PUVODNI PRACE

Dynamika vyvoje GCS, hladiny NSE
a S100B v séru a morfologie expanzni
kontuze u pacientu s poranénim hlavy

Dynamics of the GCS, NSE and S100B Serum Levels and
the Morphology of the Expansive Contussion in Head Injury Patients

Souhrn

Uvod: Laboratorni diagnostika kontuzi mozku je zaloZzena na méfent specifickych proteind, které
se uvoliuji do cirkulace (neuron specificka enoldza — NSE a protein S100B). Doplriujici histologické
vySetieni resekované kontuze mozku prokazuje loziskové zmény mozkové tkané. Metodika: Byl vy-
Setfen soubor (n = 20) pacientl s loZiskovym poranénim hlavy. U 9 pacientd doslo béhem 10 dn(i
od prijeti ke zlepseni GCS na hodnoty 13-15 (skupina I) a u 11 byly hodnoty GCS nizzi nez 13 (sku-
pina Il). Vysledky: V souboru pacientd s poranénim hlavy jsme zjistili pokles hodnot NSE a proteinu
S100B od prijeti do 10. dne hospitalizace. U 5 pacientd, ktef zemfeli, byl pozorovan vzestup hod-
not NSE a S100B 2.-3.den. Pacienti s klinickym zlepsenim a Upravou hodnot GCS béhem 10 dna
od prijeti (skupina I) na hodnotu 15 bodd méli nizsi hodnoty NSE (33,53 vs 61,76 ug/l, p < 0,05)
a proteinu ST00B (0,61 vs 4,45 pg/l, p < 0,05) 1.-3. den po pfijeti ve srovnani se skupinou II.
Morfologické vysetrfeni kontuze prokazalo neposkozena jadérka gliovych a gangliovych bunék, pe-
ricyty rozkladaly cizorodé proteiny. Imunohistochemické vysetfeni prokézalo v okolf cév pozitivitu
protilatky proti CD 68. Zavér: Sledovani sérovych koncentraci NSE a S100B je vhodnym nenaroc-
nym doplriikovym vySetfenim pro monitorovani pacientd s kraniocerebralnim poranénim.

Abstract

Introduction. Laboratory management of brain contussions is based on monitoring of proteins re-
leased to circulation (neuron specific enolasis (NSE) and ST00B protein) from affected tissues.
Morphological investigation of biopsy speciments proved focal changes of brain. Methods. The
group (n = 20) of patients with focal traumatic brain injury was investigated. In 9 patients was
found improvement of Glasgow coma score (GCS) up to 13-15 points during 10 days after admis-
sion (group 1) and 11 patients had value of GCS less than 13 (group II). Results. We found the
decrease of value of NSE and S100 b protein in group of all patients with focal brain injury during
10 days of hospitalisation. 5 patients died, we observed increase of NSE and ST00B protein values
on the high 2"-3“ day. Patients with improvement of clinical status and GCS up to 15 points du-
ring 10 days of hospitalization (group 1) had lower value of NSE (33.53 vs 61.76 pg/l, p < 0.05) and
S100B protein (0.61 vs 4.45 pg/l, p < 0.05) 1-3 days after admission compared to values of
group II. A morphological investigation demonstrated no damage of nucleolus of glial and ganglial
cells, pericytes digested the foregin proteins. Immuno-histochemical investigation proved diffuse
positivite reaction of anti-NSE, and CD68 antibody reacted around vessels microenvironment. Con-
clusion. Monitoring of serum levels of NSE and S100B is convenient and investigation for monito-
ring of patients with TBI.
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DYNAMIKA VYVOJE GCS, HLADINY NSE A S100B V SERU A MORFOLOGIE EXPANZNI KONTUZE

Uvod

Primarni poranéni mozku vznika jako vysle-
dek pUsobeni mechanickych sil vedoucich
k deformaci mozkové tkané v okamziku
Urazu [1]. LoZiskové poranéni hlavy je pro-
kazatelné nejen klinickymi a zobrazovacimi
metodami, ale i morfologickymi zménami
v histologickém vyseteni resekované kon-
tuze mozku [2,3]. Z poranéné tkané se uvol-
nAuji nékteré specifické proteiny do cirkulace
(napf. neuron specifickd enolaza — NSE,
a protein S100B), které jsou rovnéz pouzi-
vany ke sledovani klinického stavu téchto pa-
cientll [4]. Monitorovani poskozenych glio-
vych a gangliovych bunék pfi primarnim
poranéni mozku je mozné stanovenim séro-
vych hladin NSE a proteinu S100B [5,6,
7,8]. NSE je glykolyticky enzym (2-fosfo-D-
glycerid hydroldza, molekulovd hmotnost
80 kDa, referencni rozmezi fyziologickych
hodnot v séru do 15,2 pg/l). Je popséno
5 izoenzym0 NSE. Izoenzym s podjednot-
kami yy je lokalizovany primarné v cytoplazmé
neurond, izoenzym oy je obsazen v erytro-
cytech a mlze interferovat s hodnotami
izoenzymu vy pfi hemolyze odebraného krev-
niho vzorku [9]. Protein S100B je vapnik va-
zajici protein (molekulova hmotnost 21 kDa,
referencni rozmezi fyziologickych hodnot
v séru do 0,105 pg/l) lokalizovany v astroglii.
NSE je senzitivni marker pro odhad progndzy
pacientl s poranénim hlavy. U pacientd,
ktefi zemfeli nasledkem poranéni hlavy, byly
publikovany hladiny NSE vy33i nez u pa-
cientt prezivajicich [5,10]. Nizsi hodnoty
NSE byly zjistény u pacientt s dobrym Kkli-
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Graf 1. Hodnoty proteinu S100B v pru-
béhu prvnich 3 dnl hospitalizace.
Horni mez referencniho intervalu pro pro-
tein S100B je 0,105 pg/l. Skupina | —
pacienti se zlepSenim GCS v prlbéhu
10 dnU hospitalizace na hodnoty 13 az
15 bodU. Skupina Il — pacienti bez zlep-
Seni GCS.

nickym prdbéhem po mozkového poranéni
[6]. Pri experimentalnim poranéni mozku byl
sledovan vyvoj hladin NSE v séru v zavislosti
na Case. Nejvyssi hladiny NSE byly 6 hodin
po Uraze [7]. U pacientd s tézkym a stfedné
tézkym poranénim (GCS méné nez 12) byly
koncentrace NSE a proteinu S100B vy3si
nez u pacientd s leh¢im traumatem (GCS
méné nez 12) [11,12]. Pokud byl sledovan ¢a-
sovy vyvoj hodnot NSE a proteinu S100B
po dobu vice hodin aZ dni, bylo zjisténo, ze
po 24-72 hodinach klesaji hodnoty obou
ukazatelll az k hodnotdm v rozmezi refe-
ren¢niho intervalu [13].

Metodika

Soubor pacientt

Soubor zahrnoval 20 pacientd s poranénim
hlavy. Ze souboru jsme vyloucili pacienty
s difuznim axondlnim poranénim (DAI), které
bylo diagnostikovano po vice tydnech na
MRI. U v3ech pacientu bylo diagnostikovano
fokéIni poranéni mozku, u 2 pacientd byla
prokazana kontuze mozkového kmene. Bé-
hem Iécby jsme hodnotili klinicky stav pa-
cientll pomoci GCS, které patii mezi nejcas-
téji pouzivanou stupnici hodnoceni stavu
védomi [15]. U 9 pacientd (skupina ) doslo
béhem 10 dn(i od prijeti ke klinickému zlep-
$eni GCS na hodnotu 13-15 bodd, vstupni
hodnoty GCS byly v priméru 8,9 bodu.
U 11 pacientd (skupina Il) bylo GCS mensi
nez 13 bodlm po 10 dnech hospitalizace.
Vstupni hodnoty GCS byly prlmeérné
4,8 bodu. Ve skupiné | byli operovani 3 pa-
cienti, ve skupiné Il celkem 4 pacienti pro
expanzni chovani kontuzniho loZiska (ICP vétsi
nez 20 torrd, pretlak stfedocarovych struk-
tur o 5 mm a vice, rozvoj mydridzy). Pacienti
byli sledovani po celou dobu hospitalizace,
po dobu 10 dnU byl provadén odbér krve
na biochemicka vysetfeni. Studie a informo-
vany souhlas pacienta byly schvéleny etic-
kou komisi.

Biochemické vysetreni

Vzorky krve byly schromdazdény od pacientd
v prdbéhu 10 denni hospitalizace na Anes-
teziologicko-resuscitacnim oddéleni, po cen-
trifugaci bylo sérum zamrazeno pfi —70 °C
pro dali analyzu, v pfipadé hemolyzy krve
nebylo méfeni ze séra provedeno. Sérové
koncentrace NSE (izoenzym 1vy), proteinu
S100B byly méfeny metodou ECLIA dia-

gnostickymi soupravami Roche na pfistroji
Elecsys 2010. Horni hranice referencniho
rozmezi pro NSE je 15,2 pg/l a pro S100B
protein 0,105 ug/l.

Elektronova mikroskopie

a imunohistochemie

U operovanych pacientl (n = 7) byla tkéan
odebraného kontuzniho loZiska fixovana glu-
taraldehydem (k pozdéjsimu zpracovéni pro
elektronovou mikroskopii) a formaldehy-
dem. Histologické blocky byly zalité do pa-
rafinu k imunohistochemickému vysetreni
s protilatkou proti CD-68.

Statistické zpracovani dat

U v3ech pacientd jsme sledovali vyvoj hla-
din NSE a S100B. Data (ziskané hodnoty
sérovych hladin NSE a proteinu S100B)
u obou souborl byla rozdélena do skupin:
1.-3. den, 4.-6. den a 7.-10. den hospita-
lizace. Koncentrace jednotlivych markerd
byly vyjadfeny jako aritmeticky prameér, roz-
dily mezi jednotlivymi skupinami byly po-
rovnany t-testem v programu Stat View.
Hodnoty p < 0,05 byly povazovany za sta-
tisticky vyznamné.

Vysledky

Biochemické nalezy

U v8ech pacientt s poranénim hlavy (n = 20)
byl zjistén pokles hodnot NSE a proteinu
S100B v pribéhu prvnich 10 dnd hospitali-
zace. U skupiny I s klinickym zlepsenim a Upra-
vou hodnot GCS béhem 10 dnt od pfijeti na
hodnoty 13-15 byly hodnoty NSE (33,53 vs
61,76 ug/l, p < 0,05) a proteinu S100B
(0,61 vs 4,45 pg/l, p < 0,05) nizsi béhem
1.-3. dne po prijeti ve srovnani s hodnotami
u skupiny Il (graf 1). Od 4. do 10. dne nebyly
mezi obéma soubory statistické rozdily. Ve sku-
piné Il zemrelo celkem 5 osob (45 %), jejichz
prdmérné hodnoty NSE a S100B se od 1.dne
zwysily 2.-3.den z 32,72 pg/l na 86,95 g/l
u NSE a u proteinu S100B z 3,419 pg/l na
5,804 pg/l. U 2 pacientl bylo na CT zjisténo
pohmozdéni mozkového kmene (skupina II).

Kazuistiky u expanznich kontuzi
a morfologické nalezy u skupiny |
Kazuistika ¢. 1 (skupina I)

28lety pacient utrpél kraniocerebralni po-
ranéni pfi padu ze schodl v ebrieté. Na
vstupnim CT byla zjisténa kontuze frontalné
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vpravo s plastovym akutnim subdurdinim
hematomem fronto-temporalné vpravo
s pretlakem stfedocarovych struktur 5 mm.
Na kontrolnim CT s odstupem byla zazna-
mendna 6 hodin progrese pretlaku. Indiko-
vano zavedeni ¢idla ICP, které ukazuje hod-
noty kolem 30 torrd. Pacient byl somnolentn,
zornice byly izokorické, GCS bylo ohodno-
ceno hodnotou 8. Nemocny byl urgentné
operovan. Provedena evakuace akutniho
subduralniho hematomu a resekce kontuze
s plastikou tvrdé pleny. Hodnoty NSE po
operaci prechodné vzrostlo na 33,63 pg/l.
Hladiny proteinu S100B klesly z hodnot
0,344 pg/l az k referen¢nim hodnotédm bé-
hem 3 dnt. Po odtlumenf pacienta 6. den se
postupné zlepsil jeho klinicky stav az do pl-
ného védomi's GCS 15.

Kazuistika ¢. 2 (skupina I)
32lety pacient hospitalizovany s kranioce-
rebralnim poranénim pfi autonehodé. Na
vstupnim CT byl zjistén ndlez akutniho
subdurdiniho hematomu s kontuzi mozku
pod impresivni zlomeninou parietalné
vpravo. Pri klinickém vySetfeni byla u ne-
mocného flekéni reakce na algicky podnét
bilaterdIni, izokorické zornice, bylo diagnos-
tikovano GCS 6, oteviena impresivni zlome-
nina parietdlné vpravo s vytokem likvoru,
v rané byla patrnd mozkova tkan. Nemocny
byl urgentné operovén. Provedena evakuace
hematomu z dekompresivni kraniektomie
a resekce casti kontuznich hmot mozku
s plastikou tvrdé pleny. Hodnoty marker
kontinuélné klesaly béhem 4 dnd k referenc-
nimu rozmezi ze vstupnich hodnot NSE
(49,27 ug/l) a S100B (1,88 ug/l). 8. den po
odtlumeni pacienta postupné zlepsovani kli-
nického stavu az do plného kontaktu (GCS
15). Po 3 mésicich se pacient stal plné so-
béstacny, bez loZiskového neurologického
ndlezu na hlavovych nervech a koncetinach.
Byla provedena replantace kostni ploténky.
Morfologické vysetfeni okrajové zdny
kontuze prokazalo u pacientd skupiny | pe-
rivaskularni krvacenti a unik krevnich bilkovin
do perivaskuldriho kompartmentu. V pe-
ricytech nachazime telolyzozomy (obr. 1),
které odpovidaji immunohistochemické
pozitivité s protildtkou proti receptoru CD68
(obr. 2). V astroglidlnich vybézcich se vysky-
tovaly proteiny, v cytoplasmé byly zndmky
edému, jadra a jadérka byla dobfe barvitelné.

Obr 1 Imunohlstochemlcka reakce S prot|latkou protl antlgenu CD 68 (<)
zbarveni znadi pozitivni reakci navazané protilatky s DAB (diaminobenzidi-

nem), zvétseni 400x.

Obr. 2. Elektronova mikroskopie kontuznlho loziska u pacienta (soubor N,
zobrazeni lumen kapilary s erytrocytem (Ery). Na fezu zachycena endotelie
(En) a pericyt (PC) s telolyzozomem (*).

Kazuistiky u expanznich kontuzi

a morfologické nalezy u skupiny I
Kazuistika ¢. 3 (skupina II)

42lety pacient byl hospitalizovan po kranio-
cerebralnim poranéni pfi padu ze schodU

v ebrieté. Na vstupnim CT byly nalezeny
kontuze frontdné oboustranné s plastovym
akutnim subdurainim hematomem parietainé
vpravo. P planovaném operacnim vykonu byla
provedena evakuace akutniho subduralniho
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Obr. 3. CT v mozkovém okn, dobarveni kontuze frontalné vpravo a tempo-
ralné vlevo, otok a hematom mékkych pokryvek lebnich. Pretlak stfedocaro-

vych struktur o 10,3 mm.

Obr. 4. Elektronova mikroskopie kontuzniho loziska u pacienta (soubr ),

zobrazeni lumen kapildry s leukocytem (Leu). Na fezu zachycen cytotoxicky
edém endotelie (En), pericytu (PC) a astrogli (AG); formovani telolyzozomu (*).

hematomu a resekce kontuze s plastikou
tvrdé pleny. Na kontrolnim CT byl zjistén
nepfiznivy pooperacni nalez, dobarveni
kontuznich loZisek frontalné vpravo (obr. 3)

a temporalné vlevo. Byl zaznamenan rozvoj
bilaterdIni mydridzy, vyhasnuti kmenovych
reflexd, 2. pooperacni den znamky smrti
mozku pfi malignim posttraumatickém

edému. Biochemické monitorovani prokaza-
lo vzestupnou tendenci hladin proteinu
S100B 1. den (1,40 ug/l), 2. den (4,15 pg/l)
a 3. den (10,7 pg/).

Kazuistika ¢. 4 (skupina II)
50lety pacient, casus socialis, byl nalezen
v hlubokém bezvédomi. Na vstupnim CT
byl zobrazen ndlez akutniho subdurdiniho
hematomu fronto-temporalné vpravo, pre-
tlak stfedocarovych struktur doleva o 24 mm,
kontuze temporo-parietalné vpravo. Ne-
mocny byl urgentné operovan. Byla prove-
dena evakuace hematomu z dekompresivni
kraniektomie a resekce ¢asti kontuznich hmot
mozku. Na kontrolnim CT pretrvaval edéma
pretlak stfedocarovych struktur o 20 mm.
Biochemické monitorovani prokézalo vze-
stupnou tendenci hladin proteinu ST00B 1.
den (1,38 pg/l), 2. den (1,44 pg/l) a 3. den
(4,80 pg/l); 6. den exitus lethalis.
Morfologicky obraz okrajové zény kon-
tuze u skupiny Il s horsi prognézou proka-
zal vystupriované ultrastrukturdlni zmény.
Nachazeli jsme poskozeni kapilar (obr. 5),
aktivaci povrchu endotelii s tvorbou vybézka,
vystupriovanou pinocytotickou aktivitu
(obr. 6) a formovani multivezikélnich télisek
v endoteliich. V burikach byly vystupriované
znamky cytotoxického edému, prakticky vy-
mizeni proteind v astroglidlnich vybézcich,
deformace mitochondrif a dystrofie organel.
Leukocytarni adhezi a vycestovani leukocytd
do tkané jsme zjistili u obou skupin.

Diskuse

Hladiny NSE i proteinu S100B klesaji po 24,
48 a 72 hodinéch po prijeti na klinické pra-
covisté, tak jako to popisuji néktefi autofi
[13]. Pri sledovani vyvoje primérnych hod-
not NSE a proteinu S1T00B béhem 10denni
hospitalizace jsme zjistili, ze hladiny klesaji
od 1. dne po Uraze az k horni hranici refe-
ren¢niho intervalu, a to obou sledovanych
ukazatell. Pfi sledovani rychlosti poklesu
NSE a ST00B béhem prvnich dnt po pfijeti
Ize rozlisit pacienty, u kterych ukazatelé
1.-3. den klesaji z vysokych hodnot k refe-
ren¢nimu rozmezi hodnot. U dalsich pa-
cientd jsou patrné hladiny markert zvysené
nad referencni hodnoty i po dobu nékolika
dnd. U 5 pacientd ze skupiny Il, ktefi zemfeli,
byl dokumentovan vzestup hodnot NSE
a S100B 2.-3.den. Podobné vysledky byly
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publikovany u souboru pacientd s tézkym
a stfedné tézkym poranénim (GCS méné
nez 12), u nichz pretrvavaly vy3si hodnoty
NSE a proteinu S100B v porovnani s pa-
cienty s lenc¢im traumatem [12]. Sérové hla-
diny S100B a NSE jsou v souladu se skérem
zavaznosti poranéni a CT-nalezy [8]. Vstupni
hodnoty podle fady autord maji vyznam
k odhadu dlouhodobého vysledku lécby
(outcome) [5,6,8,13]. V naSem souboru byli
vylouceni pacienti s DAI, ktefi maji odlisSnou
kinetiku hodnot NSE a S100B [12] a patii
do souboru pacientl s dlouhodobé nizkymi
hodnotami GCS [21]. Tyto hladiny jsou za-
roven rozdilné u pacientd s kontuzi mozku
a pacientd s DAI [12].

Pri morfologickém vysetreni bioptického
materidlu u nasich pacientd jsme nalezli
zdurelé denzni i svétlé mitochondrie v kon-
tuznim lozisku a u pacientd s horsi progné-
zou byly mitochondrie v nékterych buri-
kéach deformované. Mitochondrie mohou byt
vyznamnym inicidtorem procest apoptozy
v mozku. Ultrastrukturdini studie poskozent
mitochondrii po ischemii a anoxii ukazaly,
Ze mitochondrie podléhaji postupné zméné
struktury a funkci a pfispivaji k bunécné
smrti [14]. Vznik apoptozému uvolnénim
faktortl (Apaf-1) z mitochondrii, ktery akti-
vuje kaspazy v procesu apoptdzy je v sou-
Casnosti intenzivné studovan [15].

V okoli cév jsme nalezli perivaskularni kr-
vaceni a pranik proteint do Virchowova-
Robinova prostoru. Huang prokazal, ze in-
fuze erytrocytt do mozku zplsobuje akutni
mozkové poskozeni [16]. Intracerebralni kr-
vaceni muze vést k oxidativnimu poskozeni
mozkové tkané a uvolnéné Zelezo z erytro-
cytl maze prispét k utvareni volnych kysli-
kovych radikalt [17], které mohou posko-
zovat membrany bunék pfi nedostatku an-
tioxidantt napt. metallothioneinu [21].

Z nasich analyz dale vyplyva, ze funkce
pericytl byla zachovana spolu s pritomnosti
telolyzozomd a pozitivitou proti membrano-
vému receptoru CD68 a schopnosti fago-
cytézy v perivaskuldrnim kompartmentu.
Pri imunohistochemické detekci se protilatka
proti CD68 vazZe na epitop PG M1 lokalizo-
vany na membrandch makrofagt, v moz-
kové tkani na mikroglii [18].

V astroglidlnich vybézcich byla u nasich
pacientd zjisténa pritomnost proteinl. Jadra
a jadérka gliovych elementd nevykazovaly

zobrazeni lumen kapilary (C). Na fezu zachycena endotelie (En) s pinocytotic-
kymi vakuolami («); vybézky astroglie (*).

patologické znaky. Reakce astrocytl na
trauma byla v bioptickém materidlu dobre
dokumentovana [2,3,14,19].

V endoteliich byla v nasem souboru na-
lezena jadra a invaginace membrany. Také
jsme prokazali pfichyceni neutrofilnich
leukocytli na endotelie a jejich vycestovani
do tkané. Pri ultrastrukturainim vySetieni en-
dotelif pacientl s traumatickou kontuzi né-
ktef{ autofi prokdzali znamky intracelular-
niho edému, tésnd spojeni byla neposko-
zend. Pinocytickd aktivita endotelii byla
zvysena a astrocytarni vybézky byly zdufené,
v makrofazich byly pozorovany objemné ly-
zozomy [20]. V nasem souboru byla proka-
zéna piftomnost vakuol v endoteliich. Pozo-
rovali jsme, Ze u skupiny Il s horsi prognézou
byly vystupriované ultrastrukturalni zmény.
Nachazeli jsme poskozeni mitochondrif
[22], poskozeni kapilar a formovani multi-
vesikalnich télisek v endoteliich. Gliové ele-
menty vykazovaly vystupriovany cytotoxicky
edém, ktery spolecné s poskozenim mito-
chondrif a zménami endotelii mize byt pro-
jevem vyssi mortality pacient skupiny II.

Zaveér
V souboru pacientd s poranénim hlavy jsme
Zjistili pokles hodnot NSE a proteinu S100B

od prijeti do 10 dnu hospitalizace. Pacienti
s klinickym zlepsenim a Upravou hodnot
GCS béhem 10 dnt od pfijeti na hodnotu
15 bodt méli nizsi hodnoty NSE a proteinu
S100B 1.-3. den po pfijeti. U pacientd kteff
zemfeli byl zjistén nardst hodnot NSE
a S100B 2.-3. den. Morfologické vy3etfeni
resekovaného kontuzniho loZiska prokazalo,
Ze funkce pericytt byla zachovana spolu
s pfitomnosti telolyzozomU a pozitivitou proti
membranovému receptoru CD68 a schop-
nosti fagocytozy v perivaskuldrnim kom-
partmentu. Vystupriovany cytotoxicky edém,
poskozeni mitochondrii a zmény endotelif
muZe byt projevem vy3si mortality pacientd
skupiny Il, ktera koreluje s vy3simi hodnotami
NSE a proteinu S100B v séru.
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