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1 Abstrakt

Zakladni vySetteni likvoru poskytuje v diagnostickém algoritmu onemocnéni CNS rychlou
orientaci o charakteru patologického procesu. Soucasné hodnoceni cytologie a biochemickych
parametril metabolismu glukézy pfinasi informaci o pfitomnych buiikéch a zaroven o urovni jejich
aktivace.

Cilem préace bylo prozkoumat vztah biochemického a cytologického ndlezu v likvoru ve velkém
souboru dat (n = 8 178), resp. potvrdit hypotézu vyrazné alterace Koeficientu energetické bilance
(KEB) u cytologickych tfid typicky doprovézejicich oxidaéni vzplanuti fagocyti. KEB byl
podroben analyze a srovndni s dalSimi energetickymi parametry (lakto-gluk6zovym pomérem,
gluko-laktatovym pomérem, koncentraci laktatu a glukézy v likvoru). Byly zkoumany vztahy mezi
koncentraci glukozy a laktatu v krvi a likvoru.

Hodnoty KEB byly statisticky vyznamné odli$né u cytologickych skupin, které odrazi purulentni
zanét, nadorové postizeni nebo infekei potencidlnimi intraceluldrnimi patogeny, hypotéza byla
potvrzena. Dalsi energetické parametry vyjma glykorachie odliSuji tyto cytologické skupiny stejné
jako KEB. V odvozeni a vykladu KEB jsou nepiesnosti, KEB vsak dosahl nejvétsiho rozpéti
hodnot, mize tak stratifikovat mezi vrstvami patologického vychyleni 1épe nez vSechny ostatni
srovhavané parametry. Byla popsdna zavislost glykorachie, kvocientu glukozy (Qgu) a KEB
na glykémii. Pfi interpretaci energetickych parametri obsahujicich glykorachii, je vhodné znat
aktualni glykémii a adjustovat na ni cut-off. Zavislost mezi koncentraci laktatu a glukézy v likvoru,
ani mezi koncentraci laktatu v likvoru a krvi nebyla prokazana.

Vysledky prace vyznamnym zptisobem potvrdily krucidlni potfebu cyto-energetického principu
interpretace likvorologickych vysledk.

Kli¢ova slova: cytologie, glukoza, glykémie, glykolyza, Koeficient energetické bilance, laktat,

likvor, oxidac¢ni vzplanuti.

11



2 Abstract

The basic examination of the cerebrospinal fluid provides a quick orientation in the diagnostic
algorithm of CNS diseases about the nature of the pathological process. The current evaluation
of cytology and biochemical parameters of glucose metabolism reports about the cells present

and at the same time about the level of their activation.

The aim of the work was to investigate the relationship between biochemical and cytological
findings in cerebrospinal fluid in a large data set (n=8 178), or confirm the hypothesis
of a significant alteration in the Coefficient of Energy Balance (CEB) in cytological classes
typically accompanying oxidative burst of phagocytes. CEB was subjected to analysis
and comparison with other energy parameters (lacto-glucose ratio, gluco-lactate ratio, concentration
of lactate and glucose in cerebrospinal fluid). The relationships between blood and cerebrospinal

fluid glucose and lactate concentrations were investigated.

CEB values were statistically significantly different in cytological groups, which reflected purulent
inflammation, tumor involvement or infection by potential intracellular pathogens, the hypothesis
was confirmed. Other energy parameters excluding glycorrhachia distinguish these cytological
groups as well as CEB. There are inaccuracies in the derivation and interpretation of CEB, but CEB
has reached the largest range of values, so it can stratify between layers of pathological deviation
better than all other parameters compared. The dependence of glycorachia, glucose quotient (Qglu)
and CEB on glycaemia has been described. When interpreting energy parameters containing
glycorrhachia, it is useful to know the current glycaemia and adjust the cut-off for it.
The relationship between the concentration of lactate and glucose in cerebrospinal fluid

and between the concentration of lactate in cerebrospinal fluid and blood has not been proven.

The results of the work significantly confirmed the crucial need for the cyto-energetic principle

of interpretation of cerebrospinal fluid results.

Key words: cerebrospinal fluid, Coefficient of Energy Balance, cytology, glucose, glycaemia,

glycolysis, lactate, oxidative burst.
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3 Uvod

3.1 Metabolismus sacharida

Vyssi heterotrofni organismy ziskavaji energii oxidaci komplexnich molekul — sacharidi, tukd
a proteind z potravy. Hlavni slozkou potravy lidi jsou sacharidy. Homeostaza glykémie patii
mezi jeden z nejlépe zajisténych mechanismu, na kterém se podileji jatra 1 extrahepatalni tkané.
Nala¢no je udrzovana koncentrace glukozy (Glc) v krvi v relativné Uzkém rozmezi
cca 3,5 az 5,5 mmol/l, u zdravého c¢lovéka nestoupne glykémie ani po piijmu potravy
s vysokym obsahem sacharidii na vice nez 10 mmol/l (Holecek M., 2006).

Dtlezitou spojkou nékolika metabolickych drah sacharidii (glykolyzy, pentdzafosfatové drahy,
glukoneogeneze, glykogenolyzy a glykogeneze) je gluk6za-6-fosfat (Glc-6-P) (Murray R. K.,

2012), viz obr. €. 1. Hlavni metabolickou cestou odbouravani glukézy je glykolyza.

glukoza

glukdza-6-fosfat

glukdza-1-fosfat fruktdza-6-fosfat 6-fosfoglukonat
glykogen pyruvat «——laktat ribéza-5-fosfat
+NADPH

Krebslv cyklus

Obrazek €. 1: Osud glukézy v buiice

3.1.1 Glykolyza

Glykolyza probiha v cytosolu vSech sav€ich bunék. Ve sledu deseti reakci se pfeméiuje glukoza
na pyruvat za soucasné tvorby ATP a redukovanych koenzym. V 1. f4zi burika investuje vlastni
energii a metabolity povysSuje do energeticky vyhodné&jSiho stavu (fosforylace na Glc-6-P
a nasledné na fruktoza-1,6-bisfosfat). Ve Il. fazi dochazi ke Stépeni Sestiuhlikaté fosforylované
slouc¢eniny na dv¢ tfiuhlikaté (glyceraldehyd-3-fosfat a dihydroxyacetonfosfat) a ve IIl. fazi
se pfeménuje glyceraldehyd-3-fosfat (G-3-P) na pyruvat za tvorby ATP (energie je

produkovana). Zjednodusené schéma glykolyzy viz obr. €. 2.
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glukéza

hexokinaza

glukdéza-6-fosfat

fruktoza-6-fosfat
fosfofrukto-
kindza-1
2 laktat fruktoza-1,6-bifosfat

@ ‘ i @:| respiraETf fetézec
laktat @

l oxidativni fosforylace

dehydrogenaza
—ﬂ

2 pyruvat pk‘;:;‘;t 2 fosfoenolpyruvat

l

.,

Obrazek €. 2: ZjednoduSené schéma glykolyzy — pievzato a upraveno podle (McKenna M.
C.etal., 2006)

Hexokinaza (HK) katalyzuje vstupni reakci glykolyzy, fosforylaci glukoézy na Glc-6-P
za hydrolyzy ATP. Ma vysokou afinitu pro glukézu (Kn ~ 0,05 mmol/l), tj. je substratem
saturovana a zajiStuje konstantni rychlosti dostupnost Glc-6-P i pifi nizkém obsahu glukozy

v krvi (Wilson J. E., 2003).

Hexokinaza existuje ve Ctyfech izoformach. HK [ je vazana k mitochondriim, HK Il a HK II1 je
v cytosolu, avSsak HK II mize byt dle potieby translokovana k mitochondriim. Rozdilna
subcelularni lokalizace je asociovana s rozdilnou metabolickou cestou glukézy, navazani
ovliviiuje kinetické vlastnosti enzymu a inhibic¢ni vliv Glc-6-P. Véazana izoforma podporuje
glykolyzu (katabolickou cestu), cytosolova glykogenezi (anabolickou cestu). Podil vazané
izoformy se zvySuje pii poklesu poméru ATP/ADP. ATP tedy funguje jako substrat
1 allostericky regulator HK. Tak je umoznéna preference fosforylace glukozy v soutézi o ATP.
Souhrn téchto mechanismit umoziuje jemné ladéni aktivity inicidlniho enzymu glykolyzy
v odpovédi na zmény sloZeni intracelularniho prostiedi. HK I se vyskytuje prevazné v mozku
a erytrocytech, HK II v kosternim a srdecnim svalu a adipocytech. V jatrech je exprimovan
izoenzym glukokindza (HK IV), ktery je inducibilni, neni inhibovan Glc-6-P a s rostouci
glykémii zvySuje fosforylaci glukozy (Km ~ 10 mmol/lI) (John S. et al., 2011).

Glykolyza je velmi ptfesné regulovana. Vhodnymi misty regulace jsou exergonické reakce,

tj. reakce katalyzované HK, fosfofruktokinazou (PFK) a pyruvatkinazou. HK je inhibovana
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Glc-6-P a glukagonem a aktivovana inzulinem; PFK-1 je aktivovana AMP a inhibovana ATP,
citratem (citrat signalizuje zasobu biosyntetickych prekurzori) a H'.

Glykolyza je zcela unikétni v tom, ze miize pomoci piemény pyruvatu na laktat katalyzované
laktatdehydrogenazou (LD) probihat 1 za stavil, kdy nelze v dostate¢né mife pyruvat dale
metabolizovat citratovym cyklem (CKC) a oxidativni fosforylaci (OXP) v mitochondriich.
Redukce pyruvatu na laktat umozni regeneraci NAD™, pokracovani glykolyzy a zisk energie

za cenu omezené¢ho mnozstvi ATP na mol oxidované glukozy.

Tradi¢ni pojeti délilo glykolyzu na ,,aerobni* a ,,anaerobni‘‘ napt. (Murray R. K., 2012; Holecek
M., 2006). Opakovana experimentdlni pozorovani vSak prokazuji, ze laktat se tvoii
1 spotfebovava také za zcela aerobnich podminek (Kane D. A., 2014; Brooks G. A., 2018; Proia
P. et al., 2016). Dnes neni laktat chapan jen jako odpadni produkt anaerobniho metabolismu,
nybrz jako vyznamny energeticky pufr a substrat, dokonce jako signalni a regula¢ni molekula

(Magisretti P. L., Allaman [, 2018).

Dalsi pfeména pyruvatu je zavisla na aktualnim stavu a potiebé buniky (Murray R. K., 2012).

3.1.1.1 Utilizace pyruvatu v mitochondriich

Za standardnich podminek je pyruvat pfenesen do mitochondrie specidlnim pifenaseCem
ve vnitini mitochondridlni membrané. Dal§i osud pyruvatu v mitochondrii je zavisly
na aktualnich ~ pomérech: mulze byt  oxidativné  dekarboxylovdn  systémem
pyruvatdehydrogenazy (PDH) na acetyl-CoA, NADH a CO2, nebo karboxylovan
pyruvatkarboxyldzou na oxalacetat. Komplex PDH je lokalizovan na vnitini strané
mitrochondridlni membrany, sestava ze tii enzymovych slozek a vyzaduje ptfitomnost péti
koenzymi a kofaktorii: thiamindifosféatu, lipoové kyseliny, CoA, FAD a NAD". Aktivita PDH
je modifikovana jak allostericky (inhibovana produkty acetyl-CoA a NADH a aktivovana
pyruvatem), tak kovalentné (fosforylaci je inaktivovana a defosforylaci aktivovana) na zaklad¢
aktualnich pomért [ATP/ADP], [acetyl-CoA/CoA] a [NADH/NAD'] v bufice. Reakce
katalyzovana PDH je nevratnd, tzn., Ze mastné kyseliny (MK) ani ketolatky pro syntézu
glukézy nemohou byt pouzity. Nadbytek acetyl-CoA naopak aktivuje pyruvdtkarboxylazu.
Recipro¢ni allosterickd regulace PDH a pyruvatkarboxylazy vlivem acetyl-CoA umoziuje
presmyk metabolismu z odbourdvani sacharidi na oxidaci mastnych kyselin, resp. Setfeni cukry

(omezeni oxidace pyruvatu a stimulaci glukoneogeneze) pii hladovéni.

Pokud metabolismus acetyl-CoA pokracuje citratovym cyklem a dychacim fetézcem a dochazi

k finalni oxidaci na CO> a vodu, vznika az 32 ATP na 1 molekulu glukozy.
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3.1.1.2 Pieména pyruvatu na laktat
Za podminek, kdy reoxidace NADH neni mozna v dostatecné miie v dychacim fetézci, je
pokracovani glykolyzy a zisk ATP, resp. regenerace NAD" umoznéna reverzibilni pfemé&nou

pyruvatu na laktat pomoci LD.

Pti glykolyze k laktatu vznikaji pouze 2 ATP na substratové urovni, viz kap. 3.4. Na druhou
stranu je rychlost tvorby ATP vzhledem k omezenému poctu reakénich krokt az 100x vyssi
nez pi1t OXP (22 reak¢nich krokt vs. 170 pii kompletni oxidaci glukézy) (Dienel G. A., 2018).
Pokud bunky spotiebovavaji ATP rychle, regeneruji jej ptevazné glykolyzou na uroven laktatu.
Napft. bila svalova vladkna (IIB), schopna rychlé kontrakce a pouze kratkodobého usili,
neobsahuji témét zddné mitochondrie a malo myoglobinu, naopak jsou bohat4 na glykogen
a enzymy glykolyzy. Obdobné ve fagocytech dochazi k metabolickému presmyku k vysokému
obratu glykolyzy na ukor OXP, coZz umozZiuje velmi rychlé spusténi energeticky narocného
oxida¢niho vzplanuti.

Metabolicka uloha laktatu

Dnes je jiz zfejmé, Ze laktat ma velmi vyznamnou roli v intermediarnim metabolismu. SlouZi
jako metabolicky pufr umoziujici regeneraci NAD", v fadé tkani také jako energeticky substrat,
jak pro oxidaci v mitochondriich, tak pro glukoneogenezi (Brooks G. A., 2018; Chatham J. C.
et al.,, 2001; Gladden L. B., 2004). N&které prace dokonce oznacuji laktat (nikoliv pyruvat)
za univerzalni kone¢ny produkt glykolyzy z divodu termodynamické vyhodnosti (konverze
pyruvatu na laktadt uvoliuje energii), chemické vyhodnosti (regenerace NAD' umozni
cyklickou glykolyzu) a prostorového uspotadani (lokalizace mitochondrialni LD v blizkosti
enzymi CKC) (Schurr A., 2006; Rogatzki M. J. et al., 2015). Existence mLOC
(mitochondrialniho komplexu oxidace laktatu) ve vnitini mitochondridlni membréané, ktery
zahrnuje MCT (pfenase¢ monokarboxylovych kyselin), chaperon basigin, cyfochrom c-oxidazu
a LD, byla potvrzena ve svalech, jatrech, mozku a dalSich tkanich (Brooks G. A., 2018). Siroké
uplatnéni laktatu je umoznéno transportem mezi organelami, tkanémi a organy prostfednicvim
MCT v ramci intra- a intercelularnich ¢lunka (Brooks G. A., 2018; Proia P. et al., 2016; Schurr
A., 2006). Mezi tkang, které produkuji veétsi mnozstvi laktatu, patii kosterni sval, erytrocyty,
zazivaci ustroji, dienn ledvin, mozek, kiize a sitnice. U zdravého normoxického jedince je
celkova produkce laktatu cca 1 300 mmol/den (Se¢nik P., Merta D., 2016). Ke vzestupu

koncentrace laktatu v krvi dochazi za riznych fyziologickych i patologickych situaci.

Pfi intenzivnim cviceni, kdy krev nestaci zasobit svaly kyslikem, je laktat tvofen ve znacném

mnozstvi glykolytickymi svalovymi vlakny (typ IIA a IIB). Prediktor sportovni vykonnosti,
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tzv. laktatovy (anaerobni) prah, je takova intenzita cviceni, ktera vede k nepoméru mezi
kapacitou OXP a glykolyzy a ke vzestupu laktatu v krvi. AvSak koncept pti¢inného vztahu
akumulace laktatu a svalové unavy je dnes jiz zpochybnén (Pedersen T. H. et al., 2004; Schurr
A.,2006). Po cviceni je nadbytek laktatu velmi rychle odstranén: 65—70 % laktatu metabolizuji
jatra (glukoneogenezi, v mensi mife oxidaci ptes pyruvat na CO; a H>0), cca 5 % metabolizuji
ledviny, déale oxidativni vldkna (typ I) kosternich svalii, myokard, kira ledvin a mozek
(intercelularni laktatovy clunek) (Kane D. A., 2014; Van Hall G. et al., 2009). Intracelularni
laktatovy clunek v ramci téze bunky umoznuje laktatu produkovanému v cytosolu vstupovat
do matrix mitochondrii a peroxisomd, kde je oxidovan (viz vyse).

Za patologickych stavii miize dojit k disproporénimu vystupiovani glykolyzy a vycerpani
kapacity CKC a OXP nebo €lunkil prenasejicich redukeni ekvivalenty do mitochondrii (zanét
a hojeni, aktivace sympato-adrenalniho systému, vazny katabolicky stav u kriticky nemocnych)
nebo k blokadé enzymtt PDH, CKC a OXP (endotoxin, deficit thiaminu, ionty arsenu a rtuti,
dédicné defekty enzymiti). Pak se mohou vyznamnymi producenty laktatu stat i tkané, které
za normalnich okolnosti laktit spotfebovavaji. Koncentrace laktatu v krvi je vyznamnym
nezavislym prognostickym faktorem mortality, markerem ,kriticnosti stavu“ jak u infekci

(Shapiro N. I. et al., 2005), tak jinych vaznych onemocnéni (Jansen T. C. et al., 2010).
Laktat jako regulaéni a signalni molekula

V posledni dobé se diskutuje o signalni a regulacni Gloze laktatu, ktery je chapan spiSe jako
hormon. Byl popsan specificky receptor pro laktat, GPR81, sptazeny s G-proteinem (Lauritzen
K. H. et al., 2014). Intracelularni hladina laktatu ovliviiuje genovou expresi, mj. pfenasect
MCT, cytochrom c-oxiddzy a dalSich enzymil oxidativniho procesu; muiZe regulovat také
mobilizaci mastnych kyselin z tukové tkang. Terapeutické podani laktatu piisobi pozitivné u
fady zavaznych stavi, jako je ischémie a trauma mozku, dal$i neurologicka a psychiatricka
onemocnéni, srdecni selhani, zanéty a dalsi (Brooks G. A., 2018; Riske L. et al., 2017). Laktat
mé imunomodulacni protizanétlivé G¢inky (inhibuje migraci monocytt a produkei IL-18, IL-6
a TNF, funkce NK bunék, a produkci cytokinid 1 T-lymfocyty) (Brooks G. A., 2018). Je tedy
otazkou, zda zvySend koncentrace laktatu u zdvaznych onemocnéni a kriticky nemocnych neni

castecné regulacni reakei organismu, nejen metabolickym disledkem.

3.1.2 Pentozovy cyklus
Pentozafosfatovad draha (pentézovy cyklus, hexdézamonofosfatovy zkrat, fosfoglukonéatova
drédha, PPP) je alternativni cesta metabolismu gluk6zy. Nevede k tvorbé ATP, avSak generuje

NADPH a rib6zu. Pentézovy cyklus probiha v cytosolu obdobné jako glykolyza. V 1. oxida¢ni
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ireverzibilni fazi se vytvari NADPH (tfi molekuly Glc-6-P vedou ke vzniku tii pétiuhlikovych
zbytkd, tfi molekul CO> a Sesti NADPH). 2. vratna neoxidacni faze poskytuje ribézu, resp.
produkty této faze cyklu se méni podle potfeb bunky: tfi péctiuhlikové zbytky jsou
preusporadany za opétovného vzniku Glc-6-P a G-3-P; protoze 2 molekuly G-3-P mohou
regenerovat Glc-6-P, miize byt touto cestou glukdza zcela oxidovana na CO; a H,O. NADPH
je nutny pro reduk¢ni syntézy (lipogeneze, steroidogeneze a syntéza aminokyselin) a je
koenzymem glutathionreduktdzy, ktera regeneruje oxidovany glutathion. Ribdza-5-fosfat je
nezbytna pro syntézu nukleotidli a nukleovych kyselin. Pent6zovy cyklus je aktivni pfedevsim
v jatrech (kde je za normalniho stavu glukéza oxidovana v PPP asi z 30 %), tukové tkani, kiie
nadledvin, §titné zlaze, leukocytech, erytrocytech, varlatech, mozku a v laktujici mlééné Zlaze.
Tato metabolicka cesta ma velkou rezervni kapacitu pro up-regulaci za urcitych fyziologickych
a patologickych situaci, napt. pii zvySené potieb& redukce glutathionu v ramci oxida¢niho

stresu (Dienel G. A., 2018).

3.1.3 Glukoneogeneze

Glukoneogeneze je proces syntézy glukdzy z nesacharidovych prekurzor. NejvyznamnéjSimi
tkanémi schopnymi glukoneogeneze jsou jatra a ledviny, pti laénéni také tenké stievo. Substraty
glukoneogeneze jsou aminokyseliny (tzv. glukogenni aminokyseliny, tj. vSechny pfitomné
v Zivo€iSnych bilkovinach kromé leucinu a lysinu), laktat, glycerol a propionat. Glukogenni
aminokyseliny tvoii po transaminaci nebo deaminaci bud’ pyruvat, nebo jiné meziprodukty
citratového cyklu a vstupuji do glukoneogeneze pies oxalacetat, laktat se zapojuje po piemeéné
na pyruvat a karboxylaci na oxalacetat. Glycerol je fosforylovdn a redukovan
na dihydroxyacetonfosfat (DHA-P).

Pti glukoneogenezi probihaji v opacném potadi stejné reakce jako pii glykolyze, vyjma tii
termodynamicky nerovnovaznych reakci, kdy nelze obratit sled reakce a je tieba dalSich

enzymu a dodani energie ziskané oxidaci mastnych kyselin.

Glukoneogeneze je znatné energeticky narocny proces, je spotiebovano o 2 ATP a2 GTP navic
oproti piimému zvratu glykolyzy, celkem 6 ATP+GTP. Pfeména nadbytku laktatu po intenzivni
zatézi glukoneogenezi k obnové glykogenu vede ke zvySenému metabolickému obratu

a narlstu spotieby kysliku (kyslikovy dluh) (Murray R. K., 2012; Hale T., 2008).

3.1.4 Metabolismus glykogenu
Glykogen je u zivocichli hlavni zasobni formou sacharidii. Rozvétvena struktura glykogenu

poskytuje velky pocet mist pro odbouravani a umoznuje rychlé uvolnéni glukéza-1-fostatu
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(Glc-1-P). Glykogen se vyskytuje ve vSech bunkach, predevsim vsak v jatrech a v kosternich

svalech, v mensi mife v srdci a tukové tkani.

Jaterni glykogen slouzi k udrzovani stalé koncentrace glukézy v krvi mezi jidly,
po 12—18 hodindch hladovéni je témét uplné vycCerpan (Murray R. K., 2012). Ve svalech slouzi
glykogen pro zisk ATP glykolyzou pro svalovou kontrakci.

Syntéza glykogenu (glykogeneze) vychazi z Glc-6-P, ktery je preménovan na Glc-1-P,
viz obr. €. 1. Je zajimavé, Ze po piijmu vétsiho mnozstvi sacharidi neni dominantni reakce:
glukéza — glukéza-6-P — glukdza-1-P — glykogen,

nybrz sled reakci:

glukéza — laktat — pyruvat — glukéza-6-P — glukéza-1-P — glykogen.

Tento fenomén byl nazvan gluk6zovy paradox (Holecek M., 2006).

Odbouravéani glykogenu (glykogenolyza) neni obracenou glykogenezi, ale samostatnou

metabolickou drahou. Odbouravanim glykogenu vznika 90 % Glc-1-P a 10 % glukdzy.

3.2 Citratovy cyklus

Citratovy cyklus (Krebstv cyklus, cyklus trikarboxylovych kyselin, cyklus kyseliny citronové)
je konec¢nou metabolickou drahou sacharidd, lipidi i bilkovin prostfednictvim oxidace
spolecného metabolitu, acetyl-CoA. V cyklickém sledu reakci je rozlozen citrat, regeneruje
se oxalacetat, uvoluji se 2 CO> a redukuji se koenzymy. Redukované koenzymy jsou nasledné
reoxidovany v respiraénim fetézci za tvorby ATP ve spfazené oxidativni fosforylaci. CKC je
aerobni d¢j — kyslik je nutny pro zavérecnou oxidaci redukovanych koenzym?. Je lokalizovan

v mitochondriich v sousedstvi enzymu dychaciho fetézce a OXP.

Na kazdou molekulu acetyl-CoA se v pribéhu jedné otacky citratového cyklu tvoii 3 molekuly
NADH a 1 molekula FADHo. Jejich reoxidaci v respiracnim fetézci vznika 9 molekul ATP,
1 ATP vznika fosforylaci na substratové tirovni. Celkovy zisk na jednu otacku citratového cyklu
je tedy 10 molekul ATP na jednu molekulu acetyl-CoA (Murray R. K., 2012).

Acetyl-CoA je hlavnim stavebnim kamenem pro syntézu mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem, ktera probiha v cytosolu. Mitochondridlni membrana je pro acetyl-CoA neprostupna,
acetyl-CoA je v cytosolu dostupny z citratu transportovaného tzv. citratovym c¢lunkem

a nasledné rozstépené¢ho ATP-citratlyazou (Joseph J., Gibson G. E., 2007).

Aktivita citratového cyklu je zavisla na dostupnosti NAD", resp. ADP, tedy na rychlosti

spotieby ATP. Respirac¢ni kontrola prostfednictvim dychaciho fetézce a OXP je hlavnim
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fidicim mechanismem aktivity CKC. Déle jsou regulovany samotné enzymy, predevSim
katalyzujici nerovnovazné reakce. Ve tkanich, které jsou zavislé ptrevazné na sacharidech jako

zdroji acetyl-CoA (napt. mozek), se fizeni uskuteciiuje na irovni PDH.

3.3 Respiracni retézec a oxidativni fosforylace

V respiracnim fetézci elektrony proudi pfes jednotlivé proteinové komplexy ve vnitini
mitochondridlni membrané podle redoxniho spadu (NADH-Q-oxidoreduktdza = komplex I,
O-cytochrom c-oxidaza = komplex IIl a cytochrom c-oxidaza = komplex IV) ke konecné
reakci s kyslikem za vzniku vody. Molekuly kysliku ziistavaji pevné vazany na komplex IV,
dokud neni kyslik ipln€ redukovén, tak je minimalizovéan tnik skodlivych volnych kyslikovych
radikali (VKR). Piesto cca 3—5 % VKR mize pfi OXP unikat. Nékteré substraty maji veétsi
redoxni potencial neZ NAD"/NADH (napi. sukcinat) a pfechazeji na ubichinon (koenzym Q)
ptes sukcinat-Q-reduktazu = komplex II. Komplexy I, III a IV pracuji jako protonové pumpy,
tok elektront vede k Cerpani protonii z matrix mitochondrie pies vnitini membranu
do mezimembranového prostoru.

ATP-syntaza

Nap#i¢ vnitfni mitochondridlni membranou prochazi 4TP-syntdza. Cast Fy vyéniva do matrix
a obsahuje fosforyla¢ni mechanismus, ¢asti F, preklenuje membranu a tvoti kanal pro protony.
Tok protonti pfes F, zpét do matrix mitochondrie vede k rotaci F, a tidi tvorbu ATP v Fy
pravdépodobné mechanismem vazebné konformaéni zmény. ATP-syntdza tedy plsobi jako
rotacni motor vyuzivajici energii protonového gradientu, resp. hnaci silu protoni pro syntézu
ATP z ADP a Pi. Timto zpusobem je oxidace tésné spfazena s fosforylaci. Viz obr. €. 3.

Za extrémnich podminek vSak miize ATP-syntaza fungovat zcela odliSnym zplsobem.

vvvvvv

potencial a integritu. Za takového stavu muze ATP-syntdaza fungovat jako ATPdza, kterd
»pumpuje“ protony z matrix mitochondrie, ackoliv tato funkce je limitovana inhibici ¢asti F;

zménou pH (Berg J. M. et al., 2002).
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Obrazek ¢.3: Respiracni Fetézec a oxidativni fosforylace — pfevzato a upraveno podle
(Murray R. K., 2012)
QO = koenzym Q neboli ubichinon, cyt = cytochrom

Béhem transportu dvou elektronii z jednoho NADH (komplexy I, IIT a IV) na kyslik je
pumpovano do mezimembranového prostoru ptiblizné 10 protonii, zatimco z 1 FADH» pies
ubichinon (komplex II) pouze 6 protoni. ATP-syntdiza vyzaduje nejméné 3 protony
k fosforylaci 1 ADP na ATP, tedy maximalni moZzny P : O pomér (molarni pomér mezi
syntetizovanym ATP = ,P* a tvofenou vodou = ,,0%) je 3 pro NADH, resp. 2 pro FADH>.
To znamena maximalni vynos az 38 ATP na 1 mol glukézy, pokud je vyuZzit pouze malatovy
Clunek. Nicméné podrobnym studiem mechanismu OXP v pribéhu casu doSlo k upravé
udavané maximalni ¢isté produkce ATP. V ptipad¢ vice podjednotek Fi ¢asti ATP-syntazy je
totiz potfeba vice protonti na vznik 1 ATP (na 12 podjednotek minimalné 5 protont1). Kromé
toho Cast protond neni vyuZita pro ATP-syntdzu, ale k transportu, dale se mohou uplatnit
tzv. rozpojovace (viz niZze), a nepochybné existuje také unik protonli pies vnitini
mitochondridlni membranu (Divakaruni A. S., 2011; Dienel G. A., 2018).

PrenaSece

Vzhledem k tomu, Ze vnitini mitochondrialni membrana je pro ionty neprostupnd, je transport
negativné nabitych metabolitl do mitochondridlni matrix moZny pouze pomoci prenasecu.
Tyto jsou také pohdnény protonovym gradientem, ktery je tak snizovan. Adeninové nukleotidy
jsou ptenaSeny specidlnim transportérem, ATP-ADP translokdzou (nazyvanou také
adeninnukleotidovy pienasec), kterd predstavuje az 14 % proteind ve vnitini mitochondridlni
membrané. Umoznuje antiport ATP a ADP: ADP vstupuje do mitochondridlni matrix, pouze
pokud ATP vystupuje a vice versa (ATP nemuze byt pieneseno z matrix, dokud neni

na cytosolové strané¢ navazana molekula ADP). Dostupnost ADP tak reguluje rychlost OXP.
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Zivotni dilezitost translokdzy spo&iva v tom, e umoziiuje transport ATP z mitochondrii
k extramitochondridlnimu vyuziti a ndvrat ADP do mitochondrii k tvorbé ATP. Druhou stranou
mince vsak je, ze membranovy potencial a tudiz i proton-hybnd sila se snizuji v dasledku
vymény ATP za ADP (z mitochondrii jsou odstranény Ctyii zaporné naboje za kazd¢ tii piijaté,
tedy dochazi k Cistému pienosu jednoho negativniho naboje z matrix). Asi Ctvrtina vytézku
energie z prenosu elektront respiraénim fetézcem se spotfebuje k regeneraci membranového

potencialu, vyména ATP - ADP je tedy energeticky zna¢né nakladna (Berg J. M. et al., 2002).

K tvorbé ATP z ADP je také potieba Pi. Ten je pfenasen ptes vnitini mitochondridlni membranu

H'/P symportem, ktery také sniZzuje membranovy potencial, viz obr. ¢. 4.

vnitfni
vné mitochondrialni uvnit¥
membrana

Fy ATP-syntaza

3H*

ATP*

ATP* =€

ADP* > ADP*

H* > H*

Obrazek ¢. 4: Spojeni prenaSece fosfatu s adeninnukleotidovym prenaSefem — pievzato
a upraveno podle (Murray R. K., 2012)
1 = prenasec fosfatu, H'/P; symport je ekvivalentni antiportu P/OH, 2 = adeninnukleotidovy pienasec

Celkové mnozstvi ATP spotfebovaného rliznymi transportnimi systémy muze dosahovat
az % protonového gradientu. Novéji jsou P : O kvocienty pro oxidaci NADH a FADH
deklarovany jako 2,5, resp. 1,5, a redlny vytézek 30-32 ATP na 1 molekulu glukézy.
Tato hodnota vSak také neni konstantni a mtize kolisat podle aktualniho stavu buniky (Koolman

J., Roehm K. H., 2005; Stettner A. 1., 2004; Hertz L., 2007).

3.3.1 Rozpojeni oxidace a fosforylace

Funkéni rozpojeni oxidace a fosforylace v respiracnim fetézci muze byt zplsobené bud’
mechanickym poskozenim vnitini mitochondridlni membrany nebo tzv. rozpojovaci
(Uncoupling Proteins, UCPs). Rozpojovace reguluji utilizaci metabolické energie tim,

Ze prendsi protony pies membranu zpét do matrix bez zapojeni ATP-syntdzy (energie je
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uvolnéna ve formé tepla, soucasné dochazi ke snizeni doprovodné produkce VKR). Toxickym
exogennim rozpojovacem je napiiklad 2,4-dinitrofenol, pfirozené se vyskytujici rozpojovac
v hnédé tukové tkani je termogenin (UCP-1), dal§i UCPs jsou pfevazné v jinych tkanich. Dosud
bylo popsano pét homolognich rozpojovacich proteinii (Nelson D. L., Cox M. M., 2013;
Townsend K. L., Yu-Hua T., 2014). UCP-2 a UCP-3 se spiSe nez termogeneze ucastni snizovani
oxidac¢niho stresu a inzulinové citlivosti (Busiello R. A. et al., 2015; Nabben N. et al., 2011;
Pecqueur C. et al., 2001; Cadenas S., 2018). UCP-2 je vysoce exprimovan v makrofazich,
slezing a plicich, jedna z roli UCP-2 je regulace produkce VKR pii zanétlivé odpovédi. Byla
popsana down-regulace UCP-2 v imunitnich bunikdch béhem jejich aktivace v ¢asném stadiu
odpovédi na bakteridlni patogeny (vysoka produkce ATP a VKR) a up-regulace exprese
UCP-2 v pozdnim stadiu zanétu k ochran€ buné€k proti oxidacnimu stresu (Niibel T., Ricguier

D., 2006; Emre Y., Niibel T., 2009; Cadenas S., 2018).

3.3.2 Kireatinfosfat
Kreatinfosfat (PCr) slouzi jako zasoba vysokoenergetickych fosfatli, protoze mize velmi rychle
1 za anaerobnich podminek poskytovat fosfatovou skupinu ADP. Naopak pii odpocinku

se energie fosfatl uklada ve form& PCr v reakci katalyzované kreatinkindzou (CK):
kreatinfosfat + ADP + H+t < kreatin + ATP

PCr tedy funguje jako energeticka rezerva, ale také jako acidobazicky pufr vyvazujici H
vzniklé pii zatézi.

Kromé toho kreatinfosfatovy clunek usnadiluje dopravu vysokoenergetického fosfatu
z mitochondrii ve tkénich s vysokou a kolisavou potiebou energie (srdce, kosterni sval, mozek,
fotoreceptory sitnice a dalsi). Mitochondridlni izoenzym CK katalyzuje pienos
vysokoenergetického fosfatu z ATP, dostupného v mezimembranovém prostoru
z adeninnukleotidového prenasece, na kreatin. PCr je pak rychle transportovan proteinovymi
pory ve vn€j$i mitochondridlni membrané do cytosolu pro tvorbu extramitochondridlniho ATP,
viz obr. ¢. 5. PCr Clunek umozituje rychlé ,,pendlovani“ vysokoenergetického fosfatu
z mitochondrie do cytosolu, a tak jak ¢asovou, tak prostorovou rezervu ATP. Od¢erpanim ATP

z mezimembranového prostoru PCr reguluje mitochondridlni respiraci (Ferreira L. G., 2013).
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Obrazek 5: Kreatinfosfatovy ¢lunek — prevzato a upraveno podle (Murray R. K., 2012)
CK,, = mitochondriadlni izoenzym CK, CK. = cytosolovy izoenzym CK

3.3.3 Prenos redukénich ekvivalentii do mitochondrie

NADH nemtze volné pronikat z cytosolu, kde je neptetrzité vyrabén, do mitochondrie, nebot’
vnitini mitochondridlni membrana je pro NADH a NAD" neprostupna. Pfenos elektront
z NADH je mozny mechanismem tzv. ¢lunkt, které propojuji metabolické cesty v cytosolu
a mitochondrii a umoziuji vyuziti energie redukénich ekvivalentd. Pomoci clunkl je
regenerovano NAD™ a udrzovan nizky redoxni pomé&r (NADH/NAD"), nutny pro pokracovani
glykolyzy. Cinnost ¢lunkii vyZzaduje piitomnost substratovych pari a piislusnych dehydrogenéaz

na obou stranach vnitini mitochondrialni membrany.

Glycerol-3-fosfatovy ¢lunek

U glycerol-3-fosfatového clunku je substratovym parem G-3-P a DHA-P a enzymem
glycerol-3-fosfat dehydrogendza (GPDH) — viz obr. 6. Nejprve je pomoci cytosolové GPDH
pfenesen par elektroni z NADH na DHA-P, glykolyticky meziprodukt, za vzniku G-3-P
a oxidace NADH na NAD". G-3-P je regenerovan na DHA-P za redukce FAD na FADH>
mitochondridlni GPDH, véazanou na vnéjSim povrchu vnitini mitochondridlni membrany.
Nasledny pienos elektronti na ubichinon (komplex 1) umoziuje vstoupit pfimo do respira¢niho
fetézce, vznika tedy pouze 1,5 mol ATP na molekulu vytvoiené vody. Zapojeni FAD umoziuje
transport elektrontt z cytosolového NADH do mitochondrii proti koncentra¢nimu gradientu
NADH, cenou za to je snizeni vytéZku energie o jednu molekulu ATP na dva elektrony.
Glycerol-3-fosfatovy clunek je hojné zastoupen ve tkanich, kde jsou koncentrace NADH
v cytosolu zna¢né nizsi nez v mitochondrii (napt. v kosternich svalech — pfedevsim v bilych

vlaknech, mozku, varlatech, B-bunikach pankreatu, hnédé tukové tkani), kde udrzuje vysokou
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miru oxidativni fosforylace na ukor nizS§iho energetického vytézku (Berg J. M. et al., 2002;

Murray R. K., 2012).

vnéjsi vnitfni
membrana membrana
cytosol mitochondrie
NAD* glycerol-3-fosfat - glycerol-3-fosfat FAD
glycerol-3-fosfat- glycerol-3-fosfat-
dehydrogenaza dehydrogenaza
(cytosalova) (mitochondridini)
NADH + H* dihydroxyacetonfosfat < dihydroxyacetonfosfat FADH,

dychaci Fetézec

Obrazek €. 6: Glycerol-3-fosfatovy ¢lunek — pievzato a upraveno podle (Murray R. K., 2012)
Malatovy €lunek

Malatovy clunek (MAS) je vice rozSifeny a komplexnéjsi, viz obr. ¢. 7. Elektrony jsou
pfenaSeny z cytosolového NADH na oxalacetat pomoci cytosolové malatdehydrogenazy
(MDH) za tvorby malatu. Malat prostupuje pies vnitini mitochondridlni membrénu a je
reoxidovan mitochondrialni MDH na oxalacetdt za tvorby NADH z NAD®. Vnitini
mitochondridlni membrana je vSak neprostupnd i pro oxalacetat, ten je proto transaminovan
na aspartat, ktery do cytosolu miize byt pienesen (za souasné piemény glutamatu
na a-ketoglutarat transamindzou). V cytoplasmé je pak aspartit pfeménén na oxalacetat
acyklus se znovu spusti. Elektrony z cytosolového NADH mohou byt transportovany
do mitochondrii MAS pouze v tkanich, kde je pomér NADH/NAD" v cytosolu vyssi
neZ v mitochondridlni matrix, tedy po koncentracnim spadu NADH (obvykle v jatrech,
ledvinach a srde¢nim svalu) (Berg J. M. et al., 2002). Transport pfenaSecCem aspartat/glutamat
se jevi jako limitujici. Je stimulovan Ca?*, ktery se vaZe na vn&j§i strang vnitini mitochondrilni
membrany (Satrustegui J., Bak L. K., 2015; Satrtstegui J. et al., 2007).

Laktatovy ¢lunek

V posledni dobé se uvazuje také o zapojeni laktatu do systému kyvadlového pienosu redukénich
ekvivalentli pfes vnitini mitochondridlni membranu. Intracelularni kompartmentalizace
izoforem LD (piivodné povazované pouze za cytoplazmaticky enzym) byla pomoci modernich
metod jiZ prokazana (Elustondo P. A. et al., 2013; Jacobs R. A. et al., 2013). Cytosolova forma
LD upiednostiiuje tvorbu laktatu, zatimco mitochondridlni preferuje oxidaci laktatu. Tento

posun reakéni rovnovahy je umoznén lokalizaci mitochondrialni LD na vnéj$im povrchu vnitini
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mitochondrialni membrany v blizkosti pienasece pyruvatu, ktery kontinudlné odcerpéava
pyruvat do matrix mitochondrie. Laktat z cytosolu voln¢ difunduje pfes vnéjsi mitochondrialni
membranu do mezimembranového prostoru, kde mize byt oxidovan LD na pyruvat (a ten
pfenesen pyruvatovym pienaSeCem do matrix mitochondrie) za redukce NAD". NAD" je
v mezimembranovém prostoru regenerovano MDH, coz je jiz soucasti malatového ¢lunku.
Vzhledem k uzké spolupraci laktatového intracelularniho ¢lunku s MAS ptedevsim v buiikach
s vysokym stupném oxidativniho metabolismu, Kane navrhuje oba ¢lunky spojit do jednoho
laktat-malat-aspartatového ¢lunku (Kane D. A., 2014), viz obr. ¢. 7. Uvadi, ze pfeména
pyruvatu na laktat na konci glykolyzy je potiebna pro dostate¢nou tvorbu ATP i za dostatku
kysliku, a to pti prekroceni kapacity MAS v disledku vystupiiované glykolyzy a pozadavki
na regeneraci cytosolového NAD". Je tak mozné, Ze laktat je tvofen kontinualné bez ohledu
na metabolicky stav, a oxidace laktatu v mitochondrii je pak zavisla na kapacité¢ MAS (Kane

D. A., 2014; Dienel G. A., Cruz N. F., 2003).

vnitini
cytosol membrana mitochondrie

laktat malat malat
1
laktatdehydrogendza malatdehydrngenaza ma\atdehydrcgenaza
NADH

oxalacetat oxalacetat

+ H*
transamlnaza transarmnaza

glutamat glutamat

pyruvat

+
’R o

OH" OH"

Obrazek ¢. 7: Laktat-malat-aspartatovy ¢lunek — pievzato a upraveno podle (Kane D. A.,
2014; Murray R. K., 2012)

1 = prenasec dikarboxylovych kyselin, 2 = prenasec glutamat/aspartat — symport protonu s glutamdatem
3 = prenase¢ monokarboxylovych kyselin — antiport s OH

3.4 Energeticka vytéZnost glykolyzy

Syntéza ATP mize v bunce probihat oxidativni fosforylaci na urovni dychaciho fetézce
nebo fosforylaci na substratové trovni. Energetickou vytéznost glykolyzy je tieba posuzovat
v souvislosti s navazujicimi procesy. Pokud vychédzi z volné glukézy, pak se fosforylaci

spotiebuji 2 ATP, a zisk ¢ini 4 ATP. Celkova bilance je tedy 4 - 2 =2 ATP. Pokud je vychozim

substratem glykogen, resp. glukoza-1-fosfat uvolnény z glykogenu, usetii se 1 ATP (pfeména
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Glc-1-P na Gle-6-P nevyZzaduje energii), celkova bilance glykolyzy je 4 - 1 =3 ATP a vytézek
energie je tedy o 50 % vyssi.

Spojeni glykolyzy s CKC a dychacim fetézcem umozni maximalni mozny zisk energie ulozené
v molekule gluko6zy. Dalsi energie je ziskana zpracovanim 2 NADH v dychacim fetézci: je-li
NADH pieneseno do mitochondrii maldtovym ¢lunkem (2,5 ATP na 1 NADH), je celkova
bilance 4 + 5 -2 =7 ATP, pii vyuziti glycerol-3-fosfatového ¢lunku (1,5 ATP na 1 NADH) je
celkova bilance 4 + 3 - 2 =5 ATP, viz tab. €. 1. Pii kompletni oxidaci pyruvatu na CO; a vodu
v CKC dochazi k tvorbé dalSich redukovanych koenzymtit NADH a FADH:> a zisku dalSich
25 ATP. Celkovy energeticky zisk tedy ¢ini 32 molekul ATP na jednu molekulu spotfebované
glukozy (pti predpokladu pfenosu NADH pouze maldtovym ¢lunkem a vstupu volné glukozy,
ne Gle-1-P, jako substratu). Pti vy$§im podilu glycerol-3-fosfatového ¢lunku na pfenosu NADH

do mitochondrii zisk ATP na jednu molekulu glukézy klesa.

Starsi publikace, napt. Harper‘s Biochemistry az do 27. vydani v roce 2006 (Murray R. K.,
Granner D. K., 2006) uvad¢ji odlisnou energetickou vytéznost glykolyzy, resp. zisk az 38 ATP.
Rozdil je v mnozstvi molekul ATP ziskanych reoxidaci redukovanych koenzymu v dychacim
fetézci, je uvadén zisk 3 ATP na oxidaci jedné molekuly NADH a 2 ATP pfi oxidaci jedné
molekuly FADH>»). Pfi¢ina tohoto rozdilu je vysvétlena v kap. 3.3.

Glykolyzou k laktatu jsou ziskany pouze 2, ptipadné 3 molekuly ATP, energeticky vytézek je
tedy vyrazné niz$i. Aby burika touto cestou dosahla zisku potfebného mnozstvi energie, musi

v kone¢ném diisledku pfeménit mnohem vice glukézy (tzv. Pasteurtv efekt).
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Pocet
Metabolick Pocet ATP/mol
draha Enzym katalyzujici reakci Zpisob tvorby ATP | ATP/mol | glukozy —
glukozy starsi
publikace
, , oxidace 2 NADH
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza v dychacim fetézci 5 6
fosfoglycerdtkindza oxidace na substratové > 5
Glykolyza urovni
L oxidace na substratové
pyruvdtkindza , . 2 2
urovni
hexokindza a fosfofruktokindza ATP se spotiebovava -2 -2
Celkem 7 8
, , oxidace 2 NADH
pyruvdtdehydrogendza v dychactm Fetézci 5 6
L , oxidace 2 NADH
isocitratdehydrogendza v dychacim Fetézci 5 6
o, , , oxidace 2 NADH
Citratovy o-ketoglutarat dehydrogendza v dychacim fetézci 5 6
cyklus sukcindtthiokindza (?x1da(;e na substratové ) 5
urovni
., , oxidace 2 FADH2
sukcinatdehydrogendza v dychacim Fetézci 3 4
, , oxidace 2 NADH
maladehydrogendza v dychacim fetézci 5 6
Celkem 25 30
Celkova bilance za aerobnich podminek 32 38
Celkova bilance za anaerobnich podminek 2 2

Tabulka €. 1: Energeticka vytéZnost glykolyzy — pievzato z (Murray R. K., 2012)
Pozn.: Predpokilada se, Zze NADH je preneseno do mitochondrii kompletné prostiednictvim maldatového
Clunku a do glykolyzy vstupuje jako substrat volna glukoza.

3.5 Zajisténi energetickych potieb na arovni celého organismu

Dospély, 70 kg vézici ¢loveék potiebuje denné v zavislosti na fyzické aktivité cca 8—12 MJ
ziskanych z potravy. Tato energeticka potieba je kryta ze 40—60 % sacharidy, z 30—40 % lipidy
a z 10-15 % proteiny. VétSina lidi pfijimé potravu 2—-3x denné, je tedy nutné po jidle vytvaret
zasoby sacharidi (glykogen) a lipidi (triacylglyceroly) pro obdobi mezi jidly.

Hlavnim metabolickym substratem pro vétSinu tkani po jidle je glukéza, mizeme pozorovat
narast respiracniho kvocientu (pomér vyprodukovaného CO> ke spotfebovanému O>)
z 0,8 az téméef k 1,0 (Murray R. K., 2012). Pfi lacnéni vSak musi byt glukdza Setfena
pro centralni nervovy systém (CNS), ktery je na ni z velké ¢asti zavisly, a pro erytrocyty, které
jsou na glykolyzu a pent6zovy cyklus odkazany zcela (nemaji mitochondrie). Zaroven musi byt

zajistény alternativni metabolické zdroje pro ostatni tkané.

Membrana jaternich bunék je pro glukézu relativné volné prostupna, glukokindaza odstranuje

po jidle glukézu z krve a poskytuje Glc-6-P k syntéze glykogenu a lipogenezi — nadbytecné
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mnozstvi sacharidil je pohotové vyuzito k syntéze triacylglyceroll jak v jatrech, tak v tukové
tkani. V jatrech je pfitomna Glc-6-fosfatdza, kteréd pii vysoké koncentraci Glc-6-P katalyzuje
zpétnou defosforylaci na glukozu, coz chrani hepatocyty pred vyvazanim veskerého P;.

Mezi jidly jsou hlavnim producentem gluk6zy pro ostatni tkané pravé jatra. Glc zde vznika
predevsim glykogenolyzou z jaterniho glykogenu a glukoneogenezi. Pfi lacnéni vlivem nizké
hladiny inzulinu neni gluk6za vychytavéna ve svalech a tukové tkani, koncentrace glukézy
v krvi tedy klesa pouze mirng. V jatrech a kosternim svalu jsou jako alternativni zdroj energie
oxidovany MK, jejichz koncentrace pti laénéni vzrista mobilizaci z tukové tkan€. Pii hladovéni
dochazi v jatrech k produkci vétsiho mnozstvi acetyl-CoA, nez muze byt oxidovano,
a acetyl-CoA je pfeménén na ketolatky. Ketolatky jsou vyznamnym dal§im zdrojem energie
ptedevsim pro kosterni a srdecni sval, ale i jiné tkan€ je dokazi vyuzit ve vétSim mnozstvi.
Dalsim energetickym substratem pro fadu organid (svaly, jatra, ledviny, mozek) je laktat.
Pti dlouhodobém hladovéni tak glukéza predstavuje méné nez 10 % energetickych zdroji

metabolismu (Murray R. K., 2012).

Svalovy glykogen slouzi jako lokalni zdsoba energie pro svalovou kontrakci, vzhledem
k neptitomnosti glukoza-6-fosfatdzy nemiize sval uvoliiovat volnou glukoézu do cirkulace.
Svalovy glykogen vSak muze slouZit jako zasobarna energie nepiimo, prostfednictvim
uvolnovani laktatu a alaninu. Laktat vytvotfeny v kosternim svalu pfi zatéZi je transportovan
do jater a ledvin, kde je glukoneogenezi pfeménén na glukozu, ktera se uvoliuje do cirkulace
a je dostupnd i pro svaly (Coriho nebo laktatovy cyklus). Nala¢no dochazi v kosternim svalu
také k produkci alaninu transaminaci pyruvatu z glykolyzy (tedy nezavisle na zastoupeni
alaninu v katabolizovanych bilkovinach). Alanin v jatrech po pfeméné zpét na pyruvat slouZzi
ke glukoneogenezi (glukdzo-alaninovy cyklus). Tento cyklus umoziuje také odvedeni
nadbytecného NH3 ze svalil do jater, kde je zpracovan do netoxické moc€oviny (Murray R. K.,
2012). Nadbytek alaninu uvoliiovany ze svald pii katabolickém stavu u kriticky nemocnych

muze presdhnout kapacitu enzymit CKC a OXP a vést ke vzestupu laktatu.

Aminokyseliny (AMK) ziskané z proteini tkani pfi dlouhodobém hladovéni se mohou
pieménovat na pyruvat nebo jiné meziprodukty citratového cyklu a slouzit ke glukoneogenezi
(glukogenni AMK). Dalsi aminokyseliny (fenylalanin, tyrosin, tryptofan a izoleucin) mohou

tvotit acetyl-CoA a tedy ketolatky (ketogenni AMK).

Pti regulaci metabolismu gluk6zy ma rozhodujici ulohu inzulin. Je produkovan B-buiikami
Langerhansovych ostrivkll pankreatu, které jsou pro glukdézu volné prostupné. Zpiisobi

okamzité sniZzeni koncentrace glukdzy v krvi posilenim jejiho transportu do bun¢k tukové tkané
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a kosterniho svalu (prostfednictvim GLUT-4). Ovlivnénim kli€¢ovych enzymi inzulin zvySuje
glykolyzu, syntézu glykogenu, syntézu mastnych kyselin a lipogenezi a syntézu proteint;
inhibuje lipolyzu, ketogenezi a glukoneogenezi. Glukagon, hormon produkovany a-butikami
pankreatu pfi hypoglykémii, pisobi opacné. Dal§i hormony, které ovliviiuji koncentraci
glukézy v krvi (ACTH, rlstovy hormon, glukokortikoidy, adrenalin a noradrenalin), ptisobi
také kontraregulaéné k inzulinu, maji tedy hyperglykemizujici efekt.

Nadorové buiiky predstavuji z hlediska sacharidového metabolismu specifickou tkan. Do rychle
rostoucich nadorovych bun€k je glukdza transportovana vykonnymi pienaSeci GLUT-1
a GLUT-3 nezévislymi na inzulinu, metabolismus glukézy katalyzuji specifické vykonné
formy enzyml — HK, PFK, fosfokinazy a dalSich. Glykolyza probihé tedy mnohem intenzivngji
nez v nenddorovych bunkach, tvofi se daleko vét§i mnozstvi pyruvatu, ktery je redukovan

na laktat (Locasale J. W., 2010; Mathupala S. P. et al., 20006).

3.6 Energeticky metabolismus mozku

Lidsky mozek je velmi naroény na dodavku energie. Ackoliv hmotnost mozku odpovida pouze
2 % télesné hmotnosti, energie potfebna k udrzeni mozkovych funkei ¢ini cca 20 % celkového
klidového metabolického obratu (Dienel G. A., 2018). Zatimco ve tkanich jako je srdce nebo
kosterni sval energetické naroky zifetelné stoupaji béhem mechanické prace, metabolicka
aktivita mozku se v ¢ase méni mnohem ménég. Jiz klidovy stav vyzaduje zna¢né mnoZzstvi
energie, ve spanku dochazi jen k mirnému poklesu (v REM fazi dokonce muze dojit
ke vzestupu) metabolického obratu mozku (CRM).

Vétsinu energie (piiblizné 75 %) vyzaduji procesy souvisejici s prenosem signalu, zbylych
25 % energie slouzi k udrzeni zadkladnich bunétnych funkci jako je syntéza a degradace
proteinti, fosfolipidii a nukleotidli a axondlni transport. Excitacni 1 inhibic¢ni signalizace je
uskute¢novana prostrednictvim transportu iontl, coz se odrazi v trvalé elektrochemické aktivité
mozku. Celkova spotieba energie lidskym mozkem je 21 pmol ATP/g/min, srovnatelna
se spotiebou energie svaly nohou maratonského béZce nebo osmotickou praci v ledvinach
(McKenna M. C. et al., 2006). Neurony maji vyss$i ndroky na energii (cca 60 % celkové
energetické spotfeby mozku) nez glidlni buniky (podil spotieby energie glidlnimi buiikami je
uvadén v Sirokém rozmezi 10-40 %) (Proia P. et al., 2016; Yu L. et al., 2018; Attwell D.,
Laughlin B., 2001).

Mozek vyZaduje pro udrzeni svych funkci kontinudlni dodavku energetickych substrata.

Ackoliv muze byt za urcitych podminek vyuzita oxidace jinych latek, glukdza zlstava
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pro vyvijejici se mozek.
Metabolismus glukozy a glykogenu

Lidsky lidsky mozek spotiebuje denné cca 91 g glukdzy (ekvivalent 23 ¢ajovych 1zicek). Glc
je hlavnim substratem pro ziskani energie, ale je také nepostradatelnym zdrojem uhlikatého
skeletu pro syntézu neurotransmiterti a neuromodulatori (acetylcholinu, glutamatu, glutaminu,
GABA, aspartatu, serinu, glycinu), a také laktatu, ribozy-5-fosfatu a NADPH. Extrakce glukozy
z arterialni krve ¢ini v mozku pouze cca 10—-12 %. Pfi potiebé zvySené dodavky energie, vSak
muze byt mnozstvi prenasecti glukozy up-regulovéano. Transport glukozy tedy vétSinou nehraje
limitujici roli, s vyjimkou stavii jako je vyznamna hypoglykémie, predev§im akutni, nebo kiece
(Dienel G. A., 2018).

Hypoglykémie nejprve vede k protektivni reakci zprosttedkované hypotalamem se symptomy
jako je poceni, tachykardie, uzkost a hlad. Pii poklesu glykémie pod 2,5 mmol/l klesa
metabolicky obrat gluk6zy v mozku (CMRgc) rychleji nez obrat kysliku (CMRo,), coz ukazuje
na oxidaci jinych substrdth nez glukézy. Déletrvajici a hlubsi hypoglykémie
(cca pod 2,0 mmol/l) vede k neurologickym projeviim jako je letargie a kiece, pfi poklesu
pod cca 1,0 mmol/l jsou zdsoby ATP v mozku vyCerpany, rozviji se kdma a dochazi ke smrti
neurontl. Je ziejmé, Ze na neurologickych projevech hypoglykémie se podili také nedostate¢na

tvorba neurotransmiterd (Butterworth R. F., 2006).

Glykolyza je hlavni cestou metabolismu gluk6ézy v dospélém mozku, vyskytuje se zde
pfedevS§im HK I preferujici glykolyzu (viz kap.3.1.1). HK je pii relativné vysokych
koncentracich glukdézy v mozku saturovana, tj. katalyzuje fosforylaci glukézy konstantni
rychlosti. Aktivita mozkové glykolyzy je regulovana pfedevsSim prostfednictvim allosterické
kontroly PFK-1 (Dienel G. A., 2018). Z izoenzymu LD se v astrocytech vyskytuji pfedevsim
LDs a LDs, v neuronech LD; a LD;. Selektivni distribuce izoenzymu piispivda k modelu
funk¢niho intercelularniho laktitového ¢lunku v mozku, LDs preferuje konverzi pyruvatu

na laktat, LD, naopak oxidaci laktatu na pyruvat (Schurr A., 2006).

Cca 5 % glukozy je v dospélém mozku za bazalnich podminek metabolizovano pentézovym
cyklem bez vzniku ATP (Dringen R. et al., 2007). Tato metabolicka cesta je aktivni v neuronech
1 astrocytech, v oligodendrocytech dosahuje az 10 % (generuje NADPH k reduk¢nim syntézam)
(Amaral A. L. etal., 2016). PPP ma vysokou aktivitu ve vyvijejicim se mozku, vrcholu dosahuje

béhem myelinizace. ZvysSena aktivita PPP je také odpovédi na oxidaéni stres, napf. u zanétl
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nebo traumatu CNS, nebo pii odbourdvani biogennich amini (serotoninu, dopaminu,

noradrenalinu) (Dringen R. et al., 2007; Herrero-Mendez A. et al., 2009).

Glykogen je v mozku ptfitomen pouze v malém mnozstvi (0,1 % hmotnosti mozku) (Brown A.
M., 2004). Toto mnozstvi je utilizovano béhem nékolika minut (<5 min), ale kontinudlni
dodavkou glukdzy pres HEB je zésoba glykogenu neustale rychle obnovovana. Metabolismus
glykogenu tvoii cca 2 % celkového obratu glukézy v mozku (Gruetter R., 2003). Za normalnich
okolnosti je v mozku v neaktivni formé méné nez 10 % glykogenfosforylazy, hlavniho enzymu
glykogenolyzy. Mozek je relativné izolovan od systémové endokrinni regulace, ackoliv napf.
glukokortikoidni hormony HEB prostupuji. Metabolismus glykogenu je zde regulovan
pfevazné lokéaln¢, jak humordlné (napf. vasoaktivni intestinalni peptid, noradrenalin),
tak neurondlni aktivitou: glykogenolyza je aktivovdna Ca®" uvolnénym pii neuronalni excitaci
(McKenna M. C. et al., 2006; Hertz L. et al., 2015). Diskutuje se role glykogenu a z n¢j

uvolnéného laktatu pti formovani paméti (Duran J. et al., 2013; Newman L. A. et al., 2011).
Metabolicka spoluprace mezi astrocyty a neurony

Vzhledem k vysoce specializovanym funkcim rtiznych typ bunék v mozku je zna¢né rozdilna
také bunécna a subbunécna lokalizace pfenasec, enzymu a metabolickych drah. Metabolismus
mozku je komplexni, jednotlivé typy bunék jsou na sob& vzajemné zavislé a jejich neustalé
interakce zcela nepostradatelné. Energetické substraty jsou pies bariéry nejprve transportovany
do astrocytll (Mathiisen T. M. et al., 2010). Astrocyty zajiSt'uji zasobovani neuront substraty
energetického metabolismu a kontroluji lokalni mikroprostiedi. To dovoluje neuroniim
spotiebovavat energii bez ovlivnéni bunéfného acidobazického stavu, objemu bunky
a bez produkce AGEs (Bélanger M. et al., 2011).

V dospélém mozku disponuji glykogenfosforylazou ptevazné astrocyty, které obsahuji také
glykogenové granula. Produkt glykogenolyzy i glykolyzy astrocytii je pfedavan neurontim
pravdépodobné ve formé laktatu, cemuz odpovida i distribuce MCT. Glukoza-6-fosfatiza ma
v mozku velmi nizkou aktivitu. Mezi astrocyty a neurony pravdépodobné funguje cyklus
obdobny laktatovému cyklu mezi jatry a svalem, viz obr. ¢. 8 (McKenna M. C. et al., 2006;
Pellerin L., 2003; Mangia S. et al., 2009; Gandhi G. K. et al., 2009; Brown A. M., 2004), ackoliv
fada publikaci s tim polemizuje a trva na glukdze jako dominantnim energetickém substratu

neurond (Chin Ch. P., Roberts E. L., 2003; Diaz-Garcia C. M., 2019; Dienel, 2019).
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Obrazek ¢€.8: Schéma kompartmentalizovaného metabolismu glykogenu — pievzato
a upraveno podle (McKenna M. C. et al., 20006)

Prekurzorem pro syntézu acetylcholinu je acetyl-CoA ziskany z glykolyzy, v synaptickych
zakonCenich cholinergnich neuronti probihad intenzivni metabolismus glukézy (Joseph J.,

Gibson G. E., 2007).

Mezi astrocyty a neurony existuje GABA-glutamat-glutaminovy cyklus. Z astrocytl je
uvolnovan glutamin (GIn) a ten je vychytavan glutamatergnimi i GABAergnimi neurony.
Oba druhy neuronti pfeménuji pomoci fosfatem aktivované glutaminazy (PAG) glutamin
na glutamat (Glu), ktery je v glutamatergnich neuronech uvolfiovan jako neurotransmiter
a v GABAergnich neuronech pfeménén na GABA. Vychytavanim Glu a GABA a pfeménou
na glutamin astrocyty je cyklus dokoncen. Amoniak uvolnény z glutaminu PAG je pouzit opét
k syntéze Gln. Je pfenasen ve form¢ alaninu z neuronti do astrocytt v laktato-alaninovém cyklu
obdobném glukézo-alaninovému cyklu mezi svalem a jatry. V astrocytech je alanin
transaminaci pfeménén na pyruvat a nasledné laktat, ktery je transportovan opét do neuront

(McKenna M. C. et al., 2006; Bak L. K., et al., 2006; Dienel G. A., 2018).

Také dalsi enzymy a metabolické cesty jsou v riizné mife kompartmentalizovany mezi astrocyty
a neurony, viz dale.

Energeticky metabolismus mozku v ontogenetickém vyvoji

V pribéhu ontogenetického vyvoje jsou ve velké mife vyuzivany jiné substraty nez glukoza,
dostupné z cirkulace. V ¢asné postnatalni periodé€ je to pfedevsim laktat, v kojeneckém obdobi
pak ketolatky, v souladu s vysokou koncentraci tukii v matefském mléce. Ketolatky jsou
vyuzivany jako zdroj energie, ale také pii syntéze strukturalnich lipidii rychle se vyvijejiciho
mozku. Intenzita transportu a utilizace glukdzy stoupd az s relativné vysokosacharidovou dietou
po odstaveni, kdy respiracni kvocient roste az k hodnoté dospélych. V souvislosti se zménami

dostupnosti substrati dochazi v pribéhu vyvoje také na bunécné trovni k postupné zmeéné
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zastoupeni enzymu a pienaseci. MCT-1 je hojn¢ zastoupen v Casné fazi vyvoje, pozd¢ji
se zvySuje vyskyt GLUT-3 1 GLUT-1. Aktivita PDH, dalSich enzymi oxidativniho
metabolismu glukézy a MAS je béhem kojeneckého obdobi nizka. Naproti tomu vysoka
aktivita enzymii metabolismu ketolatek tvofi typicky vyvojovy vzorec tohoto obdobi,
po odstaveni postupné klesa na tfetinu az ¢tvrtinu maxima. Piestoze je v Casném vyvojovém
obdobi energie kryta predev§im oxidaci laktatu a ketolatek, dodavka glukdzy je zcela
nepostradatelna. Ve vyvijejicim se mozku jsou totiz vysoké naroky na tvorbu ribdza-5-fostatu
a NADPH v PPP a uhlikaty skelet glukdzy je zaClenovan do strukturalnich lipida. Lokalni
utilizace glukdzy v mozku signifikantné koreluje s postkoncepénim vékem a ziskanim novych
neurologickych schopnosti (McKenna M. C. et al., 2006; Erecinska M. et al., 2007).
Alternativni zdroje energie vyuzivané dospélym mozkem

Alternativni energetické substraty miize v urcité mife vyuzivat také dospély mozek,
ktery disponuje vSemi enzymy potiebnymi pro utilizaci monokarboxylovych kyselin, laktatu
a ketolatek. Neurony za normalnich okolnosti spotiebovavaji cca polovinu dodané glukdzy,
druhou polovinu astrocyty. Vzhledem k vétsi potfebé energie neuront nez glie (viz vyse) je
ziejmé, Ze predevsim neurony vyuzivaji i jiné substraty (Proia P. et al., 2016).

Laktat je moZny substrat energetického metabolismu 1 pfi dostatku kysliku, koncentrace laktatu
v krvi je cca 10x vys§i neZ koncentrace acetatu. Fyziologicky kryje laktat cca 812 %
energetickych potieb mozku, pfi vzestupu laktatémie nebo pii hypoglykémii az 25-60 %
(De Feyter H. M. et al., 2013; Brooks G. A., 2018; Riske L. et al., 2017; Gallagher C. N. et al.,
2009). Nekteré zdroje dokonce uvadéji, ze laktat je v mozku koneénym produktem glykolyzy
a hlavnim energetickym substratem (Schurr A., 2006). Mozek patii ke tkanim, které produkuji
pomérné zna¢né mnozstvi laktdtu: u zdravého normoxického jedince produkuje mozek
pfiblizné¢ 50 pmol/min laktatu (Van Hall G. et al., 2009). Kromé& metabolické role je
diskutovana také signdlni funkce laktatu v mozku (napt. pfi regulaci stresové odpovedi
a lokalniho pritoku krve), stejné tak mozZnost, Ze prave laktat je latkou zprostredkujici pozitivni
vliv cviceni v mnoha fyziologickych i1 patologickych stavech, vcetné starnuti mozku
a neurodegenerativnich onemocnéni. Laktatu je pfipisovana uloha v procesu uceni, vnimani
koncentrace glukézy v krvi hypothalamem, regeneraci mozkové tkané po traumatu nebo
udrzovani myelinizace (Proia P. et al., 2016; Domenech-Estevez E. et al., 2015; Schurr A.,
2006; Bergersen H. L., 2015; Dienel G. A., 2017; Mosienko V. et al., 2015). Vysoka
koncentrace laktatu v séru byla popsana jako neinvazivni biomarker mozkovych tumort

(Bharadwaj S. et al.,, 2015). Podani hypertonického roztoku Ilaktdtu ma piiznivy
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hemodynamicky a metabolicky efekt, je mozné vyuzit jako antiedematozni a vazodilatacni
1é¢ba po poranéni mozku, pti periopera¢ni ochrané mozku a dalSich akutnich stavech (Bouzat

P., 2014; Ichai C. et al., 2009).

Za normalnich okolnosti je oxidace ketoldtek minimalni, arteriovendzni diference je
zanedbatelnd. AvSak mozek ketolatky zvySen¢ utilizuje pii prolongovaném hladovéni, kdy je
dodavka sacharidli nedostatecna a dochazi ke vzestupu koncentrace ketolatek v krvi. V radmci
adaptace cca po 3 tydnech bez adekvatniho pfisunu energie, dokdze mozek kryt az 50 %
energetické potieby oxidaci ketolatek (Robers E. L. Jr., 2007). Obdobné pfi ketotickych stavech
jiné etiologie, jako je dekompenzovany diabetes mellitus, intenzivni cviceni, vysokotukova
nebo ketogenni dieta, mohou ketolatky kryt velkou ¢ast energetické potieby mozku. Byl popsan
neuroprotektivni efekt ketolatek, které zvysuji hladinu glutathionu (Romano A. et al., 2017).

Je Siroce roz$ifen ndzor, Ze mitochondrie dospélého mozku MK neoxiduji, nicméné nékteré
recentni studie (Panov A. et al., 2014; Schultz J. G. et al., 2015; Dienel G. A., 2018) uvadi,
ze mozek za urCitych okolnosti (prolongované hladovéni, dekompenzovany diabetes nebo
ketogenni dieta) mize v omezené mife vyuzivat MK jako energeticky substrat. Transport MK
ptes HEB je mozny jak difuzi, tak prostfednictvim pienaseci FATP. Kromé B-oxidace
v mitochondriich se na metabolismu vétvenych MK a MK s velmi dlouhym fetézcem podileji
peroxisomy, poruchy mozkové peroxisomalni a-oxidace jsou spojeny s mozeckovymi defekty
vliv MK s kratkym a se stfedné dlouhym fetézcem a polynenasycenych MK (Romano A. et al.,

2017; Lei E. et al., 2016; Byrne C. S. et al., 2015; Belkouch M. et al., 2016).

Jako dalsi energeticky substrat mize mozek vyuzit i AMK. Glu, Gln, aspartat a GABA mohou
byt pii nedostatku glukozy utilizovany jako energetické substraty. Gln se pfeméni na Glu
glutamindzou, Glu vstupuje po transaminaci na a-ketoglutarat do CKC. Uhlikaty skelet
glutamatu opousti CKC jako malat nebo oxalacetat a tvoii prostfednictvim MDH nebo
fosfoenolpyruvat karboxykindzy a pyruvatkinazy pyruvat, a nasledné do néj opét vstupuje jako
acetyl-CoA a muze byt kompletné oxidovan. Cast citratového cyklu od a-ketoglutaratu
k oxalacetatu poskytuje vétSinu redukénich ekvivalentt, resp. cca 75 % energie v porovnani
s kompletnim CKC. Tato metabolickd cesta oznaCovéna jako ,,pyruvate recycling pathway*
tvofi pyruvat z intermediati CKC, a umoziiuje také produkci NADPH. Je aktivovéana ptedevSim
pfi hypoglykémii a pfi oxida¢nim stresu, kdy mize byt vétSina pyruvatu produkovana touto

cestou (Cerdan S., 2017; Amaral A. J. etal., 2011).
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Ve vysoké mife vstupuje do mozku leucin, ktery miize byt pfeménén na 3-hydroxybutyrat
a nasledné oxidovan (McKenna M. C. et al., 20006).
Dodavka kysliku do mozku

Mozkové buniky jsou pro udrzeni strukturdlni a funk¢ni integrity absolutné zavislé také
na plynulé dodavce kysliku cirkulaci. Extrakce O2 z arteridlni krve v mozku ¢ini 50-70 %,
tzn., Ze zlistdva jen mala rezerva. V mozku je pouze minimalni zasoba kysliku, neni pfitomen
myoglobin. Pfi zvySeni pozadavkl na dodavku kysliku tak musi dojit ke zvySeni lokdlniho
prutoku krve (CBF), ten se v§ak mize zvysit pouze v omezené miie (Butterworth R. F., 2006).
Zvyseny CBF odpovidd maturaci dané oblasti v ontogenetickém vyvoji, u dospélych je
cca 3,3 ml/100 g/min, coz ¢ini 20 % celkové spotieby O» (Dienel G. A., 2018). Pfi hypoxii nebo
ischémii koncentrace ATP a PCr v mozku klesa, coz vede ke snizeni funkce aktivnich iontovych
pfenaSecl, predevSim Na,K-ATPdzy, a tim k poklesu transmembranového gradientu,
depolarizaci membran, otevieni napétové fizenych iontovych kandli a extracelularnimu
nahromadéni neurotransmiterti. Dochazi k poklesu pH (hodnoty v ischemické oblasti jsou
6,8-6,2), coz prohlubuje poruchu funce proteinii, véetné¢ Na,K-ATPdzy. Porucha endotelu
a astrocytd tvoficich HEB vede ke zvySenému priniku cytokinii a imunokompetentnich bunék,
rozvoji zénétu a vzniku vazospasmil a trombl potencujicich ischémii. Kaskada téchto dé&jt

nakonec vede ke smrti buniky (Butterworth R. F., 2006; Busl K. M., Greer D. M., 2010).
Prenos redukénich ekvivalentii do mitochondrie, citratovy cyklus

Ptenos redukc¢nich ekvivalenti do mitochondrii je v mozku zajiStovan ve znacné mife
glycerol-3-fosfatovym c¢lunkem, ktery umoznuje transport NADH proti koncentra¢nimu
gradientu. Aktivita MAS roste béhem vyvoje, paralelné€ se synaptogenezi. Je signifikantné vyssi

v neuronech oproti astrocytiim, coz koresponduje s ucasti tohoto ¢lunku pii syntéze Glu.

Pyruvatkarboxyldza je ptitomna ptredevSim v astrocytech. Vzhledem ke kontinudlnimu
uvoliiovani neurotransmiteri neurony (nebo oxidaci Glu na CO; a H;0), je karboxylace
pyruvatu na oxalacetat v astrocytech a doddvka neurontim nezbytna pro doplnéni CKC neuroni.
MDH je ptitomna jak v mitochondriich, tak v cytosolu neuront i astrocytl. Predstavuje urcité
rozcesti metabolickych cest, protoZe mitochondridlni MDH,, mize sméfovat metabolismus
cestou CKC nebo cestou MAS. Uptednostnéni jedné z cest je dano asociaci MDH,, s riznymi
enzymy do ptechodnych multienzymovych komplexti (metabolonll) v zavislosti na redoxnim
stavu buiiky a koncentraci klicovych metabolitii v mitochondrii (Malik P. et al., 1993). Citrat

je syntetizovan predev§im astrocyty, koncentrace citratu v mozku je relativné vysoka
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(0,4 mmol/l v likvoru) (McKenna M. C. et al., 2006). Astrocyty jsou schopny uvolnit velké
mnozstvi citratu, a tak vyznamné up-regulovat glykolyzu (McKenna M. C. et al., 2006).

Metabolismus ATP

V udrzovani hladiny ATP v mozku hraje vyznamnou roli PCr. Koncentrace PCr v mozku je
vyssSi nez koncentrace ATP, aktivita CK, resp. izoenzymu specifickych pro mozek (CK-BB
a uMtCK) je extrémné vysoka a koncentrace kreatinu je v mozku vyssi nez v plazmé (McKenna
M. C. et al., 2006; Béard E., Braissant O., 2010). Kreatin je transportovan do mozku ptes HEB
specifickym prenase¢em SLC6A8 (Ohtsuki S. et al., 2002) a také v mozku intratékalné
syntetizovan (Tachikawa M. et al., 2004; Béard E., Braissant O., 2010). Deficit kreatinu je
doprovazen neurologickymi pfiznaky, jako je mentdlni retardace, epilepsie a autismus.
O kreatinu se nov¢ také uvazuje jako o neuromodulétoru a neurotransmiteru, jehoz podadni mtize
stabilizaci mitochondrialnich funkci puasobit protektivné u pacientd s neurodegenerativnimi
chorobami (Béard E., Braissant O., 2010; Tachikawa M., Hosoya K., 2011). Naproti tomu
akumulace kreatininu, ktery vznika z kreatinu spontanné, je podkladem uremické encefalopatie;
v HEB i HLB existuje u¢inny transportni efluxni mechanismus kreatininu (Tachikawa M.,

Hosoya K., 2011).

Koncentrace ATP v mozku je za normalnich podminek vysoka a reprezentuje sumarni vysledek
velmi rychlé syntézy a spotieby ATP. Primérné polovina vSech termindlnich fosfatovych
skupin je obménéna pfiblizné¢ za 3 sekundy, v nékterych oblastech mozku je obrat ATP

pravdépodobné jesté mnohem rychlejsi (McKenna M. C. et al., 2006).

3.7 Bariéry mezi krvi, likvorem a tkani CNS

Neurony komunikuji pomoci elektrickych a chemickych signalii. Pfesna regulace lokélniho
mikroprostfedi v okoli axond a synapsi je tedy kritickym mistem pro udrzeni spolehlivé
neuralni signalizace. Kdekoliv jinde v organismu dochazi k vykyvim sloZeni extracelularni
tekutiny (ECT), zvlasté po jidle, cviceni nebo napt. pti stresu. Podobnd zména ve slozeni
intersticidlni tekutiny v centrdlnim nervovém systému muze vést k nekontrolované mozkové
aktivité. Koncentrace mnoha latek, které plisobi jako neurotransmitery nebo ovliviluji prah

pro aktivaci synapsi, je v likvoru (CSF) udrZzovana niZsi nez v plazmé, viz tab. €. 2.
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Analyt Plazma CSF Jednotka
Na* 140 141 mmol/l
K* 4,6 2,9 mmol/l
Mg 1,7 2,4 mmol/l
Cl 101 124 mmol/l
HCO* 23 21 mmol/l
pH 7,4 7,3 _
Glukoza 5,0 3,0 mmol/l
Glutamat 83 1,79-14,7 pmol/l
Albumin 42 0,192 g/l

IgG 9,87 0,012 g/l
Transferin 2,6 0,014 g/l
Plazminogen 0,7 0,000025 g/l
a-2-makroglobulin | 3 0,0046 g/l
Cystatin C 0,001 0,004 g/l

Tabulka ¢. 2: Koncentrace vybranych analyt v plazmé a likvoru — pfevzato z (Abbott N.

J. etal., 2010)

V kontrole sloZeni lokalniho mikroprostredi hraji hlavni roli bariéry mezi krvi, likvorem a tkani

CNS. Jsou formovana tfi

hemato-likvorova bariéra (HLB) a encefalo-likvorova bariéra, viz obr. €. 9.

klicovd rozhrani:

hemato-encefalicka bariéra

( ) krev

et b ) buiiky kapilimiho endotelu

o o

(B) o

BN BN BN BN B fenestrované buiky kapilarniho endotelu

mmm buiiky choroidaniho plexu

CSF tight junction

ependym

horni
sagitdlni sinus

choroidilni plexus

postranni komora
1L komora

IV. komora

centrdlni kandl misni

dura mater

arachnoidalni kik

(c) subdurélni prostor

™) arachnoidalni buiky

tight junction

pia mater

e

(HEB),

Obrazek €. 9: Bariéry v mozku — pievzato a upraveno podle (Abbott N. J. et al., 2010)

a) hemato-encefalicka bariéra, b) hemato-likvorova bariéra,

ECF = extracelularni tekutina, ECT
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Ve vsech tfech rozhranich je bariérovd funkce postavena na kombinaci tfi mechanismii:
fyzikalni bariéry (tésné spoje mezi buitkami zabranujici paracelularnimu transportu latek),
transportni bariéry (existence specifickych transportnich mechanismi) a metabolické bariéry
(enzymy metabolizujici prochazejici molekuly).

Pivodni koncepce bariér rigidné oddélujicich struktury mozku od zbytku téla je dnes jiz
piekonana. Podle soucasnych znalosti bariéry umoziuji selektivni vstup a vystup humoralnich
faktort a buné€k, regulovany dle aktualnich potieb pfi fyziologickych i patologickych situacich.
Zakladni funkci bariér je tedy udrzeni stabilniho mikroprostfedi, ochrana tkané¢ CNS
pred riznymi Skodlivymi noxami, v€etné mikroorganismd, a zéroven selektivni prunik latek
pro mozek potiebnych a odtok odpadnich produkti metabolismu. Dysfunkce bariér mize byt
pti¢inou nebo nasledkem fady onemocnéni CNS (roztrousend sklerdza, neuromyelitis optica,
hypoxie, ischémie a edém mozku, zanét, traumata CNS, Parkinsonova choroba, Alzheimerova
choroba, epilepsie, nadory, glaukom, lysozomalni sttddava onemocnéni, amyotroficka lateralni

skler6za a dalsi) (Abbott N. J. et al., 2010; Hawkins B. T., Davis T. P., 2005).

3.7.1 Hemato-encefalicka bariéra

Mozkové kapilary jsou obklopené vybézky astrocytl (pedikly) a pericyty (mikroglidlni bunky
regulujici prisvit kapilar, mohou mit schopnost fagocytdzy). Astrocyty zprostiedkuji kontakt
mezi endotelem a nervovymi synapsemi. V perivaskuldrnim regionu se vyskytuji také imunitni

bunky. Cely komplex tvofti tzv. neurovaskularni jednotku (Pitha J., 2014).

HEB je strukturdlné tvofena endotelem kapilar, bazalni membranou a vrstvou astrocytl
a pericytd. Endotel mozkovych kapilar se li§i od endotelu jinych organd: neobsahuje
transcelularni pory a fenestrace, endotelové buiiky jsou navzajem spojeny tésnymi kontakty
(tight junction) a je zde velmi nizka aktivita pinocyt6zy. Extrémné t€sné spojeni v tight junction,
na kterém se na molekularni irovni podileji specifické proteiny (okludiny, klaudiny, kadheriny,
junkéni adhezivni molekuly a dal$i), brani paracelularnimu pohybu polarnich molekul rizné
velikosti. Tésné spoje endotelu tak udéluji HEB vlastnosti kontinualni bunééné membrany.
Faktory omezujici vstup latek do mozku jsou: velikost polarniho povrchu (PSA >80 A2),
tendence tvofit vice vodikovych vazeb (>6), negativni ndboj a molekulovd hmotnost
(> 450 Da), HEB je hlavni ptekézkou vstupu hydrofilnich sloucenin a slou¢enin s vysokou
molekulovou hmotnosti nebo nabojem. Pienos potiebnych hydrofilnich solutii a nutrienti je
umoznén piitomnosti selektivnich prenaSect. Selektivni vyména latek mulze probihat

na obrovské plose cca 12—-18 m? (Abbott N. J. et al., 2010; Liebner S. et al., 2008).
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Buiiky asociované s mozkovymi kapildrami mohou prostiednictvim uvolnéni vasoaktivnich
latek a cytokini modifikovat permeabilitu HEB dle aktualnich podminek. V nékterych
oblastech dospélého mozku (hypofyza, epifyza, cirkumventrikuldrni organy) neni HEB plné
vyjadiena vzhledem k pfitomnosti chemorecepcnich zon a regulaci uvoliiovani hormont
(Abbott N. J. et al., 2010). V obdobi kratce po narozeni, kdy jest¢ nezrala HEB umoziiuje
ve vy$si mife vstup mj. imunitnich bunék, jsou pravdépodobné dokoncovany procesy vedouci
k autotoleranci struktur nervové soustavy (Krejsek J. et al., 2016). Nezrala HEB u novorozenct
vSak také umoziuje prunik latek, jejichz vstup do mozku je u dospé€lych vyznamné omezen,
napi. bilirubinu, coz je podkladem encefalopatie pii novorozenecké hyperbilirubinémii
(jadrovy ikterus, kernikterus).

Nékteti autotfi odliSuji od HEB bariéru hemato-miSni a hemato-neuralni s mirné odliSnymi

vlastnostmi (Pitha J., 2014).

3.7.2 Hemato-likvorova bariéra

HLB je tvofena v mozkovych komorach endotelem kapilar, bazdlni membranou a epitelem
choroidalnich plexd. Na strané¢ obracené¢ smérem k likvoru je povrch epitelu choroidalnich
plext zvétSen pritomnosti vybezkl — tzv. mikrovili. Funkci bariéry piebiraji v HLB predevsim
epitelové bunky, endotelové buiiky jsou fenestrovany a relativné prostupné. Spojeni mezi
epitelovymi bunikami je tésné (tight junction), ale prostupnéjsi nez v endotelu HEB. Transportni
mechanismy jsou obdobné jako u HEB, rozdily v transportu latek jsou pfedevsim kvantitativni.
Likvor je secernovan ptes epitelidlni bunky choroidalniho plexu do mozkovych komor
(cca 60 % CSF, zbylych 40 % je tvofeno piestupem intersticialni tekutiny z mozkové tkang),
slozeni likvoru je tak urCovéno ptedevsim HLB. Celkovy objem CSF u dospélého je
100—150 ml, likvor je 3—4x za den kompletné vyménén. CSF cirkuluje z postrannich komor
do III., pak IV. komory mozkové, dale do cisterna magna a subarachnoidalniho prostoru, a je
absorbovan prostfednictvim arachnoidalnich klki (Pacchioniho granulace) do vendznich
sinusti. Likvor obklopujici mozek a michu udé€luje systému pruznost, rehydratuje mozek
a michu, snizuje hmotnost mozku a chrani pied poranénim a prudkymi vykyvy tlaku a teploty.
Vzhledem k rozdilné propustnosti bariér miize byt likvor hlavnim zdrojem vstupu nékterych
latek do mozku. Drenazni funkci likvoru je odstraniovani nékterych latek z likvoru do krve

aktivnim transportem nebo prostfednictvim toku CSF se soluty do vendznich sind.

3.7.3 Encefalo-likvorova bariéra
Je tvofena vrstvou astrocytarnich vybézkl na povrchu mozku a michy (membrana limitans gliae

superficialis), nesouvislou bazdlni membranou, avaskuldrnim arachnoidalnim epitelem
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vystylajicim dura mater a ependymem v oblasti komor CNS. Z divodu nepfitomnosti cév
a relativné malého plosného rozsahu bariéry nedochdzi k vyznamné vymeéné latek mezi krvi
a CNS (Kandel E. R. et al., 2000). Neptitomnost tésnych spojit mezi ependymalnimi a pidlnimi
bunikami dovoluje volny paraceluldrni pohyb malych hydrofilnich molekul z CSF do mozku

a vice versa. Velké molekuly jako proteiny bariérou také prochédzeji, ale mnohem méné.

3.7.4 Transport pires HEB

Rzné transportni cesty ptes HEB jsou znazornény na obr. €. 10.

pasivni ABC SLC transcytéza: migrace
diftize prenasece prenasece receptorem zprostfedkovana bunék
adsorpci zprostiedkovana -
RMT AMT
_ il [ e o
I P
<
Pgp MRP1-5 4 aiig ¢ .
BRCP
' |
MRP1-5 ; .
-1-H |

v tucich rozpustne glukoza transferin kationizovany albumin T1: tigh
nepolarni molekuly aminokyseliny lipoproteiny histony X 'Ct;? t

nukleosidy glykosylované avidin Junction

monokarboxylové proteiny SynB,

kyseliny IgG

malé peptidy inzulin

volné mastné kyseliny leptin

organické ionty TNFa

Obrazek ¢. 10: Transportni cesty pies HEB — pievzato a upraveno podle (Abbott N. J. et al.,
2010)

Specifické prenaSece solutli (SLC) umoziiuji transcelularni transport konkrétnich latek. Exprese
téchto prenasecli miiZze byt polarizovana, tj. jsou pfitomny jen na lumindlni nebo abluminalni
stran¢ endotelu. SLC umoziuji usnadnénou diftizi (pasivni transport ve sméru koncentra¢niho
gradientu, kdy neni tfeba dodavka energie). Aktivni transport (proti koncentraénimu spadu
s nutnou dodavkou energie) vyzaduje specifické uspotadani prenasect: aktivni ptrenasSec je
pouze na jedné strané buriky a je asociovan s pasivnim transportnim systémem na druhé strané
buiky (latky pfendSené aktivnim systémem se kumuluji uvnitt buniky a nésledné buiku
opoustéji usnadnénou difuzi po koncentratnim gradientu). Mnozstvi pfenasecti muze byt
down/up regulovano nabidkou substrati, zménou teploty a pH nebo hormondlné, jak
pfi fyziologickém ontogenetickém vyvoji, tak pii patologickych stavech (Abbott N. J. et al.,
2010; Dienel G. A., 2018).

Transport glukozy a laktatu

Hlavni SLC ptenasec¢ v HEB dospélého mozku je GLUT-1 pro ptenos glukdzy s transportni
rychlosti 700 nmol/g/min (Albers R. W. et al., 2012) Velmi vysoka transportni rychlost
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potvrzuje dulezitost glukdzy pro mozek, jiné substraty jsou pienaSeny rychlosti mnohem nizsi.
V mens$i mife je v mozku také zastoupen dal$i na inzulinu nezavisly pfenase¢ glukozy,

GLUT-3 (Murray R. K., 2012).

GLUT-1 je stereospecificky, extrakce D-glukézy je cca 100x vyssi nez L-glukézy. Kapacita
tohoto prenasece postacuje pro transport 2—3x vét§iho mnozstvi glukozy, nez je za normalnich
okolnosti v mozku metabolizovano. Transport glukozy pies HEB roste se stoupajicim pH
(Albers R. W. et al., 2012). Pti hypoglykémii dochazi k zvySené expresi GLUT-1 transportéru,
o efektu chronické hyperglykémie u diabetikti jsou kontroverzni zpravy (Prasad S. et al., 2014).
Inaktivaéni mutace GLUT-1 je podstatou zavaznych onemocnéni jako je détskd rezistentni
epilepsie a mentdlni retardace. Syndrom GLUT-1 deficience (GLUTI1DS) je relativné vzacna
forma encefalopatie, kterd vznikd na podkladé¢ mutace v SLC2A1 genu. Syndrom ma velmi
variabilni fenotyp, k manifestaci dochazi vétSinou v kojeneckém obdobi, vyjimecné
se vyskytuje adultni forma s minimalnimi pfiznaky. Pfi v€asném rozpoznani je onemocnéni
dobte lécitelné ketogenni dietou. Charakteristickym diagnostickym znakem je hypoglykorachie

pfi normoglykémii a normélnim dal§im nalezu v likvoru (Aulické S. et al., 2018).

Ptenasece SGLT-1 a SGLT-2 jsou popisovany typicky v epitelu stfeva a proximalniho tubulu
ledvin, oba jsou vSak pravdépodobné také exprimovany v HEB (Elfeber K. et al., 2004; Enerson
B. R., Drewes L., 2006). SGLT umoziiuje pienos glukozy sekundarné aktivnim transportem.
Hnaci silou je koncentraéni gradient Na®, ktery vytvaii Na', K -ATPdza za spotieby ATP
na bazalni stran¢ bunky, glukéza je pfendsSena do bunky proti svému koncentracnimu gradientu
kotransportem s Na“. Vemula popisuje na zakladé pokust in vitro i in vivo zapojeni SGLT
ptedevsim pii hypoxiii/ischémii mozku a hypoglykémii (Vemula S. et al., 2008).

Ackoliv se v riznych zdrojich traduje, Ze laktat neni pfes HEB pienaSen (Racek J. et al., 1999)
jiné uvadgji, ze extrakce laktatu z arteridlni krve neni v mozku zanedbatelnd jak v klidu,
tak pfedevsim pfi vzestupu laktatémie (Knudsen G. M. et al., 1991; Quistorff B. et al., 2008;
Rasmussen P. et al., 2011; Van Hall G. et al., 2009). V HEB je zastoupena izoforma pienasece
MCT-1, kterd pfenaSi kontransportem s protonem pievazné laktat (transportni rychlost
60 nmol/g/min, influx 1 eflux laktatu), ale také pyruvat, 3-hydroxybutyrat, acetat, a nékteré
exogenni monokarboxylové kyseliny (napft. kys. salicylovou, benzoovou a dalsi). Transport je
stereospecificky (pro L-laktat), saturovatelny pii vysokych koncentracich, ovlivnitelny teplotou
apH (pti pH 6,0 je tiikrat vétsi nez pii pH 7,4), pfenasené slouceniny spolu kompetitivné soutézi
(Kido Y. et al., 2000; Halestrap A. P., 2012). Se snizujicim se pH se zvySuje neionizovana

frakce laktatu, ktera prostupuje HEB prostou difuzi, zvyseni transportu laktatu je vSak dano
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piedevsim aktivaci MCT. MCT-1 v HEB muze byt up-regulovan pii vysokych koncentracich
cirkulujicich ketolatek nebo laktatu (McKenna M. C. et al., 2006).

Pienos dalSich latek a bunék

Voln¢, prostfednictvim pasivni diftize (volny transport ve sméru koncentracniho spadu,
nevyzaduje dodavku energie) pfes HEB prochéazeji malé molekuly a lipofilni latky (O2, CO,
N20O, NHjs, etanol, nikotin, steroidni hormony, vétSina psychoaktivnich drog a néktera 1é¢iva).
Vstup téchto latek do mozku je limitovan pouze pritokem krve, u nékterych lipofilnich latek je
vSak zavisly na uvolnéni z vazby na transportni proteiny (napi. fenobarbital, fenytoin).
Permeabilita HEB je vétsi pro CO; neZ pro H', tzn. pH intersticialni tekutiny mozku odrazi
spiSe pCO; krve nez pH krve (Albers R. W. et al., 2012). Voda prostupuje prostou difuzi

dle osmotického gradientu, transport je posilen kanaly aquaporint.

ABC transportéry, napt. P-glykoprotein a BCRP, aktivné ,,pumpuji* zpét do lumen cév (a tedy
ven z mozku) n€které lipofilni latky pasivné difundujici pfes HEB, piedevs§im xenobiotika nebo
endogenni neurotoxické metabolity. Ochraiiuji tak mozek pted potencialnim poSkozenim,
coz je pii omezené regeneracni kapacité plné diferencovanych neuronti zasadni (Abbott N. J. et

al., 2010; Pechnadova K. et al., 2006).

PrenaSece AMK se klasifikuji podle charakteru pfednostné transportovanych aminokyselin
a dalSich vlastnosti. Esencialni AMK mohou vstupovat do mozku velmi rychle, nékteré z nich
jsou vyuzivany jako prekurzory neurotransmiterd. Strukturalné podobné aminokyseliny mezi
sebou soutézi o vstup do mozku, vzestup plazmatické koncentrace jedné AMK tak muze

inhibovat transport ostatnich.

Vezikularni transport pfes HEB a HLB je velmi omezeny, neporuSené bariéry vyznamné
omezuji prostup makromolekul. Mnoho plazmatickych proteini by pfi volném priniku
do mozku mohlo zptsobit vazné diisledky (napt. protrombin, plazminogen, faktor Xa) (Abbott
N. J. et al., 2010). Nekteré proteiny a peptidy (inzulin, Fe-transferin, IGF, vazopresin, leptin,
IgG, TNFa a dalsi) jsou pfes HEB transportovany prostfednictvim vazby na specifické
receptory, receptorem zprostiedkovanou transcytézou (RMT). Polykationické proteiny
a lektiny jsou transportovdny nespecifickym procesem — adsorpci zprostfedkovanou
transcytozou (AMT), kdy dochazi k vazbé pozitivné nabitych proteinii a peptidll s negativné
nabitymi cukernymi zbytky membranovych glykoproteinli a proteoglykant (glykokalyx).
Kapacita AMT je vétsi (neni limitovand poctem receptoril), kationizace proteinti zvySuje
prostup proteinti do mozku. Pro oba typy transcytézy je zasadni separace transportni cesty

od degradace v lyzozomech, coz je unikatni vlastnosti HEB (Nag S., Begley D. J., 2005).
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Tonty jsou sméfiovany mezi krvi a mozkem velmi pomalu. Intravendzn& podané K je
kompletné sménéno se svalem jiz za 1 h, vyména s mozkem je jen z poloviny dokoncena
za 24-36 h (Albers R. W. et al., 2012). Zmény kalémie maji jen vemi maly efekt na koncentraci
kalia v likvoru 1 v mozku, dokonce i pii velmi vysoké kalémii zlstava koncentrace v likvoru

v referencnim rozmezi (Slavik V., Dolezal T., 2012).

HEB mohou prochazet i buiiky. Fyziologicky probiha transport imunocytti pies endotel HEB
bez poruseni tésnych spojl, diapedézou piimo pies cytoplazmu endotelovych bunék. Pti zanétu
se vSak tésné spoje rozvolnuji a bunky prostupuji jak transcelularné, tak paracelularné
(Konsman J. P. et al., 2007). Indukce zvysSené propustnosti HEB se ucastni fada molekul:
zénétlivé cytokiny (IL-1, IL-6, TNFa), leukocytarni adhezni molekuly, vazoaktivni bilkoviny
a matrix metaloproteindzy a jejich inhibitory (Larsen J. M. et al., 2014).

3.8 Imunitni reakce

Vsechny buiiky naseho téla dokdzi identifikovat signdly ,,vnéj$iho nebezpeci* spojené s infekci
patogennimi mikroorganismy (tj. vzory PAMP) nebo signaly ,,vnitiniho poskozeni® (tj. vzory
DAMP) pomoci specifickych receptorti, tzv. receptorii rozeznavajicich molekulové vzory
(PRR). PRR jsou vyjadieny na membranach bunck, n€které 1 nitrobunécné nebo jsou v solubilni
formé v télnich tekutinach. Jsou ¢lenény do riiznych rodin a vazou obrovské spektrum
nejruznéjSich molekul. V nejvétsi pestrosti a denzité jsou PRR exprimovany na buikéach
vrozené (nespecifické) imunity (Tacheuki O., Akira S., 2010).

Piirozené bariéry a nespecificka imunita

Jako prvni se do obranné reakce zapojuji pfirozené obranné bariéry (kize, sliznice, HEB)
a jejich fyziologické funkce, v€etné osidleni pfirozenou mikrobiotou. Pokud epitelové bunky
bariér identifikuji signaly nebezpeci/poskozeni a uvoliiuji cytokiny, dochézi k prvni ving tvorby
interferont. Pfi priniku patogent ptes epitel se zapoji dal§i vrstva imunitniho systému —
nespecificka imunita.

Buiikkam nespecifické imunity je spole¢nd schopnost vycestovavat do tkani a fagocytovat,
tj. identifikovat, pohltit a rozlozit ¢astice o velikosti nad 0,5 pl. Fagocyty Skodliviny likviduji
(neutrofily, eozinofily) nebo také zpracovavaji a prezentuji antigen (dendritické bunky,
monocyty, makrofagy).

Neutrofily tvofi cirkulujici pool fagocytujicich bun€k, mohou vSak v ptipadé potieby
vycestovat do tkani. Fagocytuji pfedevS§im mensi Castice, napi. extracelularni bakterie. Maji

kratky zivotni cyklus, ale jsou tvofeny ve velkém mnozstvi. Monocyty pfestupuji prubézné
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z krve do tkani, kde jsou ptipravené k imunitni reakci jako tkanové makrofagy. Fagocytuji také
vEtsi Castice, erytrocyty, krystaly hematoidinu, intracelularni bakterie a plisné, vlastni mrtvé
nebo zménéné bunky, bunécny detritus nebo imunokomplexy. Fagocyty migruji ve sméru
gradientu endogennich nebo exogennich chemotaktickych pisobki do mista zanétu (Freeman

S. A., Grinstein S., 2014; Underhill D. M., Goodridge H. S., 2012).
Oxidacni vzplanuti

RozliSujeme dva zplsoby nitrobunééného zabijeni: mechanismy na kysliku nezavislé
a na kysliku zavislé. Do prvni skupiny se fadi lysozym, laktoferin, defenziny a katelicidiny,
lyzozomdlni enzymy, nizké pH a dalsi. Fylogeneticky mladS$i mechanismy vyuzivaji kyslik
pro tvorbu fady baktericidnich VKR v procesu zvaném oxidaéni (respiracni, metabolické)
vzplanuti (Slauch J. M., 2011; Forman H. J., Torres M., 2002; Tung J. P. et al., 2009; Krejsek
J. etal., 2016); viz obr. C. 11.
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NADPH € NADPH + 20, — NADP* + H* + 20,
~J ; :

0,”

superoxidovy

aniont
Fentonova reakce:

superoxid
\
Fe’* + H,0,—Fe*" + OH + "OH
myelo- \J 3+
-\ ’Fe

superoxiddismutaza
20, + 2H*—H,0, + O,

H,0, + CI” + H* cr
myeloperoxidaza ¥ ‘OH
+~HCIO + H,0 hydroxylovy
radikal I oH'
hydroxylovy

aniont

o

v

H.,0, + HCIO —H,0 + H* + CI” + 'O,

R,NCI
RNCI,
biogenni
chloraminy

I.oz
singletovy
kyslik

Obrazek €. 11: Oxidaéni vzplanuti — pfevzato a upraveno podle (Krejsek J. et al., 2016)

Oxidacni vzplanuti je determinovdno enzymovou vybavou fagocytl. Nejprve aktivovana
NADPH-oxiddza v membrané fagocytli pfenasi elektron z NADPH na molekulovy kyslik
a vzniké superoxidovy radikal O, . Ten v kyselém prostiedi (ve fagolyzozomu) ptimo generuje

peroxid vodiku, v neutralnim a alkalickém prostiedi (v zivocisSnych tkanich) je reakce
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katalyzovana superoxiddismutazami. Peroxid vodiku ma slabé cidni ucinky, ale je schopen
prostupovat pies bunécné membrany, stejné¢ jako <O, . Dale myeloperoxiddza konvertuje
peroxid vodiku a chloridové ionty na siln¢ baktericidni kyselinu chlornou. HCIO reaguje
s aminoskupinami proteint za vzniku baktericidnich biogennich chloraminti, mize byt zdrojem
také vysoce reaktivnich hydroxylovych radikalti *OH v reakci s *O>~ (Nauseef, 2014). Peroxid
vodiku vytvaii s *O,” v pfitomnosti ionti Fe*" nebo Cu?" rovnéz «OH (Fentonova reakce).
Singletovy kyslik 'O miiZze vznikat ze superoxidu, peroxidu vodiku nebo «OH (Jilek P., 2008;
Krejsek J. et al., 2016). Velky vyznam ma také oxid dusnaty vznikajici z L-argininu za katalyzy
inducibilni NO-syntazy. Kromé cytotoxické funkce se NO podili napt. v signaliza¢nich drahach
pro vazorelaxaci a neurotransmisi (Kiss J. P., 2000; Vincent S. R., 2008; Lorenz M. et al., 2003;
Sun H. X. et al., 2012). VKR maji enormni potencidl na jedné strané likvidovat infek¢ni agens,
na druhé strané poskozovat vlastni buiky a tkdn¢ (Krejsek J. et al., 2016). Proces
mnohonasobného zvyseni tvorby VKR cca 30 min po zacatku fagocytdézy vyzaduje rychlé
dodani zna¢ného mnozstvi energie a je spojen s vysokou spotiebou kysliku a zvysenou aktivitou

PPP (Chapel H. et al., 2018).
Molekuly HLA

Aktivované makrofagy a zejména dendritické bunky béhem migrace do spadovych
sekundarnich lymfatickych organti zpracovavaji fagocytovany material do imunogennich
peptidi o 5-8 aminokyselinach, které vystavi prostiednictvim molekul HLA na povrchu burky.
HLA L. tfidy jsou na povrchu vSech jadernych bunék a prezentuji vlastni antigeny, HLA II. tfidy
jsou na povrchu imunocytl a prezentuji primarn¢ antigeny cizi. Prezentaci antigenu
T-lymfocytim se imunitni reakce rozviji na specifické slozky imunitniho systému. Bunky
prezentujici antigen plisobi na ostatni buiiky také humoralné svymi cytokiny. Nékteré cytokiny
maji 1 systémové ucinky, napf. IL-1 pisobi jako endogenni pyrogen, IL-6 aktivuje
v hepatocytech syntézu bilkovin akutni faze (Howell, 2013; Adiko A. C. et al., 2015).

Polarizace T-lymfocytu

Vazba antigenu spolu s kostimulaénimi interakcemi v optimalnim mikroprosttedi ptislusnych
cytokinil vede k aktivaci, proliferaci a klonalni expanzi lymfocyti. Lymfocyty se na zakladé
,mobiliza¢niho planu“ od bun¢k nespecifické¢ imunity (tj. informace o konkrétnim nebezpeci
prostfednictvim prezentovaného antigenu a cytokinového mikroprostiedi) funkéné polarizuji
do specifickych subset s raznymi efektorovymi funkcemi (zatimco jiné subsety jsou

inhibovény) a samy se stavaji vyznamnymi producenty cytokini. Pomocné T-lymfocyty
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tak hraji v mechanismu adaptivni imunity klicovou roli, diferencuji imunitni odpovéd’ a reguluji

jeji pritbéh, viz obr. €. 12.
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Obrazek €. 12: Polarizace T-lymfocyti — pfevzato a upraveno z (Jilek P., 2008)

Pti infekci potencidlné nitrobunéénymi patogeny (viry, Mykobakterium, Listeria, Yersinia,
Brucella, Borrelia, Salmonella, Francisella, Aspergillus, Candida, Toxoplazma, Trypanosoma,
Plazmodium, Leishmania a dalsi) dochazi v prostfedi predevsim IL-12 preferen¢né k polarizaci
THO do Tul. Tul lymfocyty produkuji predev§im IL-2, IL-12 a INFy, aktivuji M1 makrofagy
(viz dale), potencuji expresi HLA II. tfidy, cytotoxickou reaktivitu specifickou (Tc-lymfocyty)
i nespecifickou (ILC a NKT bunky), maturaci B-lymfocytti a produkei protilatek tiidy IgG,
ktera opsonizuje patogeny a aktivuje komplement. Tyto patogeny tedy vyvolavaji pfredevSim
bunéény typ imunitni odpovédi. Dlouhodobd, chronickd expozice antigenim (pii infekci
bakteriemi nebo mnohobunécnymi parazity, pfedev§im helminty) nebo exogennim alergentim,
vede v prostiedi IL-4 k preferencni polarizaci THO do Tu2 subsetu. Tu2 lymfocyty produkuji
predevsim IL-4, IL-5 a IL-13, podporuji maturaci B-lymfocytl a produkci protilatek IgE, IgA
a IgGq, ptes navazani IgE degranulaci basofili a mastocytli, atrahuji eozinofily, stimuluji
peristaltiku GIT a tvorbu hlenu v dychacich cestach, aktivuji M2 subset makrofagti. Pfi tomto
typu imunitni odpovédi dominuje tvorba protilatek. Infekce extracelularnimi bakteriemi
(Streptococcus, Staphyloccocus, Neisseria, Haemophillus a dalSich bakterie), protozoarnimi
parazity nebo fungéalnimi agens indukuje v mikroprostiedi IL-6, IL-23 preferencni aktivaci

Tu17 subsetu. Tul7 lymfocyty produkuji IL-17, IL-21 a IL-22 s vyrazné prozanétlivymi ucinky
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piedevsim na nespecifickou imunitu — podporuji migraci a aktivaci neutrofilnich granulocyta
a makrofagu, diferenciaci novych neutrofilt v kostni dfeni, zvySuji bariérové funkce a produkci
antimikrobialnich proteinil, maturaci B-lymfocytt a produkei protilatek a potencuji systémovou
zanétlivou odpoved’ (Krejsek J. et al., 2016; Latha T. S. et al., 2014; Pellerin L. et al., 2014).
Vlastni bunky zménéné virovou infekci, oxida¢nim stresem nebo nadorovym zvratem jsou
eliminovany cytotoxickymi T-lymfocyty, anebo ILC a NKT buitkami pokud netvoii zadné
specifické bilkoviny nebo nemaji na povrchu HLA molekuly (rozpoznéavaji nadorové bunky
pies KAR, KIR receptory, FcR), ale také mohou indukovat aktivaci M1 makrofagt (Drake Ch.
G. et al., 2006; Benson M., Caligiuri M. A., 2014). V posledni dobé& byly vymezeny nové
funk¢ni subsety Twu lymfocyti a dalsi pravdépodobné budou nasledovat. Subset Tu22 je
aktivovany pii vystaveni organismu planarnim aromatickym slouceninam, subset Ty9
pti infekci parazity, pfedevs§im helminty (Krejsek J. et al., 2016; Kaplan M. H. et al., 2015).
Pro regulaci zanétlivé odpovédi a minimalizaci zanétu poskozujiciho jsou zésadni regulacni
T-lymfocyty, které se vyviji v misté¢ zdnétu soucasné s prozanétlivymi efektorovymi subsety.
cytokiny (IL-10, IL-35, TGFp), mohou modulovat efektorové mechanismy a spustit apoptézu
imunocytt (Jilek P., 2008; Krejsek J. et al., 2016).

Polarizace makrofagu

Podobna plasiticita jako u Tu bun¢k byla nalezena u cytotoxickych lymfocytl, makrofagi,
dendritickych bunék a dalSich imunocytl. Zjednodusené lze fici, ze existuji dva hlavni typy
aktivovanych makrofaglti (Mosser D. M., Edwards P. E., 2008; Gordon S., Taylor P. R., 2005;
Mills C. D., 2012). Pod vlivem INFy a ligand TLR vznikaji makrofagy typu M1. M1 efektivné
fagocytuji a degraduji zbytky odumfelych bun¢k a pohlcené mikroorganismy, jsou t€¢innymi
producenty reaktivnich slou¢enin kysliku, chloru a NO, maji vysokou expresi HLA II. tfidy
a antigen prezentujici kapacitu, produkuji prozanétlivé cytokiny. Podporuji tak dalsi rozvoj
zangtlivého procesu, aktivuji Tul lymfocyty a NK buiiky; zprostitedkovéavaji obranu predevsim
proti intracelularnim patogenim a nadorm. Buiiky typu M2 vznikaji z klidovych makrofagt
alternativni cestou pod vlivem cytokinii IL-4 a IL-13, k indukci M2 pfispivaji glukokortikoidy,
IL-10 a prostaglandiny. Hlavni funkci M2 je tlumeni zanétu, podpora hojeni, regenerace
aktivuji fibroblasty, napomahaji angiogenezi, chybi jim u¢inna schopnost prezentace antigenu.

Makrofagy M2 polarizuji imunitni odpovéd’ k Tu2; u€astni se obrany proti parazitim, alergie,
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infiltruji nddory (TAM) — svymi imunosupresivnimi vlastnostmi mohou pfispivat k podpote
jejich rastu (Hotejsi V., 2015; Italiani P., Boraschi D., 2014).

M1 a M2 se zasadné¢ lisi také metabolicky: zpracovanim argininu (v M1 tvorba baktericidniho
NO, v M2 ornitinu jako prekurzoru polyamind a kolagenu), metabolismem Zeleza a glukozy.
Makrofagy M1 pfi aktivaci prodélaji metabolicky pfesmyk k vysokému obratu glykolyzy,
coz umoznuje velmi rychlé spusténi energeticky naro¢ného oxidac¢niho vzplanuti, dokonce
eliminuji mnoZzstvi mitochondrii prostiednictvim mitofagie. Toto metabolické reprogramovani
buiikky se stejn¢ jako u nadorovych bunék oznacuje jako Warburgliv efekt. Fenotyp je
zprosttedkovan aktivaci HIF-1a a zahrnuje vzestup transkripce GLUT-1, HK Il a PFK-2 a tedy
vyrazng zvySeny glykolyticky flux, pficemz koneénym produktem je pievazné laktat (Ramond
E. et al., 2019). Nékteré intracelularni patogeny (napt. Legionella pneumophila, Chlamydia
trachomatis nebo Mycobacterium tuberculosis) maji schopnost indukovat M1 fenotyp
makrofagl k vytvofeni podptirného mikroprostiedi (Ramond E. et al., 2019). Naproti tomu
oxidativni metabolismus glukézy a mastnych kyselin makrofagii M2 poskytuje stabilni
dodavku energie pro tkaniovou remodelaci a reparaci. Polarizace makrofagt do ,,reduktivniho®
nebo ,,oxidativniho* modu s riznou produkei laktatu a rozdilnymi koncentracemi glutathionu
tak zasadné ptispiva k rozdilné funkci, mluvi se o konceptu ,,imuno-metabolismu* (Biswas S.

K., Mantovani A., 2012; Svachova V., 2013; Ramond E. et al., 2019).

3.8.1 Imunitni reakce v CNS

Mozek a micha jsou za pfispéni fady faktorii znacné segregovany od periferniho imunitniho
systtmu. K témto faktorim patii omezena prostupnost bariér pro imunoglobuliny,
imunomediatory a imunocyty, nedostatek lymfatickych cév a dentritickych bun¢k
v parenchymu mozku a nizké exprese HLA molekul (Muldoon L. L. et al., 2013). Na rozdil
od pomért v periferni cirkulaci jsou imunokompetentni bunky v likvoru fyziologicky pfitomny
pouze v omezeném poCtu k zajiSténi imunitniho dohledu, v pfevaze se vyskytuji bunky
specifické imunity — lymfocyty. Pfitomnost neutrofilnich granulocytt v likvoru a tkdni mozku
u purulentni meningoencefalitidy (Malipiero U. et al., 2006), bunck lymfocytarni tady
u serdznich zanéth (Mahadevan S. et al., 2007) nebo eozinofili u infekce helminty (Ferrari T.
C. et al,, 2008) vsak dokazuje, Ze imunocyty do tohoto prostoru pfi zanétu pronikaji, ackoliv
infiltrace je v porovnani s jinymi tkdnémi nizsi. Z divodu rigidniho kosténého ohraniceni
mozku je rozvoj otoku znacné nebezpecny; rozsahlejsi rozvoj zanétlivé reakce, predevsim
s oxida¢nim vzplanutim fagocytli, zhorSuje neuronalni dysfunkci a preziti pacienta (Berger J.

R., Koralnik I. J., 2005; Galea I. et al., 2007).
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Recentni studie diskutuji cesty vstupu imunocyti do CNS a molekularni podstatu rozvolnéni
bariér (Wilson E. H. et al., 2010; Williams J. L. et al., 2014), lokélni funkce jednotlivych
bunéénych linii, napt. indukei rozdilnych fenotypt mikroglie v rizném cytokinovém prostredi
obdobn¢ diferenciaci monocyti do M1 a M2 typu (Michelucci A. et al., 2009), a kooperaci
mezi nimi (Wilson E. H. et al., 2010; Muldoon L. L. et al., 2013). Jsou k dispozici moderni
vizualiza¢ni techniky jako MRI se superparamagnetickymi nanopartikulemi potazenymi
specifickymi protildtkami proti jednotlivym subtypiim imunocytti (Weinstein J. et al., 2010).
Imunocyty pronikaji pfes HEB a tvoii perivaskularni ,,manzety” kolem malych cév.
Perivaskularni prostor funguje jako specifické misto koordinace imunitni odpovédi (Wolburg
H. et al., 2005), lokélni (intratékalni) syntéza imunoglobulinti pochdzi z perivaskularnich
infiltratd lymfocyti B. V CNS operuje pouze omezeny pocet B-lymfocytd, protilatky maji
omezenou (oligoklondlni) heterogenitu, na rozdil od polyklondlnich imunoglobulinii v séru
(Bednarova J., Adam P., 2002).V intratékalni syntéze vétSinou nedochéazi k izotypovému

presmyku tvorby protilatek z tfidy IgM do tfidy IgG v subakutni fazi nemoci.

S nartistem vakcinace déti proti tfem zakladnim bakteridlnim neuropatogentim (H. influenzae,
S. pneumoniae a N. meningitis) narstd pomér seréznich meningitid. Nicméné u nékterych
sérotypti zminénych patogenti je efektivita ockovani nizsi, také u neockované ¢asti populace
zUstavéa bakterialni purulentni meningitida problémem. V Ceské republice byla v roce 2017
nemocnost bakteridlni meningitidou 1,0/100 000 obyvatel, nejvyssi ve vekové skuping
do 1 roku: 6,7/100 000 obyvatel (Zdravotnickd rocenka, 2018). Pacient s purulentni
meningitidou je bezprostfedné ohrozen na Zivoté, ¢asnd diagnostika a zahajeni antibiotické
terapie hraje klicovou roli. Klinické pfiznaky bakterialni i ser6zni meningitidy jsou obdobné,
kultivace je naro¢na na Cas a mnozstvi biologického materidlu a nedostatecné senzitivni,

k diferencialni diagnostice je tieba vysetfeni dalSich urgentnich biomarkert v krvi a likvoru.

3.9 Vysetreni likvoru

3.9.1 Cytologické vySetieni likvoru
Cytologické vysetieni provadime na tirovni kvantitativni (pocet bunék) a kvalitativni (celularni

skladba).

Kvantitativni cytologie se stanovuje ve Fuchs-Rosenthalové komtrce pii 200 ndsobném
zvétseni. V jedné Casti komulrky se hodnoti pocet erytrocytll v nativnim likvoru, v druhé casti
pocet leukocytll v likvoru obarveném kyselym nebo bazickym fuchsinem (zvyrazni jadra
leukocytl a rozrus$i membranu erytrocytit). Objem komurky nad plochou vymezenou vrypy je

3,2 ul, z toho divodu je mozné udavat pocet bunék v likvoru jako pocet elementil/3 pl.
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Diferenciace leukocyti na mononukledry (bunky s neclenitym jadrem, tedy lymfocyty
a monocyty) a polynukleary (s Clenitym jadrem, tj. granulocyty) je malo spolehliva a upousti
se od ni (Mrazova K. et al., 2017).

Pro kvalitativni cytologii je tieba zhotovit trvaly preparat bud’ cytosedimentacni technikou
(mé mensi zachyt bunék, ale je k buiikdm Setrné€jsi) nebo technikou cytocentrifugacni. Zakladni
barveni podle Pappenheima (May-Griinwald + Giemsa-Romanowski, MGG) umozinuje dobie
rozlisit jednotlivé bunécné tfady. Pro sledovani specifickych znakii (napt. prikaz lipidi,
trojmocného zeleza a dal$i) lze vyuzit specidlni barveni. Preparat se prohlizi cely pii 200 nebo
400nasobném zvétseni. Hodnoti se jak kritérium morfologické (ptitomné bunécné typy,
pfipadné¢ mikrobidlni patogeny, krystaly), tak funkéni (znamky aktivace a zastoupeni
aktivovanych forem).

Fyziologicky likvor

Fyziologicky likvor je oligoceluldrni, horni referen¢ni mez je u dospélych 10 leukocyti/3 pl
likvoru (3—4/ul), u novorozenct vzhledem k nezralosti bariér 60-90 leukocytii/3 pl (ke snizeni
poctu na Urovenl dospélych dochdzi cca béhem tifi mésici v€ku). Vyskytuji se pouze
mononukledrni bunky: z 65-80 % lymfocyty, méné ¢etné monocyty (ptiblizné v poméru 7 : 3),
je pfitomno do 10 % aktivovanych forem. Je mozny nalez ojedinélych bunék vystelky
likvorovych cest. Kvalitativni cytologie klasifikuje nalezy podle definovanych pravidel: jako
pleocytdza se nazyva zvyseni poctu leukocytil, oligocytdéza nalez normalniho po¢tu bunék,
ale patologické skladby. Ptivlastek je urCen pocetné pievazujici bunéénou linii (s vyjimkou
tumorodzni oligocytozy/pleocytozy pii jakékoliv pritomnosti malignich elementil) nebo znamek
aktivace: granulocytarni, lymfocytarni, monocytarni nebo tumordzni (Adam P. et al., 2003;
Adam P. et al., 2001; Kluge H., 2007; Slavik V., Dolezal T., 2012).

Lymfocyty

Bunky lymfocytarni fady tvofi velmi heterogenni skupinu zahrnujici buiiky specifické
i nespecifické imunity (B-lymfocyty, Tu lymfocyty, Tc lymfocyty, NK a NKT buiiky).
Dle morfologickych znakl lze v likvoru rozlisit klidovy lymfocyt, aktivovany lymfocyt
(lymfoidni buiiku), lymfoplazmocyt a plazmocyt (Adam P. et al., 2003; Kluge H., 2007).
Dominujici vyskyt bun¢k lymfocytarni fady v likvoru je nej€astéjSim patologickym nélezem.
Tvofi obraz tzv. ser6zniho zanétu infekéni (infekce viry, obligdtnimi nebo fakultativnimi
intracelularnimi bakteriemi, kvasinkami, plisnémi), i neinfekéni etiologie (autoimunitni
onemocnéni, regeneracni a reparacni procesy, paraneoplastické zanéty, reaktivni zmény

pii maligni meningeélni infiltraci nebo po krvaceni do CNS). ZvySeny podil bunéck
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lymfocytarni fady, tj. bunék specifické imunity, nastupuje az po Casné nespecifické fazi
zanétlivé odpoveédi. V pripad€ zanétu zplisobeného potencialné intracelularnimi bakteriemi,
kvasinkami, plisnémi nebo pii maligni meningedlni infiltraci (MMI) Ize pfedpokladat, ze (Casto
znacna) pritomnost lymfocytarnich elementi v likvoru zahrnuje predevSim subset
Tul lymfocyti stimulujici aktivitu M1 makrofagii (Kelbich P. et al., 2009; Kelbich P. et al.,
2007; Kelbich P. et al., 2012; Krejsek J. et al., 2016).

Monocyty

Monocyty tvoii dominujici bunéény podil v likvoru vyjimecné. Ve vétsing pripadi seréznich
zanétd jsou adherovany ve tkanich (epicentru patologického procesu), zatimco v likvoru
nachazime v prevaze lymfocyty Tul (Kelbich P. et al., 2009). Monocyty/makrofagy se vSak
vyznamn¢ Ucastni jak pocatecni faze zanétlivé reakce (rozpozndni PAMP/DAMP, fagocytozy
a prezentace antigenu, aktivace dalSich imunocyti), tak pribchu zdnétu a konec¢né ,,uklidové
reakce* (likvidace vlastnich odumfelych bun€k, nddorovych bunck, imunokomplexii
a mikrobll), 1 kdyz se pravdépodobé jednd o rizné subpopulace monocytii. Podle
fagocytovaného materidlu se rozlisuji typy makrofagi (erytrofagy, siderofagy, lipofagy,
lymfofagy), jejichz nalez specifikuje charakter a dynamiku patologického déje (Cerstvé
apod.). Poc¢et monocytii v likvoru se obvykle zvySuje s dobou probihajiciho zénétu, zfejme
v dusledku postupného vyplavovani z postizené tkan€, monocytarni pleocytoza je typicka spise
pro déle se vyvijejici zanétlivou odpovéd’. Monocytarni oligocytdza nebo pleocytoza je také
Casto obrazem neinfekcnich procesti (kompresivni syndrom, cévni mozkova ptihoda, nadorové,
autoimunitni nebo degenerativni onemocnéni CNS, trauma mozku), od diskrétnich reaktivnich

zmén az po zavazné nalezy (Kelbich P. et al., 2014; Adam P. et al., 2003; Kluge H., 2007).
Neutrofilni granulocyty

Dominujici vyskyt neutrofili v likvoru Ize pozorovat u tzv. purulentniho zénétu pfi infekci
extracelularnimi bakteriemi (Adam P. et al., 2003; Jilek P., 2008; Kluge H., 2007; Kelbich P.
etal., 2007; Krejsek J. et al., 2016). Granulocytarni oligocytdézu/pleocytdzu lze doCasn€ zachytit
také v Casném stadiu serdznich zanéth CNS, okamzitd mobilizace nespecifické imunity
pieklenuje dobu potfebnou k aktivaci a diferenciaci specifické zanétlivé odpovédi — celularni
slozeni zahy ptfechazi v pfevahu lymfocytl. ZvySenou pfitomnost neutrofilnich granulocyti
v likvoru 1ze nékdy pozorovat jesté pied rozvojem samotného zanétlivého procesu

pii systémovém postizeni organismu piedev§im neurotropnimi patogeny (typicky Neisseria
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meningitidis). Tato pfiprava likvorového kompartmentu na pfipadnou invazi patogenu

se oznacuje jako ,,preventivni neuroprotekce (Kelbich P. et al., 2012).

Ptevazujici vyskyt neutrofilnich granulocytli, odpovidajici pseudopurulentnimu zanétu v CNS
muze byt pozorovan také u nékterych pacientd po subarachnoidalnim krvéaceni (SAK) jako
obraz intenzivni zanétlivé reakce po reperfuzi tkané pivodné ischemizované nasledkem
vasospazmu. Za hlavni chemotakticky faktor a induktor oxidacniho vzplanuti neutrofila je

v tomto pfipad¢ povazovana piedev§im C5a slozka komplementu (Kelbich P. et al., 2009).
Eosinofilni granulocyty

Eosinofily se vyskytuji v likvoru podstatné méné casto, jejich vyskyt mize sveédcit
pro chronicitu procesu, regeneraci a reparaci poskozené tkané (Kelbich P., 2015). Vyznamnéjsi,

¢1 dokonce dominujici zastoupeni eosinofilnich granulocytl v cytologické skladbé likvoru by

Mrwe

al., 2003; Kelbich P. et al., 2009).
Nadorové burky

Nélez nddorovych elementt v likvoru je zjisténim zdsadnim, vysetfeni likvoru si uchovava svij
diagnosticky vyznam i ptes rychly rozvoj zobrazovacich metod. Zejména v piipadé izolované
MMI je kvalitativni cytologické vySetfeni likvoru casto jedinou metodou, potvrzujici
nadorovou etiologii onemocnéni. Provedeni kvalitativni cytologie je nutné pfedevsim pii nalezu
pleocytdzy a/nebo hyperproteinorachie a hypoglykorachie v zakladnim panelu vySetfeni
likvoru (Stourac P. et al., 2009; Pavlidis N., 2004). Doprovodna celularni reakce mize je velmi
rozmanit4, od minimalni (celkovy pocet leukocytli v likvoru mize byt normalni), po reaktivni
zangt predev§im monocytarniho charakteru se zndmkami razantniho oxida¢niho vzplanuti
(Kelbich P. et al., 2012). Klasicka cytologie miZe byt doplnéna metodami imunocytologie,
imunotypizace a molekularni genetiky, umoznujicimi provést blizsi klasifikaci nalezu. Patrani
po nadorovych bunikach je dilezité zeyména u pacient s hematoonkologickym onemocnénim
a solidnimi tumory predominantné metastazujicimi do mozku (karcinom plic, prsu, ledvin
a melanom) (Kluge H., 2007; Adam P. et al., 2003; Stouraé P. et al., 2009).

Erytrocyty

Erytrocyty se za normdlniho stavu v likvoru nenachdzeji. Arteficidlni ptimés krve je vSak
poméme Castou komplikaci odbéru likvoru. Existuji postupy pro korekci poctu leukocyta
a koncentrace celkové bilkoviny na pocet erytrocytii (Adam P. et al., 2001), vyrazna piimés
krve vSak analyzu likvoru znesnadiluje aZz znemoznuje. S ptitomnosti erytrocyti v likvoru

se dale setkdvame u SAK. Cytologickym prikazem krvaceni do likvorovych cest je nalez
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erytrofagli, siderofagii a krystali hematoidinu volnych nebo fagocytovanych (Adam P. et al.,
2003; Kluge H., 2007). Uvolnovani erytrocyti z postizeného parenchymu CNS do likvoru
kulminuje 2. den po atace krvaceni (Kelbich P., 2015).

3.9.2 Biochemické vysetieni likvoru

Zakladni (urgentni) biochemické vySetfeni likvoru zahrnuje vySetfeni energetickych parametra
(minimalné glukozy a laktatu), celkové bilkoviny, event. nativni spektrofotometrie likvoru
pii podezieni na SAK; je doplnéno stanovenim C-reaktivniho proteinu (CRP) v krvi. Daéle je
doporuceno vysettit albumin a imunoglobuliny v likvoru a v krvi k uréeni propustnosti HLB

¢i poruchy cirkulace likvoru a intratékalni syntézy imunoglobulini.

3.9.2.1 Celkova bilkovina a proteinogram

Proteinorachie, tj. koncentrace celkové bilkoviny (CB) v likvoru je citlivy, ale nespecificky
parametr; pro zékladni rychlou orientaci vSak zcela nezbytny. Podava informaci o mife
permeability HLB a cirkulaci likvoru, zénétlivé reakei, ptip. destrukci tkdn¢ CNS. Za timto
globalnim parametrem pak stoji detailni likvorovy proteinogram, resp. analyza koncentrace
jednotlivych proteinti v ramci specializovaného vysetieni likvoru (Sobek O. et al., 2009; Kala

M., Mares J., 2008; Adam P. et al., 2001).

Koncentrace CB v lumbalnim likvoru je za fyziologickych okolnosti cca 200x niz§i nez v krevni
plazmg. Vyznamné zavisi mj. na ve€ku, zplisobu odbéru likvoru a poloze pii odbéru
(Deisenhammer F. et al., 2011). Pfi zanétu v CNS dochazi k rozvolnéni bariér a prestupu
humorélnich slozek imunitni reakce do tkdn€ CNS a likvoru. Zaroven pii déletrvajicim zanétu
dochazi k intratékalni syntéze imunoglobulinii a dalSich proteint. Vyraznéjsi vzestup CB
nastava u purulentniho zanétu oproti seréznimu, hodnoceni dle cut-off (v literatufe rGzné,
cca 0,6-2,2 g/l (Viallon A. et al., 2016; Deisenhammer F. et al., 2011; Adam P. et al., 2001;
Pandey P., Jha B., 2015)) vyznamnou mérou pfispiva k diferencidlni diagnostice téchto dvou
stavi. K hyperproteinorachii ddle miize piispivat pfitomnost strukturadlnich bilkovin
pti destrukci tkan€ CNS, porucha cirkulace likvoru pfi obstrukei v likvorovych cestach, anebo
piimés krve.

Slozky celkové bilkoviny v likvoru

Za fyziologickych podminek je hlavni slozkou CB v likvoru albumin, referencni rozmezi je
rovnéZz vhodné adjustovat na veék (viz tab. ¢.3). Albumin neni syntetizovan intratékalné,
je produkovan pouze v jatrech. Kvocient albuminu (Qaib = albumincsr/albumingey) je tedy

ptresnéjSim ukazatelem propustnosti HLB (Deisenhammer F. et al., 2011).
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Vzestup koncentrace imunoglobulinti v likvoru mize byt zptisoben piechodem sérovych
imunoglobulinti pfes HLB a/nebo intratékalni syntézou. Pro kvantitativni odhad rozsahu
intratékalni syntézy protilatky dané t¥idy je mozné vyuzit fadu vypoctl (Reiber H., 2001).
Kvalitativni pritkaz intratékalni syntézy imunoglobulini umoznuje isoelektricka fokuzace.

Zanétlivé markery tvoii heterogenni skupinu zahrnujici ptedevsim bilkoviny akutni faze (CRP,
transferin, alfa-1-mikroglobulin, orosomukoid, prealbumin, C4 slozka komplementu). CRP
v likvoru muze pfispivat k diferencidlni diagnostice mezi purulentnim a ser6znim zanétem,
k vyrazn&jSimu vzestupu dochazi u Gram-negativnich bakteridlnich meningitid (Rajs G. et al.,

2002; Shokrollahi M. R. et al., 2018; Adam P. et al., 2003).

K tumorovym markertim patii beta-2-mikroglobulin, orosomukoid a C3 slozka komplementu
(Adam P. et al., 2003). Beta-2-mikroglobulin je nizkomolekularni protein, ktery tvoii lehky
fetézec HLA komplexu s pfevazujici expresi na lymfocytech a makrofazich. S t€Zkym fetézcem
je vazan pouze nekovalentné, béhem metabolismu a degradace bun€k se snadno uvoliuje
do biologickych tekutin. Koncentrace beta-2-mikroglobulinu odrazi bunéény obrat, je
markerem aktivace imunitniho systému, stejné tak tumorovym markerem, piedevsim
u hematologickych malignit. To jsme potvrdili také v nasi praci pii vySetfeni skupiny
6 274 pacienti s definovanym neurologickym onemocnénim. Nalezli jsme statisticky
vyznamny vzestup koncentrace beta-2-mikroglobulinu v likvoru u skupiny s purulentni
meningitidou/encefalitidou a maligni meningealni infiltraci + mozkovymi tumory, tedy
u skupin s vyraznou aktivaci imunitniho systému nebo s tkanovou destrukci. Zatimco napf.
u skupin s roztrouSenou skler6zou nebo s polyneuritis a polyneuropatii byly hodnoty nizké

(Svatoniova J. et al., 2014).

Mezi markery tkaiové destrukce patii apolipoproteiny (apo Al a apo B) a strukturalni proteiny
(S100, GFAP, MBP, NSE). Specifické postaveni mé protein 14-3-3 pii diagnostice
Creutzfeldt-Jacobovy choroby a tzv. likvorovy triplet (tau-protein, fosforylovany tau-protein
a beta-amyloid) v diagnostice Alzheimerovy demence (Barto$ A. et al., 2012; Mat¢j R. et al.,
2008; Hajdukova L. et al., 2015).

3.9.2.2 Energetické parametry
Zakladni energetické parametry v likvoru jsou glukédza a laktat (Botecka K. et al., 2013; Adam
P.etal., 2001; Leen W. G. et al., 2012).
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Glukoza a Qg

Glukéza prestupuje z krve do tkdn¢ CNS a do likvoru pasivnim i aktivnim transportem
pies HEB a HLB. Glykorachie je tedy znacné zéavisla na glykémii, vhodnéj$i nez stanoveni
izolované glykorachie je kvocient gluk6zy (Qgiu = gluk6zacsr/glukdzaiey) (Mrazova K. et al.,
2017). Glykorachie dosahuje u dospélych v ustaleném stavu cca 60 % sérové hodnoty

(Qgu = 0,6), hodnoty se lisi dle véku (Leen W. G. et al., 2012).

Do transportu glukézy zasahuji dal$i faktory, napf. saturovatelnost a up/down-regulace
pienaseci pro glukézu, vliv pH a dalsi. Pifi hyperglykémii stoupa 1 glykorachie,
pii hypoglykémii glykorachie klesa, nikoliv vSak se zachovanim stejné proporce (tj. Qglu).
Pii hyperglykémii glykorachie stoupa méné nez by odpovidalo vzestupu v krvi (Qglu se snizuje),
pti hypoglykémii je to naopak: glykorachie klesd méné nez by odpovidalo poklesu v krvi
(Qgtu se zvysuje). Hodnoty Qglu nad 1,0 jsou popisovany jak u déti do 1 roku v€ku v souvislosti
s vysSim pratokem krve menSim mozkem utilizujicim méné glukdézy a tendenci
k hypoglykémii, tak u dosp€lych s hypoglykémii kratce pied odbérem likvoru (Hegen H. et al.,
2014; Nigrovic L. E. et al., 2012). Leen et al. nalezla u novorozenct 95 % hodnot Qgiu v rozsahu
0,42—1,38 (Leen W. G. et al., 2012).

Vyuziti glykorachie pro diferencidlni diagnostiku patologie v CNS je tedy limitovano
hypoglykemickymi a hyperglykemickymi stavy a spravnym nacasovanim odbéru, toto omezeni
zcela neodstrani ani pouziti Qgu. U suspekce na GLUTIDS se lumbalni punkce provadi
po 4-6h lacnéni v analgosedaci pravé k prevenci stresové hyperglykémie, tj. faleSné
negativniho vysledku (Aulicka S. et al., 2018).

Hypoglykorachie bez hypoglykémie pii alteraci dalSich biochemickych a cytologickych
parametri v likvoru je diagnostickym znakem zanétu mozkovych plen a ptilehlé tkdn€ mozku.
Zmény jsou vyrazné vyjadiené predevSim u zanétl bakteridlnich, mohou se objevit u zanéth
také dalSi infekéni etiologie (virovych, mykotickych, tuberkulézniho, neurosyfilis,
neurotoxoplazmoézy, neurobruceldzy). Nejcastéji se za cut-off pro rozliSeni bakteridlni a virové
meningitidy povazuje Qg 0,4 (Hegen H. et al., 2014). Zhruba ve tfetiné ptipadi je pficina
neinfekéni (cévni mozkova piihoda, neurosarkoidéoza, MMI, SLE s postizenim mozku).
Hypoglykorachie je spojena s horsi prognézou pacientti (Chow E., Troy S. B., 2014; Shrikanth
V.etal., 2015).

Kauzalni patofyziologie hypoglykorachie u téchto onemocnéni je v literatufe znacné
diskutovéana. Predpokladd multifaktoridlni pfi¢ina: poruSeny transport glukdzy pies zanétem

alterované¢ meningy, spotieba glukozy pfitomnymi imunocyty (event. erytrocyty nebo
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nadorovymi buiitkami), parenchymem mozku a pfitomnymi mikroorganismy (Chow E., Troy S.
B., 2014; Shrikanth V. et al., 2015). Experimentalni podéani bakterii do cisternalniho likvoru
bylo zdhy nasledovano poklesem glykorachie, nicméné tento efekt nebyl pozorovan
u leukopenickych psii; naopak indukce ,,chemické* neinfek¢ni meningitidy vyrazné nezménila
glykorachii (Petersdorf R. G., Harter D. H., 1961). Z recentnich praci je zfejmé, Ze vyrazny
pokles glukézy koreluje pouze se soucasnym vzestupem leukocytli a pritomnosti
mikroorganismu v likvoru, samotna pleocytéza u ,,aseptickych® meningitid (tj. neinfek¢nich
nebo virovych) je spojena pouze s mirnym nebo zadnym poklesem glykorachie (Baud M. O. et
al., 2017). Je tedy zfejmé, ze k vyrazné hypoglykorachii pfi purulentnim zanétuje nutna

interakce mikrobialnich patogenti s imunitnim systémem hostitele.

Laktat

Koncentrace laktatu v likvoru se mirné lisi dle véku (Leen W. G. et al., 2012). V likvoru je
za normalnich okolnosti koncentrace laktatu vySs$i nez v arteridlni plazmé (Zima T. et. al.,
2007), tj. odrazi predevsim lokalni produkci a konsumpci. Laktét je metabolickym produktem
glukdzy, koncentrace laktatu je tak ovlivnéna mnozstvim glukozy vstupujici do metabolismu

ve tkani prilehlé likvorovému kompartmentu.

Laktat v likvoru stoupa u zanétti CNS, pii hypoxii a ischémii mozku, po SAK, pti MMI, status
epilepticus a vrozenych metabolickych poruchach (Leen W. G. et al., 2012; Chow S. L. et al.,
2005). Vyznam méteni koncentrace laktatu v likvoru pro rozliSeni bakteridlni a virové
(aseptické) meningitidy je jiz dlouho znam. V literatuie je dostupnd fada diskriminacnich
cut-off (Huy N. T. et al., 2010; Abro A. H. et al., 2009; Mudasir M. et al., 2018), Sakushima
v metanalyze dat doporucuje 3,9 mmol/l s diagnostickou senzitivitou 93 % pii specificité 99 %
(Sakushima K. et al., 2011). Koncentrace laktatu v likvoru mé téZ prognosticky potencial
(Vengerov L. et al., 2008). Metabolismus laktatu v mozku je komplexni, zmény koncentrace
laktatu v likvoru mohou nastat z riznych pfi¢in: zménou koncentrace v plazme¢; v nervové tkani
ptilehlé likvorovym cestam alteraci transportu laktatu do bunék a z bun€k, zménami v intenzité
glykolyzy, glykogenolyzy, v aktivit¢ MAS, CKC a PDH, ovlivnénim pH a redoxniho stavu,
ptipadné ptfitomnosti mozkovych tumort nebo MMI (Dienel G. A., Cruz N. F., 2003).

Poméry a vypoéty zahrnujici glukézu a laktat
Glukézu 1 laktat je mozné zahrnout do skorovacich systému spolu s dal§imi laboratornimi

parametry nebo klinickymi symptomy (Dubos F. et al., 2006; Nigrovic L. E. et al., 2007).
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Oba samostatné biochemické parametry maji svd omezeni (viz vySe). Myslenka spojit
koncentraci glukézy a laktatu do jednoho poméru/vypoctu je jiz velmi stard. Inverzni vztah
spotieby glukdzy a produkce laktatu ndsobi senzitivitu takového poméru, 1ze pouzit pouze jeden
cut-off, nejsou tieba dalsi ekonomické ndklady. Tyto poméry a vypocty mohou byt uzitecnym
pomocnikem pro odliSeni ser6znich a purulentnich zanéti CNS.

Hanzal jiz v r. 1955 (Hanzal F., 1955) a nasledné v roce 1963 v monografii (Hanzal F. et al.,
1963) popsal tzv. glukolakticky kvocient Q jako pomér latkové koncentrace glukozy v likvoru
ke koncentraci laktatu v likvoru. Jako normu deklaroval hodnoty vyssi nez 2, u ,,metastaz
karcinomu do mozku nebo jeho plen“ 1-2, u ,,akutnich hnisavych a tuberkuléznich zanéta
mozkomisnich plen® nizsi nez 1.

Soucasny Narodni ¢&iselnik laboratornich polozek (NCLP) Ministerstva zdravotnictvi CR
(seznam vSech dostupnych laboratornich vySetfeni s jednoznacnou identifikaci pro ucely
jednotné elektronické komunikace) obsahuje polozku s nazvem Laktat/glukéza predstavujici
obraceny relativni pomér, tedy pomér latkové koncentrace laktatu v likvoru ke koncentraci

glukdzy v likvoru. Referenéni meze poméru laktat/glukéza nejsou v NCLP stanoveny.

Kelbich odvodil tzv. Koeficient energetické bilance (KEB) (Kelbich P. et al., 1998; Kelbich P.
et al., 2007; Kelbich P. et al., 2014; Botecka K. et al., 2013; Kelbich P., 2015). Autor uvadi,
ze model zjednoduSené vychazi z predstavy dynamické rovnovahy mezi pfisunem glukozy
a pribéznou produkci laktatu v likvorovém kompartmentu. Pfispévek laktatu produkovaného
mozkovym parenchymem a z krve tvofi pfirozené pozadi, které je zahrnuto do celkové
koncentrace laktatu v likvoru. Vypocet KEB vychazi ze tii zakladnich axioml metabolismu
glukézy: 1. aerobni glykolyzou vznikd z jedné molekuly glukézy 38 ATP (rozdil mezi diive
udavanymi 38 ATP vs. soucasné deklarovanymi 32 ATP viz kap. 3.3), 2. anaerobni glykolyzou
vznikaji z jedné molekuly gluk6zy 2 molekuly ATP, 3. anaerobni glykolyzou vznikaji z jedné
molekuly glukézy 2 molekuly laktatu. Pro zjednoduSeni jsou aktudlni laktové koncentrace
glukozy a laktatu ciselné ztotoznény s pocty jejich molekul (1 mol/l =1 molekula).
Matematickou upravou uvedenych vztahi vznikd vyslednd podoba KEB (v plvodni praci

oznacencho jako staticky KEBs). Autor uvadi:
x = [glukézacse] [mmol/1]; y = [laktatcse] [mmol/]]
Mnozstvi anaerobné pfeménéné glukozy (s 6 atomy uhliku) odpovidd poloviénimu mnoZstvi
vyprodukovaného laktatu (se 3 atomy uhliku):
y

Xanaerobni = E
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Tzn., ze z konkrétniho podilu z celkového latkového mnozstvi glukozy v likvorovém
kompartmentu se anaerobné vyprodukuje dvojndsobné latkové mnozstvi laktatu, které je
identické s vyprodukovanym mnozstvim ATP:
[ATPanaerobni ] = ¥
Zbyvajici mnozstvi glukézy v likvorovém kompartmentu je pfeménéno aerobné, tedy
s produkci 38 ATP na kazdou jeji molekulu:

y

Xaerobni = X — Xanaerobni — X — >
y
[ATPaerobm’] =38 (x— E)

Celkova produkce ATP odpovida souctu produkce anaerobni a aerobni:

[ATP] = [ATPanaerobni] + [ATPaerobm’]
[ATP] =y + 38 (x — %)

Primérné produkce ATP z 1 molekuly glukdzy pak predstavuje vyslednou hodnotu KEB:

[ATP]
KEB =
X
y
y+38(x— %)
KEB=—— 2’ —38-187
X X
[laktat]
KEB =38 —18 —— —
[glukdza]

Vysledek dle vykladu autora vyjadiuje primérny pocet molekul ATP vzniklych z jedné
molekuly gluk6zy a rozsah anaerobniho metabolismu glukézy za aktudlnich energetickych
podminek v likvorovém kompartmentu.

Dle vykladu Kelbicha (Kelbich P. et al., 2017) lze rozlisit tfi situace:

1) Za fyziologickych podminek je pfirozeny ubytek glukézy pritbéZné eliminovan dodavkou
zkrve, v likvoru je rozpusténo pomémné znacné mnozstvi kysliku. Glykolyza probiha
pfedevSim aerobnim zpiisobem, tj. pyruvat je dale metabolizovan na CO> a H>O se ziskem
znacného mnozstvi energie. Vyslednym likvorovym obrazem je pomérné vysoka
glykorachie, nizka koncentrace laktatu v likvoru a KEB v rozmezi 28,0-38,0.

2) Pii patologickém procesu v CNS, jehoZ podstatou nebo nasledkem je zanét, s sebou aktivace
imunitniho systému nese mj. zvyseni energetickych narokt. Dochazi ke zvySenému obratu
glykolyzy, konsumpci glukozy a kysliku a vzestupu podilu anaerobniho metabolismu
glukozy. Produkce energie klesa, coz se odrazi v poklesu KEB. U serdznich infekcnich

i neinfekénich zanéth je pokles KEB mirny (v rozsahu 10,0-28,0), miize byt mirna
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hypoglykorachie a vzestup koncentrace laktatu v likvoru (koncentrace obou analytii nemusi
byt alterovana vubec). Cytologickym obrazem je lymfocytarni nebo monocytarni
pleocytoza/oligocytoza (kromé pocatecni faze zanétu).

3) Diametralni odliSnost energetickych poméra v likvorovém kompartmentu zptsobuje
oxida¢ni vzplanuti fagocyti. Tento proces je spojen s vysokou spotiebou kysliku
a intenzivnim rozvojem anaerobniho metabolismu gluk6zy. Koncentrace laktatu v likvoru je
vysoka, glykorachie nizka a KEB vyrazné klesa: pod 10,0 miize nabyvat i vysoce zapornych
hodnot. Cytologicky je tento stav doprovazen bud’ granulocytarni pleocyt6zou pii purulentni
meningitidé (zpisobené extracelularnimi bakteriemi nebo po reperfuzi ischemickych lozisek
vzniklych nasledkem vasospazmi u ¢asti SAK) nebo lymfocytarni/monocytarni/tumordzni
pleocytézou nebo oligocytézou (pii infekci potencidlnimi intracelularnimi patogeny,

plisnémi nebo kvasinkami nebo MMI).

KEB je v CR §iroce pouZivan. Piedchozimi studiemi je hodnocen jako idealni energeticky
parametr v likvoru, do znacné miry omezujici nedostatky samostatného vysetieni koncentrace
glukézy a laktitu, umoznujici presn¢jsi stratifikaci aktudlniho energetického stavu
v likvorovém kompartmentu a tkani ptilehlé (Kelbich P. et al., 2009; Kelbich P. et al., 2014;
Botecka K. et al., 2013; Kelbich P., 2015)

Z diavodu vyskytu redlnych vysledki KEB pod 2,0, coz by byla teoreticky nejnizs$i mozna
dosazitelna hodnota pti dodrzeni uvedenych axiomt (pii Uplné spotiebé veskeré glukdzy pouze
anaerobni glykolyzou by byly produkovany na 1 molekulu glukézy nejméné 2 molekuly ATP)
Kelbich v ptvodni praci odvodil také tzv. dynamicky KEBp, ktery dle autora dosahuje
HrealistictéjSich® vysledk (ve smyslu pozitivnich hodnot). U 248 neurologickych pacientt
rozdélenych dle klinickych nalezti do 10 skupin dosahl KEBp hodnot medianti v rozmezi
18,48-29,48, zatimco KEBs -5,25-29,23. Autor vysvétluje hodnoty KEB pod 2,0 porusenou
dynamickou rovnovahou béhem probihajiciho patologického procesu, resp. poskozenim HLB
s poruSenim transportu glukozy a laktatu. Jako vstupni hodnoty ve vypoctu KEBp pak pouziva
misto aktualnich koncentraci glukozy a laktatu v likvoru koncentrace glukézy ,,spotiebované*
a laktatu ,,vyprodukovaného, které definuje jako rozdil aktudlnich koncentraci téchto

parametrl od hodnot piedpokladanych pii zachovani Qglu 0,60 (Kelbich P. et al., 1998):

Predpokladana koncentrace glukozy v likvoru pfi ustanoveni dynamické rovnovahy €ini 60 %
glykémie:

[glukézacsk preap.] = 0,60 [glukozag]
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Rozdil mezi predpokladanou koncentraci glukdézy v CSF pfi ustaveni dynamické rovnovahy
a aktualni koncentraci glukézy v likvoru [glukdzacsr] predstavuje odchylku v mnozstvi
spotiebované glukozy v CSF [glukdzacsrsp.] pfi poruseni dynamické rovnovahy:
[glukézacspsp.] = [glukézacsppreap.| — [glukézacsy]

[glukozacsgsp ] = 0,60 [glukozag] — [glukézacsr |

Vztah mezi aktualnim pomérem koncentraci glukézy v CSF a krevnim séru a normalnim
pomérem koncentraci glukézy v CSF a krevnim séru (0,60) pak charakterizuje miru poruseni
rovnovahy (x) mezi spotiebou glukézy v CSF a rychlosti jejiho transportu pies HLB:

_ [glukozacs]
x= 0,60 [glukodzag]

Déle ptedpokladame, Ze ke stejnému poruSeni rovnovahy dochdzi i v ptipad€ nadprodukce
laktatu, kdy piebytecny laktat neni dostatecné rychle odvadén z likovorového kompartmentu
do krve, a tak nastava jeho kumulace a zvyseni jeho koncentrace v CSF. Predpokladanou
koncentraci laktatu v likvoru ziskdme po eliminaci pravé té slozky laktatu, ktera je v likvorovém
kompartmentu nakumulovand a kterd zpusobuje jeho faleSn€ zvySenou koncentraci v CSF.
Ptedpokladanou koncentraci laktatu v CSF [laktatcsrpredp.] ziskdme vyndsobenim aktudlni
koncentrace laktatu [laktatcsg] v likvoru vztahem odvozenym pro miru poruSeni rovnovahy

mezi spotiebou gluk6zy v CSF a rychlosti jejiho transportu ptes HLB (x):
[1aktétcsp pfedp.] = X [laktétCSF]

[glukézaCSF] [laktétCSF]
0,60 [glukézag]

[laktatcse pfedp.] =
Nadprodukei laktatu [laktatcsrpredp.] 0dvodime odectenim predpokladané koncentrace laktatu
v likvoru [laktatcsrpredp.] 0d aktudlni koncentrace laktatu v likvoru [laktatcsr]:

[laktatcspnaa] = [laktatcsy] — [laktatesppredp.]

[glukézacsp] [laktétcsp]
0,60 [glukozag]

[laktatcgpnag] = [laktategp] —

Kone¢ny vztah pro dynamicky koeficient energetické bilance KEBp obdrzime po dosazeni
koncentrace spotiebované glukézy v CSF [glukozacsrsp.] a koncentrace nadprodukce laktatu
v CSF [laktatcsrnad.] do vztahu pro vypocet statického koeficientu energetické balance KEBs,

namisto aktudlnich koncentraci glukozy [glukdzacsr] a laktatu [laktatcsg] v CSF:

. laktat
{[glukozacspsp_] — %} + [

glukozacgpsp.

laktétCSFnad.]

KEBp =
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[lactcsp] | [glucse] [actegr] [glucsr] [lactcsr]
38 {0.60 [glug] — [glucse] — > + 1.20 [glug] }+ [lactcsp] — T 0.60 [glus]

0.60 [glug] — [glucsr]

KEBp, =

Podminka fe$eni vztahu:
[glukdzacse] # 0,60 [glukdzag]

Podminka feSeni vztahu pro KEBp neni splnéna pfi ustaveni dynamické rovnovahy mezi
spotfebou glukézy v likvorovém kompartmentu a jejim transportem z krve pifes HLB,

v takovém piipad¢ provedeme vypocet podle vztahu pro KEBs.
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4 C(Cile

Onemocnéni centralniho nervového systému piedstavuji pro lidsky organismus vazny,
potencionaln¢ zivot ohrozujici stav. VySetfeni likvoru piispiva zasadnimi informacemi
do rozhodovaciho diagnosticko-terapeutického algoritmu téchto onemocnéni. Urgentni
(zdkladni) vySetieni likvoru, které by mélo byt dostupné na celém tzemi Ceské republiky
24 hodin denn¢ (Sobek O. et al., 2009), je na samém pocatku tohoto procesu.
Nedilnou soucasti zakladniho vySetfeni likvoru je stanoveni parametrti energetického
metabolismu glukézy a vySetfeni cytologické. 1zolovany zvyseny pocet leukocytli nemusi byt
nutné¢ zndmkou skuteéné ptitomného lokalniho patologického procesu v CNS, a naopak
normalni pocet bunc¢k nevyluCuje patologii v likvorovém kompartmentu. Energetické
parametry vyznamnym zpisobem dopliiuji cytologicky obraz (morfologické hledisko)
informaci o Urovni aktivace pfitomnych bunck (funkéni hledisko). Cyto-energeticky princip
interpretace likvorologickych vysledkd, tj. spolecné hodnoceni cytologickych a energetickych
parametrii umoziuje rychlou diferencialni diagnostiku charakteru postizeni CNS/PNS a urcuje
smér nasledného vysetiovani a adekvatni péce o pacienta.

Rizné patologické podnéty vedou k rozvoji riznych patofyziologickych procesii v organismu,

polarizaci imunitni odpovédi, a mj. k rozdilnym vysledkiim vySetfeni likvoru a krve.

ZjednoduSené lze fici, Ze dominujici zanétliva odpovéd’ s dlirazem na fagocytézu a oxidaéni

vzplanuti zplisobi pfepnuti metabolismu na vysoky obrat glykolyzy pro rychlou dodavku

energie a vyrazny posun biochemickych energetickych parametri do patologickych hodnot.

Takovy posun energetickych parametrli budi podezieni na zavazny patologicky stav, dale

diferencovatelny dle cytologického obrazu.

V této praci se zamétuji pravé na zakladni vySetieni, kterému jsou rutinné podrobeny témét

vSechny vzorky likvoru odebrané pacientim s podezienim na rtizna onemocnéni CNS/PNS.

Toto vySetfeni je Siroce a rychle dostupné a ekonomicky nendroéné (v porovnani

se zobrazovacimi vysetienimi jsou naklady fadove nizsi). V ramci cyto-energetického principu

hodnotim vztah vysledkl energetickych parametrt a cytologického vysetieni likvoru.

1. Primarnim cilem préce je verifikace hypotézy, Ze spolu s vyraznou alteraci energetickych
parametrii v likvoru se Castéji vyskytuji urCité cytologické nélezy, resp. ze jsou vyznamné
rozdilné hodnoty Koeficientu energetické bilance u konkrétnich cytologickych tiid typicky
doprovazejicich oxidacni vzplanuti fagocytl (tj. zamitnuti nulové hypotézy, Ze hodnoty

KEB jsou v riiznych cytologickych tfidach shodné nebo obdobné). Tuto hypotézu verifikuji
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ve velkém souboru vysledkt zakladniho vySetfeni likvoru (n = 8 178) u pacientt s riiznymi

onemocnénimi CNS.

2. 'V ramci piipravy teoretickych podkladii pro prvni ¢ast této prace bylo nutné detailné
prostudovat definici a pfedpoklady k odvozeni KEB. Sekundarnim cilem druhé ¢asti prace
je tak rozbor vykladu KEB a rovnéz srovnani KEB s dalSimi parametry energetického
metabolismu glukozy (lakto-gluk6zového poméru, gluko-laktatového poméru a izolované
koncentrace laktatu a glukozy v likvoru) ve vztahu k cytologickému nalezu ve stejné velkém
souboru vysledkl. Déle podrobné zkoumam a popisuji vztahy koncentrace glukézy

a laktatu v krvi a likvoru.
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5 Material a metody

5.1 Data

Retrospektivné jsem analyzovala celkem 8 178 vysledkt vySetieni likvoru a krve, které bylo
provedeno v letech 1998-2007 v Laboratoii pro likvorologii a neuroimunologii, Expertnim
pracovisti SEKK v Praze. Vysetfeni bylo pozadovano z divodu klinickych symptomd, které
v dif. dg. jednotlivych pacientli vedly k podezieni na mozné neurologické onemocnéni (bolest
hlavy a horecka, zndmky meningealniho drézdéni, porucha védomi, loZiskové neurologické
nalezy, komplikace po neurochirurgickych vykonech nebo traumatech a dalsi). Odbér
a vysetfeni likvoru bylo provedeno standardnim zplsobem v ramci rutinni praxe, u vSech
pacienti byl ziskan informovany souhlas s odbérem a vysetienim biologického materidlu.
Do hodnoceni byly zahrnuty pouze ptipady s kompletnimi vysledky cytologického
a biochemického vySetteni likvoru. U ¢asti pfipadd byla znama i1 glykémie (n =4 820)

a laktatémie (n =1 979). V&k probandi byl v rozsahu 089 let, primérné 45,8 let.

5.2 Metodika provedenych vySetieni

5.2.1 Teoreticko-metodicka vychodiska

Preanalyticka faze

Likvor se odebird nejcastéji lumbalni punkci, jiné piistupy jsou mén¢ casté. Protoze rychle
dochazi k rozpadu bunék a pfi vétsim obsahu buné€k se pokracujici glykolyzou mohou ménit
také energetické parametry, vzorek je tfeba do laboratofe dorucit co nejrychleji po odbéru:
maximalné do 1,5-2 h; pti podezieni na SAK do 1 h (Mrazova K. et al., 2017; Teunissen C. E.
et al., 2009). Koncentrace glukézy v likvoru se s glykémii vyrovnava pomaleji, je doporuceno
odebrat likvor cca 30 min po odbéru krve (Mrazova K. et al., 2017), resp. do 60 min (Shrikanth
V. et al., 2015). Odbér likvoru je pro pacienta relativné narocny a ziskané mnozstvi je malé
(maximaln€ 3x5 ml u dospélého, u déti méné), rozsah testovani likvoru je tedy omezeny
a dikladné naplanovani algoritmu vySetieni je krucidlni.

Analyticka faze

Vlastni vySetteni likvoru za€ind makroskopickym zhodnocenim vzhledu vzorku. Fyziologicky
je likvor ¢iry, bezbarvy. Erytrochromni (narGZovély az krvavy) likvor vznika patologickou
(pti SAK) nebo arteficidlni (pfi traumatické lumbaélni punkci) ptimési krve. Xantochromni

(nazloutly) likvor mize byt znamkou starSiho krvaceni do likvorovych cest, anebo piestupu
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bilirubinu pfes HLB pfi zvySené koncentraci v krvi nebo zvySené propustnosti HLB. Likvor
obsahujici velké mnozstvi leukocytl se stava opalescentnim az zakalenym.

Nasleduje cytologické a biochemické vysetteni likvoru; vysledky obou by mély byt v souladu
a tvorit nektery z typickych likvorologickych vzorii (Adam P. et al., 2001; Deisenhammer F. et
al., 2011; Kelbich P. et al., 2009; Racek J. et al., 1999).

5.2.2 Vlastni metodicky algoritmus

Pti cytologickém vySetteni byl hodnocen celkovy pocet bun¢k ve Fuchs-Rosenthalové komirce
(kvantitativni cytologie) — nativné€ pocet erytrocytl, a pii barveni fuchsinem pocet leukocytt.
Déale byl cyto-sedimentacni technikou zhotoven trvaly cytologicky preparat (kvalitativni
cytologie) pii barveni MGG, a posouzena cytologicka skladba likvoru dle platné klasifikace
nalezt — viz kap. 3.9.1. U vzorkl s ndlezem suspektnich atypickych bun¢k bylo provedeno
specialni barveni cytologického preparatu (toluidinovd modf, Papanicolaou) a ,,druhé cteni®
ke konfirmaci pfitomnosti malignich elementl. Pti podezieni na destrukci tkan€¢ CNS, tj. nalezu

bun¢k charakteru lipofagii, bylo doplnéno barveni na lipidy (Oil Red 0).

V ramci biochemického vySetfeni byla stanovena koncentrace glukozy a laktatu v likvoru
a plazmé spektrofotometricky (Synchron Lx, Beckman Coulter, gluk6za enzymaticka reakce
s hexokinazou, laktat enzymatickd reakce s laktatoxidazou), koncentrace celkové bilkoviny
v likvoru turbidimetricky (Synchron Lx, Beckman Coulter), dale imunonefelometricky
koncentrace beta-2-mikroglobulinu, albuminu a imunoglobulinti IgG, IgA a IgM v likvoru
(Array 360, Beckman Coulter; BN II, Siemens). Byl vypocten Qgu, KEB a odhad intratékalni
syntézy imunoglobulind ve tfidach IgG, IgA a IgM dle Reibera.

Déleni souboru

Soubor byl podle nalezu kvalitativni cytologie rozdélen do 8 skupin: kontrolni skupina
(n = 235), granulocytarni oligocytéza (GO, n = 64), granulocytarni pleocytéza (GP, n = 765),
monocytarni oligocytéza (MO, n =2 698), monocytdrni pleocytoza (MP, n=1456),
lymfocytarni oligocytéza (LO, n =1 199), lymfocytarni pleocytéza (LP,n =1 609) a tumordzni
oligocytoza+pleocytdoza (TO+TP, n = 152). Tumordzni oligocytdza i pleocytdza byla zafazena
do stejné skupiny vzhledem k malému mnozstvi vysledki a jednoznacné stejné etiologii

patologického procesu.

Do kontrolni skupiny byly zatfazeny vzorky s vysledky biochemického i cytologického
vySetfeni likvoru v referencnim rozmezi (viz tab. ¢.3), vcéetné Qab, koncentrace

beta-2-mikroglobulinu v likvoru a vypoctu intratékalni syntézy imunoglobulint ve tfidach IgG,
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Parametr Vék Rozmezi Jednotka
Energeticky metabolismus
Glukozacsr 2,042 mmol/l
Qglu 0,55-0,65 -
Laktatcsr 0,7-2,1 mmol/l
Cytologie
Pocet erytrocytti 0 /3 ul
Pocet leukocyttl > 3 mesice 0-10 /3 ul
Cytologicka skladba Lymfocyty : monocyty =7 : 3
Permeabilita hemato-likvorové bariéry
0-2 tydny 450,0-1 090,0
2-4 tydny 510,0-1 010,0
1-3 mésice 240,0-650,0
3—6 mésica 230,0-370,0
6-12 mésict 170,0-350,0
Celkova bilkovinacsr (CBcsr) 1-10 let 160,0-310,0 mg/1
11-18 let 160,0-400,0
19-40 let 240,0-490,0
41-50 let 270,0-600,0
51-60 let 290,0-670,0
> 61 let 260,0-790,0
0-2 tydny 5,6-23,2
2-4 tydny 7,6-16,4
1-3 mésice 2,3-10,6
3—6 mésicu 2,048
6—12 mésicu 1,4-4,5
Kvocient albuminu (Qalb) 1-10 Jet 1,045 5
Qalb = [albumincsr] / [albuminggey] 11-18 let 1,0-5,0 x 10
19-30 let 1,7-5,7
31-40 let 1,8-6,2
41-50 let 2,0-7,2
51-60 let 2,1-8,9
> 61 let 2,2-9.9
Zanétliva aktivita
Beta-2-mikroglobulincsr 0,2-2,0 mg/1
Intratékalni syntéza IgG (Reiber) 0 %
Intratékalni syntéza IgA (Reiber) 0 %
Intratékalni syntéza IgM (Reiber) 0 %

Tabulka ¢. 3: Referen¢ni meze vybranych parametrii (Adam P. et al., 2001; Felgenhauer
K., 1998; Seyfert S. et al., 2002; Reiber H., 2001; Kelbich P. et al., 2009; Lamers K. J. B.,

Wevers R. A., 1995)

IgA a IgM. Ackoliv tato kritéria vymezeni kontrolni skupiny nemusi byt povaZovana

za presveédCiva, prakticky neni jind moznost, nebot’ odbér likvoru zdravym lidem nelze rutinné

provadet.
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Statistické zpracovani

Ke statistickému zhodnoceni byl pouzit SW Excel, verze 2016 (Microsoft, USA), MedCalc,
verze 19.1.3 (MedCalc Software, Belgie) a JMP, verze 11.0 (SAS, USA). Protoze rozdéleni dat
nebylo Gaussovo a pomérné Casto bylo dosazeno vyrazné negativnich hodnot KEB (zeSikmené
rozlozeni pravdépodobnosti), pro optimalizaci rozdéleni a piehlednéjsi zndzornéni

v krabicovych grafech jsem provedla matematickou transformaci KEB podle vzorce:
KEByanst = l0g(40 — KEB)

a logaritmickou transformaci ostatnich energetickych parametrii. Byla provedena deskriptivni
statistika, D’Agostino-Pearson test, Kolmogorov-Smirnov test, Kruskal-Wallis test,

Steel-Dwass test, linearni diskriminacni analyza, krabicové, sloupcové a XY-bodové grafy.
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6 Vysledky

6.1 Hodnoceni KEB ve vztahu k cytologickym skupinam
Popisna statistika vysledkti KEB je sumarizovéana v tab. ¢. 4, hodnoty KEBianst u jednotlivych

cytologickych skupin jsou znazornény v grafu €. 1.

KEB
Cytologie n Median | Minimum | Maximum | 1. kvartil | 3. kvartil | 2,5. percentil | 97,5. percentil
Kontroly 235 31,31 27,45 34,30 30,36 32,05 28,53 33,30
GO 64 29,55 7,00 35,03 26,24 31,12 12,51 32,91
GP 765 4,70 -2 996,50 33,55 -40,35 20,82 -1 132,00 31,72
LO 1199 31,13 -83,95 35,11 30,14 31,97 24,28 33,35
LP 1 609 29,77 -3 980,50 37,36 26,39 31,24 -2,95 33,26
MO 2698 30,45 -457,69 35,25 28,70 31,68 11,45 33,39
MP 1456 25,97 -1 360,00 36,50 16,84 29,56 -51,70 32,63
TP+TO 152 21,80 -835,00 33,40 -1,66 29,52 -463,23 32,47

Tabulka €. 4: KEB u jednotlivych cytologickych skupin
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Graf ¢. 1: KEBuanstu jednotlivych cytologickych skupin

GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza
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Vysledky KEB v jednotlivych cytologickych skupinach jsem dale podrobila analyze shody
distribucnich funkci vice nezavislych vybéri pomoci Kruskal-Wallisova a nasledné
Steel-Dwassova testu. Prvni test zamitl hypotézu shody KEB ve vSech cytologickych skupinach

(p <0,0001), vysledky mnohonasobného srovnani dvojic shrnuje tab. €. 5.

Srovnavana dvojice Hladina vyznamnosti p Srovnavana dvojice Hladina vyznamnosti p
GO - kontroly <0,0001 MO - MP <0,0001
GO - GP <0,0001 MO -LO <0,0001
GO -MO 0,0382 MO -LP <0,0001
GO - MP <0,0001 MO - TO+TP < 0,0001
GO-LO <0,0001 MP - kontroly < 0,0001
GO -LP 0,9997, ns MP - LO < 0,0001
GO - TO+TP 0,0001 MP - LP < 0,0001
GP - kontroly <0,0001 MP - TO+TP 0,1448, ns
GP -MO <0,0001 LO - kontroly 0,2327, ns
GP - MP <0,0001 LO-LP < 0,0001
GP-LO <0,0001 LO - TO+TP <0,0001
GP-LP <0,0001 LP - kontroly < 0,0001
GP - TO+TP <0,0001 LP - TO+TP <0,0001
MO - kontroly <0,0001 TO+TP - kontroly <0,0001

Tabulka €. 5: KEBtranst — srovnani cytologickych skupin

Statisticky nevyznamné hodnoty jsou oznacené kurzivou

GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytdrni pleocytoza, LO = lymfocytdrni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza, ns = nesignifikantni

Signifikantn€ nizsi hodnoty KEB (resp. resp. vyssi hodnoty KEByansf) jsem nalezla u skupin
granulocytarni pleocytézy a tumordzni oligocytdozy+pleocytdézy v porovnani s kontrolni
skupinou, 1 vSemi ostatnimi cytologickymi skupinami (p ve vSech piipadech <0,0001),
s vyjimkou TO+TP vs. MP (mezi TO+TP a MP nebyl statisticky vyznamny rozdil).

Spolecnou skupinu TO+TP jsem 1 pies nizky pocet vysledkl ndsledné rozdélila na samostatné
skupiny TO a TP. Rozdil hodnot KEB skupiny TP oproti kontrolni skupiné se jesté zvyraznil.
U skupiny TO neni energeticky metabolismus tak dalece alterovan jako u skupiny TP, hodnoty
KEB se od normy li§i méné. Z toho divodu jsou vysledky analyzy spolecné skupiny TO+TP
,hor$i“ (ve smyslu méné rozdilné od normy) nez u samotné skupiny TP, u vétSiny nasledujicich
testh a grafii jsou proto uvedeny také samostatné skupiny TO a TP. Vysledky KEB
samostatnych skupin TO a TP jsou shrnuty v tab. ¢. 6 a znazornény v grafu €. 2 (pro lepsi

nazornost je uvedena i sloucend skupina TO+TP a kontrolni skupina).
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KEB
Cytologie n | Medidn | Minimum | Maximum | 1.Kkvartil | 3. kvartil | 2,5. percentil p;z;sn' il
TO 31 30,13 -282,40 32,50 27,28 31,72 -121,75 32,47
TP 121 19,72 -835,00 33,40 -6,73 27,94 -619,00 32,38
TO+TP 152 21,80 -835,00 33,40 -1,66 29,52 -463,23 32,47
Kontroly 235 31,31 27,45 34,30 30,36 32,05 28,53 33,30

Tabulka €. 6: KEB u tumorézni oligocytozy a pleocytozy
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza
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Graf €. 2: KEBuanst u tumorozni oligocytézy a pleocytézy (samostatna skupina TO a TP
vs. spole¢na skupina TO+TP)

TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza

Vysvetlivky ke znazornéni krabicového grafu viz vizualni legenda grafu ¢. 1.

Relativni zastoupeni KEB mezi vrstvami klasifikovanymi Kelbichem, tj. normalni hodnoty
(28,0-38,0), ,,oblast mirného vzestupu anaerobni glykolyzy* (10,0-28,0) a ,,oblast excesivniho
vzestupu anaerobni glykolyzy se susp. pfitomnosti razantniho zdnétu s oxidacnim vzplanutim

fagocytt* (pod 10,0) (Kelbich P. et al., 2007), demonstruje tab. ¢. 7 a graf ¢. 3.
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KEB [%]
Skupina KEB <10,0 10,0 < KEB < 28,0 KEB > 28,0
GO 3,1 34,4 62,5
GP 57,8 31,5 10,7
MO 2,2 18,4 79,4
MP 16,3 46,2 37,5
LO 0,3 7,1 92,6
LP 5,7 28,2 66,2
TO+TP 30,9 34,9 34,2
TO 12,9 16,1 71,0
TP 35,5 39,7 24,8
Kontroly 0,0 0,4 99,6
Ve 10,8 24,7 64,5

Tabulka ¢.7: Relativni zastoupeni KEB mezi cytologickymi skupinami (cut-off 10,0
a28,0)

GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza
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Graf ¢. 3: Relativni zastoupeni KEB mezi cytologickymi skupinami (cut-off 10,0 a 28,0)
GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza

V novéjsich publikacich (Kelbich P. et al., 2017; Kelbich P., 2015) je uvedena spiSe cut-off
hodnota KEB =15,0 pro vymezeni skupiny ,,mirného vzestupu anaerobni glykolyzy*,
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resp. oblasti ser6zniho zanétu, misto pivodnich 10,0. Relativni zastoupeni KEB pii cut-off

15,0 a 28,0 ukazuje tab. ¢. 8 a graf €. 4.

KEB [%]
Skupina KEB <15,0 15,0 < KEB < 28,0 KEB > 28,0
GO 4,7 32,8 62,5
GP 65,1 24,2 10,7
MO 3.4 17,2 79,4
MP 21,2 41,3 37,5
LO 0,8 6,7 92,6
LP 8,3 25,5 66,2
TO+TP 33,6 32,2 34,2
TO 12,9 16,1 71,0
TP 38,8 36,4 24,8
Kontroly 0,0 0,4 99,6
Ve 13,4 22,1 64,5

Tabulka ¢. 8: Relativni zastoupeni KEB mezi cytologickymi skupinami (cut-off 15,0 a 28,0)
GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza
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Graf ¢. 4: Relativni zastoupeni KEB mezi cytologickymi skupinami (cut-off 15,0 a 28,0)
GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza

Ve skupiné GP je obrovské, resp. nejvétsi rozpéti hodnot KEB; jsou zde nalezeny hodnoty

extrémné negativni, ale také jen mirné¢ snizené oproti norm¢ nebo v referenénim rozmezi.
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Z divodu vizualizace tohoto rozpéti u skupin GP a TO+TP jsem dale pfipojila i graf €. 5
s realnymi (netransformovanymi) hodnotami KEB, i1 pfes jistou nepiehlednost ve smyslu

porovnani rozlozeni hodnot mezi jednotlivymi cytologickymi skupinami.
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Graf ¢. 5: KEB u jednotlivych cytologickych skupin (readlné hodnoty bez transformace)

GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytéza, MP = monocytdrni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza

Vysvetlivky ke znazornéni krabicového grafu viz vizudlni legenda grafu ¢. 1.

Pro lepsi prehlednost bylo cilené odstranéno 25 extréemnich hodnot KEB < -1 000 (prevazné z GP).

6.2 Srovnani KEB s dalSimi energetickymi parametry v likvoru

V dalsi Casti prace jsem se zaméfila na srovnani KEB s dalSimi parametry energetického
metabolismu glukozy ve vztahu k cytologickému ndlezu v likvoru, tj. lakto-glukézovym
pomérem (LGP), gluko-laktitovym pomérem (GLP), a izolovanou koncentraci glukozy

a laktatu v likvoru.

Sumarni statistika zminénych energetickych parametrd je shrnuta v tab. ¢. 9-12, rozlozeni

hodnot znézornuji grafy ¢. 6-9.
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Lakto-glukézovy pomér

Cytologie n Median Minimum Maximum | 1.kvartil | 3.kvartil | 2,5.percentil | 97,5. percentil
Kontroly 235 0,37 0,21 0,59 0,33 0,42 0,26 0,53
GO 64 0,47 0,16 1,72 0,38 0,65 0,28 1,42
GP 765 1,85 0,25 168,58 0,95 4,35 0,35 65,00
LO 1199 0,38 0,16 6,78 0,33 0,44 0,26 0,76
LP 1 609 0,46 0,04 223,25 0,38 0,65 0,26 2,27
MO 2 698 0,42 0,15 27,54 0,35 0,52 0,26 1,48
MP 1456 0,67 0,08 77,67 0,47 1,18 0,30 4,98
TO 31 0,44 0,31 17,80 0,35 0,60 0,31 8,88
TP 121 1,02 0,26 48,50 0,56 2,48 0,31 36,50
TP+TO 152 0,90 0,26 48,50 0,47 2,20 0,31 27,85

Tabulka €. 9: Lakto-glukézovy pomér v likvoru u jednotlivych cytologickych skupin

Gluko-laktatovy pomér

Cytologie n Medidn | Minimum | Maximum 1. kvartil 3. kvartil 2,5. percentil | 97,5. percentil
Kontroly 235 2,69 1,71 4,87 2,36 3,02 1,90 3,83
GO 64 2,13 0,58 6,06 1,53 2,62 0,71 3,55
GP 765 0,54 0,01 4,04 0,23 1,05 0,02 2,86
LO 1199 2,62 0,15 6,23 2,29 2,99 1,31 3,88
LP 1 609 2,19 0,00 28,00 1,55 2,66 0,44 3,80
MO 2698 2,38 0,04 6,55 1,94 2,85 0,68 3,90
MP 1 456 1,50 0,01 12,00 0,85 2,13 0,20 3,35
TO 31 2,29 0,06 3,27 1,68 2,87 0,14 3,26
TP 121 0,98 0,02 3,91 0,40 1,79 0,03 3,20
TP+TO 152 1,11 0,02 3,91 0,45 2,12 0,04 3,26

Tabulka €. 10: Gluko-laktatovy pomér v likvoru u jednotlivych cytologickych skupin
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Laktat [mmol/l]

Cytologie n Median | Minimum Maximum 1. kvartil 3. kvartil | 2,5. percentil | 97,5. percentil
Kontroly 235 1,20 0,72 2,10 1,10 1,40 0,90 1,80
GO 64 1,87 0,47 7,20 1,50 3,02 0,97 5,61
GP 765 4,80 0,90 24,80 3,20 7,30 1,41 16,27
LO 1199 1,30 0,40 20,80 1,20 1,54 0,90 2,72
LP 1 609 1,60 0,10 10,20 1,30 2,20 0,93 5,01
MO 2698 1,50 0,30 18,40 1,28 1,97 0,91 4,48
MP 1456 2,60 0,17 27,20 1,75 3,90 1,09 7,70
TO 31 1,57 1,00 8,90 1,23 3,04 1,08 6,73
TP 121 3,30 1,00 14,60 2,20 5,37 1,10 10,60
TP+TO 152 2,99 1,00 14,60 1,76 5,13 1,10 9,90

Tabulka ¢. 11: La

ktat v likvoru u jednotlivych cytologickych skupin

Glukoéza [mmol/l]

Cytologie n Median | Minimum Maximum 1. kvartil 3. kvartil 2,5. percentil | 97,5. percentil
Kontroly 235 3,40 2,04 7,30 3,20 3,60 2,66 4,23
GO 64 3,77 2,39 9,00 3,31 4,42 2,84 8,06
GP 765 2,52 0,10 10,83 1,40 3,66 0,20 6,90
LO 1199 3,40 0,65 9,80 3,20 3,72 2,63 5,70
LP 1 609 3,30 0,04 10,80 2,90 3,70 1,70 5,90
MO 2698 3,50 0,13 13,91 3,14 4,00 2,19 6,70
MP 1 456 3,50 0,08 15,10 2,90 4,40 0,80 6,96
TO 31 3,50 0,50 8,08 3,28 422 0,88 6,15
TP 121 3,00 0,17 7,80 2,00 3,90 0,30 5,90
TO+TP 152 3,30 0,17 8,08 2,20 4,00 0,38 5,95

Tabulka ¢. 12: Glukoéza v likvoru u jednotlivych cytologickych skupin
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Graf ¢. 6: Lakto-gluk6zovy pomériog v likvoru u jednotlivych cytologickych skupin
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Graf ¢. 7: Gluko-laktatovy pomériog v likvoru u jednotlivych cytologickych skupin
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Graf ¢. 9: Glukézaiog v likvoru u jednotlivych cytologickych skupin

GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytdrni pleocytoza, LO = lymfocytdarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza

Vysvetlivky ke zndazornént krabicového grafu viz vizudlni legenda grafu ¢. 1.
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Pro ndzornost jsou vSechny hodnocené energetické parametry u nejvice vychylenych skupin,

tj. GP, TO+TP a kontrolni skupiny, dale situovany do jednoho grafu ¢. 10.
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Graf ¢. 10: Energetické parametry v likvoru u vybranych cytologickych skupin

KEB = Koeficient energetické bilance, LGP = lakto-glukozovy pomeér, GLP = gluko-laktatovy pomer,
L = laktat, G = glukoza, GP = granulocytarni  pleocytoza,  TO = tumorozni  oligocytoza,
TP = tumorozni pleocytoza

Vysvetlivky ke znazornéni krabicového grafu viz vizuadlni legenda grafu ¢. 1.

Skute¢né (netransformované) hodnoty KEB, LGP, GLP, koncentrace laktatu a glukozy
v likvoru, tj. redlné rozpéti znazoriuje graf ¢. 11. Je zfejmé, ze aCkoliv LGP a GLP odliSuji
cytologické skupiny GP a TO+TP od kontrolni skupiny i vSech ostatnich skupin stejné dobie
jako KEB, KEB dosahoval zdaleka nejvétSiho rozpéti hodnot (od normy az po siln€ negativni

hodnoty).
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Graf ¢.11: Energetické parametry v likvoru u vybranych cytologickych skupin
(realné hodnoty bez transformace)

KEB = Koeficient energetické bilance, LGP = lakto-glukozovy pomér, GLP = gluko-laktatovy pomér, L = laktat,
G = glukéza, GP = granulocytarni pleocytoza, TO = tumorodzni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza
Vysvétlivky ke znazornéni krabicového grafu viz vizudlni legenda grafu ¢. 1.

Pro lepsi prehlednost bylo cilené odstranéno 25 extrémnich hodnot KEB < -1 000 (prevazné z GP).

Rozsah moZné zmény parametru pii patologii jsem hodnotila pomoci relativnich rozdilt
mediant patologickych skupin proti kontrolni skupiné, viz tab. €. 13. Nejvétsi rozdily byly

u izolované koncentrace laktatu v likvoru.
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Cytologicka Relativni rozdil mediianu proti kontrolni skupiné [%]
skupina KEB LGP GLP Laktat Glukéza
GO -5,6 +26,3 -20,8 +55,8 +10,7
GP -85,0 +398,1 -79,9 +300,0 -26,0
LO -0,6 +2,8 -2,7 +8,3 0,0
LP -4,9 +23,1 -18,8 +33,3 -2,9
MO -2,8 +12,9 -11,4 +25,0 +2,9
MP -17,1 +79,9 -55,6 +116,7 +2,9
TO -3,8 +17,8 -15,1 +30,8 +2,9
TP -37,0 +173,3 -63,4 +175,0 -11,8
TO+TP -30,4 +142,3 -58,7 +149,2 -2,9

Tabulka €. 13: Srovnani relativnich rozdili medianii patologickych cytologickych skupin

proti kontrolni skupiné

KEB = Koeficient energetické bilance, LGP = lakto-glukozovy pomer, GLP = gluko-laktatovy pomer,
GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorodzni pleocytoza

Dale jsem hodnotila dalsi energetické parametry analyzou shody distribu¢nich funkci vice
nezavislych vybért pomoci Kruskal-Walisova a nasledné Steel-Dwassova testu. Prvni test
zamitl hypotézu shody vSech energetickych parametrit ve vSech cytologickych skupinach
(p <0,0001), vysledky mnohonasobného srovnani dvojic jsou uvedeny v piehledu v tab. €. 14.
Hodnoty energetickych parametrii se mezi jednotlivymi srovnavanymi dvojicemi li§i velmi
podobné (p-hodnoty jsou shodné nebo obdobn¢), zietelné vybocuje pouze izolovana

glykorachie.
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Hladina vyznamnosti p

Srovnavana dvojice KEBtranst LGP GLP Laktat Glukéza
GO - kontroly <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GO -GP < 0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001
GO -MO 0,0382 0,0399 0,0365 0,0001 0,1123, ns
GO - MP < 0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0217 0,1881, ns
GO-LO <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0008
GO -LP 0,9997, ns 0,9998, ns 0,9996, ns 0,0279 <0,0001
GO - TO+TP 0,0001 0,0001 0,0001 0,0047 0,0005
GP - kontroly < 0,0001 <0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001
GP -MO < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 <0,0001
GP - MP < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 < 0,0001
GP-LO <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GP-LP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
GP - TO+TP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0047
MO - kontroly < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 0,0002
MO - MP < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 0,8261, ns
MO -LO < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 0,0003
MO -LP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MO - TO+TP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
MP - kontroly <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1024, ns
MP - LO < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 0,5362, ns
MP - LP < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 < 0,0001
MP - TO+TP 0,1448, ns 0,1480, ns 0,1421, ns 0,2783, ns 0,0029
LO - kontroly 0,2327, ns 0,3441, ns 0,2217, ns <0,0001 0,3731, ns
LO-LP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
LO - TO+TP <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0122
LP - kontroly < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 0,3779, ns
LP - TO+TP <0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 0,7169, ns
TO+TP - kontroly < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 <0,0001 0,5483, ns

Tabulka ¢. 14: Energetické parametry v likvoru - srovnani cytologickych skupin

Statisticky nevyznamné hodnoty jsou oznacené kurzivou

KEB = Koeficient energetické bilance, LGP = lakto-glukozovy pomeér, GLP = gluko-laktatovy pomér,
GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytéza, MP = monocytdrni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza, ns = nesignifikatni

Ve snaze co nejpiesnéji zjistit, jak jednotlivé energetické parametry svymi konkrétnimi
hodnotami diskriminuji mezi cytologickymi skupinami (neboli jak se rozdéli hodnoty
jednotlivych energetickych parametrti dle vnitiné vypoctenych cut-off do spravnych
cytologickych skupin), jsem analyzovala dvojice skupin linedrni diskrimina¢ni analyzou.

Vysledky uvadi tab. €. 15.
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Relativni zastoupeni dobre klasifikovanych hodnot[%]

Srovnavana dvojice KEBitranst LGP GLP Laktat Glukéza Primér
GO - kontroly 76,9 833 69,2 89,0 79,6 79,6
GO - GP 69,0 333 83,5 63,0 70,7 63,9
GO -MO 70,3 79,3 60,3 78,9 71,6 72,1
GO - MP 51,1 34,9 63.8 47,8 62,8 52,1
GO-LO 80,7 86,3 70,2 89,0 78,9 81,0
GO -LP 36,8 22,5 54,0 72,7 75,3 52,2
GO - TO+TP 60,7 48,2 64,4 51,0 62,0 57,2
GP - kontroly 78,9 45,4 91,2 77,0 67,4 72,0
GP-MO 89.8 83,7 86,3 89,2 68,4 83,5
GP - MP 74,4 71,9 68,1 72,9 63,3 70,1
GP-LO 88,4 72,1 91,7 87,3 72,2 82,3
GP-LP 82,6 75,8 79,8 84,7 65,4 77,7
GP - TO+TP 56,2 32,6 72,2 54,0 60,1 55,0
MO - kontroly 52,6 39,6 60,6 48,5 48,0 49,9
MO - MP 74,8 72,6 71,7 74,8 44,1 67,6
MO -LO 54,6 48,8 57.4 50,7 50,0 52,3
MO -LP 61,2 04,3 56,8 58,6 53,9 58,9
MO - TO+TP 89,2 94,8 76,6 86,7 54,4 80,3
MP - kontroly 67,1 46,0 77,5 68,5 51,8 62,2
MP-LO 75,2 64,5 79,0 76,4 56,1 70,2
MP - LP 63,6 59,2 64,3 67,4 58,2 62,5
MP - TO+TP 67,3 84,6 52,0 66,0 52,7 64,5
LO - kontroly 50,3 46,2 54,5 50,8 48,7 50,1
LO-LP 63,1 55,0 63.9 60,6 55,1 59,5
LO - TO+TP 92,2 91,9 85,9 92,4 56,0 83,7
LP - kontroly 54,8 35,5 63,7 53,0 57,4 52,9
LP - TO+TP 80,0 90,9 67,1 82,6 53,5 74,8
TO+TP - kontroly 82,7 72,4 85,0 83,5 61,0 76,9
Vse 21,7 17,4 20,3 18,9 14,7

Primér 69,4 62,0 70,4 70,6 60,7

Tabulka €. 15: Energetické parametry v likvoru — linearni diskrimina¢ni analyza
Nejvyssi relativni zastoupeni spravne zarazenych hodnot mezi danou dvojici skupin je oznaceno
Cervené)

KEB = Koeficient energetické bilance, LGP = lakto-glukézovy pomér, GLP = gluko-laktatovy pomer,
GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytarni pleocytoza, LO = lymfocytarni oligocytoza,
LP = lymfocytarni pleocytoza, MO = monocytarni oligocytoza, MP = monocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza
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Vysledky ukazuji, Ze ackoliv se vétSina srovnavanych dvojic ve vSech parametrech statisticky
vyznamné li$i (viz tab. ¢. 14), pii detailnim pohledu diskrimina¢ni analyzy vS§echny posuzované
energetické parametry bez vyjimky nerozde€luji hodnoty do spravnych cytologickych skupin
prilis dobfte, resp. velka cast hodnot se mezi skupinami neli§i natolik, aby byly zarazeny
spravné. Mezi jednotlivymi srovnavanymi dvojicemi nejlépe roziazuji rizné energetické
parametry, nejcastéji dosahl nejlepSich vysledkt GLP. Nejhtuife rozfazovala izolovana

glykorachie.

Spravné zatazeni hodnot energetickych parametrti do cytologickych skupin neni v dané dvojici
skupin stejnomérné (hodnoty jsou ve skupinach rizn¢ homogenni). Separatni relativni
zastoupeni spravné zatfazenych hodnot energetickych parametri pro jednotlivé cleny

porovnavané dvojice cytologickych skupin ukazuje tab. ¢. 16.

Relativni zastoupeni dobie klasifikovanych hodnot [%]

Srovnavana dvojice | Clen KEBtranst LGP GLP Laktat Glukoza

GO 56,3 48,4 65,6 51,6 50,0
GO - kontroly

Kontroly 82,6 92,8 70,2 99,1 87,7

GO 92,2 100,0 76,6 89,1 71,9
GO - GP

GP 67,1 27,7 84,1 60,8 70,6

GO 46,9 37,5 56,3 43,8 40,6
GO -MO

MO 70,8 80,3 60,3 79,7 72,3

GO 76,6 84,4 62,5 68,8 43,8
GO - MP

MP 50,0 32,8 63,9 46,8 63,6

GO 53,1 453 53,1 48,4 48,4
GO-1LO

LO 82,2 88,5 82,2 91,2 80,6

GO 62,5 79,7 48,4 43,8 50,0
GO-LP

LP 35,8 20,2 54,2 73,8 76,3

GO 79,7 100,0 67,2 76,6 54,7
GO - TO+TP

TO+TP 52,6 26,3 63,2 47,4 65,1

GP 72,4 28,6 88,6 69,6 62,1
GP - kontroly

Kontroly 100,0 100,0 99,6 100,0 84,7

GP 69,3 28,0 86,1 65,9 66,9
GP -MO

MO 95,6 99,4 86,3 95,8 68,8

GP 60,3 25,1 77,8 55,9 66,7
GP - MP

MP 81,8 96,5 63,0 81,9 61,5

GP 71,9 28,4 88,1 68,6 64,2
GP-LO

LO 98,9 99,9 94,0 99,2 77,3

GP 66,8 26,7 84,4 65,9 62,1
GP-LP

LP 90,1 99,1 77,6 93,7 67,0
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(Pokracovani tab. ¢. 16)

Relativni zastoupeni dobre klasifikovanych hodnot [%]

Srovnavana dvojice | Clen KEBranst LGP GLP Laktat Glukéza

GP 53,3 21,7 76,2 49,9 59,9
GP - TO+TP

TO+TP 70,4 87,5 52,0 74,3 61,2

MO 51,0 35,5 60,5 45,1 46,1
MO - kontroly

Kontroly 70,2 86,0 62,1 87,7 70,2

MO 85,5 94,0 73,2 85,5 36,9
MO - MP

MP 55,1 33,0 68,9 54,9 57,4

MO 47,1 32,7 55,9 37,5 41,5
MO - LO

LO 71,4 85,2 60,9 80,2 69,2

MO 73,2 89,7 59,1 71,9 46,1
MO - LP

LP 41,1 21,6 53,0 36,2 67,0

MO 91,2 98,7 77,1 88,6 54,2
MO - TO+TP

TO+TP 53,3 26,3 67,1 52,6 57,9

MP 61,9 37,2 76,0 63,4 48,9
MP - kontroly

Kontroly 99,6 100,0 86,8 100,0 69,8

MP 60,2 36,6 73,7 60,8 45,9
MP - LO

LO 93,4 98,4 85,4 95,4 68,5

MP 49,2 26,8 64,6 52,0 48,9
MP - LP

LP 76,6 88,5 64,1 81,3 66,6

MP 69,6 90,9 51,5 68,4 52,2
MP - TO+TP

TO+TP 44,7 23,7 56,6 43,4 57,9

LO 76,2 66,7 85,9 75,0 73,1
LO - kontroly

Kontroly 58,7 65,1 52,8 65,5 59,1

LO 84,1 96,1 69,1 86,4 46,6
LO-LP

LP 47,5 24,4 59,9 41,3 61,4

LO 97,0 99,8 88,2 97,1 56,3
LO - TO+TP

TO+TP 54,6 28,9 68,4 55,3 53,9

LP 50,4 26,1 62,9 47,2 59,7
LP - kontroly

Kontroly 85,1 100,0 69,4 93,2 41,3

LP 82,5 97,0 67,4 85,5 53,9
LP - TO+TP

TO+TP 52,6 25,7 63,2 51,3 49,3

TO+TP 55,9 29,6 72,4 57,9 49,3
TO+TP - kontroly

Kontroly 100,0 100,0 93,2 100,0 68,5

Tabulka ¢.16: Energetické parametry v likvoru — linearni diskrimina¢ni analyza

(jednotlivé ¢leny porovnavané dvojice cytologickych skupin separatn¢)

KEB = Koeficient energetické bilance, LGP = lakto-glukézovy pomér, GLP = gluko-laktatovy pomer,
GO = granulocytarni oligocytoza, GP = granulocytdrni pleocytoza, LO = lymfocytdarni oligocytoza,
MP = monocytarni pleocytoza,

LP = lymfocytarni pleocytoza,
TO = tumorozni oligocytoza, TP = tumorozni pleocytoza
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MO = monocytarni oligocytoza,




Déle jsem vénovala pozornost vztahim koncentrace glukézy a laktatu v krvi a likvoru
ve studovaném souboru, resp. té ¢asti, u které je glykémie a laktatémie znama, viz kap. 5.1.
Glykémie byla v rozsahu: 0,8-28,5 mmol/l, laktatémie v rozsahu 0,4—10,2 mmol/l.

Zavislost glykorachie na glykémii v celém souboru se znamou glykémii (n=4 820) je
znazornéna v grafu €. 12 a v souboru kontrol (pficemz do vymezeni této kontrolni skupiny neni
zahrnuta glykorachie ani koncentrace laktatu v likvoru, a jsou odstranény vysledky s vyrazné;si

ptimési krve v likvoru, tj. nad 100 erytrocytt/3 pl; n =231) v grafu €. 13.
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Graf ¢. 12: Zavislost glykorachie na glykémii — cely soubor dat (n =4 820)
P-glukoza = glykémie v plazmé, CSF-glukoza = glykorachie

8,00
°
7,00 y = 0,0289x2 - 0,1338x + 3,3585
— R2 =0,2908
< 6,00 °
2 .
€ 500 ® e ®
© o e
& 4,00 o ©® L ' ® ““ :
Y4 .
= ® ( ®
> 0 Qe ogfe. ° °
® 3,00 @l o o®
"SL o® (] °
2,00 e
1,00
0 2 4 6 8 10 12
P-glukéza [mmol/1]

Graf ¢. 13: Zavislost glykorachie na glykémii — kontrolni skupina (n =231)
P-glukoza = glykémie v plazmé, CSF-glukoza = glykorachie

Zavislost glykorachie na glykémii je zfetelna, avSak s relativné vétsim rozptylem hodnot kolem

spojnice trendu, predevSim v celém souboru dat.

86



Zavislost Qg na glykémii se jiz graficky jevi jako jesté¢ vyznamnéj$i a té€snéji piiléhajici
spojnici trendu nez zavislost glykorachie na glykémii, jak v celém souboru dat (n =4 820),

tak v kontrolnim souboru (n =231) — viz grafy ¢. 14 a 15.
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Graf ¢. 14: Zavislost Qglu na glykémii — cely soubor dat (n = 4 820)
P-glukoza = glykémie v plazmé
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Graf ¢. 15: Zavislost Qg na glykémii — kontrolni skupina (n =231)
P-glukoza = glykémie v plazmé

Vzhledem k vyznamné zavislosti na glykémii je evidentni omezena efektivita glykorachie 1 Qg
pro hodnoceni pfitomnosti patologie v CNS. Toto omezeni se vSak pienasi také na KEB, nebot’
glykorachie je soucasti vypoctu KEB. Hyperglykémie by tak mohla vzestupem glykorachie
maskovat pokles KEB. Dle rovnic spojnic trendu grafti €. 13 a 15 Ize vypocist k dané glykémii

piislusnou glykorachii a Qglu @ modelovat vliv glykémie na posun KEB. Hodnoty odvozené
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glykorachie, Qgu a KEB pifi modelovych koncentracich laktatu v likvoru u kontrolni skupiny

jsou uvedeny v tab. €. 17.

.. | Glykorachie Glykoraclgie .
Glykémie ; odvozens Laktatcsr Qg Qzlu KEB
[mmol/1] (Eﬁrnzﬁ/l;f S posunem [mmol/1] vypoctené | odvozené KEB S posunem
[mmol/1]

3,0 3,2 3,2 1,5 1,07 1,02 29,6 29,6
5,0 3,4 3,4 1,5 0,68 0,69 30,1 30,1
8,0 4,1 4,1 1,5 0,52 0,48 31,5 31,5
10,0 49 49 1,5 0,49 0,40 32,5 32,5
15,0 7.9 7,9 1,5 0,52 0,29 34,6 34,6
3,0 3,2 3,1 2,2 1,07 1,02 25,7 253
5,0 3,4 33 22 0,68 0,69 26,4 26,0
8,0 4,1 4,0 2,2 0,52 0,48 28,4 28,2
10,0 4,9 4,8 2,2 0,49 0,40 29.9 29,8
15,0 7.9 7,8 2,2 0,52 0,29 33,0 32,9
3,0 3,2 2,2 3,5 1,07 1,02 18,4 9,6
5,0 3,4 24 3,5 0,68 0,69 19,5 11,9
8,0 4,1 3,1 3,5 0,52 0,48 22,8 17,9
10,0 4,9 3,9 3,5 0,49 0,40 25,2 21,9
15,0 7.9 6,9 3,5 0,52 0,29 30,0 28,8
3,0 32 1,2 45 1,07 1,02 12,8 28,4
5,0 3,4 1,4 45 0,68 0,69 14,2 -19.4
8,0 4,1 2,1 4,5 0,52 0,48 18,4 0,1
10,0 49 2,9 45 0,49 0,40 21,5 10,2
15,0 7.9 5,9 45 0,52 0,29 27,7 24,2
20,0 12,2 10,2 45 0,61 0,23 31,4 30,1

Tabulka €. 17: Odvozena glykorachie, Qgu a KEB pFi modelovych koncentracich laktatu
v likvoru — kontrolni skupina

Barevnd pasma dle koncentrace laktatu v likvoru; cervenym pismem oznacena normalizace KEB viivem
hyperglykémie

Glykorachie odvozend = glykorachie vypoctend z rovnice zavislosti glykorachie na glykémii v kontrolni
skupiné (graf ¢. 13)

Glykorachie odvozend s posunem = glykorachie odvozena z rovnice zavislosti glykorachie na glykémii
v kontrolni skupinée (graf ¢. 13), soucasné odectena modelova hodnota vlivem patologie

Qg vypoctené = Qg vypoctené jako pomeér glykorachie odvozené a glykémie

Qg 0dvozené = Qg 0dvozené z rovnice zavislosti Qg na glykémii v kontrolni skupiné (graf ¢. 15)
KEB = KEB vypocteny z koncentrace laktatu v likvoru a glykorachie odvozené

KEB s posunem = KEB vypocteny z koncentrace laktatu v likvoru a glykorachie odvozené s posunem

Je patrné, ze ovlivnéni hodnot KEB hyperglykémii je zavislé jak na hodnoté glykémie,

tak na rozsahu patologického procesu. Pfi normalni modelové koncentraci laktatu v likvoru
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(1,5 mmol/l) a ptedpokladaném nulovém poklesu glykémie vlivem patologie v CNS (modré
pasmo) nema zména glykémie smérem dolid ani nahoru vliv na vychyleni hodnoty KEB mimo
referen¢ni rozmezi (dle Kelbicha, tj. 28,0-38,0). Zatimco jiz pii hrani¢ni koncentraci laktatu
v likvoru (2,2 mmol/l) a ptedpokladaném minimalnim poklesu glykémie vlivem patologie
v CNS (0 0,1 mmol/l, zelené pasmo) ovlivni glykémie 8,0 mmol/l a vice hodnotu KEB (vcetné
KEB s posunem) ve smyslu normalizace hodnot. Pii patologické koncentraci laktatu v likvoru
(3,5 mmol/l) a pii modelovém snizeni glykorachie o 1,0 mmol/l vlivem patologie (zIuté pasmo)
jiz ,,normalizuje* KEB az hyperglykémie 15,0 mmol/l a vice; pti koncentraci laktatu 4,5 mmol/l
a poklesu glykémie vlivem patologie o 2,0 mmol/l (Cervené pasmo) hyperglykémie
20,0 mmol/l a vice. Tzn., Ze u vyznamného posunu koncentrace laktatu a glukézy v likvoru
vlivem razantniho patologického procesu nemusi dojit az k normalizaci KEB vlivem
hyperglykémie, ale posun KEB smérem k referenénimu rozmezi je i v tomto piipad¢ ztetelny.
KEB s posunem (viz vysvétlivky tab. €. 17) dosahuje hodnot odpovidajicich razantnimu zénétu
s oxidaénim vzplanutim (pod 10,0) i v pfipadé patologického laktatu (Cervené pasmo) pouze
u glykémie mensi nez cca 10,0 mmol/l.

Vzhledem k prokdzanému vlivu hyperglykémie na energetické parametry v likvoru, véetné
KEB, jsem dale analyzovala relativni zastoupeni hyperglykémie u jednotlivych patologickych
cytologickych skupin. Druhd mezni hodnota 8,5 mmo/l byla zvolena cilené: glykémie
nad 8,5 mmol/l zvySuje glykorachii v kontronim souboru nad normu (4,2 mmol/l) bez vlivu
patologie v CNS (viz téz tab. ¢. 17). Vysledky shrnuje tab. €. 18, je patrné vySsi zastoupeni
hyperglykémie pravé u skupin GP a TO+TP.

Relativni zastoupeni Relativni zastoupeni
Cytologicka
hyperglykémie hyperglykémie
skupina
> 5,6 mmol/l [%] > 8,5 mmol/l [%]

GO 41,9 6,5

GP 67,0 23,4

MO 29,8 5,9

MP 35,1 7,8

LO 22,8 3,4

LP 30,2 4.4

TO 429 14,3

TP 47,5 10,0

Tabulka ¢.18: Relativni zastoupeni hyperglykémie v patologickych cytologickych
skupinach
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Vyssi nabidka glukdzy jako energetického substratu u hyperglykorachie nabizi také hypotézu,
ze by 1 laktat mohl byt produkovan v téchto pfipadech v likvorovém kompartmentu ve vétsim
mnozstvi, bez ovlivnéni lokalnimi energetickymi naroky a mnozstvim kysliku. Zavislost mezi
koncentraci laktatu v likvoru a glykorachii v celém souboru vcetné nezndmé glykémie
(n=8 178), celém souboru se zndmou glykémii (n =4 820) a kontrolnim souboru (n =231)

zobrazuji grafy ¢. 16—18.
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Graf ¢. 16: Zavislost koncentrace laktatu v likvoru na glykorachii — cely soubor dat
(n=8178)
CSF-glukoza = glykorachie, CSF-laktat = koncentrace laktatu v likvoru
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Graf ¢. 17: Zavislost koncentrace laktatu v likvoru na glykorachii — cely soubor dat
se znamou glykémii (n = 4 820)
CSF-glukoza = glykorachie, CSF-laktat = koncentrace laktatu v likvoru
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Graf ¢. 18: Zavislost koncentrace laktatu v likvoru na glykorachii — kontrolni soubor
(n=231)

CSF-glukoza = glykorachie, CSF-laktat = koncentrace laktatu v likvoru

Zavislost mezi koncentraci laktatu v likvoru a glykorachii se nepotvrdila. V grafu ¢. 16 a 17 je
vSak naznacend mirnd korelace nizké glykorachie a vysoké koncentrace laktatu v likvoru. Dale
jsou tedy vybrany z celého souboru pouze piipady s hypoglykorachii < 1,5 mmol/l (n =380)
pro posouzeni zavislosti koncentrace glukézy a laktatu v likvoru u ptipadll se suspektni
patologii CNS, viz graf ¢. 19.
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Graf ¢. 19: Zavislost koncentrace laktatu v likvoru na glykorachii — vybér pripadua
s hypoglykorachii < 1,5 mmol/l z celého souboru dat (n = 380)
CSF-glukoza = glykorachie, CSF-laktat = koncentrace laktatu v likvoru
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Posledni graf €. 20 zobrazuje zavislost koncentrace laktatu v likvoru na koncentraci v plazmé

v celém souboru se znamou laktatémii.
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Graf ¢. 20: Zavislost koncentrace laktatu v likvoru na koncentraci laktatu v plazmé —

cely soubor dat (n=1979)
CSF-glukoza = glykorachie, CSF-laktat = koncentrace laktatu v likvoru
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7 Diskuze

7.1 Hodnoceni KEB ve vztahu k cytologickym skupinam

GP a TO+TP jsou cytologické skupiny, u kterych jsem jiz ptfed vlastnim testovanim
piepokladala vyznamné odlisné hodnoty KEB vzhledem k tomu, ze doprovazi imunitni reakci
s dirazem na fagocytozu a oxidacni vzplanuti. U purulentnich bakteridlnich neuroinfekci nebo
zanétu po reperfuzi ischemickych lozisek u ¢asti SAK jde o aktivaci neutrofili (Kelbich P. et
al., 2014; Kelbich P., 2015). U TO+TP lze ptedpokladat aktivaci makrofagti, zejména M1 typu
(Ramond E. et al., 2019; Biswas S. K., Mantovani A., 2012). Nélezy jsou v souladu s jinymi
studiemi, Kelbich nalezl u purulentnich neuroinfekci median KEB -164,3 a senzitivitu nalezu

GP + KEB < 10,0 az 95,7 % (Kelbich P. et al., 2013).

GP je skupinou s nejvétSsim zastoupenim nizkych hodnot KEB odpovidajicich razantnimu
zanétu s oxidaénim vzplanutim (pod 10,0, resp. 15,0): 57,8 % (442/765), resp. 65,1 %
(498/765), zatimco hodnoty v referenénim rozmezi naopak tvotily pouze 10,7 % (82/765).
Hodnoty nedosahujici cut-off pro oxida¢ni vzplanuti jsou ¢astecné pravdépodobné odrazem
pocinajiciho stadia serdznich neuroinfekci, kdy neutrofily mohou po kratkou dobu

v cytologickém obraze dominovat.

Schopnost tvorby reaktivnich sloucenin kysliku a chloru pfi oxida¢nim vzplanuti je dana
fagocytlim, jejichz aktivace probihd na samotném zacatku imunitni reakce. K plnému rozvinuti
razantniho zadnétu vSak pfispiva zapojeni polarizovanych bunék specifické imunity a potenciace
aktivace fagocytd. Pfi interpretaci likvorového nalezu tak hraje roli také Casovy faktor.
U pacientli imunodeficientnich nebo imunosuprimovanych pak nemusi k rozvoji plné

vyjadieného zanétlivého obrazu dojit viitbec (Krejsek J. et al., 2016).

Vysledky pacientli se sekundarni neuroinfekei po neurochirurgickém vykonu nebo traumatu
hlavy a patefe byly rovnéz zahrnuty do hodnoceného souboru dat, coz mohlo pfinést dalsi
modifikaci nalezii. V téchto ptipadech mize byt vyvoj zanétu a likvorového obrazu alterovan
fadou faktorii, napt. produkci glukokortikoidll vlivem stresu, primarnim onemocnénim CNS,
reparaci po operacnim zékroku nebo traumatu, pfipadnym systémovym zanétem, protektivnim
podanim antibiotik, ¢astou polymorbiditou pacientii, moznou kontaminaci CNS nepatogennimi
mikroby apod. Tito pacienti ¢asto nevyvinou adekvatni imunitni reakci, véetné bunécnosti
likvoru a posunu hodnot energetickych parametrti. Na druhou stranu pravé hodnoceni nalezt
v likvoru cyto-energetickym principem (metabolické manifestace oxida¢niho vzplanuti) miize
piispét ke stanoveni diagnézy infek¢ni komplikace v téchto tézkych situacich (Kelbich P., 2015;
Xiong Y. et al., 2001).
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Normalni hodnoty KEB u GP mohou byt castetné zpiisobeny také tzv. preventivni
neuroprotekci (Kelbich P. et al., 2012), kdy mzeme pozorovat patologicky cytologicky obraz
a hyperproteinorachii, ackoliv nedochazi k funkéni aktivaci ptitomnych bunék a posunu hodnot
energetickych parametrti. Pravé energetické parametry jsou schopny rozlisit preventivni

neuroprotekci imitujici neuroinfekci od skute¢ného purulentniho zanétu.

V mozku je rozvoj zanétu, predevsim s oxida¢nim vzplanutim fagocytli, a nedilného poskozeni
a otoku tkan¢ velmi pfisn¢ kontrolovan a regulovan (Berger J. R., Koralnik I. J., 2005; Galea I.
et al.,, 2007). To také muze pfispivat k Sirokému rozsahu hodnot energetickych parametri
i cytologickych nalezli v rdmci zanétu CNS infekéniho i neinfekéniho.

Lze tedy shrnout, Zze hodnoty KEB ve zkoumaném souboru byly statisticky vyznamné odlisné
(niz$i) u skupin GP a TO+TP oproti ostatnim skupindm (primdarni alternativni hypotéza byla
potvrzena), ackoliv i v téchto skupinach byly hodnoty KEB nalezeny v celém rozsahu, tj. véetné

jen mirné patologickych nebo normalnich.

Nizky pocet méteni ve skupiné TO a TP je v souladu s nizkou prevalenci téchto vaznych
onemocnéni v populaci, navic ¢ast nddorovych postizeni mozku a mozkovych plen nemusi
uvolnovat maligni buiikky do likvoru. Ve skupiné TO+TP tvorily hodnoty KEB pod 10,0
(resp. 15,0), tj. v oblasti razantniho zanétu s oxidacnim vzplanutim, cca jednu tfetinu naleza:
30,9 % (47/152), resp. 33,6 % (51/152). To je druhé nejvyssi zastoupeni tak nizkych hodnot
KEB nasledujici za skupinou GP. V této souvislosti je vhodné pfipomenout, zZe obrana proti
nadoriim probihd kromé aktivace fagocyti predevSim pres aktivaci specifickych
1 nespecifickych cytotoxickych bunék (Drake Ch. G. et al., 2006). Tyto imunocyty likviduji cil
riznymi mechanismy, nemaji v§ak enzymové vybaveni pro oxida¢ni vzplanuti. Imunitni reakce
na pritomnost malignich buné¢k (a likvorologicky cytologicky i1 energeticky obraz) mize byt
tedy velmi rozmanitd, dand individudlni imunitni reaktivitou daného jedince i1 daného

nadorového bujeni.

Vedle kvantifikace KEB je ve vztahu k diferencidlni diagnostice cytologickych skupin rovnéz
do zékladniho vySetfeni likvoru. Ve skupinidch s bakteridlni meningitidou/encefalitidou
a maligni meningeélni infiltraci/mozkovymi nédory jsme zjistili podstatné zvyseni hodnot
beta-2-mikroglobulinu, coZz rovnéz svéd¢i pro vyznamnou aktivaci imunitniho systému

a tkanovou destrukci praveé u téchto skupin (Svatoniova J. et al., 2014).

Také skupiny MP a LP ukézaly signifikantni rozdil KEB vi¢i kontrolam (p < 0,0001), nicméné
stejny rozdil byl mezi skupinami MP a GP a skupinami LP a GP, tzn., Ze hodnoty KEB u GP
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byly jesté signifikantné nizs$i (KEBanst Vy$$i) nez u skupin MP, LP. Obraz MP 1 LP muze
doprovazet pripady infekce potencialnimi intracelularnimi bakteriemi, kvasinkami a plisnémi
nebo nadorovy proces v CNS, kdy dochazi ptevazné k rozvoji imunitni odpovédi typu:
fagocytéza a oxidacni vzplanuti fagocyti — polarizace k Tul — potenciace fagocytdzy
a oxida¢niho vzplanuti (Krejsek J. et al., 2016; Kelbich P. et al., 2012). Proto je pokles KEB
také u téchto skupin o¢ekdvan, nicméné zminované ptipady reprezentuji pouze relativné malou
¢ast — posouvaji hodnoty KEB méné nez u GP. Ve zkoumaném souboru byly nalezeny hodnoty
KEB <10,00 u 16,3 % ptipadt (237/1 456) MP a 5,7 % ptipada (91/1 609) LP. Zvolime-li
cut-off KEB 15,0, je zastoupeni logicky vyssi: 21,2 % (309/1 456) u MP a 8,3 % (133/1 609)
ptipada LP. Interkvartilové rozpéti KEB u skupiny LP bylo 26,39-31,24, coz koresponduje
s oblasti ser6zniho zanétu, ktery pravé LP nebo LO obvykle doprovazi. VéEtsi cast pripadi
v téchto skupinach je tedy spojena s infekcemi jinymi patogeny nebo neinfekénimi zénéty,
kdy dochazi k rozvoji pfevazné jiného typu imunitni odpovédi (bez potenciace oxida¢niho
vzplanuti fagocytll) a KEB dosahuje pouze mirné snizenych hodnot. Charakteristickym
cytologickym obrazem u serdznich zanéti (infekéniho i neinfekéniho ptivodu) je pravé LP,
ale podle stadia a typu onemocnéni miZeme nalézt také GP, MP nebo MO. Také tyto
cytologické obrazy tedy u ¢asti piipadil seroznich zanétl doprovazi pouze mirny pokles KEB,
¢imz se rozdily KEB mezi jednotlivymi cytologickymi skupinami ¢aste¢né stiraji.

Ackoliv skupina LO neni v zddném smyslu shodna se skupinou kontrolni, nenalezla jsem mezi
témito skupinami statisticky vyznamny rozdil v hodnotach KEB. LO je charakteristickym
cytologickym obrazem autoimunitnich procesi v CNS/PNS (napiiklad roztrousené skler6zy),
chronickych zanétl, pfipadné pocateCniho stadia serdznich zanétd. V téchto ptipadech je
oxida¢ni vzplanuti fagocytl zcela vyjimecné. Tomu odpovidaji moje nalezy: velmi mala ¢ast
vysledki (pod 1,0 % ptipadil) dosahuje vyznamného snizeni KEB pii cut-off KEB 10,01 15,0,
pouze v jednom piipadé az k negativnim hodnotam, zatimco hodnoty KEB v referencnim
rozmezi byly u 92,6 % ptipad. Obdobné Kelbich nalezl u skupiny ,,mirnych seréznich zanétt
CNS s intratékalni syntézou imunoglobulini neinfekéni etiologie 92,5 % hodnot KEB v normé

(Kelbich P. et al., 2013).

Mezi hodnotami KEB ve skupinach GO a MO nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil, stejné
tak mezi skupinami GO a LP, ackoliv se hodnoty KEB u vSech téchto skupin statisticky
vyznamné liSily od kontrolni skupiny (ve vSech ptipadech p <0,0001). VétSina hodnot KEB
ve skupindich GO, MO a LP je bud’ v referenénim rozmezi, nebo v oblasti hodnot mirn¢

snizenych. Cytologicky obraz GO zpravidla nedoprovazi purulentni neuroinfekce, spiSe
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se objevuje v pocateCnim stadiu ser6znich zanétli CNS nebo cerebralni ischémie. Velmi nizké
hodnoty KEB (pod 10,0, resp. 15,0) se ve skupin¢ GO vyskytovaly, ale jejich relativni
zastoupeni bylo velmi malé: 3,1 % (2/64), resp. 4,7 % (3/64).

Zavérem je nutné zdiraznit, ze do dokonalosti mnohatroviiového a flexibilniho imunitniho
systému vstupuji negativni faktory, jako jsou rozli¢né mechanismy tiniku patogenti imunitnimu
dohledu, neopakovatelnd individualni reaktivita dan¢ho jedince, ovlivnéna v aktudlni situaci
Vysledny obraz imunitni reakce je tedy dan kombinaci mnoha proménnych. 100% posun vsech
vysledki biochemického a cytologického vySetfeni likvoru do ocekévanych hodnot tedy

ani predpokladat nelze.

7.2 Rozbor KEB

Pti studiu podkladi ke zpracovani této prace jsem nalezla n€kolik neptesnosti a zjednoduseni

v odvozeni a vykladu KEB. Uvadim je k diskuzi v piehledu:

e Jako maximalni poc¢et molekul ATP produkovanych z jedné molekuly gluko6zy pii aerobni
glykolyze a navazujici OXP je uvedena, a v odvozeni vypoctu KEB pouzita hodnota 38
(Kelbich P. et al., 1998; Kelbich P., 2015). Recentni zdroje (Hertz L., 2007; Stettner A. L.,
2004) vsak uvadi maximalni zisk pouze 32 molekul ATP nebo méné (vliv tniku protont,
vice podjednotek ATP-syntdzy, transportu P; a dalSich latek, zapojeni rozpojovaci,
viz kap. 3.3 a 3.4). Vzorec pro vypocet KEB by tedy dle soucasnych poznatkli mél byt
konstruovan takto:

[laktat]
KEB = 32 — 15 T ., -
[glukodza]

Z toho vyplyva, ze by KEB redln¢ dosahoval nizSich hodnot nez vypoétenych ptivodnim
vzorcem. Maximalni hodnota, které by mohl dosdhnout ve smyslu pojeti autora,

by pak teoreticky m¢la byt 32,0, nikoliv 38,0.

Vzhledem k up-regulaci exprese UCP-2 v pozdnim stadiu zdnétu k ochrané proti
oxidac¢nimu stresu (Emre Y., Niibel T., 2009; Cadenas S., 2018), mtze byt produkce ATP
jeste nizsi.

V hodnoceném souboru bylo 95 % hodnot KEB (2,5.-97,5. percentil) ve skupiné kontrol
v rozmezi 28,5-33,3. Ackoliv autor pravdépodobné urcil dolni referenéni mez KEB (28,0)
pouze empiricky (neni publikovdna prace definujici referenéni meze validovanou

statistickou metodou v referen¢ni populaci, jisté s ohledem na diivody uvedené také v této
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praci v kap.5.2.2), Dolni referencni mez v naSem souboru piiblizn¢ odpovida
(2,5. percentil = 28,5). 97,5. percentil, ktery standardné urCuje horni referencni mez, je
v kontrolni skupiné mirné vyssi (33,3) nez teoreticky odvozena hodnota 32,0; nicméné je
nutné pocitat také s urcitou analytickou chybou méfeni jak koncentrace laktatu,
tak glukézy. Hodnoty 38,0, kterou Kelbich udava jako horni referen¢ni mez, vsSak
nepochybné v kontrolni skupiné zdaleka nedosahovala ani maximalni hodnota KEB (34,3),
ani 97,5. percentil KEB (33,3). Dokonce i v celém souboru napfi¢ vSemi cytologickymi
skupinami byl 97,5. percentil KEB v rozmezi 31,7-33.4, tj. neptesahl ani v jednom piipadé
hodnotu 34,0. Sdm Kelbich nalezl v kontrolni skupiné¢ 176 probandi hodnoty KEB
28,5-34,9 (Kelbich P. et al., 2013).

Glukéza vstupuje do mozku pasivnim i aktivnim transportem z krve. Zmény glykémie
v dobé blizké odbéru likvoru zasadnim zptisobem ovlivituji glykorachii (Hegen H. et al.,
2014; Nigrovic L. E. et al., 2012) a soucasné tedy 1 KEB, ktery na glykémii adjustovan
neni. Do teoretickych zakladi odvozeni KEB tak vyznamnym zplsobem zasahuji dalsi
realné faktory. V kontrolnim souboru se znamou glykémii bylo pouze minimum piipada
s hypoglykémii (< 3,0 mmol/l, n = 7, rozmezi KEB: 22,5-32.0) i vyrazngjsi hyperglykémii
(= 7,8 mmol/l, n = 6, rozmezi KEB: 29,8-34,1), které by vyraznéji mohly vychylit KEB,
nicméné 1 mezi témito dvéma malo pocetnymi skupinami je naznacen posun KEB
ovlivnény pouze zménou glykémie. Timto tématem se podrobné zabyvam dale.

Odvozeni KEB, resp. poctu molekul ziskanych z glukézy, pocita pouze s malatovym
Clunkem pro pfenos redukénich ekvivalentli do mitochondrie. V mozku je vSak hojné
zastoupen také glycerol-3-fosfatovy clunek, ktery umoziuje transport redukénich
ekvivalentli z cytosolu do mitochondrii proti koncentraénimu gradientu za cenu niZsi
produkce ATP (Berg J. M. et al., 2002). Kromé& vySe popsaného spravnéjsiho vypoctu KEB
Clunku. Redlné hodnoty KEB ve zkoumaném souboru jsou skute¢né nizsi — viz vyse.

Do zakladnich axiomil pouzitych k odvozeni KEB zasahuje déale skuteCnost, Ze kromé
glykolyzy je €ast glukdézy metabolizovana jinym drahami, napf. pentézovym cyklem.
Pent6zovym cyklem muze byt glukdza spotiebovana kompletné (ve 2. fazi maze vznikat
glukoza, ktera opét mize vstupovat do PPP), bez produkce ATP. V dospélém mozku je
bazalné¢ metabolizovano touto drahou cca 5 % glukédzy, daleko vétsi zastoupeni je
ve vyvijejicim se mozku. ZvySena aktivita PPP je vSak také odpovédi na zvySeny oxidacni

stres, napf. pravé u zanétlivého onemocnéni CNS predevSim s oxidacnim vzplanutim
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(Dringen R. et al., 2007). Pravé pro fagocyty je produkce NADPH v PPP zasadni, nebot’
proces oxidacniho vzplanuti za¢ind ptfenosem elektronu z NADPH na molekularni kyslik
NADPH-oxidazou. To znamena, Ze spotieba glukdzy je pfi téchto stavech teoreticky vétsi,
nez by odpovidalo produkei laktatu. VéEtsi pokles glykorachie pii stejné koncentraci laktatu
v likvoru vede ke vzestupu LGP (glykorachie je ve jmenovateli zlomku) a poklesu KEB
(vlivem ndsobeni a odecitani ve vzorci). Tzn., Ze pfi zdnétu s oxida¢nim vzplanutim
fagocyti teoreticky neni propad KEB do patologickych (nizkych) hodnot zplisoben
jen vysokym stupném anaerobniho metabolismu glukozy, jak deklaruje Kelbich, ale také
vétsim obratem PPP.

Kelbich uvadi, ze KEB udava pocet molekul ATP vyprodukovanych z jedné molekuly
glukdzy za aktudlnich energetickych pomért v likvorovém kompartmentu (Kelbich P. et
al., 1998; Kelbich P. et al., 2014; Kelbich P., 2015). Pti dodrzeni axioml pouzitych
pro odvozeni KEB a bez vyznamnéjSiho podilu ostatnich vlivii (viz vSechny body zde
anaerobn¢ k laktatu) mohla byt 2,0, resp. vzhledem k analytické chybé méfeni glukozy
i laktatu v malém rozsahu kolem hodnoty 2,0. V redlné praxi KEB vs$ak neziidka dosahuje
niz$ich, az siln€ negativnich hodnot. Napft. pfi koncentraci laktatu 4,5 mmol/l a glukdzy
1,0 mmol/l je KEB -43,0, coz by dle tohoto vykladu znamenalo, Ze je redlny aktudlni
nedostatek 43 molekul ATP. Takové vycerpani ATP by vSak vedlo ke smrti bunky.

Ke zmé&nam koncentraci latek v likvorovém i systémovém kompartmentu mizZe dochéazet
(ptedevsim u akutnich stavll) tak rychle, Ze se nestaci ustanovit dynamickd rovnovaha.
Z toho divodu dokonce Kelbich primarn¢ konstruoval vypocet také dynamického KEBp
(Kelbich P. et al., 1998), ktery je vSak podstatné slozitéj$i a v praxi se vibec neujal.
V KEBp autor zohlediiuje nedostate¢né ustanovenou dynamickou rovnovéahu, resp. vliv
,»poSkozeni HLB s poruSenim transportnich funkci pienaSect glukdzy a laktatu™ (Kelbich
P. et al., 1998) tim, Ze misto aktudlnich koncentraci glukézy a laktatu v likvoru, pocita
s rozdilem aktudlnich koncentraci od hodnoty ptfedpokladané pii zachovéani Qg 0,60
(4. Qe 0,60 tak povazuje za znamku dosazeni dynamické rovnovahy). Rozdil aktualni
glykorachie od ptedpokladané pii Qg 0,60 vSak nemusi byt zplisoben pouze spotfebou
glukoézy a kumulaci laktatu v likvoru vlivem patologického procesu pii nedostatecné
ustanovené dynamické rovnovaze, jak autor popisuje. Vyznamny posun Qglu (a tedy rozdil
glykémie aktudlni od predpokladané) muize byt pouze na vrub zmény glykémie

do vysokych nebo nizkych hodnot, Qglu 0,60 zdaleka neni zachovan v celém rozsahu mozné
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glykémie (viz graf €. 14 a 15 a déale). Zména transportu glukdzy a laktatu pres HLB a HEB
pfi onemocnéni CNS krom¢ toho nemusi byt proporcionalni pro obé latky, jak Kelbich
v odvozeni KEBp ptedpokladd — viz napi. opacny vliv poklesu pH na transport téchto

soluttl, ktery zanét standardné doprovazi.

Lze shrnout, Ze pravé u akutnich patologickych stavii s oxidacnim vzplanutim zékladni
axiomy odvozeni a vykladu KEB neplati, uplatnuje se fada dalSich faktorii, a KEB spise
nez pocet molekul ATP (produkovanych z jedné molekuly glukoézy za aktualniho
energetického stavu) urCuje aktualni proporci mezi spotiebou glukézy, dodavkou glukozy
z krve a produkci laktatu v likvorovém prostoru a tkani CNS prilehlé (v difuzni

vzdalenosti).

Kelbich oznacuje koncentraci laktatu za marker rozsahu anaerobni glykolyzy. Laktéat vSak
neni jen odpadnim produktem anaerobni glykolyzy, jak na né&j diive bylo nahlizeno
(Magisretti P. L., Allaman 1., 2018). Laktat umoziuje pokracovani glykolyzy regeneraci
NAD" také za dostatku kysliku, napt. pii potiebé rychlé dodavky energie, anebo
pii piekroceni kapacity CKC a OXP nebo kapacity ¢lunkl (Dienel G. A., 2018). Potieba
rychlé dodavky energie nastava pravé pii oxidacnim vzplanuti, kdy M1 makrofagy
po aktivaci prodélaji metabolicky presmyk k pievdzné dodavce energie glykolyzou
k laktatu (Ramond E. et al., 2019). Sam laktat mize slouZit jako energeticky substrat
(Brooks G. A., 2018). V mozku je soucasti diilezité vyméeny latek mezi astrocyty a neurony
(Bak L. K., et al., 2006). V posledni dob¢ se laktatu ptipisuje také regulacni a signalni
funkce (Proia P. et al., 2016; Domenech-Estevez E. et al., 2015). Produkci ATP a laktatu
mohou ovliviiovat také dalsi endogenni a exogenni zdsahy do metabolismu, napt. blokada
enzymil pii sepsi, snizend tvorba ATP a hypoxie tkdni pfi deficitu fosfatii, aktivace
glykolyzy a produkce laktatu pii alkaloze a dal§i. Metabolismus laktatu je tedy komplexni,
zmény jeho koncentrace mohou nastat z mnoha pfi¢in. Produkce laktatu neni jen
ukazatelem dostupnosti kysliku, ale spiSe metabolického stavu burnky.

Kromé¢ nabidky energetickych substrati ovliviiuje transport glukézy a laktatu
(down/up-regulaci prenaSect) také pH. S klesajicim pH vzrista transport laktatu MCT
pfenaSeCem (a difuze neionizované frakce laktatu) a klesd transport glukozy GLUT
pienaseCem a naopak (Kido Y. et al., 2000; Albers R. W. et al., 2012). O pienos
prostiednictvim MCT kompetuji také dal§i monokarboxylové kyseliny, transport laktatu

(jak influx, tak eflux) tak mtze byt omezen pfi vysoké koncentraci ketolatek v krvi nebo
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podani exogennich monokarboxylovych kyselin, napi. kyseliny salicylové, benzoové nebo
valproové (Dolezal M. et al., 2016).

Do vysledného metabolického obrazu daného jedince zasahuji dalsi faktory, jako napft. vliv
infekce konkrétnim patogenem (n€které patogeny indukuji urcity metabolicky fenotyp
hostitele k tvorbé vhodného mikroprostiedi, nékteré naopak efektivné inhibuji oxidacni
vzplanuti a produkci VKR nebo respiracni fetézec a produkci ATP ¢i jinak modifikuji
energeticky metabolismus (Ramond E. et al., 2019)) nebo vliv ptipadné dysfunkce dalsich
organt a tkani, napt. hyperamonémie nebo urémie (Rhee E. P., 2011; Rao K. V. R., 2012).
V mozku je v malém mnozstvi pfitomen glykogen. Glc-1-P ziskany pii glykogenolyze
vstupuje do glykolyzy ptimo, ¢imz se uSetii 1 ATP na fosforylaci glukézy. Pak je zisk ATP
pii glykolyze k laktatu 3 ATP na 1 molekulu glukézy (Dienel G. A., 2018). S timto
odvozenim KEB nepocita, 1 kdyz vzhledem k pouze malému mnozstvi glykogenu v mozku
je toto zjednoduseni zanedbatelné.

Ackoliv je glukoza zakladnim energetickym substratem mozkovych bunék, tyto dokézi
ziskavat energii i z jinych zdroju, napt. z ketolatek nebo z laktatu samotného. Zastoupeni
téchto substratd pii kryti energetickych potieb je vyrazné predevSim v novorozeneckém
a kojeneckém veku (Robers E. L. Jr., 2007). Také dospély mozek disponuje v§emi enzymy
potiebnymi pro utilizaci alternativnich substrati. Pfi hypoglykémii nebo zvySeném
oxida¢nim stresu také dochéazi k aktivaci ,,pyruvate recycling“ cesty a produkci
az 75 % ATP z glutaminu, glutamatu nebo aspartatu (Amaral A. J. et al., 2011; Hertz L.,
2007). Za ur€itych podminek tedy dokaZze mozek kryt podstatnou ¢ast energetickych potieb
oxidaci jinych substrath nez glukdézy. To znamend, ze se poméry energetického
metabolismu pfedev§im u novorozencu a kojenct, ale i u dospélych za uréitych stavi
(napft. déletrvajici hladovéni, dekompenzace diabetu, ketogenni dieta, hypoglykémie,
sepse) mohou vyrazné ménit.

Koncentraci laktatu i1 gluk6zy miZeme rutinn€ méfit v krvi nebo likvoru (pfipadné v ECT
pfi mikrodialyze u neurochirurgickych pacientii (Hej¢l A., et al., 2013). ATP vSak vznika
intracelularné. Koncentrace energetickych parametri v biologickych tekutinach tedy
nemusi exaktné odpovidat aktualnimu energetickému stavu uvnitt bunék.

V nadorové tkani je energeticky metabolismus zcela specificky a vysoké produkce laktatu
je béznd (Locasale J. W., 2010). To muze ovlivnit jak koncentraci laktatu v krvi
u metabolicky aktivnich tumorh jako napt. u leukémie, tak lokalni koncentraci laktatu

v likvoru a tkani CNS pftilehlé u MMI, primdrnich mozkovych tumori nebo solidnich

100



metastaz do mozku. Pokles KEB tedy v téchto specifickych ptfipadech nemusi souviset
jen s aktivaci fagocytli a metabolickym stavem postizené tkan¢, ale také v rizné mire
s produkei laktatu vlastni tkani nddorovou.

e V mozku do energetické homeostdzy vyznamnou mérou zasahuje kreatinfosfat, existuji
specifické mozkové izoenzymy CK (Béard E., Braissant O., 2010). Pravé pii oxida¢nim
vzplanuti fagocytii a nutnosti rychlé dodavky energie zajistuje v prvni fazi zatéze
fosforylaci ADP na ATP, a to i za nedostatku kysliku a glukozy.

Je zjevné, Ze vztahy metabolismu glukézy, resp. energetického metabolismu v CNS ani zdaleka

nejsou trivialni, zasahuje do nich celd fada komplexnich faktorii. Odvozeni a vyklad KEB tuto

komplexitu vztaht vsak zjednoduSuje a pomiji.

Pfi uz8im matematickém pohledu na vzorec vypoctu KEB je zfejmé, Ze obé proménné jsou
zavzaty do ustfedni ¢asti vzorce: vlastniho LGP. Nasobeni pak 18x zvysuje rozsah zmén tohoto
poméru a odecitani (38 - ...) posouva vyslednou hodnotu na ose ,,y* do nizsich az negativnich

hodnot.

7.3 Srovnani KEB s dalSimi energetickymi parametry v likvoru

LGP i GLP odlisuji cytologické skupiny GP a TO+TP od kontrolni skupiny i vSech ostatnich
skupin stejné jako KEB (p ve vSech ptipadech < 0,0001, vyjma TO+TP vs. MP, kde nebyl
statisticky vyznamny rozdil). LGP tvofi podstatu KEB, coz je zcela zjevné pii porovnani grafti
¢. 1 a 6, které se témet shoduji, GLP je pak logicky inverznim obrazem (viz graf €. 7).
Izolovana koncentrace laktatu a predevsim glukdzy se 1i$i mezi cytologickymi skupinami jiz
méng (viz graf €. 8 a 9), a také ve skupinach GP a TO+TP ma mensi rozpéti hodnot (graf €. 11).
To potvrzuje vyhodu spojeni téchto dvou veli¢in do jednoho poméru pii pfevazné inverznim
vztahu jejich zmén pfi patologickych situacich.

Pti zobrazeni transformovanych velicin (graf ¢. 10) je zfejmé, ze KEB pouze posouva hodnoty
vlastniho LGP na ose ,,y*“. Z vysledk je vSak také evidentni daleko vétsi, resp. obrovské rozpéti
hodnot KEB oproti samotnému LGP 1 GLP, coZ je dano nasobenim LGP 18x ve vypoctu KEB
(ndzorné viz graf €. 11). Nejvétsi minimo-maximalni rozpéti (nejmensi minimum aZz nejveétsi
maximum) u patologickych skupin bylo -3 980,50 az 37,36. Takového rozpéti hodnot KEB
bylo dosazeno také v jinych studiich (Hej¢l A., et al., 2013; Kelbich P. et al., 2012; Kelbich P.
et al.,, 2014). Vzhledem k tomuto redlnému rozpéti hodnot mize KEB diferencovat mezi
vrstvami patologického vychyleni (ser6zni zanét vs. oxidacni vzplanuti fagocytil) senzitivnéji

a nazornéji nez vSechny ostatni srovnavané parametry.
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Hanzal urcil jako normu GLP (oznacuje jej jako ,,Q*) hodnoty nad 2,0 (Hanzal F. et al., 1963).
Mozny rozsah patologickych hodnot je tak logicky velmi maly (v rozmezi 0,0-2,0), nejmensi
ze vSech sledovanych parametri. Nejvyss$i interkvartilové rozpéti (nejmensi 1. kvartil
az nejvyssi 3. kvartil) u patologickych skupin bylo 0,23-2,99. U GP bylo interkvartilové rozpéti
0,23-1,05, tj. cca % hodnot bylo pod cut-off definovanym Hanzalem pro purulentni meningitidu
(< 1,0) (Hanzal F. et al., 1963). Zbyla tfetina je patrn€ na vrub poc¢atecni faze serdzniho zanétu,
event. preventivni neuroprotekce a zahrnuti imunosuprimovanych a imunodeficientnich
pacientll — viz komentai k prvni ¢asti prace. U TP byl 3. kvartil 1,79, tedy v rozmezi uvedeném
Hanzalem pro ,,metastdzy karcinomu do mozku nebo jeho plen* (1,0-2,0), median byl 0,98.
Extrémni hodnota GLP 0,01 nebyla zcela ojedingla, vyskytovala se ve skupiné GP u 19 ptipadi
velmi nizké glykorachie a vysoké koncentrace laktatu v likvoru (odpovida rozvinutému

purulentnimu zanétu).

Dle cut-off uréeného Hanzalem pro GLP a fyziologické koncentrace laktatu v likvoru zhruba
poloviéni oproti glykorachii by normalni hodnoty LGP mély byt do 0,5. Ve studovaném
souboru ptekrocily cut-off 0,5 mediany LGP pouze u skupin GP (1,85), TP (1,02) a MP (0,67),
3. kvartily jiz téméf u vSech patologickych cytologickych skupin kromé¢ LO (0,44).
2,5.-97,5. percentil u kontrolni skupiny byl 0,26-0,53, coz zcela odpovidd odvozenému
cut-off. Nejvyssi hodnota LGP (223,5) dosahla cca 450n4sobku cut-off. V tomto konkrétnim
piipadé se vSak jednalo o (pro LP netypicky) vysokou pleocytdzu (pocet leukocytti 24 112/3 pl)
s glykorachii 0,04 mmol/l (pfiglykémii 4,41 mmol/l), koncentraci laktitu v likvoru
8,93 mmol/l a KEB -3 980,50.

Rozdily medidant energetickych parametri proti kontrolni skupiné

NejmenSich relativnich rozdili mediani u patologickych skupin ve srovnani s kontrolni
skupinou doséhla glykorachie: -26,0 az +10,7 % (viz tab. ¢. 13). U tohoto jediného parametru
byl trend rozdilu medidn obéma sméry (pokles 1 narast glykorachie oproti kontrolni skuping).
Dokonce 3. kvartil vSech patologickych skupin pfesahoval 3. kvartil kontrolni skupiny
a 97,5. percentil ptesahoval horni referen¢ni mez (4,2 mmol/l) u vSech patologickych skupin
(viz tab. €. 12). Naproti tomu medidny vSech ostatnich posuzovanych energetickych parametri
se u patologickych skupin proti kontrolni skupiné ménily vzdy jen jednim smérem (trend byl
shodny u vSech patologickych skupin). NejvétSich rozdili dosahly izolovana koncentrace

laktatu v likvoru a LGP: +8,3 aZz +300,0 % a +2,8 az +398,1 %.

Ve vsech sledovanych energetickych parametrech dosdhla nejvétSich relativnich rozdila

mediant skupina GP a TP, vyznamného rozdilu dile MP. Pouze u GP byl relativni rozdil
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medianu LGP oproti kontrolam jesté vyssi nez u izolovaného laktatu v likvoru (u GP je také
vyznamny pokles glykorachie: -26 %), u vSech ostatnich skupin byl vSak rozdil laktatu nejvetsi.
I zde je nepochybny vliv hyperglykémie a zmirnéni poklesu nebo dokonce vzestup glykorachie.
Jen u skupiny GP je kromé vyznamného vzestupu koncentrace laktatu pokles glykorachie
vlivem patologického procesu natolik globalni a dostate¢ny, aby prevazil vliv hyperglykémie
(viz také tab. ¢. 18 a hodnoceni vlivu hyperglykémie dale). Ptidani glykorachie do poméru
k laktatu vysledné relativni rozdily oproti kontroldm tedy spiSe snizilo, ackoliv jednotlivé
piipady se samoziejm¢ mohou individualné lisit.

Relativni rozdily mediant izolované koncentrace laktatu v likvoru a LGP jsou sice zfetelné
vétsi nez u KEB, nicméné rozsah absolutnich hodnot je maly (viz tab. ¢. 4,9 a 11).

Jako nejlepsi z energetickych parametrt stran nejvétsiho relativniho rozdilu pfi patologii se jevi
izolovand koncentrace laktatu v likvoru, resp. LGP u GP, u TP jsou zmény koncentrace laktatu

a LGP srovnatelné.
Analyza shody distribu¢nich funkei

Hodnoty KEB, LGP, GLP a koncentrace laktatu v likvoru se mezi jednotlivymi srovnavanymi
dvojicemi li§i velmi podobné (p-hodnoty jsou shodné nebo obdobné), zieteln€ vybocuje pouze
izolovand glykorachie (viz tab. €. 14). Hodnoty glykorachie nejsou statisticky vyznamné
rozdilné ani mezi skupinami, kde hodnoty vSech ostatnich sledovanych parametri rozdilné jsou
(napt. MP - LO, MP - kontroly, LO - TO+TP a dalsi). Opét je pravdépodobnym vysvétlenim
nevyhoda izolovaného stanoveni glykorachie vzhledem k vyznamné zavislosti na aktualni
glykémii.

Nejméné nesignifikatnich vysledk (tj. p>0,05) dosdhla izolovand koncentrace laktatu
v likvoru.

Diskrimina¢ni analyza

Hranice dobré diskriminace, tj. alespoit 70 % spravné rozdélenych vysledki, byla u vSech
sledovanych energetickych parametri dosazena pouze u casti srovnavanych dvojic,
viz tab. €. 15. Napf. KEBuanst spravné zatazuje vysledky mezi skupinami GO - kontroly
v 76,9 % (nespravné zatadi 23,1 % vysledki), ale jen v 36,8 % mezi skupinami GO - LP.
Mezi skupinami GO - kontroly se tedy 79,6 % hodnot KEByanss li§i dostate¢né a jsou spravné
zafazeny, ale jen 36,8 % hodnot mezi skupinami GO - LP, tj. ve skupinach GO a LP jsou
hodnoty KEB podobné. Diskrimina¢ni analyza tak dale upfesiiuje informace z analyzy shody

distribu¢nich funkci; napt. mezi skupinami GP - kontroly se hodnoty vSech hodnocenych
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energetickych parametrl statisticky vyznamné 1isi (p <0,0001), nicméné nejlépe tyto dvé
skupiny diskriminuje GLP (91,2 % spravné zatazenych).

Déle je patrny fakt, Ze mezi jednotlivymi srovndvanymi cytologickymi dvojicemi nejlépe
roziazuji hodnoty rtizné energetické parametry, tzn. neni jeden univerzalni parametr, ktery by
nejlépe zaradil hodnoty mezi vSemi dvojicemi cytologickych skupin. Toto je také divod
Spatného rozfazeni do vSech cytologickych skupin najednou u vSech posuzovanych
energetickych parametrii (viz fadek ,,vse“ v tabulce). Napt. KEBanst nejlépe rozfazuje mezi
dvojici GP - MO, ale mezi dvojici GO - TO+TP nejlépe roziazuje GLP atd. V tomto smyslu
,hejhor§im™ parametrem je glykorachie (nejlépe rozradila pouze v jednom piipadé z 28,
spravna diskriminace byla v fad€¢ srovnavanych dvojic pouze kolem 50 %). To je ve shodé
s ptedchozimi ndlezy a s komentafem k nim. Naopak ponckud ptekvapivé je zjisténi, ze v tomto
smyslu ,,nejlepsim* energetickym parametrem je GLP: nejlépe roziadil ve 14 ptipadech z 28.
KEBuanst nejlépe roziadil pouze ve 3 ptipadech z 28. V nejvice sledovanych skupinach, které
typicky doprovazi razantni zdnét s oxida¢nim vzplanutim, tj. GP, TO+TP, ptipadné¢ MP, nejlépe
zatazoval pravé GLP, nasledovany izolovanou koncentraci laktatu v likvoru a KEB.

Zatazeni do spravnych cytologickych skupin ve srovnavané dvojici pfitom neni stejnomérné,
napt. KEByanst spravné zatadil 235/235 kontrol (100,0 %), ale jen 554/765 (72,4 %) vysledka
ze skupiny GP mezi skupinami GP - kontroly, viz tab. ¢. 16. Je tedy zfejmé, Ze ve skupiné
kontrol jsou hodnoty homogenni a odlisné¢ od skupiny GP, zatimco ve skupiné¢ GP hodnoty

KEB homogenni nejsou a ¢ast se jich od kontrol nelisi dostatecné.

Je zjevné, Ze obraceni poméru laktat/glukoza na glukoza/laktat dodava vyslednému podilu jiny
rozmér. Mezi konkrétnimi dvojicemi tyto obracené poméry nerozdéluji stejné, ba vétSinou
ani obdobné. Samostatné proménné vstupuji do diskriminacni analyzy linearné€, zatimco jejich
podil jiz linedrni funkci neni. PtirGstek Ccitatele zpiisobi vétSi zménu vysledného podilu
nez tentyz relativni pfirtistek jmenovatele, naopak ubytek jmenovatele zplisobi vétsi zménu
vysledného podilu nez tentyz relativni tbytek jmenovatele. Pokud se veli¢iny v podilu méni
protismérné (jedna stoupd a jedna klesa, jako je tomu v pfipad¢ koncentrace laktatu a glukdzy
v likvoru), je ovlivnéni vysledku vétsi, pokud se jedna o ptirastek Citatele a ibytek jmenovatele
nez naopak. Pokud tedy od poméru dvou veli¢in v diagnostice o¢ekdvame idealné co nejvetsi
zménu od normy, LGP je teoreticky vyhodné&jsi, resp. pravdépodobné bude patologicky stav
odrazet vétsi odchylkou od normy nez GLP. Do téchto matematickych vztahli vstupuje jeste
dalsi faktor, kterym je nestejnd relativni zména obou veli¢in. Nejvétsi zmény podilu je

dosazeno, pokud je ubytek jmenovatele vétSi nez prirtstek Citatele. Teoreticky, pokud
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se glukdza metabolicky spotfebovava také jinymi cestami nez glykolyzou s produkci laktatu
(vzestup odbouravani glukozy cestou pentézového cyklu praveé pii zanétu), je zména (pokles)
koncentrace glukdzy vétsi nez zména (narist) koncentrace laktatu v likvoru, a tudiz by LGP

m¢l byt idedlnim energetickym markerem.

Do téchto teoretickych predpokladii vSak v redlném komplexnim zivém organismu vstupuje
fada dalSich faktorti, které nejsou v této studii zkoumany (napft. vliv véku a pohlavi), véetné
individualni reaktivity dané¢ho jedince (kazdy jedinec ma pifi métenich svoji vlastni chybu).
Problematika je znacné slozitd, redlné fyziologické podminky zasadnim zpisobem méni
teoreticky matematicky zdklad. Jednim ze zisadnich faktorG ovliviijicich teoreticky
ptedpoklad je vyrazna zéavislost glykorachie na glykémii. Hyperglykémie zpisobuje mensi
pokles, Zadnou zménu nebo dokonce nariist jmenovatele v LGP a znevyhodiiuje pouZiti
jak LGP samotného, tak KEB, jehoz je zakladem. Hypoglykémie, kterd naopak miize zptsobit
pokles jmenovatele LGP, je daleko méné Casta (viz vysledky tohoto souboru v dal§im odstavci).
Nevyhoda vlivu glykémie na glykorachii evidentné neni odstranéna ani umisténim koncentraci
glukozy a laktatu v likvoru do poméru. Potvrzenim této hypotézy je fakt, Ze GLP roztazoval
vyrazné lépe nez LGP pravé u skupin s nejvétSim relativnim zastoupenim hyperglykémie
(viz tab. €. 18), tj. napt. u GP (GLP: 88,6 % vs. LGP 28,6 % spravné zatazenych do skupiny
GP mezi skupinami GP - kontroly) nebo TO+TP (GLP: 72,4 % vs. LGP 29,6 % spravné
zatazenych do skupiny TO+TP mezi skupinami TO+TP - kontroly). Zatimco u skupin s niz§im
zastoupenim hyperglykémie (pod 30,0 %), tj. u skupin MO, LO a kontroly dosédhl LGP lepSich

vysledki spravné zatazenych nez GLP.
Zavislost glykorachie, Qgiu a KEB na glykémii

Glykémie byla stanovena u vét§i casti souboru: 58,9 % (4 820/8 178). Hyperglykémie
> 5,6 mmol/l byla ve znacném mnozstvi ptipadi: 29,1 % (1 403/4 820). Z toho cca tfetina, resp.
34,9 % (489/1 403) méla zvySenou i glykorachii > 4,2 mmol/l a ve 43,0 % (603/1 403) byl Qglu
mensi nez 0,55. Hyperglykémie > 7,8 mmol/l byla v 7,7 % ptipadt (369/4 820), zastoupeni
hyperglykorachie (> 4,2 mmol/l) u téchto ptipadil bylo jiz znacné€ vyssi, resp. 65,6 % (242/369),
v 66,4 % (245/369) byl Qglu niZsi nez 0,55. V malém mnozstvi ptipadi byla glykémie velmi
vysoka, tj. > 15,0 mmol/l (35/4 820, tj. 0,7 %), podil hyperglykorachie opét vyrazné vzrostl
(glykorachie > 4,2 mmol/l v 29/35, tj. 82,9 %, Qgu pod 0,55 v 31/35, tj. 88,6 %),).
Hyperglykorachie (> 4,2 mmol/l) byla u 19,6 % pfipadi z celého souboru (1 603/8 178).
Hypoglykémie < 3,0 mmol/l byla pouze v 1,6 % ptipadt (75/4 820), z toho hypoglykorachie
pod 2,0 mmol/l jen ve 4,0 % (3/75), zatimco Qglu> 0,65 v 97,3 % (73/75). Zavislost glykorachie
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na glykémii je evidentni, s rostouci glykémii podil hyperglykorachie nartsta, jesté vice je
ovlivnén Qgu.

Zavislost glykorachie na glykémii v celém souboru je linearni (viz graf ¢. 12), korelacni
koeficient (Pearsontiv) r=0,7 (p <0,0001) je na hranici mezi sttednim a vysokym stupném
korelacni zéavislosti. Linedrni zavislost glykorachie na glykémii v celém rozsahu nalezenych
koncentraci je ve shodé napt. s Leen, kterd nalezla v souboru 4 516 probadnt glykémie
v rozsahu 0,8—40,4 mmol/l, hyperglykémii > 7,8 mmol/l u 7,5 % a Qglu v rozsahu 0,17-2,03
(Leen W. G. et al., 2012). Na rozdil od Nigrovic (Nigrovic L. E. et al., 2012) neni v celém
souboru dat patrné ,zalomeni“ spojnice trendu (mensi strmost od glykémie vice
nez cca 13,0-15,0 mmol/l). U kontrolni skupiny se spojnice trendu jevi spiSe opacné (vyssi
strmost zavislosti u vysoké hyperglykémie), ale zde je bodil s hyperglykémii relativné malo.
Posouzeni vztahu glykorachie a glykémie v celém souboru je vSak zatizeno faktem, Ze jsou
zahrnuty pfipady, kdy do metabolismu glukézy v tkdni CNS a likvorovém kompartmentu
vyznamné zasahuje prave patologicky proces. V oblasti hyperglykémie je nicméné tato chyba
mald, protoze patologie v CNS se vzestupem glykorachie projevuje pravdépodobné spiSe
sporadicky. Ptfipadd hyperglykorachie (nad 4,2 mmol/l) pfi normoglykémii (do 5,6 mmol/l)
bylo v celém souboru dat 2,3 % (111/4 820).

Také v kontrolnim souboru bylo zastoupeni hyperglykémie > 5,6 mmol/l nezanedbatelné:
15,6 % (36/231). Hyperglykémie >7,8 mmol/l byla v 2,6 % (6/231), hyperglykémie
nad 15,0 mmol/l se nevyskytla. Hypoglykémie < 3,0 mmol/l byla v 3,0 % (7/231). V kontrolni
skupiné je optimalni rovnice spojnice trendu zavislosti glykorachie na glykémii nelinearni;
zé4vislost je mirné slabsi (koeficient determinace R? =29 %, Spearmaniiv korela¢ni koeficient
rs = 0,356 pii p < 0,0001 odpovida sttednimu stupni korelacni zévislosti).

Zavislost Qg na glykémii méa opacny trend neZ u vztahu glykorachie a glykémie, viz grafy
¢. 14 a 15. Zavislost je nelinearni, rs v celém souboru byl -0,709 (p <0,0001), R? =37 %
a v kontrolni skupiné rs = -0,792 (p < 0,0001), R*> =71 %, coz odpovida t&sné az velmi tésné
zéavislosti. V celém souboru (graf €. 14) je oproti kontrolnimu souboru (graf ¢. 15) vidét
vychyleni kifivky smérem k ose ,,x* (Qgu pod 0,50) v oblasti glykémie cca 4,0—8,0 mmol/I.
To je pravdépodobné zptisobené zahrnutim piipada patologie v CNS do celého souboru, véetné
purulentnich meningitid, kde Ize ocekavat vyznamny pokles glykorachie. V dusledku toho je
pravdépodobné také R? v celém souboru nizsi nez u kontrolni skupiny.

Zavislost Qg na glykémii se jevi vyznamnéjsi (kiivka je strméjsi) predevsim v oblasti hodnot

glykémie pod 5,0-6,0 mmol/l, zatimco zévislost glykorachie na glykémii spise v oblasti hodnot
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glykémie nad 6,0 mmol/l. Qg tedy vice stoupd s poklesem glykémie v oblasti normo-
a hypoglykémie, zatimco glykorachie vice stoupa spiSe v oblasti hyperglykémie.

Dle rovnice spojnice trendu odpovidal oblasti normoglykémie (od 3,0 do 5,6 mmol/l)
u kontrolni skupiny Qgiu 0,63—1,03, tj. hodnoty byly vyssi nez referen¢ni rozmezi Qgn. Hodnoty
uvadéné jako refere¢ni rozmezi Qglu (0,55-0,65) odpovidaly v kontrolni skupiné glykémii
4,2—-6,7 mmol/l. 95 % realnych hodnot Qg (2,5.-97,5. percentil) v kontrolni skupiné bylo
v rozsahu 0,59-1,01. VSechny realné hodnoty Qgu v celém souboru se znamou glykémii
(n=4820) byly v rozsahu 0,01-4,12. Velmi nizké hodnoty pod 0,05 (n=6) byly vzdy
v dasledku velmi nizké glykorachie (< 0,4 mmol/l, pti riizné glykémii) spojené s patologickou
pleocytozou, vysokou koncentraci laktatu v likvoru a nizkym KEB pfi patologii v CNS. Vysoké
hodnoty Qg nad 2,00 (n=28) byly vzdy u hypoglykémie (pfi Qgu 4,12 byla glykémie
1,2 mmol/l), s nizkym poctem leukocyti v likvoru. Hodnot Qg nad 1,00 bylo celkem 205
(4,3 %), z toho 32,2 % s hypoglykémii < 3,0 mmol/l (66/205), ale maximum, resp. 98,5 %
s glykémii < 5,6 mmol/l. Pokles glykémie jiz v oblasti normoglykémie tak skutecné zpusobil
vzestup Qgu nad normu (0,65) a potencidlné mohl maskovat pokles Qgu vlivem patologie
(viz graf €. 15). Vzestup glykémie nad cca 8,5 mmol/l zpasobil vzestup glykorachie nad normu
(4,2 mmol/l), tedy mohl maskovat pokles glykorachie vlivem patologického procesu (viz graf

¢. 13) anebo naopak imitovat patologii poklesem Qglu.

Tento zavér je v souladu s nalezy v literature: velmi strmy pokles Qg v oblasti glykémie
cca od 1,0 do 5,0 mmol/l; od glykémie > cca 8,0 mmol/l pokles Qglu maly, > cca 15,0 mmol/l
jiz jen minimalni (Leen W. G. et al., 2012; Powers W. J., 1981). Leen doporucuje Qglu
adjustovat na vek (Leen W. G. et al., 2012); Hegen také na glykémii: 5. percentil Qgu jako
cut-off pro purulentni meningitis: 0,50 pii glykémii do 5,56 mmol/l; 0,40 pii glykémii
5,56-8,33 mmol/l; 0,30 pii glykémii > 8,33 mmol/l (Hegen H. et al., 2014). Irani akceptuje
cut-off Qg pro diabetické pacienty 0,31 (Irani D. N., 2009). Aplikace Siroce pouzivaného
jednotného cut-off 0,40 milze vést k faleSn€ pozitivnim vysledkim u hyperglykemickych
pacientil a faleSné negativnim vysledkiim u normoglykemickych a hypoglykemickych pacientt
(Hegen H. et al., 2014). Kelbich nalezl u 65,6 % probandi ze skupiny kontrol (n = 131) Qglu
vetsi nez horni referencni mez (Kelbich P. et al., 2013).

Zde je nutné také uvést, Ze na Qglu miiZze mit vliv také preanalyticka faze. NedodrZeni rychlého
doruceni vzorku krve do laboratofe nebo odbéru do zkumavky s vhodnym antiglykolytikem
muze zpusobit fale$né snizeni glykémie in vitro a zvyseni Qg (Dujmovic L., Deisenhammer F.,

2010; Kelbich P. et al., 2013). Nicméné¢ velmi obdobné nalezy kiivky zavislosti Qglu
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na glykémii v literatuie (Leen W. G. et al., 2012; Hegen H. et al., 2014), kde je deklarovano
spravné preanalytické zachazeni, ukazuji na rutinni vyskyt takovych hodnot Qgu. Kromé toho

byla hyperglykémie v tomto zkoumaném souboru velmi ¢asta, na rozdil od hypoglykémie.

Ze simulace vlivu hyperglykémie na glykorachii, Qglu a KEB dle rovnic spojnic trendu je patrné,
pfi malém rozsahu patologie mtize ,,normalizovat* KEB jiz niz§i hyperglykémie, u razantnich
zanéth az vysokd hyperglykémie (viz tab. €. 17 a komentat k ni). Pii vétsi hyperglykémii
(> 10,0 mmol/l) jsou hodnoty Qg ,,0odvozené” z rovnice spojnice trendu zavislosti Qglu
na glykémii v kontrolnim souboru vyznamné niz§i nez Qglu ,,vypoctené“ z dané glykémie
a glykorachie odvozené z rovnice spojnice trendu zavislosti glykorachie na glykémii
(viz vysvétlivky k tabulce €. 17). Napf. pfi glykémii 15,0 mmol/l a koncentraci laktatu v likvoru
1,5 mmol/l je Qg odvozené 0,29, zatimco Qglu vypoctené 0,52. V grafu €. 13 (kontrolnim
souboru) se boda s glykémii nad 8,0 mmol/l vyskytuje velmi malo a pfedevSim jsou znaéné
rozptyleny kolem spojnice trendu, kiivka tak nemusi byt exaktné prolozena. V grafu ¢. 15 je
bodl s vysokou glykémii stejny nedostatek, ale jsou daleko té€snéji ptilehlé ke spojnici trendu.
Reélngjsi jsou tedy pravdépodobné Qgiu odvozené nez vypoctené, tj. nizsi hodnoty Qg (a vyssi
glykoragie) pii hyperglykémii (vétsi vliv hyperglykémie).

Zastoupeni hyperglykémie neni u jednotlivych patologickych cytologickych skupin stejné.
Ve zkoumaném souboru bylo nejvyssi zastoupeni hyperglykémie pravé u skupin GP (67,0 %),
TP (47,5 %) a TO (42,9 %), pravdépodobné vlivem zdvaZnosti onemocnéni spojenych s témito
nalezy (stresova hyperglykémie, intenzivni infizni terapie, ptipadnd dekompenzace diabetu).
Pravé u téchto skupin doprovézejicich razantni zanét s oxidacnim vzplanutim fagocytl jsou
tedy hodnoty glykorachie, GLP, LGP i KEB ovlivnény nejvice, resp. posun téchto parametri
do patologickych hodnot je zmenseny vlivem hyperglykémie. U normoglykemickych pacienti
by tedy vSechny tyto parametry diskriminovaly GP, TO a TP jesté 1épe. Obdobné Kelbich nalezl
u 15,7 % pacientil s prokdzanou bakteridlni purulentni meningitidou normalni nebo zvySenou
glykorachii (Kelbich P. et al., 2013).

Vztahy mezi koncentraci laktatu a glukézy v plazmé a likvoru

Zavislost mezi koncentraci laktatu v likvoru a glykorachii se nepotvrdila, jak v celém souboru
dat (rs= 0,048, p < 0,0001), a ¢asti se zndmou glykémii (rs= 0,229, p < 0,0001), tak v kontrolni
skuping (rs= 0,258, p = 0,0001), viz grafy €. 16 az 18. V celém souboru dat (graf ¢. 16 a 17) je
vSak v prvni poloviné kiivky naznaCend korelace nizké glykorachie a vysoké koncentrace
laktatu v likvoru, coz odpovidd charakteristickému obrazu patologie v CNS, resp. pravé

razantnimu zanétu s oxida¢nim vzplanutim fagocytt. Pokud v celém souboru vybereme pouze
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ptipady s hypoglykorachii < 1,5 mmol/l (n=380), je vSak zavislost koncentrace laktatu
v likvoru na glykorachii nevyznamna (rs = -0,353 pii p < 0,0001, R? = 15 %), viz graf ¢. 19.

Zavislost koncentrace laktatu v likvoru na koncentraci v plazmé (tedy mozny zvyseny prostup
pfes HLB pfti hyperlaktatémii) v souboru vSech vysledkl se zndmou laktatémii (n=1979)
se také neprokézala (viz graf ¢. 20), rs = 0,180 pti p < 0,0001. Korelace se sice vyznamn¢ lisi
od nuly (p <0,0001) vzhledem k velikosti porovnavanych souborii, z uspoiadani dat v grafu je
vSak zfejmé, ze se mezi nimi zadna zietelnd zavislost nevyskytuje. Tento zavér je v souladu
s literdrnimi zdroji, které uvadéji, ze koncentrace laktatu v likvoru neni zavisla na koncentraci

v plazm¢ (Zima T. et. al., 2007; Huy N. T. et al., 2010).
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8 Zavéry

Cilem této prace bylo prozkoumat vzajemny vztah biochemického a cytologického nalezu

v likvoru ve velkém souboru dat. Zavéry lze shrnout do nésledujicich bodu:

1.

Hodnoty KEB byly statisticky vyznamné odlisné (nizsi) u skupin GP a TO+TP oproti
ostatnim cytologickym skupindm. Rozdil hodnot KEB skupiny TP oproti kontrolni skupiné
se jesté¢ zvyraznil po rozdéleni spolecné skupiny TO+TP na samostatné skupiny. GP, TO
a TP jsou cytologické tridy typicky doprovazejici purulentni zanét nebo nadorové postizeni
v oblasti souvisejici s likvorovym kompartmentem, tedy procesy, u nichz je v imunitni
reakci diraz na aktivaci fagocytll a potenciaci oxida¢niho vzplanuti. Dal§imi skupinami
s tfetim a cCtvrtym nejvysSim zastoupenim nizkych hodnot KEB byly MP a LP.
Tyto cytologické skupiny mohou doprovazet piipady infekce potencialnimi
intracelularnimi patogeny taktéz s aktivaci fagocytdzy a oxidacniho vzplanuti. Primarni
alternativni hypotéza byla v tomto velkém souboru dat tedy jednoznacné potvrzena
s vysokou statistickou vyznamnosti. Tim byla také potvrzena souvislost mezi zménami
biochemickych energetickych parametrii a cytologickych nalezi.

Vzhledem k nedostatecnému relativnimu zastoupeni hodnot KEB pod cut-off 10,0 (15,0)
v téchto skupinach (nedosahuje 100 % ani ve skupiné GP, kde byly nalezeny také mirné
patologické 1 normalni hodnoty), nelze vSak pomoci KEB diagnézu téchto vaznych
onemocnéni vyloucit s jistotou (rule-out). Nicméné nalez vyznamného posunu hodnot KEB
zietelné odliSuje ptipady, kdy jsou tato onemocnéni velmi suspektni, a je tfeba s nimi
v diferencialni diagnostice pocitat (rule-in). Dalsi studie potvrzujici senzitivitu, specificitu
a prediktivni hodnoty KEB pro jednotlivd onemocnéni jsou vSak nezbytné.

KEB byl podroben detailnimu rozboru. Dobte diferencuje rizné cytologické obrazy,
resp. patofyziologické situace, nicméné v jeho odvozeni a vykladu jsou zjednoduSeni
a nesrovnalosti pomijejici komplexitu vztahi energetického metabolismu v CNS.
Ptedev§im za akutnich situaci s oxida¢nim vzplanutim fagocyti zdkladni axiomy odvozeni
a vykladu KEB neplati, uplatiiuje se fada dalSich faktorti, a KEB, spiSe nez pocet molekul
ATP produkovanych z jedné molekuly glukézy, uréuje aktudlni proporci mezi spotiebou
glukézy, dodavkou glukozy z krve a produkcei laktatu v likvorovém prostoru a tkani CNS
ptilehlé (v difuzni vzdélenosti). Laktat neni jen odpadnim produktem anaerobni glykolyzy,
je produkovan i spotfebovavan také za dostatku kysliku. Metabolismus laktatu je
komplexni, zmény jeho koncentrace mohou nastat z mnoha pfic¢in. Neni jen ukazatelem

dostupnosti kysliku, ale indikatorem aktualniho metabolického stavu buiiky.
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Dalsi energetické parametry, resp. LGP, GLP a izolovana koncentrace laktatu v likvoru
odlisuji cytologické skupiny GP a TO+TP od kontrolni skupiny i vSech ostatnich skupin
stejn¢ jako KEB. Hodnoty GLP i LGP odpovidaly cut-off definovanému Hanzalem
(Hanzal F. et al., 1963). KEB vsak proti vSem ostatnim energetickym parametram dosahl
zdaleka nejvétsiho rozpéti hodnot (od normy az po siln€ negativni hodnoty). To je dano
vzorcem pro vypocet KEB, ktery vlastni LGP nasobi (18x zvySuje rozsah zmén) a nasledné
odecitd. Vzhledem k tomuto redlnému rozpéti hodnot mize KEB stratifikovat mezi
vrstvami patologického vychyleni (serdzni zanét vs. oxidacni vzplanuti fagocytl)
senzitivnéji a ndzornéji nez vSechny ostatni srovnavané parametry.

Izolovana glykorachie dosdhla nejhorSich vysledki, jak v analyze shody distribu¢nich
funkci a distribu¢ni analyze, tak v rozsahu rozdili mediant patologickych skupin proti
kontrolni skupin€. U tohoto jediného parametru byl trend rozdilu obéma sméry (pokles
1 vzestup hodnot proti kontrolni skuping), coz je evidentn¢ dano ovlivnénim glykorachie
hyperglykémii. Nejvétsi rozdily medidni byly u izolované koncentrace laktatu v likvoru,
vyjma skupiny GP, kde jesté¢ vétsiho nartistu oproti kontrolni skupiné dosahl LGP.
Diskriminaéni analyza ukdzala, Ze ackoliv se vétSina srovnavanych dvojic ve vSech
parametrech statisticky vyznamné 1isi, pfi detailnim pohledu vSechny posuzované
energetické parametry bez vyjimky nerozdéluji hodnoty do spravnych cytologickych
skupin pfili§ dobfte, resp. velka cast hodnot se mezi skupinami neli§i natolik, aby byly
zafazeny spravné. Nejlépe diskriminujicim energetickym parametrem (nejCastéji
rozfazujicim hodnoty spravné mezi jednotlivymi dvojicemi cytologickych skupin) byl
GLP. Ovlivnéni glykorachie hyperglykémii s velkou pravdépodobnosti zhorsilo
diskriminaci hodnot jak LGP, tak KEB.

Byla prokazana zavislost glykorachie na glykémii (linearni) a jesté tésnéjsi zavislost Qglu
na glykémii (nelinearni). Kiivka zavislosti Qgu na glykémii je strmé&jS$i v oblasti
hypoglykémie a normoglykémie, tedy ve znacné casti souboru. Redlné hodnoty Qgu
u normoglykemickych probandi byly vyssi nezZ uddvana horni referenéni mez Qgu, pokles
glykémie jiz v oblasti normoglykémie, tj. pod 5,6 mmol/l potencidln€ mohl maskovat
pokles Qgtu vlivem patologického procesu. Naopak vzestup glykémie nad cca 8,5 mmol/l
zpisobil vzestup glykorachie nad normu, tedy mohl maskovat pokles glykorachie vlivem
patologického procesu, anebo naopak imitovat patologii poklesem Qglu.

Hyperglykémie se vyskytovala cca u tfetiny souboru se znamou glykémii, v nejvysSim
zastoupeni u skupin GP, TP a TO. Pravé u téchto skupin nejéastéji doprovazejicich razantni

zangt s oxidacnim vzplanutim fagocytli jsou tedy hodnoty energetickych parametri
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ovlivnény hyperglykémii nejvice. Zmény glykémie ovliviiuji vSechny parametry
obsahujici glykorachii, véetné¢ KEB, a omezuji efektivitu téchto parametrti pro diagnostiku
patologie v tkani CNS pfilehlé likvorovym cestam. Pfi interpretaci je tedy vhodné znat
aktualni glykémii a adjustovat na ni cut-off.

9. Zavislost mezi koncentraci laktatu v likvoru a glykorachii nebyla prokdzéana jak v celém
souboru, tak v kontrolnim souboru. Zavislost koncentrace laktatu v likvoru na koncentraci
v plazmé (tedy mozny zvySeny prostup pifes HLB pfi hyperlaktatémii) v souboru vSech
vysledkili se znamou laktatémii se také neprokazala.

Vysledky prace vyznamnym zpisobem potvrdily krucidlni potfebu cyto-energetického principu

interpretace likvorologickych vysledki jiz na tirovni zdkladniho vySetfeni likvoru.
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