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Biochemické a imunohistochemické markery
poskozeni mozku

Vajtr D.13, Prusa R.1, Houstava L.2, Samal F.2, Kukaéka J.1, Pachl J.4

1 Ustav klinické biochemie a patobiochemie UK 2. LF a FN Motol
2 Neurochirurgicka klinika UK 3.LF a FNKV

3 Oddéleni soudniho lékaistvi, Nemocnice Sokolov

4 Klinika anesteziologie a resuscitace UK 3. LF a FNKV

Souhrn

Pfi primarnim nebo sekundarnim poranéni mozku se uvoliiuji do cirkulace proteiny z poskoze-
nych tkani, které mohou slouZit jako sérové markery poskozeni gangliovych a gliovych bunék
(neuron specificka enolaza a protein S-100B). Dalsi markery poranéni jsou detekované jako speci-
fické ukazatele difuzniho axonalniho poskozeni imunohistochemicky (amyloid prekurzor protein,
neuron specificka enolaza, glialni kysely fibrilarni protein a povrchovy antigen receptor CD 68).
Nékteré markery koreluji s poskozenim hemato-encefalické bariéry, napi. matrixové metalopro-
teinazy (MMP-2, 9) a enzym syntetizujici oxid dusnaty (iNOS).

Zamérili jsme se na studium biomechaniky vzniku poranéni, primarni a sekundarni typ poskozeni
mozku a nejéastéji pouzivané markery kraniocerebralniho poranéni v klinické a autoptické dia-
gnostice.

Kli¢ova slova : kontuze — difuzni axonalni poskozeni — neuron specificka enolaza — protein
S-100B.

Summary
Biochemical and Immunohistochemical Markers of Brain Injury

Proteins released to circulation from affected tissues during primary or secondary trauma brain
injury might be used as serum markers of glial or ganglial cells damage (neuron specific enolasis
and S100 B protein). Other markers of trauma can be proved as relatively specific of diffuse axonal
injury by immunohistochemical detectoin (amyloid prekurzor protein, neuron specific enolasis,
glial fibrilar acidic protein and superficial antigen receptor CD 68). Some markers are associated
with blood brain barrier damage (matrix metaloproteinases (MMP-2, MMP-9) and synthase of
nitric oxide (iNOS)).

We aimed in our short communication on biomechanics of developed of trauma, primary or
secondary kinds of trauma brain injury and use of trauma brain injury markers for clinical
diagnostics and management of patients.

Key words: contusion - diffuse axonal injury — neuron specific enolasis — S-100B protein.
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Biomechanika vzniku difuznich zranénych (Glasgow coma score < 8). U 44 % zra-

a loziskovych poranéni mozku

Kraniocerebralni poranéni jsou spojena ze-
jména s tupym poranénim hlavy. VétSina porané-
ni hlavy je zptisobena kontaktnim mechanismem
pfi narazu pohybujictho se pfedmétu do hlavy
nebo pohybujici se hlavy na pevny predmét (kon-
taktni mechanismus) nebo mechanismem akce-
lerace a decelerace pti prudkém pohybu hlavy
(inercialni poranéni). Nékteii autori nalezli signi-
fikantni fokalni léze (napi. kontuze, akutni sub-
duralni hematomy) pii CT vySetieni u 56 % tézce

nénych bez fokalni 1éze zranéni klasifikovali jako
difuzni zranéni mozku. U 42 pacienta v perzistu-
jicim vegetativnim stavu NMR proklazalo u 48 %
kortikalni kontuzi. Celni a spankové laloky byly
velmi ¢asto postiZzeny. U v8ech bylo prokazano di-
fuzni axonalni poranéni (DAI) v corpus callo-
sum. Autoii Imajo a Kazee popisuji kazuistiku
padu v opilosti u 62letého muze na chodniku,
u kterého byly popsany rozdilné nalezy na CT
(computer tomography) snimeich p¥i pfijmu v po-
rovnani s nalezem po provedené pitvé. V prabéhu
hospitalizace se dobarvily kontuze v obou ¢elnich
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lalocich. Sekundarni poskozeni axont vznika ja-
ko rozvijejici se komplikace ruznych typt primar-
niho poranéni, kdy dochazi k bezprostfednimu
selhani intrakranialni cévni autoregulace.

Primarni a sekundarni poskozeni mozku
Primarni poranéni hlavy vznikaji jako vysle-
dek pusobeni mechanickych sil vedoucich k de-
formaci mozkové tkané v okamziku durazu.
Pritom muze dojit k pfimému fokalnimu, multi-
fokalnimu nebo difuznimu poranéni cév, axond,
neuront a glie (obr. 1). Sekundarni poskozeni
vznikaji jako rozvijejici se komplikace ruznych
typt primarniho poranéni, kdy dochazi k bezpro-
stfednimu selhani intrakranialni cévni autoregu-
lace (2). Vznika ischemicko-hypoxické poskozeni
(maximalni extrakéni frakce a metabolicka spo-
treba kysliku a glukézy p¥i prodlouzeni doby pria-
toku loziskem v ramci lokalni hemodynamické
reakce vyusti az k ireverzibilni neuronalni 1ézi).
Dale vznika zduteni mozku, projevi se nasledky
zvySeného nitrolebniho tlaku, sekundarni hydro-
cefalus, infekce a sekundarni poskozeni axont.
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Edém u primarni traumatické léze je extracelu-
larni vazogenni. Pi#i sou¢asném rozvoji loziskové
ischemie je komplikovan edémem intracelular-
nim-cytotoxickym. Kone¢nym vysledkem kranio-
cerebralniho poranéni je destrukce bunééné
membrany se ztratou funkce a integrity neuronu
az do nejzavaznéjsi vyvojové faze poranéni tzv.
traumatického apalického syndromu.

Poskozeni hematoencefalické bariéry
Porugeni hematoencefalické bariéry (BBB) je
zpusobeno mozkovou ischemii, vedouci k drob-
nym teckovitym krvacenim, ktera jsou pozorova-
telné po 48-72 hodinach, s patrnou reparaci po
6 dnech. Otevteni interendotelovych junkeci tight
junctions nebylo spojeno s kompletni zménou
v lokalizaci proteint — klaudinu, okludinu, beta-
kateninu. Po experimentalnim poranéni je BBB
poskozena po 1 hodiné a jeji funkce je upravena
0 6 hodin pozdéji. Vyssi nabalovani bilych krvi-
nek po dobu 6 hodin na sténu kapilar neni spoje-
no s narusenim BBB (7). Ve sténé cév prokazuji
nékteii autoii ¢asovy pruabéh cévni reakce u 104

Obr. 1. Elektronmikroskopické vysetiteni kortikalni biopsie (u pacienta z naseho souboru) prokazuje poskozeni
gliovych bunék, axonu a stav hematoencefalické bariéry v okrajovém loZisku kontuze. Pooperaéni hodnoty NSE
26,7 ng/ml a S-100B proteinu 0,344 ng/l (referenéni interval NSE do 15,2 ng/ml, S100B do 0,105 pg/l). Zvétseni 20 tis.
- 65 tis. Ax-axon, Axl - rozvlaknéni axolemy, Nc- zachované jadérko, M-mitochondrie s granulacemi, C - lumen ka-
pilary, Ery - erytrocyty v loZisku perivaskularniho krvaceni
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osob postizenych traumatickym poskozenim moz-
ku (8). Zvyseni exprese faktorua (faktor VIII, te-
nascinu a trombomodulinu) v cévach mutzZe byt
prokazatelné v mozkové kontuzi pro faktor VIII
po 3 hodinach, tenascin po 1,6 dnu nebo trombo-
modulinu po 6,8 dnech. U skupiny 11 pacientu
s traumatickou kontuzi, podrobenych operacni-
mu zakroku, byly vySetfeny bioptické vzorky.
Ultrastrukturalni vySetfeni endotelii prokazala
znamky intracelularniho edému, tésna spojeni
byla neposkozena. Pinocyticka aktivita byla zvy-
Sen4, bylo prokazano zduteni (swelling) astrocy-
tarnich vybézki a objemné lysozomy v makro-
fazich.

Neuron Specificka Enolaza, protein S100B,
GFAP jako biochemické markery
mozkového poskozeni

Neuron Specificka Enolaza (NSE) je glycoly-
ticky enzym lokalizovany primarné v cytoplazmé
neuront (2-fosfo-D-glycerid hydrolaza, moleku-
larni hmotnost 80 kDa, referen¢ni rozmezi fyzio-
logickych hodnot v séru do 15,2 ng/ml). NSE je
popisovana jako senzitivni marker pro odhad
prognézy pacientd s poranénim hlavy (obr. 2).
Sérové hladiny NSE byly signifikantné vyssi
u pacientt, ktefi zemteli (pramérné 51 ng/ml)
oproti pieziv§im (17,6 ng/ml). Skupina pacientt
u kterych se sledovalo uzdraveni (outcome) s do-
brym klinickym prubéhem méla hodnoty NSE
26,9 ng/ml v porovnanim s pacienty se Spatnym
prabdhem 38 ng/ml. Casovy profil hladin NSE
v séru v experimentalnim poranéni mozku uka-
zuji nejvyssi hladiny 6 hodin po traze a zda se, ze
odrazi neuronalni poskozeni pii pohmozdéni
mozkové kory v ¢asové zavislém zptsobu.

Obr. 2. Nalez expanzni kontuze v CT obraze s pretlace-
nim stifedocarovych struktur-stav po dekompresni
kraniotomii. VySetieni sérové NSE po operaci (118
ng/ml) prokazuje nékolikanasobné zvyseni oproti nor-
malnim hodnotam. (Horni referenéni mez NSE v séru
do 15,2 ng/ml)

¢

S-100 beta protein (S-100B) je vapnik vazaji-
ci protein (molekularni hmotnost 21 kDa, refe-
renéni rozmezi fyziologickych hodnot v séru do
0,105 pg/l) lokalizovany v astroglii. Sérové hla-
diny S-100B jsou porovnany s klinickymi méie-
nimi zavaznosti poranéni, neuroradiologickym
vySetfenim a vysledkem 1é¢by u mirného pora-
néni hlavy. Koncentrace S-100B vzrusta napt.
ptred vznikem mozkové herniace po kraniocereb-
ralnim poranéni.

Herrmann a kol. analyzovali NSE a S-
100B u 66 pacientt ve venézni krvi odebirané po
tfech dnech po poranéni. Pacienti s tézkym
a stiedné tézkym poranénim (GCS méné nez 12)
vykazuji vys$si mnozstvi sérového NSE a S-
100B proteinu v porovnani s pacienty s leh¢im
traumatem (GCS méné nez 12). Uvolnované
mnozstvi v séru diferencuje mezi skupinami
s primarni korovou kontuzi, difuznim axonalnim
poranénim (DAI) a skupinou s piiznaky mozko-
vého edému bez loZiskové leze. Se skorem zavaz-
nosti poranéni (ISS) a CT-nalezy prokazatelné
koreluji serové hladiny S-100B, NSE a GFAP
(glialni kysely fibrilarni protein je souéasti cyto-
skeletu astroglie, tvori intermedialni filamenta
astrocytn).

Hormony s§titné zlazy a matrixové
metaloproteinazy

Hormony stitné zlazy (fT3, T3, {fT4), TBG
a TSH: S hladinami NSE a S-100B byly porovna-
vany dalsi biochemické markery rutinné pouZi-
vané v klinické biochemii. V korelaci s hladinami
NSE a S-100B je syndrom nizkého fT3 u koma-
téznich pacientu. U pacientti s kontuzemi, krva-
cenim nad a pod tvrdou plenu mozku byly zjisté-
ny hladiny fT3 a fT4 kontinualné klesajici az do
4.-6. dne po nastupu komatu. Vyznamné snizené
hladiny TSH byly nalezeny u pacientt s mozko-
vym krvacenim. Jeden den pied nastupem koma-
tu byly v analyzovanych vzorcich prokazany sni-
zené hladiny TSH, TBG, {T3.

Matrixové metaloproteinazy jsou zinek de-
pendentni enzymy degradujici slozky extracelu-
larni matrix. V souéasné dobé je jich znamo vice
nez 24, nékteré z nich jiz nasly uplatnéni v kli-
nicko-biochemické diagnostice, zejména MMP-2
(molekulova hmotnost 72 kDa) a MMP-9 (mole-
kulova hmotnost 92 kDa), tzv. Zelatinazy. BEhem
hemorhagického mozkového poranéni se uvadi
endogenni produkce 92-kDa typu IV. kolagenazy
(zelatinaza B). Gen pro Zelatindzu B obsahuje
forbol ester region (TRE), ktery vaze AP-1 prote-
in (zahrnujici c-Fos/c-Jun dimer). U diagnézy ne-
urazového krvaceni do mozku se maximum pro-
dukce MMP-9 udava mezi 16 a 24 hodinou po
vzniku krvaceni. U ischemického lokalniho inzul-
tu se zvySuje aktivita MMP-9 produkovana burn-
kami BBB mikroprostiedi. MMP-9 aktivita byla
pozorovana po 12 hodinach od hypoxického inzul-
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tu, maximum bylo po 24 hodinach, perzistujici
hladiny po dobu 5 dnt a k bazalnim hodnotam se
vraci po 15 dnech. V zéné infarktu je aktivita
MMP-2 ptitomna v makrofazich, sérové hladiny
MMP-2 jsou nizsi nez u MMP-9. Hemorhagicka
transformace loziska ischemické ataky podle né-
kterych praci nema souvislost s naputovanim ne-
utrofilnich polymorfonukleart (Neu) do poskoze-
ného loziska. Deplece Neu v experimentu neméa
zadny vliv na indikatory ischemického poskozeni
zahrnujici edém, hemorhagie a rozmér infarktu.
Asahu a spol. (22) publikovali, Ze misto exprese
MMP-9 v cévnich prostorach je shodné s vysky-
tem znacenych Neu. U 50 pacientd s embolickym
infarktem mozku byly sledovany hladiny MMP-
2,9,3 a jejich tkanovych inhibitord TIMP-2.
Hladiny MMP-9 v séru se zvySuji nékolikanasob-
né po 1 dni a ztstavaji elevované 12 dnta. MMP-9
hladiny maji tendenci byt vyssi u pacientt 1éce-
nych trombolyzou, stifedné vysoké u lééenych he-
hypotermii.

BBB protektivni kaskada zahrnuje NO-zpro-
stiredkované uvolniovani IL-6 z glie. IL-6 startuje
produkci MMP-inhibitora jako nap#. o,- makro-
globulinu perivaskularnimi astrocyty. Ve vzor-
cich séra byl prokazan vyznamny narast hladin
oy-makroglobulinu po 4 hodinach po poruseni
BBB.

Immunohistochemické markery
kraniocerebralniho poranéni (markery
difuzniho axonalniho poranéni, GluR,
NOS, VEGF)

V souvislosti s poranénim axont patii mezi
nejc¢astéji vySetiované markery difuzniho axonéal-
niho poranéni bAPP (beta amyloid prekurzor pro-
tein), CD68, NSE, GFAP a NF (neurofilamenta)
v autoptickém materialu. Pozitivita bAPP a NSE
imunohistochemickymi metodami je popsana

@E

u pacientt prezivajicich déle nez 2 az 3 hodiny po
urazu (obr. 3—4). Poskozeni axont nevznika pou-
ze Urazovym mechanismem, ale bylo prokazano
i sekundarné vlivem ischemie.

Glialni proteiny (GFAP a vimentin):
Astrocyty se stavaji aktivni pii ruznych typech
poranéni mozku, ktera navozuji aktivaci astrocy-
th. Aktivované astrocyty jsou charakterizovany
hypertrofii, proliferaci a expresi GFAP. Inter-
medialni filamenta obsahujici GFAP, urcujici me-
chanickou stabilitu astrocytu. U experimental-
nich kontuzi u zvitat byla éasové zavislym zptiso-
bem regulovana exprese GFAP a vimentinu ve
dvou dnech po poranéni.

Glutamatové receptory (GluR). Glutamat
patfi mezi excitaéni aminokyseliny uvoliované
do mozkomis$niho moku pfi poranéni mozku, sti-
muluje dva typy receptortt — ionotropni a meta-
botropni Glu R. AMPA/Kainat receptor je hlav-
nim typem GluR exprimovanych podél astrocy-
tarnich vybézku. Astrocyty vychytavaji a metabo-
lizuji neurotransmitery a tlumi iontové extrace-
lularni zmény. Aktivace glutamatovych receptoru
na povrchu astroglie se ti¢astni formovani cytoto-
xického edému. Aktivace metabotropniho Glu re-
ceptoru agonistou injikovanym do mozku indu-
kuje edém, ale nezvySuje propustnost BBB.
Elektronmikroskopickad studie prokazala mar-
kantni zdufeni astrocytarnich vybézkt v okoli
kapilar po 6 hodinach po injekci Glu agonisty.
Mechanické poranéni vede k usnadnéné expresi
mGluR v aktivovanych astrocytech v blizkosti
poranéné oblasti. Po ischemickém infarktu zjis-
tény autoprotilatky glutamatovych receptoru
NMDA.

NO-syntaza (enzym produkujici oxid dusnaty
(NO) z L-argininu, existuje ve vice izoformach
jako endotelidlni eNOS, mozkova bNOS, induko-
vatelna iNOS. Oxid dusnaty (NO) pusobi jako ak-
tivator guanylat cyklazy (obsahuje hem jako re-

Sy

¢ % % B

T
o ?

Obr. 3. Epikriza: 49lety muz, privezen v bezvédomi po
padu, pieziti 3 dny, autopticky nalez subduralniho he-
matomu nad levym temennim lalokem. Histologicky
nalez potvrzuje sferoidni dystrofii axonu (oznaéeno
sipkou) barvenim H-E, 400krat
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Obr. 4. Imunohistochemické barveni anti-NSE
fy.Immunotech (stejny pi¥ipad jako obr. 2). NSE-poziti-

vita v corpus callosum v gliovych burikach i dystrofic-
ky zduienych axonech
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ceptor vazajici NO), je univerzalni mediator bio-
logickych uéinkta v mozku a experimentalni stu-
die ukazovaly pourazovou regulaci NO syntazy.
INOS pozitivni bunky byly detekované 6 hodin po
urazu, s maximem od 8 do 23 hodin u 8 pacienti
s chirurgickou léébou pourazového pohmozdéni
mozku. Exprese iNOS byla zjisténa na neuro-
nech, makrofazich, neutrofilech, astrocytech a oli-
godenroglii. NO je potencialni ¢initel poskozujici
buniky pti TBI navozeném hypertermii. NO pt-
sobi jako vazodilatator a inhibitor agregace desti-
¢ek, inhibuje vapnikovy influx prostfednictvim
NMDA receptoru. ZvySena permeabilita BBB je
usnadnéna syntézou a uvolnénim NO a postup-
nou aktivaci solubilni guanylat cyklazy.

Rustovy endotelialni faktor (VEGF) je endo-
telialni cévni rustovy faktor (dimericky glykopro-
tein, aktivator receptorovych tyrozin kinaz), kte-
ry je regulovany transkripénim faktorem HIF in-
dukovanym hypoxii. Biochemické stanoveni
VEGF je v klinické praxi vyuzivano k monitoraci
pacientt s mnohocetnym myelomem a leukémii.
U kraniocerebralnich poranéni je vyuzivana imu-
nohistochemicka detekce VEGF v endoteliich.
Exprese VEGF je zvySena pii poranéni mozku
a prispivd k poruSeni BBB béhem traumatu.
Lokalni aplikace VEGF v experimentu méni pro-
pustnost BBB u zvitat a zvySuje rozsifeni pial-
nich arteriol. Mechanismy efektu VEGF na cévni
propustnost jsou zptisobeny zvySenim vapnikové-
ho influxu v endoteliich, syntézou a uvolnénim
NO, zvySenim syntézy faktoru aktivujiciho de-
sticky. VEGF je vyznamny faktor regulujici cévni
propustnost v periferni cirkulaci. Antagonista
NO syntazy inhiboval VEGF faktorem navozenou
dilataci arteriol a propustnost BBB. VEGF hraje
vyznamnou roli v poruseni BBB a angiogenezi po
poranéni mozku. Indukuje proliferaci endotelii,
migraci a cévni propustnost pfi mozkovém vazo-
gennim edému. VEGF se uplatiiyje u hypoxii in-
dukovaného vazogenniho edému. TBI zvySuje im-
munoreaktivitu VEGF v pialnich cévach po 6 ho-
dinach a pretrvava 14 dni. Arterioly vykazovaly
VEGF imunoreaktivitu po 36 hodin.

Zavér

Kraniocerebralni markery (zejména NSE a
S-100B) maji pattit, vzhledem k moznosti rutin-
niho stanoveni v séru, k zakladnim biochemic-
kym vySetfenim v diferencidlni diagnostice bez-
védomi, k objasnéni drazové a neurazové etiolo-
gie. Dalsi klinické vyuziti je v mozZnosti stanoveni
progndzy poskozeni mozku u pacienttt a odhadu
zavaznosti poskozeni gliovych a gangliovych bu-
nék. Dalsi markery (MMP-9) najdou uplatnéni
u pacientt, u kterych sekundarni poskozeni moz-
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ku vede k rozvoji ischemickych lozisek, kompli-
kujicich primarni kontuze.

Prace vznikla za podpory grantu IGA
MZ CR, NR/8793-3.
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