Univerzita Karlova v Praze

1. Iéka ska fakulta

DISERTA Ni PRACE

obor Fyziologie a patofyziologie lov ka

Role imunitni odpov di v patofyziologii infek ni meningitidy

MUDr. Ond ej Beran

Praha 2007



Pod kovani

Svému Skoliteli doc. Holubovi bych chtpod kovat za odbornou pomoc, sledné vedeni
a p atelsky pistup v prb hu postgradualniho studia.

Jarmile Hnykové ckuji za technickou spolupraci nadeckych projektech.

Doc. Lobovské dkuji za odbornou pomoc p postgraduélnim studiu na lll. klinice
infek nich a tropickych nemoci 1. LF UK.

Prof. Autran a prof. Lawrencovi Huji za vedeni a odbornou pomochlem svych

zahraninich stai.



L1 Y/ 5 4
PATOFYZIOLOGIE INFEK NI MENINGITIDY ..ocooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 8
2.1. HEMATOENCEFALICKA BARIERA ....tteuttettte ettt et e et et e et e e e et aeeearee st st eenreerreareraaenaeenns 9
2.2.LOKALNI A NESPECIFICKE IMUNITNI REAKCE P | INFEK Ni MENINGITID .ivvuviveirieenieenrenns 11
2.3.SPECIFICKA IMUNITNI REAKCE P | INFEK NI MENINGITID  touiiuniiueeiieeeeteeneeenieeeseeenneeneens 16
2.4.CYTOKINY A CHEMOKINY P | INFEK NI MENINGITID iivuiieniiuieenieeeiieeneeeeeeeenneenesnneenns 17
2.5.VYZNAM GLUKOKORTIKOID P 1INFEK NIMENINGITID evueeereeeeeeeeeeeee e eaennns 19,

2. HYPOTEZY A CILE PRAGCE ...ttt 21

B T 1Y/ = 1 ] 5 23
3.1.P IROZENA IMUNITNi ODPOV U PACIENT S BAKTERIALNI MENINGITIDOU ........vvvneenneen. 23

3.2.EXPERIMENTALNI STUDIE IMUNOSTIMULA NiHO POTENCIALU KMEN NEISSERIA
MENINGITIDISZISKANYCH OD PACIENT SINVAZIVNIM MENINGOKOKOVYM ONEMOCN NiM ... 24

3.3.ADAPTIVNI IMUNITNi ODPOV U PACIENT S BAKTERIALNIi MENINGITIDOU .....cceuvevneennnen. 25
3.4.ADAPTIVNI IMUNITNI ODPOV U PACIENT S ASEPTICKOU MENINGITIDOU........uevvneerneennns 25
A NVYSLEDKY oottt ettt et e et e et e et e e et e e a et n e ans 28
4.1.P IROZENA IMUNITNi ODPOV U PACIENT S BAKTERIALNI MENINGITIDOU .....cevuvevneenneen. 28

4.2 .EXPERIMENTALNI STUDIE IMUNOSTIMULA NiHO POTENCIALU KMEN NEISSERIA
MENINGITIDISZISKANYCH OD PACIENT SINVAZIVNIM MENINGOKOKOVYM ONEMOCN NiM ... 34

4 3. ADAPTIVNI IMUNITNi ODPOV U PACIENT S BAKTERIALNI MENINGITIDOU .....oevnvevneennnen. 35
4.4 ADAPTIVNI IMUNITNI ODPOV U PACIENT S ASEPTICKOU MENINGITIDOU.......cuvvvneenneennes 36
ST B 15 AU V4 TR 42
Y O 10 | 47
SUMM A R e ettt ettt e et et e e e e e ———— e 49
SEZNAM ZK R A T B K ettt ettt ettt ettt ettt ea e ea st snremaa e enrenss 51
I N 1L 1T 53
P L OHY ettt et e e e e et et e e e neren 57
P iLOHA 1.P EHLEDOVY LANEK ESKA AS.OVENSKANEUROLOGIE ANEUROCHIRURGIE...... 57
P ILOHA 2. P VODNI LANEK CRITICALCARE. ... ittt ettt ettt e e e e e et ee s e e e e enaeenaees 58
P iLOHA 3.P VODNi LANEK PRAGUEMEDICALREPORT.....ivuiiiiiiiiieeieeeeee et e e vmeenns 59
P iLOHA 4.P VODNI LANEK FOLIAMICROBIOLOGICA. ... ituittniitiieeeeeeeieeieeeeeenssrnsenneens 60
P iLOHA 5.P VODNi LANEK CLINICAL MICROBIOLOGY ANONFECTION .....cvvueeeeeeeeeeeieeeeeaaens 61
P iLOHA 6.P VODNi LANEK ACTANEUROLOGICASCANDINAVICA ....uteteeiieeeeeeeiaeeeeensenarenneens 62
P ILOHA 7.P VODNI LANEK ACTAVIROLOGICA. ....uiituiittiteeieeeeitee e eeeteeansiensrntasstesenaeenns 63
P iLOHA 8.P VODNi LANEK SCANDINAVIANJOURNAL OFINFECTIOUSDISEASES.......cccvuveen... 64
P iILOHA 9. P VODNI LANEK ACTAVIROLOGICA. . ...ttt et et eee e et e et e e s eeermeaseraaenaeenns 65
P iLOHA 10.SEZNAM PUBLIKACI, ABSTRAKT AP EDNASEK. ...ivuiitiiteitieriiieiineeieeensesnsssnieens 66



1. Uvod

Infekce centralniho nervového systému (CNS) jsoxnayné svou velkou
diverzitou. Mohou mit formu akutni chronickou, klinicky prb h od lehkého a po velmi
t ky s nepiznivou prognézou a liSi se rovnincidenci od astych po relativnvzacna
onemocnni. Navzdory pokrokm v diagnostice a I& infekci CNS zstava ada z nich
z&va nym zdravotnickym problémem.

Infek ni meningitida (IM) je zarlivé postieni vnjSich obal mozkovych,
mening, zpsobené celouadou infeknich agens a charakteristickétpmnosti zvySeného
po tu leukocyt v mozkomiSnim moku (MM). V etiologii IM se uplatji pevan viry
a bakterie, vzacii rovn paraziti a mykotické organismy. Meningiticky symin m e
byt rovn vyvoldn neinfeknimi pi inami (systémové choroby, tumory, léky atd.).
V p ipad prolomeni ochrannych bariér CNS infekm agens dochazi k rozvoji zdlivé
reakce, kdy charakter vyvolavajiciho mikroorganisimuije jeji povahu: v gpad v tSiny
bakterialnich agens vznika hnisavy zama bakterialni (purulentni) meningitida (BM),
zatimco viry a nkteré bakterie (nap spirochety, mykoplasmatalMycobacterium
tuberculosi3 indukuji zant asepticky, aseptickou meningitidu (AM).

U v tSiny pacient s IM bakterialni i virové etiologie je v pagdi klinického
obrazu vysokd hor&a a piznaky nitrolebni hypertenze: bolest hlavy, kvaatiini
i kvalitativni porucha vdomi, fotofobie, zvraceni a silrvyjad ené meningealni fznaky.
Tyto symptomy se obvykle rozvijeji bem nkolika dni, ale g rychle progredujicim
pr b hu m e byt tato doba kratSi. Klinicky obraz IM vyznamrovliv uje n kolik
faktor ; v k pacienta, vyvolavajici infeki agens, ptomnost imunodeficience pdpad
dalSich onemocmi. Proto e je asto obti né klinicky odliSit meningitidu bakteriél
a virové etiologie, hraje v diagnosticectito infeknich zant CNS dleitou roli

laboratorni vySeeni MM. Likvorovy nélez leukocytarni pleocytézy spahou neutrofil



je spolu se zvysSenou koncentraci proteinu a snudmladinou glukézy charakteristickym
nalezem g BM, nicmén ne ve vSech fpadech je rozliseni BM a AM spolehlivé
Pro zlepSeni etiologické diagnostiky se proto peaiii jeSt dalSi parametry analyzované
v krvi (nap. C-reaktivni protein [CRP], prokalcitonin), neboMM (nap. laktat,
cytokiny). Pesto je i nadale patrna peba dalSiho citliveho a snadno proveditelného testu
ktery by spolehliv identifikoval vechny pacienty s BM wasné fazi onemocni®™>.

BM pati celosvtov mezi deset negstji smrticich infeknich onemocmf®.
Incidence BM v eské republice se v poslednim desetileti pohybaj@iblin stejné
Grovni pedstavujici 2-3 ppady na 100 000 obyvatel m ‘. Smrtnost onemocni je
vysoka a dosahuje 25 % u dolgh a 5-10 % u di®°. Onemocnni méa rovn adu
dlouhodobych néasledk které postihuji a 30-50 % pivsich pacient®. Znanym
problémem, jeho vyznam v poslednich letech s&& i u nas, je rozvoj rezistencevpdc
BM na pou ivana antibiotika. V rkterych zemich EU rezistence nastjSich p vodc
BM na z&kladni antibiotika dosahuje a 70"%&Za poslednich 15 let se \R vyskyt BM
nijak dramaticky nemi, podobn jako ve vysplém svt i u nas pai mezi nejastji
diagnostikovana agens zwbujici BM Streptococcus pneumonia@ Neisseria
meningitidis (obr. 1) Rovn je patrny postupny pokles incidence invazivnich
hemofilovych onemocmi (v eth BM) po zavedeni celoplosné vakcinace utid

v r. 2007.

Incidence AM je v eské republice vyznamrvysSi ne v pipad BM, nicmén
jeji pr b h je nejastji mirny, i bez Iéby dochazi vtSinou k Uzdrav. P esto maji tyto
infekce CNS velky zdravotnicky vyznam vzhledem jicfe potencialn fatalnim

nasledkm a dlouhodobym neurologickym i psychiatrickym kdikegcim.



Obr. 1. Vyskyt bakterialnich meningitid v R v letech 1993-2004
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Nej ast jSim prokazovanym etiologickym agens vyvolavajidii je u nas virus
kliS ové meningoencefalitidy (KM). Za rok 2006 bylo rda&® 1027 dpad onemocnni
vyvolanych virem kliSové meningoencefalitidy. K dal$im astym agens pdtBorrelia
burgdorferi vyvolavajici ron desitky onemocmi, ostatni prokazovana agens (nap
herpetické viry, leptospiryM. tuberculosi¥ jsou ji vzacnjSi. U vice ne poloviny
pacient s aseptickym zamem CNS se nepodavyvolavajici agens prokazat. Vchto
p ipadech se da edpokladat, e jejich vyznamnéast je zpsobena enteroviry. Jejich
vySeteni se v R rutinn neprovadi, nicmén napiklad v USA jsou enteroviry
zodpov dné za vtsinu pipad AM*3,

Infek ni zanty CNS z stavaji onemocmimi s vysokou morbiditou a mortalitou.
Z tohoto dvodu je nutné zdokonalit soasné diagnostické a terapeutické postupy
p ipadn zavést nové metody diagnostiky aldg. Tento vyvoj je podmim dokonalejSim

poznanim patofyziologickych mechanizjrkteré provazeji tyto zava né infekce. Cilem



této disertani prace bylo proto objasnit ulohu kterych dle itych aspekt pirozené
i adaptivni imunity p IM. Vyzkum byl provadn pomoci nkolika klinickych

I experimentalnich studii.



2. Patofyziologie infek ni meningitidy

Urove znalosti patogeneze a patofyziologie IM sédm poslednich tkolika
desetileti vyznamn zvysSila. Lépe jsou znamy naklad mechanizmy, jakymi patogeny
kolonizuji hostitele a pronikaji do subarachnoidé& prostoru (SAP). Rovn byla
objevena ada novych faktor virulence, které hraji roli v prolomeni obrannych
mechanizm hostitele a zvy3uji mikrobiélni schopnost invameodganismu.

IM vznika po pimém prniku etiologického agens do CNS, kde Ize ageasto
izolovat z likvoru nebo z mozkové tkanV p ipad vir bylo historicky za hlavni cestu
infekce do CNS pokladano éni podél perifernich nerynicmén dnes se gdpoklada, e
neurondlni penos se uplatje vyjime n , nap. u viru vztekliny a Herpes simplex virus
(HSV). Virova agens (wetn v tSiny enterovir a arbovir) pronikaji do CNS
hematogenn a Sieni zpravidla pedchazi jejich replikace v miswstupu do organismu
a primérni virémie. Bakterialni infekce CNS vznikaSinou sekundarnp i kontinualnim
Sieni i hematogennim rozsevu. Primarni loiska jsou asfji lokalizovana v ORL
oblasti (mastoiditida, otitida), ale zdrojem BM m byt rovn bakterialni pneumonie,
infek ni endokarditida, infekce GIT (vyvolané zejméBsacherichia col, urosepse atd.
Za ur itych okolnosti se BM rozviji po kraniotraumatuoperacich v dané oblasti jako
nasledek porusSeni externi ochranné bariéry CNSa(chater, lebka). Konkrétni gy h
dané infekce nicmérnzalé i nejen na etiologickém agens, ale rovma ad hostitelskych
faktor 1% D leité je dostatené pomnoeni viru nebo bakterie, co je nezbytné
pro pekonani bariér p vstupu do CNS a dostatey kontakt s vnimavymi cilovymi
bu kami. Pesna patofyziologie pstupu infeknich agens z krve do CNS neni znama,
nicmén se pedpoklada, e virus i bakterie mohou infikovat etel@ini bu ky

a proniknout porusenym endotefém Dal$im mechanizmem ne byt transport



p es hematoencefalickou bariéru (HEB) uvmitigrujicich leukocyt*®. V CNS pak m e

z stat infekce lokalizovana na meningach, nebo se asSii do mozkového parenchymu.
P itomnost patogenu vyvola v CNS bezprednhi lokalni imunitni odpov , ktera maadu
zvlastnosti ve srovnani s imunitni reakci jindergamismu. Vyznamnou roli zde hraje
p edevsim mikroglie a rezidentni makrofagy (M Pozdji dochazi k migraci dalSich
imunitnich bunk z krve pes HEB a intratekalnpak probiha specificka a nespecificka

imunitni reakc&"*®

2.1. Hematoencefalicka bariéra

V patogenezi infeknich zant CNS hraje kliovou roli anatomické uspadéani
tohoto kompartmentu. Mozek a micha jsou obaleeynt meningami, které tvovn jSi
dura mater, arachnoidea a pia mater. Subarachoid@éstor mezi arachnoideou a pia
mater je vyplnn MM, ktery je vytvaen zejména choriodedlnim plexem mozkovych
komor. Na produkci MM se podili jak pasivni filtegctak aktivni transport. Reabsorpce
MM probiha pes arachnoidedlni klky, které umaiji jeho jednocestny odtok skrz dura
mater do venoOznich splav V d sledku infeknich proces v CNS dochéazi
ke kvalitativnim i kvantitativnim zmam MM, které poskytuji nejen k& ité klinické
informace tykajici se charakteru zéna pipadn i jeho specifické etiologie, ale i udaje
umo ujici studovat patofyziologii daného onemoegh Za normalnich okolnosti jsou
mozek a MM chramy bariérovym systémem, jeho nejdit jSi souésti je HEB
a bariéra hematolikvorovd, u ni  funguje jako mavozhrani mezi krvi a likvorem plexus
choroideus. Ob bariéry nejenom e strukturna funkn chrani mozek od mikroba
toxin cirkulujicich v krvi, ale udr uji uvnit CNS i jedinené vnitni prostedi. HEB je
tvo ena endotelidlnimi  bkami vystylajicimi nejmenSi mozkové cévy (brain

microvascular endothelial cells - BMEC), které jdomk n odliSné od burk endotelu



jinde v organismtf. BMEC se vyznauji snienou mo nosti vyu fvat mechanizmus
pinocytdzy, a naopak jsou vybaveny specialnimigpantnimi mechanizmy. Déale jsou
mezi BMEC charakteristickagna spojeni, tzv. tight junctions. Toto vSe vyrammezuje
transport iont, bilkovin a dalSich vysokomolekularnich latek, kkm infek nich agens
do CNS. Prostupnost HEB je navic jesegulovana astrocyty, které produkuji faktory
ovliv ujici zejména vlastnosti a organizaci tight juncs.

Ob bariéry rovn zajiS uji, e jsou mozek a micha chramy proti ad imunitnich
reakci, které se uplatji v obran hostitele proti infekci na jinych mistech organism
D ive byl dokonce mozek nazyvan jako tzv. imunologigkivilegovany organ, dnes se
spise pou iva terminu imunologicky specificky U zdravého jedince jsou T a B
lymfocyty pitomny v MM ve velmi malych pdech (do 5 burk/ I) avzacn
v mozkovém parenchymu. Rovn koncentrace imunoglobulin a komplementovych
faktor jsou v MM velmi nizké a opsonizai kapacita MM je mnohem ni Si ne v {pad
séra, a to i v pib hu IM. Infekce CNS tak probihaji ve tkani, kde jseeilmi omezené
mo nosti  k zabranni jejich Sieni. Bhem poslednich thkolika desitek let bylo
dokumentovano, e bariéry izolujici mozek, michuv@M od krevniho e iSt nejsou
staticke, ale naopak vysoce dynamické systémy sghopgulace transportu i produkce
r znych substanci etn cytokin .

Po pekonani HEB me virus i bakterie pokraovat v pr niku do CNS, ktery je
usnadnn nepitomnosti ady obrannych mechanizm Publikované Klinické
a experimentalni studie prokazaly, @ BM jsou zava né dsledky zp sobeny pedevsim
sekundéarnimi komplikacemi, mezi npat i zvl4st edém mozku, zvySeny intrakraniélni
tlak, cévni ischémie, hydrocefalus atd. Szané pedstava o mechanizmech rozvoje BM je
schematicky uvedena na obr. 2. K poSkozeni CN&in purulentniho zatu dochazi

na podklad toxickych Uink ady cytokin, chemokin, proteolytickych enzym
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oxidant a dalSich metabolit které jsou v prb hu BM produkovany ve vysokych
koncentracich bikami imunitniho, nervového nebo cévniho systémBi studiu t chto
mechanizm jsou velmi dle ité poznatky ziskané na zecich modelech i yn vitro
studiich s populacemi buk, jen hraji d le itou roli v rozvoji BM. P i hodnoceni zaw
takovych studii je samogim v dy nutné kriticky posoudit mo nost jejich aplika
na situaciin vivo v lidském organismu. Najklad pokud se u zwécich studii injikuji
bakterie pimo do likvoru, je zde zcela vyloan ochranny efekt HEB.

P i AM je celkova zantliva reakce na pmnik virovového i bakterialniho patogenu
meén intenzivni, nicmén i zde m e dojit ke vzniku mozkového edému a zvyseni
intrakranialniho tlaku. V takovém ipad m e dojit k porucham vdomi, bolestem hlavy,
zvraceni, ke im a parézam hlavovych nervPokud infekce napada neurony, dochazi
k jejich lyze a m e dojit k demyelinizaci bilé hmoty nebo ke sporfgionni degeneraci.
Imunitni odpov je pouze vyjimen nedostatena a onemocmi maji v tSinou dobrou

klinickou prognozu.

2.2. Lokalni a nespecifické imunitni reakce p infek ni meningitid

V lokalni obran CNS jsou velmi vyznamné bky gliové (mikroglie, astrocyty a
oligodendrocyty) a ependymové (lky chorioidalniho plexu a leptomening), které maiji
etné specializované imunitni funkce. &né fazi IM se mezi prvnimi aktivuji rovn
tzv. rezidentni M , které spolu s mikroglii zajigiji v klidovém stavu imunitni surveillance
v CNS. Mikroglie tvoici 10-20 % celkové populace glie je funk p ibuzna bukam
monocytarni ady, se kterymi 2jm sdili stejny pvod, akoli n které studie naznaji
i jeji mo né odvozeni od neuroektoderfi@’. Bu ky mikroglie jsou pi styku s antigenem
schopny jej zpracovat a prezentovat, nicméapiklad ve srovnani s perivaskularnimi

M  vykazuji podstatn mensi aktivitu. Mikroglie je také schopna produlkxesekrece
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interleukinu (IL)-1, IL-6 a tumory-nekrotizujicihdfaktroru (TNF)-. B hem [IM
se vyznamn zvySuje poet meningealnich M na leptomeningach a perivaskularnich M

které tvoi druhou nejvtSi populaci v CNS odvozenou z monocytarnich pradur

Obr. 2. P ehled p edpokladanych patofyziologickych mechanizm u bakterialni

meningitidy
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SAP, subarachnoidealni prostor; ICP, intrakranitéki; MAP, stedni arterialni tlak.

Je pravdpodobné, e perivaskularni M lokalizované mezi cévnim endotelem

a mozkovym parenchymem (obr. 3) jsou stefiko mikroglie schopny zachytit proteinove
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antigeny v mozkomiSnim moku, zpracovat je a prem@tit na svém povrchu
prochazejicim T lymfocyim. Perivaskularni M tedy mohou prezentovat imunitnim
bu k&m antigeny gtomné jak v krvi, tak i v CN%. Aktivace t chto bunk je doprovazena
zm nou anatomickych a funkich vlastnosti — zvySuje se povrchova expresegemti
MHC (major histocompatibility complex) Il.idy, adheznich molekul a tvorba inducibilni
syntazy oxidu dusnatého (INOS), co je dale zvyramn p sobenim prozarnlivych
cytokin — hlavni roli zde hraji zejména TNE-IL-1 a IL-6". Pokud lokalni obrana
infek ni proces nezvladne, dochazi k migraci leukocglo CNS. Tato migrace je
sm rovana, nebok pr niku leukocyt dochazi v dsledku intracerebralnich antigennich
podnt . P sobenim cytokin, chemokin (IL-8, macrophage inflammatory protein
[MIP]-1 a 2) a dalSich mediatortzv. 2. adu (nap. NO, prostaglandiny ad.) dochazi
k poruSeni HEB a néaslednému masivnimunjqu leukocyt, im vznika pro IM
charakteristicka intratekalni pleocytoza, kteravjekutni fazi tvoena zejména M a
neutrofily (hlavn pi BM)*. Pozdji, v souvislosti s rozvojem adaptivni imunitni
odpov di, migruji do CNS rovn lymfocyty.

Krevni monocyty, stejnjako z nich odvozené rezidentni Mrozeznavaji pomoci
Toll-like receptor a receptoru CD14adu bakterialnich a virovych komponent a maji
rovn funkci antigen-prezentujicich buk (APC), které po fagocytdze a degradaci
patogenu exprimuji lymfocym jeho mikrobiélni fragmenty ve vazba antigeny MHC 1.

t idy*>. Pedpoklada se, e u paciens IM je vy3si exprese antigerMHC II. t idy

a dalSich aktivanich molekul na M asociovdna s vyrazj$i produkci zartlivych
mediator. M jsou také vyznamnym producentem cytokithemokin, reaktivnich
kyslikovych radikal (ROS) a NO. Akoliv jsou v likvoru pomrn asto nachazeny M

p i virovych meningitidach, jejich uloha neni zcelsfpa (prezentace virového antigenu

pomoci MHC II. tidy je dosti raritni). V sowasné dob se pedpoklada, e jejich role,
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podobn jako v pipad dendritickych burk, je spiSe imunoregulai a souvisi s produkci

protizan tlivych cytokin (IL-10)%*.

Obr. 3. Meningealni infiltrace perivaskularnimi makrofagy u pacienta s tuberkulézni
meningitidou (Orthovy bu Kky) s pr nikem do Virchow-Robinova prostoru (A, ozna-
en Sipkou) s detailem (B). HE, zuSeni 100x (A), 200x (B).

A B

Obr.4. Meningedlni infiltrat s vaskulitidou u pacienta s pneumokokovou

meningitidou. HE, zv tSeni 100x (A), 200x (B).

A B
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DalSimi vykonnymi fagocytarnimi blkami jsou neutrofily, které p IM migruji
do CNS, kde se za normalnich okolnosthec nenachazeji. Chemotaxe neutrofib CNS
je izena zvlast chemokiny MIP-2 a IL-8, které jsou produkovany identnimi M .
Aktivované neutrofily produkuji ROS a které proteolytické enzymy, napmatrixové
metaloproteinazy, které degradaci kolagenu, fidtbne, lamininu a dalSich soasti
extracelularni matrix spivaji k poskozeni mozkové tkani HEB®. Jejich role
v imunitnich reakcich u seréznich z&nneni zcela jasna, nebge o buky s vyznamnou
fagocytarni aktivitou, ktera se uplaje u celé ady infekci vyvolanych extracelularnimi
bakteriemi. U enterovirovych meningitid bylo vdétouvislosti upozormo na zvysené
hladiny IL-6, IL-8 a G-CSF v likvoru, které jsouggm zodpovdné za migraci neutrofil
p es HEB®. D4 se pedpokladat, e v pdatku serézniho zatu dojde pedevsim k aktivaci
nespecifické imunitni reakce, co se ra projevit prav p itomnosti neutrofil. Nicmeén

neutrofily jsou rychle nahrazenygaevsim antigen-specifickymi T lymfocyty.

NK bu ky jsou pravdpodobn schopné relativn rychlého nahromaai v CNS,
nicmén u AM bylo poukazano na jejich ni Si koncentradikvoru ve srovnani s periferni
krvi?”. NK bu ky jsou nezanedbatelnymi producenty INFktery potencuje schopnost
bun k mikroglie prezentovat antigen T lymfocyt a souasn urychluje apoptézu thto
lymfocyt po zhojeni zartu®2. NK bu ky se zGast uji nespecifickych obrannych pochod
- cizi antigeny rozpoznavaji podle lektinovych ktar. Jsou schopny rozpoznat
a zlikvidovat i volny antigen (virus), ktery nenfegentovdn pomoci MHC. U serdznich
zant CNS se pedpoklada, e NK buky jsou vzhledem k jejich ni Si intracerebralni
kumulaci v CNS nahrazovany antigen-specifickymi figayty. Je vSak také mo né,
e dochazi k jejich pestupu do mista zat, tj. mozkového parenchymu, co se prav

m e projevit jejich ni §im zastoupenim v likvof®®
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2.3. Specifick& imunitni reakce pi infek ni meningitid

V souvislosti s rozvojem adaptivni imunitni odpdiv migruji pozdji do CNS
pilM rovn lymfocyty. V p ipad rychle probihajici BM se tato specificka imunitni
odpov rozviji a za nkolik dn po zaatku infekce. R stimulaci adaptivni imunity hraji
roli APC pitomné v CNS (pedevSim rezidentni M a buky glie). Existuje rovn
hypotéza, e mikrobialni antigeny ipIM jsou v CNS pouze zachyceny a poté
transportovany do lymfatickych uzfth Pro tento mechanizmus re sv d it pr kaz
dendritickych bunk v likvoru u pacient s BM. Dendritické buky jsou nejpotentrjSi
APC, které se intenzivnpohybuji mezi tkArmi a lymfatickymi uzlinami, kde prezentuji
zachycené cizorodé antigeny. T lymfocytyegstavuji hlavni lymfocytarni subpopulaci,
kterd je zodpowdna za lymfocytarni pleocytézu u ARl Mechanizmus pstupu
T lymfocyt pes HEB je velmi dleity, nebo na rozdil od M a granulocyt jde
o bu ky, které reaguji na konkrétni specificky antigéro pechod T lymfocyt p es HEB
je d leita jejich aktivace antigenem, cem sv d i zvySena koncentrace CD4/CD45R0O
T lymfocyt (pam ové CD4 T lymfocyty) a lymfocyt exprimujicich znak CD29
v likvoru u KM. Naivni buky, které se dosud do kontaktu s antigenem negopstalCNS
z ejm v bec neproniknou. Aktivované T lymfocyty produkujitakiny INF- a TNF- .
Jejich metabolismus je ovlivn produkci IL-2, co je nezbytny stovy faktor
T lymfocyt . Pi jeho poklesu je naruSena proliferace T lymfocy ty podléhaji
apopt6z&. Toto je asi nesmirnd le ity regula ni mechanizmus, ktery chrani khy CNS
p ed destruktivnim procesem zmmbenym aktivovanymi T lymfocyty.

Na specifické mechanizmy uplafici se pi AM upozor uji zm ny lymfocytérnich
subpopulaci, které byly popsany wmnych meningitid vyvolanych viry a spirochetami.
Pisrovnani rznych lymfocytarnich subpopulaci dochazi v likvorpevan
k nahromadni CD4 T lymfocyt, CD8 T lymfocyty se naopak koncentruji m&n CD4

T lymfocyty jsou pravdpodobn nezbytné pro kontrolu spirochetovych infekci
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(experimentélni CD4 lymfopenie vedla k progresirbliozy u mysif%. CD4 T lymfocyty
se mohou podle situace znit na jeden ze dvou mo nych fenotya nasledn p eva ujici
imunitni odpov je pak oznaena jako Thl nebo Th2. iR evaze Thl odpowi dochazi
k vystup ované produkci INF- ktery ma vyrazné protivirové pobeni. U serdznich
zant CNS (napiklad u enterovirové meningitidy, KM, Japonské Befalitidy a dalSich)
bylo poukazano na zvySené hladiny INF-v CNS, co by prav mohlo souviset
s pevahou Thl odpowi. Experimentaln bylo prokazano, e Thl imunitni odpov je
protektivni u nkterych virovych infekci, ale v fpad jiné etiologie m e byt $kodliv&™.
Th2 odpov , kterd se da naiklad charakterizovat podle zvySené sekrece ILE45 |
a IL-10, sloui k aktivaci specifické protilatkovédpov di, ktera je napklad d le it
pro likvidaci spirochet v CN3.

B lymfocyty jsou pi neuroinfekcich subpopulaci intratekalppom rn  malo
zastoupenou a jejich jpomnost v likvoru byla popsana zejménd peuroborrelidze
a dalsich neuroinfekcich vyvolanych spirochefarfi Malo znamy je zpsob jejich
migrace pes HEB. V experimentalnim modelu na ®2ti byla migrace aktivovanych
B lymfocyt pozorovana a s uitou latenci po aplikaci antigenu do CNS. Tatonateje
pravd podobn nezbytna pro gchod antigenu z CNS do periferie a naslednou atitiv
naivnich B lymfocyt**. Zatim nenf jednozna vy eSeno, zda se B lymfocyty akumuluji
v CNS, anebo po antigenni stimulaci dikgyaze Th2 odpowi p i spirochetové infekci

nedochazi k jejich vystupvané proliferaci a za HEB.

2.4. Cytokiny a chemokiny pi infek ni meningitid

Cytokiny a chemokiny hraji de itou Glohu pi regulaci imunitnich mechanizm
v CNS. Jak ji bylo uvedeno, imunitni odpov v CNS pi IM je iniciovana rezidentnimi

M  bezprostdn po prniku patogenu s HEB. Jejim zakladem je produkce
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chemokin, nap. MIP-1 a MIP-2, které atrahuji dalSi vykonné imanibu ky, co jsou

v pipad MIP-1 pevan monocyty a lymfocyty, u MIP-2 hlavngranulocyty. Zartliva
reakce se poté dale zvyrage a zarove dochazi k aktivaci buk glie v mozkovém
parenchymu. Pro inicialni stadium BM jsou charaktaké vysoké hladiny zejména
TNF- , IL-1 a IL-6, které jsou produkovany kolika typy bunk v etn BMEC,
astrocyt a mikroglie. Prozarlivé mediatory IL-1, IL-6, IL-8 a G-CSF byly opakovan
prokazany i u AM ve zvySenych koncentracich v likvop edevSsim na patku
onemocnni®®. U pacient s AM byla popséna asociace zvy$ené koncentradMIMM

a vysSi produkce antivirovych protilatek,i gm koncentrace TNF- zvySena nebyla.
Vpipad IL-1 byla prokdzana korelace jeho vysoké koncentraddM/ s progndzou
BM*®. Dal$i akumulace a aktivace leukocyiadale zvy3uje produkci TNF-jeho vysoké
koncentrace ptomné v CNS p BM mohou byt Skodlive. TNF- p sobi toxicky pimo
(indukci bun né apoptdzy) nebo zpobuje tkaové posSkozeni nefnym mechanizmem,
ktery pravdpodobn spoiva v indukci zvySené syntézy NO NO je zejména p BM
produkovan ve vysokych koncentracich zadii inducibilni NO synthazy, ktera je v CNS
p itomna v M , astrocytech a bkach mikroglie i endotelu. Takto zvySeny NO reagglje
ROS, které se uvolji z aktivovanych M a neutrofil, a vznikaji agresivni
peroxynitraty®. Tyto produkty se podili na poruseni HEB a rovposkozuji neurony
oxidaci membranovych lipid a aktivaci apoptézy uvolnim cytochromu ¢ z
mitochondri{. TNF- hraje spolu s cytokiny IL-1a IL-6 roli té pi spudtni zantlivé
kaskady s uvolmim faktoru aktivujiciho destky a IFN-, co m e vést k trombotizaci
malych cév s naslednou ischémii. VSechny tyto mwcgou v dsledku pi inou
vazogenniho a cytotoxického edému moZkiNF- je zejm nejd le it j$im cytokinem
v obran CNS proti virovym a rkterym bakteridlnim agensn vitro byl prokazan jeho

ochranny efekt pro neuronyea viry varicella-zoster (VZV) a HSV. Na produk&if- a
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jeji souvislost s perzistenci virovych agens v Cbhi#o poukazano rovn u Japonskeé
encefalitidy B, St. Louiské encefalitidy a Kf1 v dal$im prb hu infek niho zantu
dochéazi k poklesu prozéiivych cytokin a zaina se zejm uplat ovat protizantlivy

U inek IL-10, jeho zvySené hladiny byly popsany uids AM*.

2.5. Vyznam glukokortikoid p iinfek ni meningitid

Protizantlivé homeostatické mechanizmy ovliji pirozenou a adaptivni
imunitni odpov likvidujici infek ni agens p IM. Hypotalamo-hypofyzo-adrenalni
(HHA) osa hraje centralni roli v regulacigs glukokortikoidovy receptor. Neuronalni,
endokrinni a cytokinové podty moduluji na Garovni periventrikularniho jadra
hypothalamu sekreci kortikotropin-uvaljiciho hormonu, ktery naslednstimuluje
uvoln ni kortikotropinu z hypofyzy a syntézu kortizolikkv e nadledvin. Uinek kortizolu
je pevan imunomodulani a interakce mezi nervovym systémem, HHA osou
a imunitnim systémem jsou kivé v regulaci zaru a imunitni odpowdi**?

P i zan tlivé imunitni odpovdi u neuroinfekci se pravdodobn rovn uplat uje
imunomodulani role kortizolu, nicmén jeho intratekdlni hladiny nebyly u IM dosud
studovany. ZvySené koncentrace kortizolu v likvohyly dosud dokumentovany
u n kolika jinych onemocmi CNS, nap roztrouSené sklerdzy, Alzheimerovy nemoci,
deprese a posttraumatické stresové portiéRy Nizka hladina kortizolu v likvoru je
za normalnich okolnosti udr ovana zejména aktivrgfiuxem tohoto hormonu z CN%
NaruSeni tohoto mechanizmui géantu v souvislosti s poSkozenim HEB ra vést
k dlouhodob zvySené koncentraci intratekalniho kortizolu. Krommunomodulaniho

p sobeni vakutni i pozgsi fazi IM by se zvySeny kortizol mohl podilet na

imunopatogenezi dlouhodobych neurogickych nasldik
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V adjuvantni terapii IM jsou glukokortikoidy nejaglklinicky vyu ivanymi
imunomodulans. V experimentech na aw#ch bylo prokazano, e dexamethazon
potla uje nadmrnou imunitni odpov zprostedkovanou prozativymi mediatory
a matrixovymi metaloproteinazami, co se spolu Bojeefektem na stabilizaci endotelu
podili na obnov funkce HEB'. Glukokortikoidy rovn sni uji produkci TNF- , IL-1
alL-6"% Vv dsledku snieni edému mozku a intrakranialniho tlakykazal
dexamethazon ni &f riziko poskozeni CNS BM®°. V minulosti byla provedenaada
klinickych studii u nemocnych s BM i AM, které paddy o efektu dexamethazonu
vt chto indikacich asto rozporuplné vysledky. Naopak byl prokazan tpodi efekt
dexamethazonu u t s hemofilovou meningitidou, kde byl zji$t jeho ochranny anek
p ed poskozenim sluchl Vv p ipad pneumokokové BM u di nebyl tento efekt s jistotou
prokazan. Nedavno publikované prospektivni, randorané studie u doslych pacient
s BM pneumokokové a tuberkulézni etiologie prokgzaliznivy vliv dexamethazonu
naprb h a prognézu onemocni®>®>® Na jejich zéklad byla vypracovana soasna
doporueni pro adjuvantni terapii dexamethazoneinBM. Naopak jednim z mo nych
argument proti podavani dexamethazonu u meningitid je jabiliza ni 0 inek na HEB,
pi em prav porusena HEB je podminkou miku hydrofilnich antibiotik (betalaktamy
a vankomycin) do SAP Vysledky studie metabolizmu kortizolu v jor hu IM p edvedené
v této disertani praci by mohly pgspt do diskuze o vyznamu lébného podavani

exogennich glukokortikoid
P ehled souasnych znalosti mechanizmpatofyziologie IM i mo nosti |éby

tohoto onemocmi jsme publikovali vasopise eskd a Slovenskd Neurologie a

Neurochirurgiev r. 2005 (piloha 17*
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2. Hypotézy a cile prace

Ve 4 Klinickych studiich u pacients IM jsme studovali mechanizmyimzené
a adaptivni imunity. Tyto Kklinické studie byly rovndopln ny experimentalnin vitro
studii.

P edpokladali jsme, e v pb hu IM dochazi k vyraznému nahromad
aktivovanych leukocyt v SAP asociovanému se zvySenymi hladinami pra#gych
cytokin a chemokin v likvoru, co m e byt pi inou zantlivého poranni mozku
at Siho pr b hu onemocmi. NaSe hypotéza byla, e dominujici prozind reakce
bude do urité miry kontrolovana psobenim protizarlivych mediator a aktivaci
endogenni endokrinni odpa¥i. Rovn jsme se domnivali, e bude existovat zng
rozdil mezi charakterem a intenzitou imunitni reakc mozku a systémové imunitni
odpov di. K naSim pedpokladm patilo i to, e b hem akutni BM i AM bude dochazet
ke zm nam v adaptivni imunitni odposli v zavislosti na jejich etiologii. DalSi hypotéro
bylo, e zvySené hladiny zatlivych cytokin v SAP budou asociovany s nahronaith
intratekalniho kortizolu a jeho koncentrace budmenr zaviset na vyvolavateli IM.

V in vitro modelu na darcovské krvi stimulované klinickynoléty N. meningitidis
jsme studovali, zda je intenzita hostitelské imuinitreakce ovlivnna rozdily
v imunostimulanim potencialu mezi znymi bakterialnimi kmeny.

Z t chto hypotéz vyplynuly nasleduijici cile:

Cil 1. Provest fenotypizaci M stanovenim povrchové exprese HLA-DR, stanovit
koncentrace zatlivych cytokin , chemokin a kortizolu v séru a likvoru hem
akutni IM, analyzovat zavislost hladin kortizolu rancentraci zarilivych
a protizantlivych cytokin v séru i likvoru a zhodnotit vztah vySetanych

mediator ke klinickému prb hu BM. V in vitro modelu vySeit vyznam
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mikrobialnich a hostitelskych faktor v patogenezi BM pomoci vySeni
imunostimulani schopnosti 3 znych kmen N. meningitidis izolovanych

od pacient s meningokokovou meningitidou.

Cil 2. Posoudit mo nost vyu iti stanoveni kortizolu v diécialni diagnostice BM a AM.

Cil 3. Posoudit alterace adaptivni imunity (M, stanovit charakter intratekalni imunitni

odpov di pi IM na zaklad stanoveni pd lymfocytarnich subpopulaci v likvoru

a analyzy Thl1l/Th2 cytokin a zjistit vztah tchto parametr Kk etiologii

a klinickému prb hu IM.
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3. Metody

3.1. Pirozena imunitni odpov  u pacient s bakterialni meningitidou

Do prospektivni studie bylo v letech 2002-2006azano 56 pacientp ijatych
na Infek ni kliniku FN Na Bulovce s podeznim na diagn6zu BM. Kritéria pro zaeni
pacient do studie byla \k > 15 let, trvani symptom(hore ka, bolest hlavy, meningealni
syndrom) < 72 hodin a provedena diagnosticka lunig@unkce (LP) s charakteristickym
nalezem v MM prokazujicim BM: leukocytarni pleowd s predominanci neutrofjl
zvySenou proteinorhachii (0,6 g/l) a koncentraci laktatu @ mmol/l) a rovn sni enou
glykorhachii ( 2,2 mmol/l) a/nebo sni enym pomem glykorhachie/glykémie (45 %).
Z hodnoceni bylo vyzeno 9 pacient pro jejich pedchozi Iébu antibiotiky
a kortikosteroidy.

Etiologicka diagnéza byla provedena na zakladzitivniho kultivaniho nalezu
v MM a/nebo krvi nebo pomoci PCR (polymerase cheattion). V séru a MM byly dale
krom b nych laboratornich vySe¢ni stanoveny koncentrace zéivych cytokin IL-1b,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 a TNFa pomoci cytometrické metody CBA (BB Cytometric
Bead Array + Human Inflammatory Cytokine kit™) na tokovém cytometru
FACSCalibu® (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Kortizol bgtanoven
radioimunometrickou technikou (RIA) s vyu itim kitlDSL-2000 (DSL, Webster, TX,
USA). Detekni limit byl 20 pg/ml pro vSechny cytokiny a 5 nmigro kortizol. V MM
byla vySetena povrchova exprese HLA-DR na Mpomoci prtokové cytometrie a
monoklonalnich protilatek anti-CD14 a anti-HLA-DR.

Tie pr b hu BM byla stanovena na zaklagkorovacich systemAPACHE i
(Acute Physiology And Chronic Health EvaluationQFA (Sequential Organ Failure

Assessment) a GCS (Glasgow Coma Scale).
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3.2. Experimentalni studie imunostimulaniho potencialu kmen Neisseria

meningitidis ziskanych od pacient s invazivnim meningokokovym onemocmim

Kmeny N. meningitidisizolované od pacients r znym klinickym prb hem
invazivni menigokokového onemogar (IMO) byly kryoprezervovany v tekutém dusiku
na Statnim zdravotnim Ustavu v Narodni refenétaboratoi pro meningokokové infekce.
Charakteristiky kmen N. meningitidisa klinické parametry fslusnych pacient jsou
shrnuty v tab. 1. U vSech izolabyla zjiSt na séroskupina a sérosubtyp. Sekwérypy
byly identifikovany pomoci multilokusoveho sekverho typovani.

P ed experimenty byly bakterie usmrceny teplem # °C po dobu 40 minut
a pipravena suspenze v médiu RPMI 1640 v koncentr&ti QFU (colony-forming
units)/ml. V experimentech byla pou ita periferniek 4 zdravych darcs negativnimi
anti-meningokokovymi protilatkami anti-B a anti-C. ka dého darce byly provedeny
minimaln 2 nezavislé experimenty. VSechny experimenty lpigvedeny za pyrogen-
prostych podminek (podle certifikatyrobc jednotlivych reagencii a poroek).

Vzorky plné krve aktivované usmrcenymi kmely meningitidisbyly inkubovany
6 hodin pi 37 °C za stalého horizontalniho michani s prdmite ota enim zkumavek
0 360° (v intervalech 15 min) a poté centrifugovgmy 3000 g po dobu 30 minut.
Supernatanty byly alikvotovany a ihned ulo enyi p80 °C ped stanovenim cytokin
a lipooligosacharidu (LOS).

Vséru a MM byly dale krom b nych laboratornich vySeéni stanoveny

koncentrace zatlivych cytokin IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 a TNFa pomoci CBA.
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Tab. 1. Demografické a klinické udaje pacient s invazivnim meningokokovym

onemochn nim a charakteristiky p islusnych izolat Neisseria meningitidis

Izolované kmeny NM Demografické a klinické parametry pacient sIMO Sérum Mozkomisni mok
V k Sex APACHE SOFA  GCS nastup Klinickd diagnéza Vysledek CRP Leuko Leuko Protein Glukéza
roky body  body mg/l  bu kyymm3  bu ky/mm3 gll mmol/l

137/05 séroskupina C i
(CINT:P1.2,5; ST-11, ET-37HC) 22 14 3 8 89) "‘ens'gg's“ea* pizivy 271 20700 7253 2,68 1,86
VR1: 5, VR2: 2, VR3: 36-2

285/05 séroskupina B (B:1:NST;

ST-41/44/Lineage 3 complex) 9 M 10 4 1 8 mensiggis":a* piznivy 165 16700 3840 28 16
VR1:7.1l, VR2: 14, VR3: 35

113/04 séroskupina B fulminantni

(B:22:P1.14; ST-18 HC) 14 25 12 14 9(10)  meningokokova amrti 102 2700 5 0,23 31
VR1: 22, VR2: 14, VR3: 36 sepse

NM, Neisseria meningitidis; HC, hypervirulentni komplex; IMO, invazivni meningokokové onemocn ni; , ena; M, mu ; APACHE, Acute Physiologic
Health Evaluation; SOFA, Sepsis Organ Failure Assessement; Leu, leukocyty; GCS, Glasgow Coma Scale score

3.3. Adaptivni imunitni odpov  u pacient s bakterialni meningitidou

Do klinické studie bylo zazeno 23 pacient s potvrzenou diagnézou BM.
U pacient jsme sledovali kinetiku lymfocytarnich subpopulawiperiferni  krvi.
Imunologickd vySeeni byla provadcha v prb hu prvnich 14 dn hospitalizace.
U sledovanych parametrjsme posuzovali jejich vztah ke Kklinické tii oneen ni

arovn Kk jeho bakterialni etiologii.

3.4. Adaptivni imunitni odpov  u pacient s aseptickou meningitidou

Imunopatofyziologie AM byla studovana ve 2 klinicky studiich. Do prvni
prospektivni studie bylo zazeno 51 pacient pijatych na Infekni kliniku FN
Na Bulovce. Na zéaklad provedené diagnostické LP byla prokdzana lymfaoyta
pleocytéza v MM a naslednymi sérologickymi vygeimi potvrzena diagnéza KM nebo
neuroborreliozy. Dvody pro LP byly meningealni syndrom a/nebo patégho nervu.
Klinicka data byla ziskana retrospektiva Iékaské dokumentace. Do skupiny pacient

s KM bylo zaazeno 42 pacient(14 en, 28 mu ) sprm mym vkem 38,2 let
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(vrozmezi 13-66 let). Skupina pacient lymeskou borreliozou zahrnovala 9 pacient
(7 en,2mui)s prm rnym v kem 26,1 let (v rozmezi 9-73 let).

Imunofenotypizace lymfocytarnich subpopulacierstvy likvor svice jak
15 leukocyty/ | byl vySeten ihned po provedeni LP. Po centrifugaci a reswdgua byly
bu ky obarveny monoklonalnimi protilatkami pro stanoiverocentualniho zastoupeni
jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci: anti-CD4&nti-CD3, anti-CD14, anti-CD19,
anti-CD4, anti-CD8, anti-CD16+56 (vSe Becton-Didon, Heidelberg, Nmecko).
Rovn byla vySetena urove aktivace T lymfocyt m enim exprese HLA-DR. Analyza
byla provedena dvoubarevnou fokovou cytometrii na cytometru FACSTrek™ (BD, San
Jose, USA). Absolutni pty lymfocytarnich subpopulaci byly stanoveny naladkjejich
procenta a celkového pmi lymfocyt ziskaného rutinnim cytologickym vySemnim.

Do druhé prospektivni studie bylo aaeno 37 pacient(15 en a 22 mu,
pr mry v k byl 37,5 £ 3,0 let) pjatych na Infekni kliniku FN Na Bulovce odijna
2002 do prosince 2003. Na zaklagrovedené diagnostické LP byla prokazana
lymfocytarni pleocytéza v MM a naslednymi sérolégimi a/nebo molekularn
biologickymi vySetenimi potvrzena diagn6za AM. Do kontrolni skupingdozaazeno
130sob (8 en a 5 mu, prmmy vk 36,7 £ 49 let) sdiagnézou bolesti hlavy
a vertebrogenniho algického syndromu, u kterycha byhboratornimi vySe¢nimi
neuroinfekce vylouena.

KM byla diagnostikovana serologicky pomoci kaizu IgM protilatek proti viru
KM metodou ELISA (Test Line, Brno, eska republika). Diagndéza borrelibzy byla
ov ena metodami ELISA a Western blot detekci spegifibkigM a 1gG protilatek proti
B. burgdorferi v likvoru®. Enterovirova neuroinfekce byla prokazovéna ddtdigd/

protilatek v séru pomoci ELISA (Virotech, Russelsihe N mecko). Krom t chto
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zakladnich metod bylo vyu ito metod semi-nested PClvantitativni PCR v realnénase
k pr kazu RNA enterovir, viru KM a herpetickych vir >°,

Koncentrace cytokinlL-2, IL- 4, IL-5, IL-10, IFNga TNFa byly m eny v MM
pomoci prtokové cytometrie a metody CBA svyuitim kitu TAH2 kitu™

(BD, Heidelberg, Nmecko). Koncentrace kortizolu v MM byly dpstanoveny pomoci

RIA.
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4. Vysledky

4.1. Pirozena imunitni odpov  u pacient s bakterialni meningitidou

V této studii byla vyhodnocena data ziskana od ddigmt s BM. Prm rny v k
této skupiny byl 42 let (\kové rozmezi 16 a 76 let), 29 paciertyli mui, en bylo 18
(tab. 2). Prm rmé GCS p p ijeti bylo 12, APACHE 1l 13 a SOFA skére 4. Celkem
36 nemocnych (77 %) eilo BM bez nasledk, u 4 nemocnych (8 %) BM zanechala
trvalé nasledky a 7 pacienf{15 %) BM podlehlo. Celkem 40 pacien{85 %) bylo
hospitalizovano na jednotce intenzivni e€JIP), prm rna délka hospitalizace na JIP byla

9 dni. Etiologie BM byla objasna u 45 (85 %) pacienta je uvedena na obr. 5.

Obr. 5. Etiologicka agens prokazana u pacients bakterialni meningitidou (n=35)

SP,Streptococcus pneumonjaéM, Neisseria meningitidisEC, Escherichia coli SA,
Staphylococcus aurepsM, Listeria monocytogene$SB, Streptococcus bovi$SH, Streptococcus

haemolyticusHI, Haemophilus influenzae
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Tab. 2. Demografickd, klinicka a laboratorni data @cient s bakterialni meningitidou.

* v likvoru; bb, bu ky; N.u., nebylo ureno, Enc., encefalopatie, L. monocyt., L. monocgtas
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Vysledky rutinniho cytologického a biochemickéh@eteni v séru a likvoru

u pacient s BM jsou uvedeny v tab.3.

Tab. 3. Zakladni laboratorni parametry v séru a likvoru u pacient s bakterialni

meningitidou

Parametr

Krev
Po et leukocyt (bu ky/mm3) 15 800 (11 825 - 20 525)
CRP (mg/l) 226 (101 - 308)

Mozkomisni mok
Po et leukocyt (bu ky/mm?®) 3072 (700 - 7 443)
Po et neutrofil (bu ky/mm?®) 3030 (654 - 7 443)
Protein (g/l) 3,0(2,3-6,3)
Glukéza (mmol/l) 1,4 (0,5-2,98)
Glykorhachie/glykémie 0,23 (0,06 - 0,38)
Laktat (mmol/l) 8,1(56-12,1)

Data jsou prezentovana jako median (dolni kvahirni kvartil)

V ramci studie bylo zjiSho, e v likvoru pacient s BM jsou vyznamnp itomny
Mf, které byly definovany jako CD45+ bky s charakteristickou granularitou (Side
Scatter). Na obr. 4 jsou patrny jako body v gate Rdpulace, ktera je ozrena erven,
p edstavuje granulocyty (granulocyty jsou CD45+ a asn maiji vysokou granularitu).
Na histogramu je rovn patrné, e v likvoru v akutnim stadiu BM témnejsou pitomny

lymfocyty (nachazely by se pod R1).

Obr. 4. Histogram z vySeteni likvoru od pacienta s bakterialni meningitidou

Side Scatter, parametr odra ejici granularitu bun

CD45, spoleny leukocytarni antigen
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DalSim zjistnim bylo, e Mf v likvoru ve zvySené mé exprimuji na svém
povrchu molekuly HLA-DR (obr. 5). Tato exprese ridga korelovala s tii prb hu BM

vyjad ené skérem SOFA (r=-0,928< 0,02).

Obr. 5. Histogram zobrazujici expresi HLA II. t idy (HLA-DR) na makrofézich

v likvoru u pacienta s bakterialni meningitidou

Srovnani koncentraci kortizolu a cytokin likvoru u pacient s AM a BM je

uvedeno v tab. 4.

Tab. 4. Koncentrace kortizolu a zantlivych cytokin v likvoru u pacient s

bakterialni meningitidou a aseptickou meningitidou

Parametr BM (n = 47) AM (n = 37) Kontroly (n = 13) pP*

TNF-  (pg/ml) 245 (20 - 4978) <20 <20 0.001
IL-1 (pg/ml) 254 (20 - 1239) n.a. <20 n.a.

IL-6 (pg/ml) 187245 (75275 - 3122809) 157 (38 - 410) <20 0.001
IL-8 (pg/ml) 16830 (4776 - 133236) 130 (54 - 321) <20 0.001
IL-10 (pg/ml) 260 (20 - 1153) 71 (61 - 116) <20 0.001
Kortizol (nmol/l) 133 (59 - 278) 17 (13 - 28) 10 (8-12) 0.001

Data jsou prezentovana jako median (dolni kvahibrmi kvartil)
*Bakterialni meningitida (BM) vs. asepticka menitdg (AM), Mann-WhitneyJ test
n.a., nebylo analyzovano

P i BM byly sérové hladiny kortizolu vyznamrevySeny oproti jeho koncentracim
v MM a navzgjem spolu pozitivnkorelovaly (r = 0,587, p €©,001). Naopak cytokiny

IL-1b, IL-6, IL-10 a TNFa vykézaly vyznamn vySSi koncentrace v MM oproti sérovym
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hodnotam. V gpad IL-8 a IL-12 byla akumulace v MM rovn nazna ena, ale rozdily
u nich nenabyly statistické vyznamnosti.

Z prokazanych korelaci je zajimavy vztah kortizelMM ke skore APACHE I
(r = 0,763, p < 0,001; obr. 6), SOFA (r = 0,65, 0;001; obr.7) a GCS (r = -0,547,
p = 0,001). Intratekalni kortizol byl dale asociov& proteinorhachii (r = 0,534, p < 0,001)
a koncentraci laktatu v MM (r = 0,734<0,001). Oproti MM nebyla porn p ekvapiv
nalezena adna korelace séroveho kortizolu s ti bphu BM. Naopak sérova koncentrace
kortizolu pozitivh korelovala se sérovymi hladinami IL-6 (r = 0,696= 0,001), IL-10
(r=0,501, p =0,001) a IL-8 (r = 0,62; p = 0,001)

V pipad koncentraci cytokin vséru a MM nebyla prokazana korelace stii
pr b hu. Intratekalni IL-6 koreloval s koncentraci laktér = 0,668, p < 0,001), proteinu
(r=0,701, p < 0,001), IL-8 (r = 0,451, p < 0,0GLpotem leukocyt v MM (r = 0,475,

p < 0,001). IL-8 v MM dale rovn koreloval s TNFa (r = 0,739, p < 0,001).

Obr. 6. Vztah koncentrace kortizolu v likvoru (L) a ti e pr b hu bakterialni

meningitidy vyjad ené skérem APACHE Il
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Obr. 7. Vztah koncentrace kortizolu v likvoru (L) ati e pr b hu bakterialni

meningitidy vyjad ené skérem SOFA

Zajimavym zjistnim byl nalez odliSné koncentrace kortizolu v likwow zavislosti
na etiologii meningitidy: koncentrace kortizolu ayhejvyssi u BM ve srovnani s AM

i se zdravymi kontrolami (obr. 8).

Obr. 8. Rozdily v hladin kortizolu v likvoru mezi bakterialni meningitidou,

aseptickou meningitidou a kontrolni skupinou
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Toto zjiSt ni bylo posouzeno z hlediska vyu iti kortizolu feliencialni diagnostice
BM a ur eni hladiny kortizolu v likvoru bylo posouzeno ztiska senzitivity a specificity
pro diagnézu BM. Senzitivita pro hrani hodnotu koncentrace 46,1 nmol/l bylaama
jako 82 % a specificita jako 100 %. Tato data jseedena na obr. 9.

Obr. 9. Senzitivita a specificita koncentrace kortzolu v likvoru pro diagnostiku

bakterialni meningitidy

Uvedené vysledky byly zpracovany jako rukopis, ktge v souasné dob
v recenznim izeni v asopise Critical Care (piloha 2). Déle byly prezentovany
na tuzemskych i zahramich konferencich (jloha 10). Data skupiny paciens AM byla

publikovana v asopisePrague Medical Repoifp iloha 3§°.

4.2. Experimentalni studie imunostimulaniho potencialu kmen Neisseria

meningitidis ziskanych od pacient s invazivnim meningokokovym onemocmim

Vysledky produkce cytokin a hladiny LOS po stimulaci znymi kmeny
N. meningitidisjsou zobrazeny v tab. 5. Mezi testovanymi kmenyy bsignifikantni

rozdily v indukci IL-1b, IL-6, IL-10 a TNFa.
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Tab. 5. Srovnani in vitro stimulované produkce cytokin pomoci Neisseria
meningitidis a cytokinovych koncentraci v séru od pacient s invazivnim

meningokokovym onemocnnim vyvolanym stejnym bakterialnim kmenem

Endotoxin
Kmen NM IL-1b (pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml) IL-10 (pg/ml) TNF-a (pg/ml) (EU/ml)
IMO in vitro IMO in vitro IMO in vitro IMO in vitro IMO in vitro IMO in vitro
285/05 0 8638 + 3870 59579+ 0 20822+ 3105 1438 + 0 11875+ 05 80.6 +
1280*2 205612 14898 2145 42172 1752
137/05 0 1518 + 3400 12105+ 154 28458+ 113 33+ 0 2671+ 0.5 26.3+°
14723 10970 ° 13576 13323 7.4

113/04 5458 6046+ 810046 41233+ 189105 26834+ 26086 597 £ 0 7769 + 125 65.1+

931 14929 11618 1428 2499 17.5

NM, Neisseria meningitidis; IMO, invazivni meningokokové onemocn ni; EU, endotoxin unit
1285/05 vs. 137/05, *285/05 vs. 113/04, *137/05 vs. 113/04, vée p < 0,01

Vysledky této studie jsou soésti rukopisu odeslaného dasopisuFolia microbiologica

(p iloha 4).

4.3. Adaptivni imunitni odpov  u pacient s bakterialni meningitidou

Signifikantni pokles pdu cirkulujicich CD4, CD8a celkovych T-lymfocyt
i NK bun k pozorovany u pacients BM petrvaval 3 dny u CD4 lymfocyt a 7 dni
v pipad NK bun k; po ty v ostatnich subpopulacich se rychle normalizov@ledované
zm ny nekorelovaly s klinickou tii prb hu septického onemocni, nicmén kinetika
restituce cirkulujicich lymfocytarnich subpopuldmila vyznamn ovlivn na bakterialni
etiologii sepse. Grampozitivni BM (n=10), ktera &y eva n vyvolanaStreptococcus
pneumoniaea Staphylococcus aureuszp sobila protrahovanou supresi CD4, CD8

a celkovych T-lymfocyt. Snieni absolutnich pd NK bunk u nemocnych
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s grampozitivni etiologii infekce etrvavalo vice ne 14 dni. Naopak u nemocnych
s gramnegativni meningitidoiN( meningitidis n=8; enterobakterie, n=2) byla sledovana
rychlad normalizace cirkulujicich lymfocytarnich sapulaci v prb hu prvnich 3 dn
hospitalizace. V pib hu Ustupu gramnegativni meningitidy byl patrny #igantn
rychlejSi narst potu aktivovanych T a CD4 T lymfocyti rychlé zvySeni B lymfocyt

v krvi ve srovnani s BM vyvolanou grampozitivnimoky. Tyto vysledky naznaiji,

e grampozitivni BM zpsobuje vyznamnSi supresi lymfocytarnich subpopulaci v krvi

ve srovnani s BM vyvolanou gramnegativnimi patogeny

Tyto vysledky byly souasti prace, kterda byla v dznu 2003 publikovana

v asopiseClinical Microbiology and Infectiom je uvedena jako floha 5.

4.4. Adaptivni imunitni odpov  u pacient s aseptickou meningitidou

Klinicka studie u pacient s aseptickou meningitidou |

U pacient s KM se neurologické symptomy objevily vprru 5,1 + 0,5 dn
p ed provedenim diagnostické LP oproti 6,4 + 0,8 drskupiny s neuroborreliézou a tento
parametr se vyznammeliSil mezi obma skupinami. Trvani symptoru pacient s KM
pozitivnh korelovalo s absolutnim ptem lymfocyt v MM (r = 0,31, p < 0,05). Naopak
u pacient s neuroborreliézou byla nalezena pozitivni korelatezi trvanim symptom
a potem NK bunk (r = 0,68, p < 0,05) a negativni korelace s irexCD4/CD8 v MM
(r =-0,74, p < 0,05). Celkovy pet leukocyt v MM u pacient s akutni neuroborreliézou
byl vy88i ne u pacients KM (118 + 21 vs. 81 = 11 buk/ |, p < 0,05). Podobn

absolutni poet lymfocyt v MM byl vySSi u skupiny s neuroborreliézou oprekupin
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sSKM (82 + 16 vs. 33 = 5 buk/ I, p < 0,01). Ob skupiny se vyznamnneliSily
v koncentraci bilkoviny, glukozy a chloridr MM.

Ve skupin pacient s neuroborreliozou byly nalezeny vysSi absolutoityp
u vSech sledovanych lymfocytarnich subpopulaci togtaupin pacient s KM (obr. 10),
konkrétn u T lymfocyt (64,0+ 12 vs 33+ 5 bunk/ |, p < 0,01), CD4 T lymfocyt
(47 £ 8 vs 26+ 4 bunk/ I, p < 0,02), CD8 T lymfocyt (19 5 vs 8= 1 bunk/ I,
p < 0,01), B lymfocyt (10+ 4 vs 1+ 0 bunk/ |, p < 0,01), a aktivovanych T lymfocyt
(6 £2vs 3+ 0 bunk/ I, p < 0,01). ZvySeny pe&t B lymfocyt v MM u pacient
s neuroborreliozou byl asociovan $tpmnosti protilatek fdy 1gG specifickych proti
B. burgdorferi(obr. 11).

U pacient s neuroborreliozou korelovala koncentrace bilkgvirv MM
s absolutnim pdem lymfocyt (r = 0,87, p < 0,01), T lymfocyt(r = 0,78, p < 0,01),
CD4 T lymfocyt (r = 0,81, p < 0,01) a aktivovanych T lymfocyr = 0,78, p < 0,01)
v MM. Podobn byla rovn u pacient s KM nalezena pozitivni korelace bilkoviny v MM
s absolutnim pdem lymfocyt (r = 0,62, p < 0,01), T lymfocyt(r = 0,61, p < 0,01)
a CD4 T lymfocyt (r = 0,64, p < 0,01) a aktivovanych T lymfocyr = 0,78, p < 0,01)
v MM. Na rozdil od pacients neuroborreliézou korelovala koncentrace bilkgpwriviM

rovn s po tem CD8 T lymfocyt (r = 0,47, p <0,01) a NK buk (r =0,61, p <0,01).

Uvedené vysledky byly publikovany asopiseéActa Neurologica Scandinavica

(p floha 652,
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Obr. 10. Srovnani pot lymfocytarnich subpopulaci u pacient s kliS ovou

meningoencefalitidou a neuroborreliézou

(*p <0,05, * p <0,01).

Obr. 11. Srovnéni pot B lymfocyt u pacient s kli§ ovou meningoencefalitidou a

neuroborrelidzou a vliv zvySené produkce protilatekproti B. burgdorferi

Trojuhelnik oznauje poty B lymfocyt u pacient s pozitivitou

IgG protilatek protB. burgdorferiv mozkomiSnim moku.
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Klinicka studie pacient s aseptickou meningitidou Il

Klinicka a laboratorni data ziskana od paciestAM v této studii jsou uvedena
v tab. 6.

Cytologie a biochemie mozkomiSniho mdRa.et leukocyt v MM od pacient
s AM byl 218+ 38 bunk/ | (normalni poet 5 bunk/ I) a nebyl zavisly na etiologii
AM. Podobn se neliil ani poet lymfocyt , ktery byl 146+ 24 bunk/ | Pr m rnd
koncentrace bilkoviny v MM byla zvySena na 0:9@,07 g/l (horma 0,6 g/l).

PCR diagnostika aseptické meningitid{ySeteni PCR bylo pozitivni u 8 z 37
vzork MM (16 %): 2x VZV, 2x enterovirus, 1x HSV-1, 1x @ynegalovirus (CMV),
1x dudlni infekce HSV-1/Epstein-Barrova virus (EB\X dualni infekce HSV-1/Human
herpes virus (HHV)-7. RNA viru KM nebyla detekovanaaddném vzorku MM vetn
pacient se sérologicky ovenou KM.

Koncentrace Thl a Th2 cytokinlFN-g byl pozitivni v likvoru u 32 pacient
(87 %) s prm rnou koncentraci 206 57 pg/ml. Naznaené byly rozdily v koncentraci
IFN-g u pacient s AM neznamé etiologie oproti paciemt s KM (117,5+ 15,9 vs.
226,4% 59,5 pg/ml; p = 0,06). IL-10 byl detekovan u 9ipat (24 %) a jeho pm rna
koncentrace v MM byla 88 11 pg/ml. IL-2 a IL-5 byly pozitivni pouze v jedmop ipad .
IL-4 a TNFa nebyly detekovatelné v adném vzorku. Dale bylakdzana negativni
korelace IFNgs dobou trvani AM (r = -0,53; p < 0,01).

Kortizol v mozkomiSnim mokiortizol byl detekovan ve vSech vzorcich MM
ziskaného od pacients AM. Prm rna koncentrace byla 18,6 1,5 nmol/l. Jak je
dokumentovano na obr. 12, intratekalni hladinaikolt u pacient s KM byla 27,3 + 2,7
nmol/l, co je koncentrace vySSi ne u paciens AM nezndmé etiologie (14,9 +

2,7 nmol/l; p < 0,01), pacients neuroborreliézou (14,7 + 1,1 nmol/l; p < 0.0kpntrolni
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skupiny (10,4 £ 1,2 nmol/l; p < 0,01). Koncentr&oetizolu v likvoru pozitivh korelovala

s intratekalni hladinou IFNgr = 0,40; p = 0,03) a IL-10 (r = 0,65, p = 0,05).

Tab. 6. Klinick&a a laboratorni data pacient s aseptickou meningitidou

MozkomisSni mok

Doba

V k Protein  Glukéza Leuko Lymfo IFN- IL-10 Kortizol trvani #
Nr. (roky) Pohlavi (mg/ml) (mmol/l) (bu ky/ 1) (pg/ml) (nmol/l) (dny) Etiologie
1 27 M 0,7 34 77 39 172 N/D 30,2 3 KM
2 32 M 1,39 2,6 515 395 535 N/D 24,1 3 KM
3 33 M 1,13 3.2 256 52 112 N/D 36,5 3 KM
4 48 M 0,96 2,9 70 63 421 N/D 21,1 5 KM
5 58 M 0,76 5,9 41 11 98 71 34,3 4 KM
6 29 0,83 2,9 119 22 105 N/D 18,6 7 KM
7 35 0,72 2,9 32 24 102 N/D 14,6 12 KM
8 61 1,47 3,7 90 67 267 N/D 35,9 3 KM
9 67 0,50 3,0 170 2 N/D N/D 30,3 1 KM
10 9 M 1,02 2,9 296 296 122 113 19,4 4 NB
11 49 M 1,57 2,7 280 255 86 N/D 11,5 10 NB
12 56 M 1,22 3,9 25 21 58 66 13,7 35 NB
13 56 M 0,43 3.2 2 2 N/D N/D 12,6 110 NB
14 21 0,98 2,8 299 291 105 57 15,2 6 NB
15 64 0,74 4,1 99 88 N/D N/D 15,5 6 NB
16 24 M 1,21 2,9 201 124 111 N/D 15,4 4 KM +NB
17 18 M 0,57 35 587 587 127 N/D 12,3 3 EM
18 23 M 0,81 31 1232 248 523 124 28,8 2 EM
19 25 1,36 2,3 172 167 N/D N/D 32,0 8 EM
20 33 0,72 3,6 154 144 197 78 16,8 2 EM
21 35 M 0,74 2,9 317 307 76 N/D 12,9 4 HSV-1
22 67 M 0,85 4,9 251 235 140 N/D 5,0 10 HSV-1/EBV
23 16 1,49 31 432 405 1793 N/D 14,9 2 HSV-1/HHV-7
24 50 M 1,74 2,9 387 323 127 N/D 21,6 12 CMV
25 66 M 1,78 6,2 78 76 48 N/D 16,9 17 vzv
26 56 0,61 2,9 61 53 91 N/D 14,0 8 vzv
27 10 M 0,24 37 103 97 96 N/D 7.4 4 AM n.e.
28 15 M 0,55 31 47 43 112 N/D 6,3 6 AM n.e.
29 18 M 0,57 3,6 133 23 51 N/D 25,6 3 AM n.e.
30 20 M 0,55 2,8 312 208 153 62 24,5 7 AM n.e.
31 28 M 0,76 3,8 149 123 239 134 28,6 4 AM n.e.
32 41 M 0,61 3.2 25 21 79 N/D 14,2 7 AM n.e.
33 13 0,54 3,3 216 213 130 N/D 5,6 1 AM n.e.
34 28 0,34 31 35 27 N/D N/D 12,3 10 AM n.e.
35 52 0,68 31 213 113 147 N/D 22,1 6 AM n.e.
36 52 191 2,2 528 427 51 N/D 5,0 13 AM n.e.
37 52 0,87 2,4 58 55 110 39 13,2 2 AM n.e.

KM, kliS ova meningoencefalitida; NB, neuroborreliéza; EMtegovirova meningitida; HSV, Herpes simplex
virus; EBV, Epstein-Barrova virus; HHV, Human hespérus; CMV, Cytomegalovirus; VZV, Varicella-zoste
virus; AM n.e., asepticka meningitida nejasné eti@, N/D, nedetekovanbtrvani symptom od zaatku
onemocnni do provedeni lumbalni punkce
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Obradzek 12. Porovnani koncentraci kortizolu vlikvou u kli§ ové meningo-
encefalitidy (MEK), neuroborreliézy (NB), aseptické meningitidy nezjist né etiologie

(AM n.e.) a kontrolni skupiny

(n=11) (n=9) (n=6) (n=13)
Tato data byla v r. 2006 publikovana jakének v asopisd’rague Medical Report

(p floha 3§° a byla rovn prezentovana v dnaskach na odbornych konferencich
(p iloha 10).
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5. Diskuze

Vysledky studii pedlo ené v této disertai praci pinesly nkolik prioritnich
zZjist ni. Prokazali jsme, e imunitni odpov je pi akutni IM kompartmentalizovana
do CNS a hlavni zmmy probihaji v intratekalnim prostoru. Rovrv periferni krvi byly
dokumentovany alterace kterych parametrp irozené a adaptivni imunity v g hu IM.

P i akutni BM byla v likvoru zaznamenana dominancatrddil , i kdy prokazano bylo
také vyrazné zastoupeni aktivovanycli kharakterizovanych vysokou expresi HLA-DR,
jejich procento souviselo s tii pb hu onemocmi. Naopak @ AM byly dominantni
populaci pitomnou v CNS lymfocyty, jejich jednotlivé subpdpee se vyznamnliSily

v zavislosti na etiologii onemocni.

Pestoe o vyznamu kortizolu v imunopatofyziologii BM AM nebylo dosud
publikovano mnoho Udaj nasSe studie prokazaly jeho zvySené koncentrdikgaru u BM
i AM. Navic v pipad BM byl dokumentovan vztah intratekalniho kortizélti i pr b hu
onemocnni, silnjSi ne vpipad jeho sérovych koncentraci. Tento nalez by mohl
naznaovat vyznam  kompartmentalizace  kortizolu v intré@lekm  prostoru
v patofyziologii BM. U pacient s AM byla dokumentovana zavislost hladin kortizolu
v likvoru na etiologii, kdy nejvySSi koncentrace/lip pozorovany p KM. NaSe studie
rovn prokazaly mo nost klinického vyu iti tohoto snadnvysetitelného biomarkeru
vramci rozliSeni aseptické a purulentni neuroiogekstanovenim jeho likvorové
koncentrace v akutnim staddiu onemadn Koncentrace kortizolu v likvoru u pacient
s BM byly vyrazn vy$8i ne u pacients AM nebo roztrousenou skler6Zotr. Otazkou
je, zda vysoka koncentrace kortizolu v MM hraje ml exacerbaci zanlivého poranni

mozku pi BM, anebo je naopak zvySeny intratekalni kortizeekci na pehnanou
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zantlivou odpov v SAP. Proti drunému vystleni svd i fakt, e u pacient s BM
nebyla prokazana adna korelace kortizolu se #&ymi cytokiny.

Kortizol je mala molekula rozpustna v tucich, ktema normalniho stavu snadno
p echazi pes HEB®. Tento hormon je produkovan v nadledvinkach sledku stimulace
HHA osy. K akumulaci kortizolu v MM dokumentovanéaSich studiich p BM a AM
dochéazi pravdpodobn pasivnim mechanizmem, co podporuje nalez korel@®vych
a likvorovych koncentraci. Rovnovaha mezi mla kompartmenty je za normalnich
okolnosti kontrolovana pvan aktivnim efluxem kortizolu z CNS, nicméntento
mechanizmus me byt pi zantu naruseff. Dalsi mechanizmus, ktery by se mohl
uplat ovat pi zvySeni kortizolu v CNS, jele novoprodukce kortizolu pomoci enzymu
11 -hydroxysteroid dehydrogenazy typu®®1V pipad BM doprovazené sepsi je
rovnovaha séroveho a likvorového kortizolu ovlima zvySenim biologicky aktivni volné
frakce kortizolu v krvi v dsledku poklesu koncentrace albuminu a kortizol-jiéde
globulinu, jejich hladina klesa p sepsi a o 50 %. Vztah mezi intratekalnimi
koncentracemi IFN- a kortizolu u pacients AM by mohl odra et stimulaci HHA osy,
nicmén dosud nebylo popsano, e by IFNp imo HHA osu aktivovaf. HHA osa je
stimulovana IL-1, ktery vSak me byt produkovan bukami mikroglie
po aktivaci IFN-°3,

Zajimavé zjistni vySSich koncentraci kortizolu v likvoru u padiens KM
ve srovnani s neuroborrelizou a AM nejasné etieldgy mohlo podpat hypotézu,
e kortizol m e exacerbovat neurondlni poSkozenii\DjSi prace u pacients KM toti
prokazala, e rozvoj paretickych komplikacii pomto onemocmi je negativn ovlivh n
lé bou kortikosteroid}®. V experimentalni studii u kralik dexamethazon indukoval
apoptézu neuronv hipokampd®. Na druhou stranu ve stejné studii dexamethazoit sn

celkové poskozeni neuron Protizantlivy U inek kortizolu m e zmirnit zantlivou
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odpov  zp sobujici poSkozeni nervové tkarb hem neuroinfekci pomoci suprese
aktivace mikrogli€®. Kortizol m e rovn sniit produkci ROS neutrofily, které tvd
nejv t8i populaci zartlivych bun k p i BM®.

Vysledky naSich studii potvrdily zvySenou produkeitSiny sledovanych
zantlivych cytokin v intratekalnim prostoru u paciens BM a AM a dokumentuji
vyraznou kompartmentalizaci imunitni odpdi do CNS pi neuroinfekc?’. Podle
o ekavani nejvyssi koncentrace v likvoru i séru u BpMazaly IL-6 a IL-8. Analyza obou
mediator je spolu sdetekci laktatu v likvoru dopoowana jako spolehliva
pro diskriminaci BM od AM. Vyznam laktatu v MM [ BM je podpoen zjist nim jeho
vztahu s intratekalnimi koncentracemi kortizolu,@la IL-8. Neprokazana korelace laktatu
a potu leukocyt v MM u pacient s BM nasvd uje spiSe pro jeho produkci neurony
v d sledku hypoxie nervové tkan Jestlie na zaklad studie Wellmera et al.
p edpokladame, e uSina laktatu je p BM produkovana hostitelskymi bigami, nami
pozorovana asociace intratekalniho laktatu a kattizsvd i pro vliv kortizolu na
metabolizmus mozkové tkanPon kud p ekvapiv nebyla oproti pvodni hypotéze v nasi
studii nalezena korelace zvySenych cytokia tie pr b hu BM. Vysoké intratekalni
koncentrace IL-6 byly v literate dokumentovany u nelénych pacient st kym
pr b hem tuberkulézni meningiti@y Low et al. zjistili, e jediné cytokiny v MM
asociované s klinickymi komplikacemi BM jsou TN¥Fa IL-1b, podobn korelace s ti i
onemocnni byla prokazana v fpad IL-1b u meningokokové meningitid{®® Jednim
zd vod, pro nelze vtSinou prokazat vztah produkce jednotlivych cytokinlikvoru
b hem BM a tie prb hu i prognézy onemocmi, je velké mno stvi variabilnich
hostitelskych a mikrobialnich faktarkteré ovliv uji cytokinovou reakci. Bylo prokazano,
e patogeneze IMO je ovlivma cytokinovou produkci zavislou na virulendl.

meningitidis ale rovn na genetické predispozici pacieftaPrins et al. dokumentovali
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ni Si produkci IL-6 po stimulaci kmenerN. meningitidisod pacienta s lefm IMO ne
kmenem od pacienta se septickym SoKerl nasi experimentalni studii byly naopak
nejvyssi hladiny IL-b, TNF-a a IL-6 pozorovany po inkubaci s kmend&m meningitidis
izolovanym od pacienta s lelm IMO, zatimco Klinicky izolat od pacienta se septickym
Sokem vyvolal slabsi odpov. Tento rozdil m e byt zp soben odliSnou metodikou Prinse
et el., ktei pouili pro experimenty krev pouze od 1 darcetimeo my od 4 zdravych
darc . Diky tomu jsme vyrazneliminovali efekt genetickych faktortestovanych osob
a podailo se nam prokazat, e na intenzitytokinové reakce po infek®l. meningitidis
se vyznamn podileji hostitelské faktory.

Co se tye vyznamu cytokin u AM, byla v nasi studii prokdzana vyznamna role
IFN- v CNS. Likvidace intracelularni infekce se kromirozené imunity tastni i buky
specifické imunity, konkrétn cytotoxické T buky pomoci cytolytickych
a necytolytickych mechanizm Mezi necytolytické mechanizmy patprav produkce
IFN-g CD4 bu kami s Th1 fenotypem, které jsou predominantni sphfaci v MM b hem
zan tlivého procesu v CNS. Aktivace Thl burk m e byt inhibovana protizartlivymi
mediatory, nap IL-10 a kortizolen®. Pro tento mechanizmus ski i nAmi pozorovany
vztah mezi likvorovou koncentraci IFfa kortizolu. Pedpoklada se, e eliminace vir
i intracelularnich bakterii v CNS je provadh zejména pomoci necytolytickych
mechanizm, podobn jako napiklad pi kontrole virové replikace u virové hepatitidy
V nasi studii byl IFNg detekovan v MM u uSiny pacient s AM. Tento siln prozantlivy
cytokin je produkovan hlavnThl CD4 bukami. Tato subpopulace v MM ¢va uje nejen
b hem aseptickych neuroinfekci, jak jsme rovdokumentovali v naSi studii, ale iip
daldich zartlivych procesech v CN&'2 ZvySené koncentrace IF§l-pozorované
intratekaln v naSi studii mohou rovn odra et migraci a aktivaci IFNg produkujicich

CD8 T bunk b hem AM. Bylo prokazano, e tyto bky zajis uji protekci u mysi
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s experimentalni infekci CNSToxoplasma gondii. V na$i studii lymfocytarnich
subpopulaci u AM jsme zjistili, e poy CD8 T bunk a NK bunk jsou vyznamn vyssi
u neuroborreliozy ve srovnani s KM. To je v soulagidive publikovanym zjiStnim,
e produkce IFNg je vySSi pi akutni neuroborrelioze ne pKM, nicmén v nasi studii
jsme tento rozdil neprokaz&li VSechna tato pozorovani jsou prapddobn d sledek
vySSi kompartmentalizace imunitni odpdivdo CNS pi neuroborreliéze. Celkovse da
ici, e naSe data od pacients AM naznauji vyznamné rozdily v zastoupeni
lymfocytarnich subpopulaci, hladin cytokia kortizolu v zavislosti na virové borreliové
etiologii. Tyto odliSnosti v intratekdlni imunitniodpovdi by mohly souviset
s imunopatologickymi projevy pAM. Pro tento fakt by mohla sd it i nAmi nalezena
nepitomnost viru KM prokazovaného PCR v likvoru aseeiod s relativn vysokymi
zan tlivymi parametry. Dlouhodobé d&ledky zmn imunitni a endokrinni odpodi

dokumentovanych v naSich studiich jelta dale studovat.
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Souhrn

Infek ni zanty CNS z stavaji onemocmimi s vysokou morbiditou a mortalitou.
Z tohoto dvodu je nutné zdokonalit soasné diagnostické a terapeutické postupy
p ipadn zavést nové metody diagnostiky aldg. Tento vyvoj je podmim dokonalejSim
poznanim patofyziologickych mechaniznkteré provazeji tyto zava né infekce.

V disertani praci byly pedlo eny vysledky 4 klinickych a 1 experimentalmidie.
Cilem provedenych studii bylo prohloubeni znalostiimunopatofyziologii infekni
meningitidy (IM) pomoci sledovani zm parametr bun né imunity, koncentraci
cytokin i endogenni endokrinni odpad¥i p i infek nich zantech CNS. DalSim zamem
této prace bylo posoudit mo nost vyuiti kterého z vySebvanych parametr jako
biomarkeru v diferencialni diagnostice IM.

Vysledky provedenych klinickych studii potvrdilye imunitni odpov je pi
akutn probihajici bakterialni (BM) i aseptické (AM) magitid kompartmentalizovana
do CNS. Hlavni znmy probihaji v intratekéalnim prostoru, nicmérnv periferni krvi byly
dokumentovany vyznamné alteracéterych parametrp irozené a adaptivni imunity.

Co se tye vyznamnych zjiShi v pipad imunitni odpovdi pi IM, p inesly naSe
studie tyto vysledky:

U pacient s BM jsme krom potvrzeni oekavané pevahy neutrofil v likvoru

prokézali pitomnost aktivovanych makrofag jejich Urove aktivace souvisi

S piznivou prognézou onemocami.

Kompartmentalizace zatlivé odpovdi v likvoru pi BM charakterizovana

vysokymi koncentracemi zattivych cytokin a chemokin, zejména IL-6, IL-8,

TNF- alL-1, pekvapiv nekoreluje s ti i prb hu onemocmi.
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Pomoci srovnani koncentraci cytokirv krvi od pacient s meningokokovou
meningitidou a vysledkstudie v experimentélniin vitro modelu se ndm podk
prokdzat, e na intenzitcytokinové produkce pinfekci jednim z nejastjSich
bakteridlnich pvodc BM, N. meningitidis, se krom virulence patogenu
vyznamn podili i hostitelské faktory.

Na rozdil od produkce cytokin endogenni endokrinni odpov dokumentovanéa
zvySenou hladinou sérového a zejména intratekalhitiizolu souvisi s tii
pr b hu BM stanovené pomoci skore APACHE Il, SOFA a GCS.

Koncentrace intratekalniho kortizolu jsoui AM vyrazn niSi ne u pacient
s BM a podalo se prokazat jeho vysokou senzitivitu i speditios odliSeni obou
typ infek nich zant CNS.

Urove koncentrace kortizolu v likvoru souvisi i s etigib AM, kdy nejvy3si
koncentrace byly zaznamenany u pacienklisS ovou meningitidou.

Uvedena prioritni zjiShi tykajici se kortizolu by v budoucnu mohla véstyk iti
tohoto biomarkeru v diagnostice neuroinfekci aétak bli Simu objasnni
patofyziologického vyznamu Kkortizolu vCNS, co jd leité i s ohledem
na petrvavajici diskuze o innosti adjuvantni terapie glukokortikoidyi pM.
Vyznamné rozdily v zastoupeni lymfocytarnich suhpagi a zvySené produkci
IFN-g Vv intratekalnim kompartmentu zaviseji na virovéorreliove etiologii AM.
Oproti AM nejsou p akutnim prb hu BM lymfocyty vyraznji zastoupeny
v intratekdlnim prostoru, nicmérnvyrazné alterace lymfocytarnich subpopulaci
byly prokazany v periferni krvi. K jejich Uprawdochazi pomaleji u meningitid

grampositivni etiologie psrovnani s gramnegativnimi meningitidami.
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Summary

CNS infections continue to be associated with & higprbidity and mortality.
Thus, it is neccessary to improve current diagoaatid therapeutical approaches. Better
understanding to the pathophysiology of CNS intewiis crucial for this process.

In this thesis, the results of 4 clinical studiesdal experimental study were
presented. The overall aim of the studies was tpamst knowledge about the
immunopathophysiology of infectious meningitis (IMjor this purpose, we analysed
several parameters of cellular immunity, cytokimeduction and activation of endogenous
endocrine response during IM. Also, a potential afenew biomarkers in differential
diagnostics of IM was evaluated.

The results documented that the immune responsegdacute bacterial meningitis
(BM) as well as aseptic meningitis (AM) is compaetmalized to the CNS. The most
important changes take place in the subarachnogpeale; however, several alterations of
the innate and adaptive immunity were found ingiegral blood as well.

Novel findings observed in our studies are as wadlo

The presense of activated macrophages (HLA-DR#&pss®ciated with a favorable

outcome of in patients with BM.

In patients with BM, a high inflammatory responsehe CNS which is associated

with elevated cytokine and chemokine concentrat{especially IL-6, IL-8, TNF-

and IL-1 ) does not correlate with disease severity.
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The comparison of the clinical data from patienithwnvasive meningococcal
infection and the results from our experimemavitro model with clinical isolates
of N. meningitidis suggests that the inflammatory response is preuzmtly
influenced by host factors and bacterial viruleplag/s an additional role.

Unlike cytokines, elevated serum and intrathecdlis levels correlate with BM
severity assessed by clinical scores, i.e., APATUHEOFA and GCS.

Cortisol levels in AM are increased compared tdthgacontrols, but significantly
lower compared to BM. Furthermore, we documentedh hisensitivity
and specificity of intrathecal levels of cortisnldicrimination of BM and AM.

In patients with AM, we found the relationship beem cortisol levels in the
cerebrospinal fluid and the etiology of AM when thighest concentrations were
observed in patients with tick-borne meningoenckiha

Altogether, the findings related to cortisol levatsuld not only help inIM
diagnosis, but also suggest the role of cortisthenpathophysiology of IM.

The changes in lymphocyte subsets and ¢FNroduction in the intrathecal
compartment depend on viral or spirochetal etiologgM.

Unlike in AM, lymphocytes present a minor populatim the CNS during acute
BM;.however, we observed severe changes of lympgRosybsets in peripheral
blood. Moreover, restitution of these alteratiossprolonged in gram-positive

meningitis compared to meningitis of gram-negaétielogy.
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Seznam zkratek

AM - aseptickd meningitida

APACHE - Acute Physiologic and Chronic Health Evaluat{skore pro posouzeni ti e
stavu kriticky nemocného)

APC — antigen-presenting cells (antigen-prezentujicki)

BM - bakterialni meningitida

BMEC - brain microvascular endothelial cells (mozkové noaskularni endotelovée
bu ky)

CBA - cytokine bead array (metoda pro stanoveni kanaeins pomoci kalibranich
kuli ek a prtokové cytometrie)

CFU - colony-forming units (jednotky udavajici bakteniéhalo )

CMV - Cytomegalovirus

CNS - centrélni nervovy systém

CRP - C-reaktivni protein

DC - dendritic cell (dendriticka bika)

EBV - Epstein-Barrova virus

G-CSF - granulocyty-stimulujici faktor

GCS - Glasgow Coma Scale

HEB - hematoencefalicka bariéra

HHA - hypothalamo-hypofyzo-adrenalni osa

HHV - Human herpes virus

HSV - Herpes simplex virus

INOS - inducible nitric oxid synthase (inducibilni sgmt oxidu dusnatého)

IM - infek ni meningitida

IL - interleukin

IMO - invazivni meningokokové onemocri

KM - kli§ ova meningoencefalitida

LP - lumbalni punkce

LPS - lipopolysacharid

LOS - lipooligosacharid

MM - mozkomiSni mok

Mff - makrofagy
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MHC - major histocompatibility complex (hlavni histakpatibilni komplex)

MIP - macrophage inflammatory protein (chemoatrakpaotmakrofagy)

NK - natural killer (pirozeny zabije)

NO - oxid dusnaty

RIA - radioimmunoassay

ROS - reactive oxygen species (reaktivni kyslikovékaky)

PCR —polymerazovaet zova reakce (polymerase chain reaction)

SAP -subarachnoidealni prostor

SOFA - Sepsis Organ Failure Assessment (skére pro gesdorganového selhani
p i sepsi

TNF - tumor necrosis factor (faktor nekrotizujici turypo

VZV - varicella-zoster virus (virus planych nestovic)
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