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LIKVOROVY PROFIL U ROZTROUSENE SKLEROZY MOZKOMISNI
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Vysetfeni mozkomisniho moku (likvoru) je zakladnim vysetienim v diagnostice sclerosis multiplex (SM, roztrousena skleroza moz-
komisni). Zavedeni novych likvorologickych metod v poslednim desetileti vyrazné rozsirilo diferencialné diagnostické moznosti
likvorové analyzy. Kromé znamych metod, jakymi je kvantitativni a kvalitativni cytologie, jsou popsany metody detekce intratekalni
syntézy imunoglobulini, stanoveni oligoklonalnich IgG pasi a zhodnoceni stavu hematolikvorové bariéry. Podrobnéji je rozebrana
tzv. MRZ reakce. Jde o specifickou imunitni reakci v likvoru vyskytujici se u chronickych zanétlivych autoimunitnich onemocnéni

nervového systému, piedevsim u pacienti se sclerosis multiplex.
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Uvod

Likvorova analyza je jednou ze zakladnich metod v dia-
gnostice neurologickych onemocnéni. Sama o sob¢€ nevede ke
stanoveni definitivni diagnozy, avSak spole¢né s modernimi
zobrazovacimi metodami a zejména s klinickym nélezem tvo-
fi nedilnou soucast neurologické diagnostiky. V poslednich
letech zaznamenala likvorologie fadu podstatnych zmén. No-
va koncepce funkce hematolikvorové bariéry (9), rozsifené
poznatky z oblasti neuroimunologie (11), metody umoznujici
stanoveni intratekalni syntézy celkovych i specifickych pro-
tilatek a stanoveni oligoklonalnich IgG past upevnily klinic-
ky vyznam likvorologického vysetfeni (13). V pripadé sclero-
sis multiplex zahrnuje likvorova analyza nasledujici vySetie-
ni: kvantitativni a kvalitativni cytologii, zhodnoceni funkce
hematolikvorové bariéry, stanoveni oligoklonalnich IgG pa-
sti, kvantitativni stanoveni intratekalni IgG, IgM, IgA syntézy
a vySetfeni tzv. MRZ reakce, tedy stanoveni intratekalni syn-
tézy specifickych IgG protilatek proti neurotropnim viriim
spalni¢ek, zardének a planych nestovic.

Cytologie

Cytologické vysetfeni je zakladnim vySetfenim likvoru.
Standardné provadénou kvantitativni cytologii, tj. stanoveni
poctu bunéénych elementd v likvoru, je nezbytné doplnit kva-

Obrazek 1. Cytologicky nélez u sclerosis multiplex — asi v 60 % pfipadd nacha-
zime lehkou lymfocytarni pleocytézu s pfitomnosti plazmocytt morfologicky
charakterizovanym zhrubélym chromatinem, perinukledrnim projasnénim
a bazofilni cytoplazmou. Tyto buriky jsou zodpovédné za intratekalni produkci
imunoglobulind.

litativni cytologii, ktera poskytuje informace o typu a ¢etnos-
ti buné€k pfitomnych v likvoru.

a) Kvantitativni cytologie: poCet bunécnych elementtl je stano-
horni hranice normy udavana ve zlomku 1% je nahrazena stano-
venim poc¢tu bunécnych elementti v objemu 1ul, coZ predstavuje
horni hranici normy 5 elementt/ul. U diagnozy sclerosis multi-
plex nachdzime v cytologickém obraze obvykle mirnou pleocyto-
zu, tzn. zvyseny pocet bunék, avSak normalni pocet bunéénych
elementi tuto diagnozu nevylucuje. Pouze 2 % pacienti se sclero-
sis multiplex maji pocet bunék vyssi nez 40/ul (12). Pocet bunék
vy$$i nez 90/ul tuto diagnozu prakticky vylucuje (10).

b) Kvalitativni cytologie: v lumbalnim likvoru se za normal-
nich okolnosti vyskytuji dva bunééné druhy - lymfocyty (70 %)
a monocyty (30%). Pro diagndzu sclerosis multiplex je typic-
ka pritomnost plazmocytl a aktivovanych B-lymfocyti zpra-
vidla nepfesahujicich 5% v diferencialnim cytologickém ob-
raze. Plazmatické bunky jsou poslednim diferenciaénim stup-
ném vyvoje B-lymfocytd produkujicim protilatky. Morfologic-
Ky jsou charakterizovany excentricky uloZzenym jadrem s kon-
denzovanym chromatinem, perinuklearnim projasnénim a ba-
zofilni cytoplazmou. Aktivované B-lymfocyty predstavuji vy-
vojovy mezistupen mezi B-lymfocytem a plazmocytem (14).

Hematolikvorova bariéra

Hematolikvorova bariéra je tvofena chorioidedlnim ple-
xem a endotelem kapilar. Dominantnim transportnim mecha-
nizmem pies hematolikvorovou bariéru je difuze proteini ze
séra do likvoru. Dle fyzikalnich zakont difuze prostupuji vét-
$i molekuly pomaleji (napt. IgM) a vytvarfeji tak strmé&;jsi he-
matolikvorovy gradient neZ molekuly mensi (napf. IgG a al-
bumin). ZvySeni koncentrace urc¢itého proteinu v séru ma za
nasledek zvySeni koncentrace téhoz proteinu v likvoru, av§ak
gradient vyjadfeny pomérem koncentrace proteinu v likvoru
a séru zustava konstantni. Pfi porusSe hematolikvorové bari-
éry dochazi k patologickému zvySeni koncentrace proteinu
v likvoru. Stav hematolikvorové bariéry je béZzné vyjadfovan
tzv. albuminovym koncentraénim kvocientem (Qalb), coZ je po-
mér koncentrace albuminu v likvoru a v séru (1). Koncentrace

Tabulka 1. Vékové vazané referenéni hodnoty Q alb
do 15 let do 40 let
<5 <6,5

do 60 let
<8

Qalb x 10
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albuminu jsou stanoveny nefelometricky. ZvySena koncentra-
ce albuminu v likvoru svéd¢i vZdy pro dysfunkci hematolikvo-
rové bariéry, jelikoZ albumin pochazi vyhradné ze séra. Refe-
renéni hodnoty Qalb jsou rtizné pro jednotlivé vékové skupi-
ny. U sclerosis multiplex je funkce hematolikvorové bariéry
obvykle normalni nebo pouze lehce porusena (15).

Oligoklonalni IgG pasy
Stanoveni oligoklonalnich IgG pasii v séru a likvoru me-
todou izoelektrické fokusace s naslednym imunoblotem a en-
zymovym barvenim umoznuje kvalitativni vyjadfeni intrate-
kalni IgG syntézy (1, 7). Mezinarodni konsenzus pro detekci
oligoklonalnich IgG pasi rozlisuje pét vzorct oligoklonalni-
ho IgG pri parové analyze séra a likvoru (1):
typ I: normalni likvor
typ 2: oligoklonalni IgG pasy pouze v likvoru
typ 3: oligoklonalni IgG pasy v likvoru a navic identické pa-
sy v likvoru a séru
typ 4: identické oligoklonalni IgG pasy v likvoru a séru
typ 5: monoklonalni pasy v likvoru a séru

Lokalizace a pocet past nemaji obecné diferencialn€ dia-
gnosticky vyznam, vétSinou se vSak nachazeji v alkalické ob-
lasti elektroforetického pole (10). U pacientd s diagndzou
sclerosis multiplex je stanoveni oligoklonalnich IgG past po-
zitivni v 98 % vysetfenych vzorki likvoru. Nejcastéji se u scle-
rosis multiplex vyskytuje typ 2, tj. pfitomnost oligoklonal-
nich IgG past pouze v likvoru, méné Casto typ 3, tj. pfitom-
nost oligoklonalnich IgG past v likvoru a navic identické pa-
sy v likvoru a séru. Pfitomnost oligoklonalnich IgG pasi ne-
ni pro sclerosis multiplex specificka, vySetfeni je obecné pozi-
tivni u autoimunitnich orgdnovych a systémovych onemocné-
ni a u infekénich procestu (16).

Obrazek 2. Oligoklonalni IgG pasy v likvoru — typ 2 dle Mezinarodniho kon-
senzu. Jsou charakterizovany pfitomnosti past pouze v likvoru predilekéné
v alkalické oblasti.

Intratekalni IgG, IgM, IgA syntéza

Patologické zvySeni koncentrace proteinu v likvoru je
zpusobeno bud’ dysfunkci hematolikvorové bariéry (viz vyse)
a/nebo intratekalni syntézou daného proteinu. Intratekalni
syntéza pochazi z perivaskularnich infiltrati proliferujicich
B-lymfocytt (10). Pro vypocet intratekalni produkce imuno-
globulint (IgG, IgA, IgM) bylo v minulosti navrzeno nékolik
formuli s linedrni zavislosti mezi poruchou hematolikvoro-
vé bariéry a stupném intratekalni syntézy. Mezi nejznamé;jsi

Obrazek 3. Reiberlv diagram. V uvedeném grafu je charakteristicky obraz
intratekdlni produkce imunoglobulinl u sclerosis multiplex s dominantni IgG
syntézou, s pfitomnosti IgM syntézy a s negativni IgA syntézou (v tomto pfipadé
19G .= 73%, IgM .= 56 %).

patfi Linkdv index a Tourtellotova formule (6, 17). Ob¢ tyto
formule jsou vSak zatiZeny rizikem fale$né pozitivnich nalezd
pfi stfednim avySS§im stupni poruchy hematolikvorové
bariéry. V soucasnosti je nejpresnéjSi metodou ke stano-
veni intratekalni syntézy, bariérové dysfunkce a charakteris-
tické imunoglobulinové odpovédi u jednotlivych neurologic-
kych chorob vyuziti Reiberova diagramu, z néhoz je patrné,
zda se jednd o normdlni nalez, dysfunkci hematolikvorové
bariéry, nebo intratekalni syntézu s pfitomnosti nebo bez
pritomnosti dysfunkce hematolikvorové bariéry. Koncen-
trace imunoglobulinid v séru a likvoru jsou stanoveny nefelo-
metricky, popf. metodou ELISA. MnozZstvi intratekalné syn-
tetizovanych imunoglobulinid (Ig) je vyjadifeno matematicky
bud jako mnozstvi Ig pfidané k likvorové koncentraci Ig (Ig,
v mg/1), nebo jako intratekalni frakce (Ig . v %) srovnavajici
Ig, . vzhledem k celkové koncentraci Ig v likvoru. U diag-
nézy sclerosis multiplex je frekvence vyskytu intratekalni
syntézy jednotlivych tfid imunoglobulind pfi kvantitativnim
vyjadfeni nasledujici: intratekalni IgG syntéza v 72 %, IgM
syntéza ve 20 % a IgA v 9 % pripadui (8).

MRZ reakce

Intratekalni syntéza specifickych antivirovych protilatek
tfidy IgG proti neurotropnim viriim spalnicek (morbilli - M),
zardének (rubeola - R) a viru planych nestovic (varicella zos-
ter - Z) je oznacovana jako MRZ reakce. Koncentrace jednot-
livych specifickych protilatek v séru a likvoru jsou stanoveny
metodou ELISA. Intratekdlni syntéza specifickych protilatek
je vyjadrena matematicky tzv. specifickym protilatkovym in-
dexem - Al (antibody index). Protilatkovy index (Al) umoz-
nuje odliSit patologickou, intratekalné syntetizovanou frakci
specifickych protilatek v likvoru od specifickych protilatek
sérového pivodu piestupujicich pfes porusenou hematolikvo-
rovou bariéru. Teoreticky je normalni hodnota Al = 1,0. Refe-
renéni rozmezi je vymezeno intervalem 0,7-1,3. Hodnoty Al
> 1,4 jsou patologické a indikuji intratekalni syntézu specific-
kych protilatek (2).

MRZ reakce je specificka pro chronickd autoimunitni za-
nétliva onemocnéni nervového systému, predev§im sclero-
sis multiplex, dokonce i v dobé prvnich klinickych pfiznaki.
Asi 84-94 % pacientli se sclerosis multiplex ma pozitivni kom-
binovanou MRZ reakci, tj. protilatkovou intratekalni syntézu
(AI > 1.4) proti jednomu, dvéma nebo tfem z uvedenych neu-
rotropnich vird. Frekvence pozitivity jednotlivych protilatek je
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Graf 1. Vyskyt MRZ reakce u sclerosis multiplex. Mor — morbilli, Rub — rubeola,
VZV - varicella zoster, MRZ — kombinovana MRZ reakce

Antibody indices

Al-Mor
Al-Rub
MRz

0 50 100 % positive

u spalnicek 78 %, u zardének 60% a u VZV 55 %. Kombinace
M+R,M+Z,R+ZneboM + R + Z prakticky vylucuji jiné,
tzn. akutni infekéni onemocnéni, resp. koincidenci dvou ¢i vice
akutnich infekénich onemocnéni, a jsou dikazem pfitomnosti
chronického autoimunitniho onemocnéni nervového systému.
U jinych neurologickych onemocnéni, napf. u neuroborrelidzy,
neurosyfilis nebo neurotuberkulézy, je frekvence vyskytu kom-
binované MRZ reakce nizsi nez 0,1 %, s omezenim na vyjimec-
né pripady chronického priibéhu onemocnéni (10).
Diagnosticky vyznam pfitomnosti MRZ reakce v pfipadé
podezieni na sclerosis multiplex je odliSny od pfitomnosti oli-
goklonalniho IgG. Nepfitomnost oligoklonalnich IgG pasi je
vyznamnym diferencialné diagnostickym parametrem svéd-
¢icim v neprospéch pozitivni diagnoézy sclerosis multiplex,
avSak oligoklonalni IgG pasy jsou pro sclerosis multiplex zce-
la nespecifické. Pozitivni MRZ reakce jiZ v obdobi prvnich
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¢asto monosymptomatickych pfiznakt svéd¢i pro chronicky
autoimunitni proces. MRZ reakce vSak také neni specificka
pro sclerosis multiplex a mize byt pfitomna i u jinych auto-
imunitnich onemocnéni postihujicich nervovy systém, napf.
u lupus erythematosus, Sjogrenova syndromu nebo Wegene-
rovy granulomatozy (5).

Zavér

Detekce oligoklonalnich IgG past pfinasi pozitivni
vysledky v 98 % vySetfenych vzorkl likvoru u pacientl s diag-
nozou sclerosis multiplex. Intratekalni syntéza jednotlivych
tfid imunoglobulinii vyjadiena kvantitativné je pfitomna
ulgG v72%, ulgA v9% aulgM ve 20%. Uvedena kvalita-
tivni a kvantitativni stanoveni intratekalni syntézy zejména
tridy IgG jsou v pfipadé sclerosis multiplex vysoce senzitivni,
avSak zcela nespecifickd. Zavedeni specifické MRZ reakce
do likvorologické diagnostiky umozZiuje detekovat chronicka
autoimunitni onemocnéni CNS, pfedevS§im sclerosis multi-
plex, jiZz vdobé prvnich klinickych pfiznakt (5). Etiologie
a patofyziologie MRZ reakce nebyla dosud pln€ objasnéna.
Ve tkanich nervového systému nebyla nikdy prokazana per-
zistence antigent (napf. viru spalnicek) (4). Pfitomnost MRZ
reakce je vysvétlovana moderni teorii imunitni sité, ve které
kazda imunologicka reakce indukovand konkrétnim antigen-
em postihuje celou imunitni sit (18). Kromé specifickych pro-
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imunitni odpovéd. Polyspecificka protilatkova odpovéd miize
v CNS perzistovat i tehdy, chybi-li korespondujici antigen (12).
Diagnosticky vyznam MRZ reakce je stale vice akceptovan
(3). V pripadé sclerosis multiplex MRZ reakce svou specifici-
tou vhodné doplnuje vysoce senzitivni, avsak méné specifické
stanoveni oligoklonalnich IgG past, a tim vyrazné rozsifuje
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