pfehledny ¢lanek o specialni likvorologii:
http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&g=intermeninge%C3%A1In%C3%AD&source=web&cd=3&ved=0CFcQFjAC&url=ht
tp%3A%2F%2Fwww.roche-diagnostics.cz%2Fdownload%2Fla%2F0309%2Flikvor.pdf&ei=JHLhT8-gMdCj-
gax77WfAw&usg=AFQ|CNH6wWBYgOt7Vs50qDvzqZQPJJSyJlw
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18.1.5. Dodatky

18.1.5.1. Reiberav graf, Reberav diagram, ,,Reibergram*

Anteil der lokalen IgG-Synthese
am Gesamt-IgG im Liquor

o0 oo oo o

ohne Schranken-
storung

0,05 syntéza IgG

< Podil lokalni syntézy 1gG
0.1 CbQ ‘OQ »‘Q q’Q na celkovém IgG v likvoru
4 /ZJP
Lokale lgG Synthese / } Izolovana intratékalni

| Porucha BBB s intratékalni
18G syntézou

O]
bo) 0,02
é
= ,
.9_? 0,01 Izolovand porucha BBB
a
g L Chyba pfi méreni nebo
o) 0.005 pfi odbéru vzorku krve
3
g e Diskriminacni linie
0,002
=== Normalni rozsah
0,001

T
0,001 0,002 0,005 0,01 0,02 0,05 01
Liquor/Serum-Quotient fur Aloumin

www.laborlexikon.de

Reiber(v diagram pro IgG: Vztah mezi kvocientem Q4 a kvocientem Qg

Graf vyjadfuje zavislost Q4 na Qa,. Zavislosti jednotlivych kvocient v diagramu / grafu jsou hyperbolické
funkce, které se daji matematicky vyjadfit a vypocitat. Vypocitavaji se pro jednotlivé tfidy imunoglobulind.
Vypoctem se urCuji normalni meze, typ poruchy a kvantifikuje se intratékalni syntéza pfislusné tfidy
imunoglobulin(l. TotéZ Ize (jednodus$eji) odecist z grafu.

Na obrazku je znazornéno grafické vyjadieni zavislosti Q,gc na Qap. Pokud bychom chtéli vychazet z rovnic
a vydavat vysledky Ciselné, bylo by tfeba vytvofit z téchto funkci pocCitatovy program, jinak by byl vypocet
prili§ zdlouhavy.

Referenéni hodnoty jsou zaporné &i nulové (v grafu jsou pod diskriminacni linii, resp. v oblasti normalnich
hodnot).

Pozitivni hodnoty (v grafu jsou nad diskriminacni linii) jsou prikazem intratékalni syntézy imunoglobulind.
Napft. pacienti s diagnézou roztrousené sklerézy maiji pozitivni nalez u 60 az 80% pfipadu (diagnosticka
senzitivita je 0,6 — 0,8).

Zajemce o hlubSi poznani odkazuji na praci
H. Reiber, J.B. Peter, Journal of the Neurological Sciences 184 (2001) 101 —122.
Lze ji najit na adrese: http://www.horeiber.de/pdf/16.pdf (ze které je i pretisténa ,Vysledkova zprava“ na str. 18-11).

Nasledujici dva obrazky ukazuji jako dodatek k tématu program (v originale psany v Excelu) pro zpracovani
nalezti CSF. Jedna se pochopitelné pouze o obrazovou dokumentaci a jednu z moznosti jak zpracovavat
vysledky téchto vysetfeni.
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18.1.5.2. Vysledkovy list vySetfeni mozkomisSniho moku

Zde zapiSte nazev vaseho pracovisté:

Zde uvedte vedouciho laboratore:

VYSETRENI MOZKOMISNIHO MOKU ¢islo:

Jméno: Rodné ¢.
Klin. dg.: Datum:
ODD: Odbornost:
1ICZ: Var.sym.:
Vzhled: 1. CB-CSF 2/1(0,2-0,4) Na-CSF mmol/l (145-165)
1L CB-S 2/1 (65-80) Na-S mmol/l (136-148)
111. Gluko6za-CSF mmol/l (2,2-4,2) K-CSF mmol/l (2,4-3,4)
V. Glukoéza-S mmol/I (3,8-5,6) K-S mmol/I (3,7-5)
Laktat-CSF mmol/l (1,2-2,1) CI-CSF mmol/l (120-130)
Laktat-S mmol/l (0,7-1,8) CI-S mmol/l (95-110)
Pocet elementti: (do 10/3)
Erytrocyty: (neg.)
Pandy: (do +)
Spektrofotometrie: Bilirubin: OxiHb: MetHb:
L. nevySetieno 0 0
11 0 0 0
111. 0 0 0
V. 0 0 0
Cytologicky zaver:

Biochemicky zavér:
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18.1.5.3. Vysledkovy list vySetreni proteinovych frakci likvoru

Zde zapiste nazev vaseho pracovisté:

Zde uvedte vedouciho laboratore:

VYSETRENI PROTEINOVYCH FRAKCI LIKVORU ¢islo:

Jméno: Rodné ¢.:
Klin. dg: Datum:
Odd.: Odbornost:
ICZ: Var. sym.:
CSF |stav| CSF(mg/l)| S(P) |stav| S(g/l) | Q(CSFIS) hodnoty stav
Imunoglobuliny IgG (12-40) - (7-15) 1,89 - 2,84
IgA (0,2-3) - (0,8-4) 0,53 - 080
IgM (0,2-2,5) - (0,4-2,6) 0,72 - 1,08
Zanétlivé CRP (0-50) N (0-10) 0,16 - 0,24
markery Haptoglobin (0,5-2,0) - (0,2-5) 0,56 - 0,84
Transferrin (7-22) - (1,9-3,8) 4,07 - 6,11
Prealbumin (12-27) - (0,1-0,4) 62,40 - 93,60
Tu-markery Orosomukoid (1,5-4,5) - (0,3-1,3) 3,00 - 4,50
Kompresivni Albumin (120-300) - (35-50) 592 - 740
markery Fibrinogen (1,0-4,5) - (3-6) 0,68 - 1,02
Markery tkafiové  Apo A-I (1,5-3) - 1-2) 1,30 - 1,96
destrukce Apo B (0,5-2) - | (0,8-1,17) 1,02 - 1,52
Komplement C3 (0,5-3,5) - (1,2-2,3) 0,91 - 1,37
C4 (0,8-2,5) - | (0,2-0,4) 377 - 5,66
Inhibitory Antitrypsin (6-15) - (1,1-2,3) 4,94 - 741
proteinaz Antithrombin III 1-7 - (0,2-0,4) 10,67 - 16,00
|~ U CRP jsou hodnoty uvedeny v séru v mg/l av CSF v ug/l
I. Funkce bariéry hematolikvorové: 222

Q = Alb.(CSF) / Alb.(S):

II. Vypocet intratekalni oligoklonalni syntézy imunoglobulinii dle Reibera:
IgX(loc) = (IgX(CSF/S)-a/b*((AIb(CSF/S)*2+b*b)*(1/2)+¢))*1gX(S)

IgGloc)= 222 mg/l tj. ??? %
IgA(loc)= 22?2 mg/l, tj. 222 %
IgM(oc)= 22?2 mg/L tj. 222 %

I11. Hodnoceni: Pokud je vysledek 0, syntéza imunoglobulinu neni pfitomna

Hodnoceni proteinogramu:
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18.1.5.4. Vysledkovéa zprava z Neurochemické laboratoie Univerzity v Goéttingen

H. Reiber, JB. Peter | Jowrnal of the Neurological Sciences 184 (2001) 101-122

103

Client ! Sender Patient
CSF Report
OO, Y'Y
*5/71863 |
[Tel. | Sample receipt: 6/5/99 J
Differential diagnostic question Punct. date: /57199
Inflammatory process? Physician:
| Puncture Visual inspection Hakb ;Vol. TP (Pandy)
| @ | cp | vp | wmbid | xanth. | bloody | antitol |(@)| + |++ [+++]6mL (@] + ] ++
:. o ﬁ.’n % B0 4D 20
Cells Em:a R —
Cellcount 3 /mm* |[R&C jmm* | 5o 196 fHH
Lymphac. 80 S | Mononuclc. 20 % | PAMNA (0} % [ Plasmac. few = 2
|0ther Cells
| Activ. B-Cells | I % of Lymphocytes
Proteins
CEF Serum C{CSFiSer) - 107  Intrathec.
Tot Pret. 270 mglL | fraction [
il 3 Qup |
Atbumin 111 ma/L| 414 gl Q= 27 an |
— 5 0= 50 100
IgG 56 mglL 88 gl |Qg= 63 T3 % Lj L1l |||1i:I | ? |5 i 'IIIJ 1
— = 140 n
I_g_r'-\_ 1.9 mgfl | 2.2 g/l |Qg= 09 k] L 100 « 10 /Eo ™ /si ’a/ea
igh 21 mgl 20 gL |Qgu= 1.0 56 % | £ o=
! antsimm
: o i
I LA
Oligoclonal 1gG - Bands in CSF {Type 2} HE) |
Specific Antibodies i
EMeasIea—Al = 8.2 | HIV-Al = Bomel.-Al(lgG) =
Rubeiia-a] = 12.3 | |[cMval = Borel-Al (Ighty = |
| WEN-Al = &1 | |Toxopl-Al = — =
HSV-AL = 1.0 | e Bl = NS = Qup |
C.8 3 T8
. — 20w LTn] 100
Lactate 1.6 mmeoblL CSF Py -||-1I0 | i [INEEE _::]
Interpretation L 500 = 10 ook ps g
—_—— —— = p -
Normal GSF 0 | Mormal CSF proteins rﬂ 50 Qyam L /,////{‘lé
B-CSF Barrier dysfunction 11 | Cellcount increased ol k PRI/ AL
I —— - I . / L
Inflammatary proc. in CNS XISDBB. Ab-Synthasis in CNS E 20 T, ’: % [
C / ’/ & / l : |
3 Yy ====
Comment: Esx PRy e
L . [ P ,’//z tr
Chronic inflammatory process. DD: Multiple sclerosis or PRy — !
autoimmune disease with involvement of CNS 27 s
g 1
Ly | V"
s |
1_% R i= 7 Qain
* & |w 20w¢? 50 100
1 S T A N W AT

Fiz. 1. CSF Report of the Neurochemistry Laboratory, Umiversity Gottingen. The data pattern enginates from a patient with definite multiple sclerosis. At
time of first diagnostic punciure, the clinician suspected an mflammatory process. By CSF analysis, a normal cell count, few plasma cells, lack of barrier
dysfunction. together with an mtense intrathecal humoral immune response (IzG,, =73% and IgM = 36%) and oligoclonal IgG (interpretation type 2)
were observed in CSE. These basic data suggested testing further for MEZ antibedies. The observed polyspecific infrathecal immune response (intrathecal
synthesiz of measles, mibella and vancella-zoster antibodies. with AT walues =1.3) support the interpretation as a chronmic inflammatory process of
autoimmume type, already at the time of first clinical symptoms or in menesymptomatic cases. This statement extends significantly the information pessible
to obtain from ohgoclonal IzG m any acute and chromic inflammatory processes. As this polyspecific MPZ reaction 15 not specific for M3, the differential
diagnostic discrimmation between multiple sclerosis and an autoimmune disease with mvelvement of the CNS needs further analysis, e.g. for antinuclear
antibodies in bloed. This type of integrated CSF data report is mmplemented in the on-line evaluation program of Dade—Behning (DSS-COM) or i the
CSF-Report of Beckman—Coulter (Germany ).
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18.1.6. Struéné shrnuti

Mozkomisni mok je transcelularni tekutina, ¢ira, chuda na buriky, s malym obsahem bilkovin,
isoosmolalni s plazmou, s jinym zastoupenim iontl nez plazma. Tvofi se ultrafiltraci plazmy a
aktivni sekreci v cévni pleteni na mozkovych plenach v 3. a 4. komofe mozkové. Denni produkce je
asi 500 — 600 ml, celkovy objem je asi 150 — 180 ml.

Mozkomisni mok (likvor) mechanicky chrani mozek a michu, chrani proti invazi patogent, ma
drenazni funkci nahrazujici v CNS lymfaticky obé&h, transportuje Ziviny, hormony a neurotransmitery,
udrzuje staly objem, tlak, osmolaritu, pH a sloZeni ionta.

Od krve a CNS je oddélen hematoencefalickou bariérou (BBB), ktera ma ¢ast fyzikalni tvofenou
zejména ,t&snymi spoji“ (tight junctions), strukturou kapilar a organizaci neuroglii a ¢ast
biochemickou, tvofenou raznymi transportnimi pfenaseci a transportnimi systémy.

Stalé slozeni likvoru se mGze zménit vlivem patologickych déji v nervové tkani, imunitni reakci
nebo poruchou hematoencefalické bariéry.

Odbér likvoru se provadi lumbalni punkci.

Laboratorni vy$etfeni likvoru méa ¢ast fyzikaini (vzhled a zabarveni), chemickou (chemické reakce
kvalitativni a kvantitativni, rutinni i specialni) a morfologickou (mikroskopie).

Klinicky vyznam ma hyperproteinorachie zpusobena poruchou BBB, intratékalni syntézou protilatek
pfi infekci nebo zvySenim koncentrace strukturnich proteinti pfi poskozeni bunék CNS, pfipadné
artificialnim krvacenim ¢&i zvySenim koncentrace proteint pochazejicich z nadoru.

Kvocient Qx dava do poméru hodnoty pfisluSnych bilkoviny v likvoru a v séru. Z hodnot tohoto
poméru Ize usuzovat na funkci BBB. Kvantitativné pouziva tento kvocient tzv Reibertv graf.
Analyza a hodnoceni nalezu likvoru patfi mezi urgentni analyzy, rovnéz preanalyticka faze musi byt
rychla, uprava a analyza materialu se musi zrealizovat, podle jeho charakteru, od 10 minut u
krvavého likvoru, do jedné hodiny od odbéru u ostatniho materialu.

VySetfovat likvor mohou pouze laboratofe s dobrou erudici, tzn. s alespofi 100 vzorky ro¢né.

18.1.7. Kontrolni otazky

Zkuste si na otazky samostatné odpovédét, a to, nejlépe, nahlas v uceleném a plynulém prednesu. KdyZ nebudete védét, nalistujte
si pfislu¢nou pasaz a pokuste se o odpovéd znovu.

© © N o gk~ w NP

e e e O s e =
© O N O U~ W DN P O

Definujte, co si pfedstavujete pod pojmem hematoencefalicka bariéra

Vite co znamena zkratka BBB?

Uvédomte si, kde a jak se tvofi mokomisni mok

Jakeé jsou funkce mozkomisniho moku?

Jaké je slozeni mozkomiSniho moku, jak se liSi slozeni moku od slozeni plazmy?
Maji klinicky vyznam zmény ve slozeni likvoru? Pokud ano, jaky?

Pro€ se provadgji/provadély globulinové reakce? Které to jsou/byly?

Proc€ je v minulé otazce pouZit i minuly ¢as?

. Co je to hyperproteinorachie? Jaky ma klinicky vyznam?

. Co je to intratékalni syntéza imunoglobulinu?

. Do jaké miry je intratékalni syntéza jesté fyziologicka?

. Jak se odebira likvor? Kolik porci?

. Jak urgentné musi byt vzorek likvoru dopraven ke zpracovani do laboratore?
. Jak se zpracovava likvor, co se hodnoti?

. Kdy se vzorek mozkomidniho moku centrifuguje?

. Co je to kvocient Q, ?

. Kdy se vzorek barvi? Co se hodnoti?

. Kdy se vzorek nebarvi? Co se hodnoti?

20.

Co je to Rebirav diagram? Jaky ma vyznam?
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18. 2. Transsudat a exssudat
Nékdy je potfeba vysetfit dalSi télni tekutinu ziskanou z rGznych télnich prostor, velmi ¢asto je na
laboratornich pracovnicich, aby urcili, o jaky typ tekutiny se jedna.

V principu se miiZze jednat o

e transsudat (transsudatum,lat., trans pres, sudare potit), jedna se o vypotek, nahromadéni tekutiny
v télnich dutinach pfi poruchach krevniho obéhu
nebo o

o exsudat (exssudatus, lat., exsudare vypotit), v tomto pfipadé jde o vypotek jiného plvodu, a to o
zanétlivou télni tekutinu

Transsudat Exsudat

Vznik Porucha faktord podilejicich se na
hospodareni s tekutinami, napt. pfi
e obéhovém pretlaku
e snizeni koloidné osmotického tlaku

e Porucha sliznic patologickym
procesem (= zvySena propustnost
kapilar)

Ucpani lymfatickych cév

plazmy aj.

Slozeni Nelisi se od slozeni plazmy kromé Podstatnym rozdilem od slozeni transudatu
koncentrace bilkovin, ktera je je koncentrace bilkovin, ktera je
<15g/I >30g/I

Klinicky Je potiebna dalsi diferencialni diagnostika

vyznam Neni potfebna zadna dalsi analyza specialnimi biochemickymi, cytologickymi a

bakteriologickymi vySetfenimi

18.2.1. Metody vySetrovani transsudatt (T) a exsudatu (E):
Poznamka: vzhledem ke klinickému vyznamu je rozhodujici rozliSeni Ea T

18.2.1.1. Fyzikalni vySetieni
Barva: vétSina E i T jsou nazloutlé, ¢ervena barva je zpusobena pfimési krve

Zakal: pritomnost zakalu svédci o E, rozliSeni mezi chylézni tekutinou a E se
provede centrifugaci — chyl6zni tekutina se nerozdéli

Viskozita: se vzrustem viskozity tekutiny vzriista pravdépodobnost, Ze se jedna o E
Hustota: tekutiny s hustotou vétsi nez 1015 kg/m3 jsou E
Rivaltova zkou$ka: po pfidani kapky zfedéné kyseliny octové do tekutiny se kolem kapky

vytvofi oblacek vysrazenych bilkovin (denaturace bilkovin kyselinou
octovou) — pozitivni reakci poskytuji E

18.2.1.2. Chemické reakce

Bilkoviny: kvantitativni stanoveni pomaha pfi rozliSeni mezi T a E, u hrani¢nich hodnot
nestaci
LD: slouzi rovnéz k rozliSeni T a E, zvySené hodnoty celkové aktivity LD svedci

pro E (zvl. u E karcinomat6zniho)

Glukoéza: stanoveni hladiny glukézy ma vyznam pfi diagnostikovani pivodu E —
snizené hladiny (u E) svéd¢i pro puvod parapneumonicky, TBC, maligni
nebo revmatoidni

AMS: bézné se neprovadi — zvySena hladina se vyskytuje u ruptury jicnu, nadoru
a nékterych pankreatitid

pH: bézné se nestanovuje, vyznam ma u

spontanné neresorbuje

Cholesterol: ma vyznam pro diferencialni diagnostiku E
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18.2.1.3. Mikroskopicka analyza
Posuzuje se pfitomnost a druh bunéénych elementl v pleuralni tekutiné

18.2.1.4. Ostatni vySetreni
Elektroforéza, stanoveni mukoprotein(, pfipadné imunoglobulind, fibrinogenu, triacylglycerold, laktatu,
vypocet poméru hladiny celkovych bilkovin ve vypotku a v séru

18.2.1.5. Piehled hodnot doporuéenych vysetieni pro rozliSeni T a E
(podle Racka, nékteré hodnoty jsou mirné odlisné od vyse uvedenych)

Parametr Transsudat Exsudat
viles Ciry, lehce nazloutly Zluty, Casto zakaleny
Celkova bilkovina
/] < 30 > 30
Albumin
o] <12 > 12
B|,Ikovma ve vypotku/bilkovina v <05 50,5
séru
e negativni pozitivni
Cholesterol o
ol <1,15 > 1,15
Triacylglyceroly .
T <0,5 >0,5"
Hustota
Jkg/rP] < 1015 > 1015
el 7,4 <74
Glukoza : . »
o] jako v plazme <1,7™
Laktat
Immolll] < 1,85 > 1,85
LD
[ukat/1] <53 > 5,3
Buriky < 100 > 100
[pocet/ul] (lymfocyty, mezotelie) (polynukledry, nadorové buriky)
R u nejtézsich zanétd se blizi hodnoté v plazmé

k) vvys

18.2.2. Stru€né shrnuti

e transsudat neboli vypotek, nahromadéna tekutiny v téInich dutinach pfi poruchach krevniho obéhu;
nevyZaduje zvlastni analyzy

e exsudat neboli zanétliva télni tekutina; vyZaduje delsi diferencialni diagnostiku specialnimi
biochemickymi, cytologickymi a bakteriologickymi metodami

¢ klinicky vyznam ma exsudat, rozliSeni od transsudatu se déje zejména stanovenim koncentrace
bilkoviny; diskrimina&ni hodnoty jsou <15 g/l (transsudat) a >30 g/l (exsudat)

o Obecné se hodnoti vzhled, zékal, viskozita a hustota, dale se provadéji chemické reakce (bilkovina,
glukdza a nékteré enzymy). Nékdy se vyZaduje a provadi i mikroskopické zhodnoceni.

18.2.3. Kontrolni otazky

1. Jakymi mechanismy se tvofi transsudat a exsudat?
2. Cim se vzajemné ligi?

3. Ktery z nich ma vétsi klinicky vyznam?

4. Co je to Rivaltova zkouska?

5. Které dal8i zkousky pfipadaji v uvahu?
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18.3. Plodova voda
Plodova voda obklopuje vyvijejici se plod v plodovém vejci. Slouzi jako naraznik proti mechanickym vlivim
a podili se na metabolismu plodu (vyména mezi
plodem a plodovou vodou). V prvnich mésicich je jeji
objem nékolik ml, v 38. tydnu az 1 litr (obvykle kolem
800 ml). Obsahuje vodu, aminokyseliny, bilkoviny,
mocovinu, kreatinin, kyselinu mo€ovou, glukézu,
mineraly, enzymy, hormony a organické kyseliny.

V pribéhu téhotenstvi se sloZzeni plodové vody méni.
Odebira se amniocentézou, tj. vpichem pfes bfisni
sténu.

Zarizeni pro ultrazvukovou diagnostiku

18.3.1. Analyza plodové vody
Analyzou plodové vody Ize
o detekovat hemolytické onemocnéni novorozence
e  Zjistit zralost plic plodu
e provést ¢ast screeningu zavaznych vrozenych
onemocnéni

plodova voda

plod (foetus)

‘. . R 2 ‘
Odbér plodové vody

18.3.1.1. Detekce hemolytického onemocnéni (amniocentéza)

novorozence

Pfi¢inou onemocnéni jsou protilatky matky pfechazejici pfes placentu do krevniho obéhu plodu a
zpusobujici hemolyzu jeho krvinek. Protilatky mohou byt namifeny proti kterémukoliv povrchovému antigenu
erytrocytll (A, B, Rh, Kell, Duffy, Kidd a dal$i). Nejznaméjsi pfiinou byva senzibilace Rh(D) negativni matky
proti D antigenu v Rh systému. Uzite€nym vySetfenim v téchto pfipadech byva stanoveni nekonjugovaného
bilirubinu v plodové vodé. Vzhledem k tomu, Zze koncentrace bilirubinu v plodové vodé je pfili§ nizka (asi 0,2
— 0,5 umol/l) nelze jej stanovit béznymi metodami. Vyuziva se v tomto pfipadé pfimé spektrofotometrie pfi
450 nm.

Princip
Absorpcéni kiivka (spektrum) plodové vody neobsahujici vyznamné mnozstvi bilirubinu je v oblasti 365 az
550 nm témérf exponencialni. V semilogaritmické stupnici je grafem prakticky pfimka. Odchylka od pfimky
pfi 450 nm (A450) je pfimo umérna mnozstvi bilirubinu v plodové vodé a odecita se v Lileyho grafu, délicim
oblast (rozdilovych) absorbanci na tfi pasma podle ohroZeni plodu, ,1“ znamena nejmensi ohrozeni (viz
dal).

Absorp¢éni kfivka 365 — 550 nm

A absorpéni krivka (absorpéni spektrum)
> T\
AN
04 \
AAsso \
0,3 v
spojnice 365 a 530 nm
0,2
0,1
[ I I |
[ I I I
350 365 410 450 530 nm
Provedeni

e plodova voda se zcentrifuguje a proméfi se absorpéni kfivka

e spoji se pfimkou hodnoty absorbanci pro 365 a 550 nm

e spusti se kolmice z hodnoty absorbance pfi 450 nm na spojnici absorbanci 365 a 550 nm a zmé&fi
se hodnota rozdilu AA.sp

o v Lileyho? grafu™ se zjisti, do které zény pro pfisludny tyden t&hotenstvi spada hodnota AAgso
”vys/ovnost Liley = lajli; angl. [laylee]; iz str. 18-17
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Lileyho graf

AA450

tydny téhotenstvi > 28. tyden téhotenstvi

Interpretace Lileyho grafu

Zhruba plati, ze hodnoty ve spodni &asti grafu, v zéné ,1° resp. ,2%, znamenaji bud’ zadné, nebo malé
ohrozeni plodu, hodnoty v horni €asti grafu, v zéné ,3% pak znamenaiji, ze plod nejspi$ zemfe; od 28. tydne
téhotenstvi by hodnoty bilirubinu mély klesat, takze urcité nebezpedi (fj. znamku hemolyzy) znamena i
neklesajici ¢i narustajici hodnota AAyso i v ,bezpeéné” zoné. Tato skutecnost je zfejméjsi z grafu podle
Queenana”” (viz str. 18-17).

Priklad spektrofotometrické analyzy amnialni tekutiny

1.007
.80+
.60+
404 Analyza byla provedena
3 i v 35. tydnu téhotenstvi.
’é 20 Hodnota BA = 0,206 spada
S do zény C. 3, cozZ indikuje
:_é 104 vaznou hemolytickou
Q. o
g 08 nemoc.
.06+
.04+
.02+
1
0+
Vinova délka * X o 550 a5 4% T s Liliey amniotic zone boundries

Modified before 24 weeks gestation
2.00

Tydny téhotenstvi 2

1.00 =

.80 5

.60 = 3

.40 -

20 _/\
2

.10 o

.08 A
.06 :/\
04 1

A0D450

.02 4

. T . . —— 01 —_———
Hranice amniotickych zén v Lileyho grafu Modifikovdno 16 18 20 22 24 26 28 30

na délku téhotenstvi pred 24. tydnem. Weeks gestation
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Qeenanova krivka pro hodnoty AA ;5o

0.20

Intrautehinedeatiniek - ---------------------- Riziko nitrod&lozniho dmrti plodu

0.18
016 / Rh positive
g (affected) - -"MQg--—---—-—-—--—-—"-"-—-—-—-—------ Rh pozitivni, plod ohrozen

0.14
0.12
0.10
0.08
0.06

______________________ Neuréeno (,Seda zona®)

AOD 45oNM

Rhnegative 4 --- g --Ng------------"--- Rh negativni, plod neohrozen

5 (unaf-fected)
0.02
S oy O Y O O VR I PR R TR R N
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Tydny téhotenstvi

N

") Sir Albert William Liley byl novozélandsky chirurg, proslul svymi snahami o vyvoj technik popodrujicich zdravi plodu
v déloze; hodnoceni plodové vody spektrofotometricky popsal v roce 1961 v praci Liley AW. Liquor amnii analysis in
management of pregnancy complicated by rhesus immunization. Am J Obstet Gynecol. 1961;82:1359-71.V roce 1963
Jjako prvni proved! uspésnou intrauterinni krevni transfuzi.

" John T. Queenan, lékar z Rochesterské univerzity, modifikoval Lileyho graf v roce 1993, v praci Queenan JT, Tomai
TP, Ural SH, King JC. Deviation in amniotic fluid optical density at a wavelength of 450 nm in Rh-immunized
pregnancies from 14 to 40 weeks' gestation: a proposal for clinical management. Am J Obstet Gynecol. May
1993;168(5):1370-6.

18.3.1.2. Zralost plic plodu

V normalnich plicich plodu je pfitomen plicni surfaktant (surfaktant faktor; viz dale), ktery pokryva alveolarni
sliznici a snizuje napéti alveolarni stény b&éhem nadechu, coZz umoznuje objemové zmény béhem nadechu.
Je-li tohoto faktoru nedostatecné mnozstvi, mnohé alveoly kolabuji a dochazi k fokalni atelektasi (=
ohniskové nevzdusnosti). Surfaktant faktor se také nazyva antiatelektaticky faktor. Znalost stupné zralosti
plic plodu maze napf. pomoci Iékafi rozhodnout, zda plod bude lépe pFezivat v déloze &i v inkubatoru, i pFi
jinych pfilezitostech.

Surfaktant faktor je komplexni smés lipidd (90%) a bilkovin (10%) s obsahem maximalné 5% sacharidi.
VétSina z lipidu jsou fosfolipidy (85%) a nejvétsi ¢ast (85%) tvofi lecitiny (fosfatidylglycerol 10%,
fosfatidyletanolamin 3%, fosfatidylinositol 2%).

R (0}

Pro zvidavé studenty: \Ié
o}

Lecitiny = fosfatidylcholiny: kyselina fosfatidova esterifikovana kvartérni amoniovou bazi — cholinem 0
(vzorec na str. 18-18) )\\ o /OH
p
R® O // oH
o)

Kyselina fosfatidova = L-3-glycerofosfore¢na kyselina esterifikovana dvéma mastnymi kyselinami (=

L-1,2-diacyl-3-glycerofosforecna kyselina) Kvselina fosfatidovs
yselina rostatidova

Sfingomyelin = fosfosfingosid = sfingosinfosfatid, misto glycerolu obsahuje alkohol sfingosin R = mastné kyseliny

s dlouhym fetézcem
Asi 85% z téchto lecitini obsahuje nasycené mastné kyseliny v obou pozicich,
proto se hovofi o disaturovaném fosfatidylcholinu (DSPC = disaturated phosphatidylcholine, angl.). Hlavni
slou€eninou DSPC je dipalmitoylfosfatidylcholin, dale jsou pfitomny fosfatidylglycerol, fosfatidylinositol a
fosfatidyldietanolamin. Sfingomyelin je pfitomen z asi 2% (viz téz Prehled lipidd v kapitole 11).
Surfaktant faktor je produkovan (pneumocyty) od 24. tydne t&€hotenstvi, nejvice vSak v poslednich tydnech.
Z plic plodu se dostava do plodové vody, kde muze byt stanoven.
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18.3.1.2.1. Metody méfeni plicniho surfaktantu

Jedna se o stanoveni: Ho S
1. Poméru lecitin/sfingomyelin (L/S pomér) e \Choli”
2. DSPC (disaturovaného fosfatidylcholinu) :
3. Fosfatidylglycerolu 7 , »
4. Indexu stability p&ny HO—I‘D:O Kyselina fosfore¢nd
5. Fluorescenéni polarizace ©
6. Poétu lamelarnich télisek tvofenych fosfolipidy S
o
° o7 CH,

1. Chromatografické stanoveni poméru L/S a DSPC

Provedeni

Priprava vzorku

- izolace fosfolipidu (etanol, chloroform, michani, chlazeni,
centrifugace)

- stazeni spodni chloroformové vrstvy a jeji odpareni do
sucha

- precipitace povrchové aktivni frakce lecitinu ledovym
acetonem

- odpar do sucha

- rozpusténi odparku v malém mnozstvi chloroformu Nasycend mastnd kyselina

X

Nenasycend mastnd kyselina

L/S pomér
- chromatografie pfipraveného vzorku na tenké vrstvé
silikagelu (metanol, voda, chloroform = 25:4:65) Lecitin
- detekce (tolidinova modf, karbonizace kyselinou sirovou) v B-poloze glycerolu je nenasycena mastna kyselina
- hodnoceni (pfipadné i denzitometrické)

CHjy

Komercni preparat: napr. Fetal-Tek 200, Helena Laboratories (TLC na bazi silikagelu), pro semikvantiativni stanoveni poméru L/S

Hodnoceni
LS>2 zralé plice
LS=1-15 nezralé plice
LS<1 znacné nezralé plice

2. Stanoveni disaturovaného fosfatidylcholinu (DSPC):

- do pfipraveného vzorku (viz vySe) se pfida oxid osmicely
- dalSi postup je obdobny jak u stanoveni poméru L/S (TLC chromatografie)

3. Stanoveni fosfatidylglycerolu

Provadi se jako soucast uréeni tzv. plicniho profilu, tj. sou€asného stanoveni L/S poméru, fosfatidylglycerolu
a fosfatidyl inositolu jako procentovy obsah celkovych fosfolipid a DSPC jako procentovy obsah celkového
lecitinu. Stanoveni se provadi chromatografii na tenké vrstvé (s pouzitim vhodnych standardd)

4. Stanoveni indexu stability pény (bublinkovy test)

Princip testu vychazi z vlastnosti surfaktant faktoru: je-li v plodové vodé dostateéna koncentrace faktoru, je
plodova voda schopna tvofi vysoce stabilni povrchovy film, ktery je vhodnym podkladem pro pénu. Tento
film je na rozdil od jinych pénotvornych latek (jako jsou bilkoviny, Zlu€ové kyseliny a volné mastné kyseliny)
nesnadno ovlivnitelny etanolem.

Jedno z moZnych provedeni:
1. Redici fada: plodovéa voda — nefedénd, fedéna v poméru 3:4, 1:2, 1:4, 1:5; vezme se po 1 ml tekutiny a pfida se 1 ml 95%
etanolu
2. Protfepe se 15 sekund a necha 15 minut stat

Hodnoceni

vyskyt bublinek v fedéni 1:2, 1:4, 1:5 zralé plice

vyskyt bublinek jen v nefedéné plodoveé vodé nebo

Y e nezralé plice
v fedéni 3:4 p
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5. Stanoveni NBD-fosfatidylcholinu fluorescenéni polarizaci

NBD PC je fluorescenéné znacena mastna kyselina (1-palmitoyl-2-{6-[(7-nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl)
aminolhexanoyl}-sn-glycero-3-phosphocholine), ktera se vaze na albumin a surfaktant a vysledna
polarizace fluorescence je funkci poméru surfaktant/albumin. Tato metoda je alternativni ke stanoveni
poméru L/S a dava pfesnégjsi vysledky.

6. Stanoveni poc¢tu lamelarnich télisek:
Stanovuje se na pocitaCich ¢astic (podobné jako krevni obraz, na stejnych pfistrojich)

18.3.1.2.2. DalSi testy na zralost plic

Byla navrzena fada testd, z nichz nékteré, napf. stanoveni kreatininu, mocoviny a lipidovych charakteristik v plodové
vodé jsou v souhlase s vékem plodu, nikoliv vSak se stavem jeho plic. Testy méfeni turbidity plodové vody pfi riznych
vinovych délkach jsou ovlivnény i jinymi slozkami nez pouze surfaktantem a tudiz nedavaji zcela spolehlivé vysledky, a
proto se nedoporucuji.

18.3.1.3. Jiné metody na zjisténi stavu plodu (doplnék)

18.3.1.3.1. Screening zavainych vrozenych onemocnéni

Ve druhém trimestru se provadi screening zdvazZnych vrozenych onemocnéni. Screeningu jsou podrobeny vsechny téhotné zeny
v 16. tydnu téhotenstvi. NejCastéji se v séru téhotné Zeny stanovuji a,-fetoprotein (AFP), nekonjugovany (= volny) estriol

(UE3), B—tetézec choriového gonadotropinu (S-hCG). V tomto obdobi prvni dva parametry plynule rostou, B—hCG ma klesajici
tendenci.

Referencni interval hodnot AFP: do 36. tydné aZz 300 ug/|, pak klesa

0 Zvyseni hodnot AFP budi podezieni na rozstépové vady CNS (rachischiza = rachitické zuby, hypoplastické zmény zejména stalych
zub( s rachitickym pavodem v obdobi vyvoje tvrdych zubnich tkani, anencefalie)

Pti opakované nalézanych zvysenych hodnotach AFP v séru se stanovi hodnoty AFP v plodové vodé a hodnoty acetylcholinesterdzy
(AchE) v plodové vodé (zvysené hodnoty AChE podporuji diagnozu)

Stanoveni acetylcholinesterdzy: ELFO v polyakrylamidovém gelu se specifickym inhibitorem acetylcholinesterdzy

{ Snizena hodnota AFP se nachazi u matek, jejichz plod ma trisomii 21. chromozomu (Downova choroba). Tato diagndza se ovéruje
chromosomalnim vySetfenim bunék plodu ziskanych amniocentézou ¢i biopsii choriovych klkd

Pro urceni rizika rozstépovych vad CNS a Downova syndromu u plodu se vyuzivaji specialni programy, které pracuji s hodnotami
AFP, B—hCG a E3 (nutné jsou predevsim prvni dvé), pocitaji s délkou téhotenstvi, vékem a hmotnosti matky, rasou a pfipadnou
pfitomnosti diabetu. Tyto programy poskytuji spolehlivéjsi vysledky nez izolované stanoveni a hodnoceni, nicméné i zde musi
nasledovat pti zvySeném riziku dalsi vysetfeni (ultrazvuk, chromozomové analyzy apod.)

Modernim neinvazivnim testem pro zjisténi trisomie (13, 18, 21) je tzv. MaterniT21 Plus Test, kterym se analyzuji volné nukleové
kyseliny (Stépy) plodu, nachazejici sejiz od patého tydne téhotenstvi v krvi téhotné Zeny.

Stanoveni estriolu v krvi matky slouzi predevsim k detekci ohroZeni Zivota plodu. Produkce estriolu je zajisténa nékolika na sebe
navazujicimi reakcemi, z nichZ nékteré probihaji jen v placenté, jiné pak v nadledvindch a jdtrech plodu. Jeho tvorba tedy vyzaduje
dobrou funkci placenty i zdravy plod — hovofi se o fetoplacentdrni jednotce. V nadledvinach plodu se tvori DHEA-sulfat, ten se
hydroxyluje v jatrech plodu a preménuje na estriol (E3) v placenté, odkud se dostava do krevniho obéhu plodu a ledvinami se
vylucuje do plodové vody. Caste¢né pronika do ob&hu matky, v jatrech se konjuguje s glukuronatem a vylucuje se moéi.
Koncentrace béhem gravidity plynule stoupaji, o ohroZeni plodu je nutno uvaZovat pfi zastaveni nartistu hodnot ¢i dokonce pfi
jejich poklesu (porucha fetoplacentarni jednotky).

Fetoplacentarni jednotka

Nadledviny plodu Jatra plodu Krevni obéh plodu
H

o
Gy cH,© cH, OH
GHs OH oH
—————————— > e
HO HO

7

O=?=O
Ledviny plodu

Plodova voda

OH

DHEA-sulfat hydroxylace preména na estriol
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18.3.2. Struéné shrnuti

e Plodova voda, amnialni tekutina, obklopuje plod v plodovém vejci, slouzi jako naraznik proti
mechanickym vlivim, podili se na metabolismu plodu.

e V prubéhu téhotenstvi se sloZeni plodové vody méni. Obsahuje vodu, aminokyseliny, bilkoviny,
mocovinu, kreatinin, kyselinu mo€ovou, glukézu, minerdly, enzymy, hormony a organické kyseliny.
Ke konci téhotenstvi je objem plodové vody vétSinou pfiblizné 800 ml.

e (Odebira se amniocentézou, tj. vpichem pfes bfisni sténu, za kontroly ultrazvukem.

¢ Analyza plodové vody slouzi

o k detekci hemolytického onemocnéni novorozence: stanovi se absorpéni kfivka
plodové vody v oblasti 365 — 550 nm a zjisti se odchylka od pfimky pfi 450 nm.

V Lileyho grafu se zjisti, do které zony pro pfislusny tyden t€hotenstvi tato hodnota
spada a vyhodnoti se stuperi ohrozeni plodu.

o ke zjisténi zralosti plic plodu: zméFi se obsah plicniho surfaktantu, komplexni smési
lipid a bilkovin, ktery snizuje napéti alveolarni stény béhem nadechu. Metody
stanoveni plicniho surfaktantu jsou

= ZjiSténi poméru L/S (lecitin/sfingomyelin)

= stanoveni desaturovaného fosfatidylcholinu (DSPC)

= stanoveni fofatidylglycerolu

= stanoveni stability pény

= stanoveni fluorescenéni polarizace

= stanoveni po&tu lamelarnich télisek (tvofenych fosfolipidy)

o screeningu zavaznych vrozenych onemocnéni: stanoveni estriolu v plodové vodé

18.3.3. Kontrolni otazky

Co je to amnialni tekutina a jaky ma vyznam?

Jak se odebira?

Co se v ni hodnoti?

K €emu slouzi Lileyho graf (a jeho modifikace)?

Co je to plicni surfaktant? Jaky ma klinicky vyznam?
V jakém vztahu k nému jsou lecitiny?

Jaké existuji metody méfeni plicniho surfaktantu?

Existuji i jiné testy se stejnym vyznamem?

© 0 N o gk~ w NP

Co je to screening vrozenych onemocnéni?
10. K €emu slouzi stanoveni acetylcholinesterazy?

11. Co je to fetoplacentarni jednotka? K ¢emu slouzi? Jak se pozna jeji porucha?
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