KRATKE SDELENI

Protein S100 a neuron specificka enolaza
v klinické diagnostice mozkového postizeni

S-100 Protein and Neuron Specific Enolasis in the Clinical

Diagnostics of Brain Impairment

Souhrn

U skupiny 28 pacientl s klinicky manifestnim postizenim CNS byla sledovéna koncentrace
S100 proteinu a neuron specifické enoldzy v séru a v. mozkomisnim moku pomoci komer¢-
nich souprav. Koncentrace neuron specifické enoldzy v séru odpovidaly normalnim sérovym
hodnotdm, v mozkomiSnim moku byla nalezena patologicky zvysena hodnota jen jedenkrat.
U S100 proteinu byly zjistény abnormalné zvysené hodnoty v séru tikrat, naopak v mozkomis-
nim moku byly vSechny namérené hodnoty kromé dvou patologicky zvySené. Korelace hladin
vysetfenych neuropeptidl s klinickym stavem pacientt s nervovou lézi nebyla prokdzana.

Abstract

Within a group of 28 patients with clinically manifested CNS affection, the concentration of
S-100 protein and neuron specific enolasis in the serum and in the cerebrospinal fluid was
monitored using commercial sets. The concentrations of neuron specific enolasis in the serum
corresponded to normal serum values, in the cerebrospinal fluid a pathologically increased
value was identified only once. With the S-100 protein, abnormally increased values were re-
corded three times in the serum while in the cerebrospinal fluid all the measured values except
for two were pathologically increased. The correlation of levels of the examined neuropeptides
with the clinical condition of patients with nerve lesion has not been proved.
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Uvod

Pfitomnost nervovych komponent, pre-
devsim proteinl, v télnich tekutinach je
studovana zejména u imunopatologic-
kych onemocnéni a dale jako marker roz-
padu nervové tkdné. Zasluhu na tom, ze
jejich studium prechazi z experimentalni
urovné do klinické praxe, maji jednak po-
mérné rozsahlé experimentalni zkusenosti,
jednak stoupajici dostupnost komerc¢-
nich souprav na jejich detekci. K nejcas-
téji stanovovanym nervovym slozkam
patii S100 protein, neuron specificka eno-
ldza (NSE), glidInf fibrilarni acidicky protein
(GFAP), myelinovy bazicky protein (MBP),
14-3-3 protein, tau protein a neurofila-
mentovy protein (NFP). NSE a S100 patfi
k nejlépe popsanym a casto studovanym
neuropeptiddm. NSE je glykolyticky enzym
o molekulové hmotnosti 78 kDa pfitomny
v cytosolu neuronl a neuroendokrinnich
bunék, odkud je pfi tkanové lézi uvolno-
van do mozkomisniho moku i séra. Enzy-
matickou aktivitu ma jako heterodimer,
ktery vznika kombinaci tfi podjednotek a,
B ay[1]. U dospélych jsou mirné vyssi hla-
diny NSE pfitomny v neokortexu, ponékud
niz3i v bilé hmoté (pyramidovy trakt a cor-
pus callosum). NSE byla také prokazana
v erytrocytech, coz ma vyznam pfi hod-
noceni hladin enzymu, je-li ve vzorku pfi-
tomna hemolyza. Kromé vySe uvedeného
je NSE pomérné stabilni, coz umozriuje kli-
nické vyuZiti pfi hodnoceni rozsahu posti-
Zeni CNS i progndzy. S100 protein je maly
dimericky protein o molekulové hmotnosti
21 kDa, ktery se nachazi hlavné v astrocy-
tech, Schwannovych burikach a bunkach
maligniho melanomu. Svij nazev dostal
od rozpustnosti v nasyceném (,100% ")
roztoku sfranu amonného, vaze vapnik.
Je metabolizovén v ledvinach, vyluc¢ovén

moci a ma kratky sérovy polocas (1 hod).
ST00A1 a S100B byly prvnimi popsanymi
proteiny, které tvofi skupinu S100 pro-
teinl a kterych je v soucasnosti zndmo uz
21 [2]. S100 maze byt kromé likvoru sta-
novovan také v arteridIni i vendzni krvi, ve
které zGstava stabilni nékolik hodin i bez
mrazeni ¢ centrifugace. Je tudiz vhodnym
analytem pro klinické ucely.

Z ddvodu komercni dostupnosti souprav
umoznujicich diagnostiku strukturalnich
[ézi CNS pomoci detekce S100 proteinu
a NSE byly tyto metody provérovany na
skupiné pacientl s nervovym postizenim.
Vysetfeni bylo provadéno v séru i v moz-
komisnim moku. Cilem prace bylo zhod-
noceni mozného pfinosu obou technik pro
klinickou praxi, pokud je vysetfeni prove-
deno jednorazové.

Soubor pacientli a metodika

Vysetfenou skupinu pacientd tvofilo
28 nemocnych hospitalizovanych na
Neurologické klinice Fakultni Thomaye-
rovy nemocnice. Do studie byli zahrnuti
pacienti s riznymi neurologickymi choro-
bami CNS a s rGiznou tizi postizeni (tab. 1).
Jednalo se o pacienty, u nichZ byla indiko-
vana diagnosticka lumbalni punkce bez
ohledu na probihajici studii. Pacienti vy-
slovili souhlas s tim, aby ve vzorku ode-
braného mozkomisniho moku a krve byla
stanovena hladina S100 a NSE. Kontrolni
skupinu tvofili pacienti, u nichZ byl odbér
mozkomisniho moku indikovan rovnéz
z diagnostickych ddvodd, ale nakonec ne-
bylo prokdzano strukturalni postizeni CNS
(jednalo se napt. o bolesti hlavy, periferni
parézu licni nebo odbér likvoru v rdmci
perimyelografie u vyhfezu ploténky v be-
derni krajiné). Mozkomisni mok byl odebi-
rén standardni technikou, klasickou nebo

atraumatickou jehlou, v poloze vsedé,
v segmentu L3/L4.

Stanoveni S100 proteinu a NSE
Stanoveni S100 proteinu a NSE bylo prove-
deno plné automatickym zafizenim Elecsys
soupravami Elecsys S100 (pozitivni hodnoty
nad 0,105 pg/l), a Elecsys NSE (pozitivni
hodnoty nad 16,3 pg/l; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, SRN). Pro hodnoceni
normdlnich hodnot byly pouZity standardy
dodané vyrobcem. Nebyla sledovéana kine-
tika vyvoje hodnot S100 proteinu a NSE.
MozkomiSni mok a sérum pacientl byly
zpracovany do dvou hodin po odbéru, cen-
trifugovany deset minut pfi 2 5009 a skla-
dovany pfi =70 °C do zpracovani. Hemoly-
tické vzorky byly vylouceny.

Vysledky

Rozdéleni pacientd do skupin podle kli-
nického postizeni a vysledky stanoveni
S100 a NSE jsou uvedeny v tab. 1. Do sku-
piny zanétlivych a demyelinizacnich one-
mocnénfi jsme zafadili Ctyfi pacienty s ata-
kou roztrousené sklerézy a tfi pacienty se
serézni meningitidou. Ve skupiné tumor(
byli tfi pacienti s primdrnim glidInim tumo-
rem a jeden pacient s metastazami mela-
nomu. Skupina neurodegeneraci zahrnuje
pacienty s Alzheimerovou nemoci, amyo-
trofickou laterdlni sklerézou (ALS) a jed-
noho pacienta s Parkinsonovou nemoci.
CtyFi zbyvajici pacienti, zafazeni do sku-
piny ,ostatni”, méli nasledujici diagnozy:
centralni vestibuldrni syndrom (dva pa-
cienti), recidivujici subarachnoidalni kr-
vaceni z Willisova okruhu (pozdéji fesené
operativné), septicky stav komplikujici po-
stanoxickou encefalopatii. Z vysledkl je
patrné, Zze pokud hodnotime absolutni
koncentraci S100 a NSE podle kontrol,

Tab.1. Vysledky stanoveni NSE a $100 proteinu v mozkomi$nim moku a séru u pacientd s nervovym postizenim.
Klinické postizeni NSE S100
mok sérum mok sérum

poz. neg. poz. neg. poz. neg poz. neg.
zanétlivé a demyeliniza¢ni postizeni 7 0 7 0 7 7 0 0 7
tumor CNS 4 0 4 0 4 4 0 0 4
neurodegenerativni onemocnént 5 0 5 0 5 5 0 2 3
ostatn{ 4 1 3 0 4 4 0 0 4
kontroly 8 0 8 0 8 6 2 1 7
) 28 1 27 0 28 26 2 3 25
Pozitivni hodnoty u NSE nad16,3 pg/l u S100 nad 0,105 pg/l
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které jsou soucasti soupravy, jsou vysledky
velmi uniformni. U NSE odpovidaji viechny
koncentrace v séru normalnim hodnotam,
v mozkomisnim moku byla zachycena
pouze jedna hodnota zvysena nad nor-
malnf limit (pacient s postanoxickou ence-
falopatif). PFi vysetfeni S100 byly v séru zjis-
tény tfi vysledky nad hladinou normalnich
hodnot. V mozkomiSnim moku byly na-
opak vsechny naméfrené hodnoty abnor-
malné zvysené kromé dvou. Z téchto dvou
pacientd byla u jednoho nalezena pozi-
tivni hodnota v séru. Vzhledem k tomu,
7e zhodnoceni vysledk u pacientd rozdé-
lenych podle zakladni diagnézy neposky-
tovalo klinicky interpretovatelné vysledky,
bylo provedeno v mozkomisnim moku
jesté zhodnoceni vysledkl podle typu,
resp. rozsahu klinického postizeni. Tyto
vysledky byly shrnuty do graft 1 a 2. Pfi
tomto usporadani bylo dosazeno u obou
skupin ponékud jiné stratifikace. V jednot-
livych pfipadech bylo moZno v mozkomis-
akutnich stavd vyssi incidenci abnormal-
nich ¢i zvysenych hodnot.

Diskuze
V klinické praxi je vedle zobrazovacich
metod a klinického vySetfeni k dispozici
jen malo objektivnich parametrd, které
by bylo moZno vyuZit ke zhodnoceni z3-
vaznosti postizeni CNS a které by zaroven
mohly slouZit jako obecné prognostické
markery. Slibné proto mdze byt stano-
vovani nékterych proteint v séru a/nebo
v mozkomisnim moku s cilem prokazat
destrukci mozkové tkané a miru jeji zdvaz-
nosti. V poslednich letech se stala na bazi
komer¢nich diagnostickych setd relativné
bézné dostupna detekce ¢tyr strukturdlnich
proteind: S100, NSE, MBP a 14-3-3. Sta-
novovani MBP je nejpfinosnéjsi predevsim
u pacientl s demyeliniza¢nimi afekcemi
typu roztrousené sklerézy mozkomisni.
Nalez proteinu 14-3-3 v mozkomiSnim
moku je jednim z hlavnich diagnostickych
markerd sporadické Creutzfeldtovy-Ja-
kobovy nemoci [3]. Stanoveni zbyvajicich
dvou proteint S100 a NSE ma hodnotu ru-
tinniho vysetfeni v séru, avsak jejich stano-
veni v mozkomisnim moku nedoznalo Sir-
siho uplatnéni.

Vysledky vysSetifeni S100 a NSE ziskané
v nasi studii byly obtizné klinicky interpre-
tovatelné. Pfi posuzovani absolutnich kon-
centraci NSE byla zjisténa jedind abnor-
malné zvysend hodnota v mozkomisnim

Etiologie NSE v mozkomisnim moku
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Graf 1. Koncentrace NSE v mozkomiSnim moku u pacientl rozdélenych do sku-

pin podle typu klinického postizeni.

Etiologie S100 proteinu v mozkomisnim moku
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Graf 2. Koncentrace S100 proteinu v mozkomiSnim moku u pacientl rozdéle-
nych do skupin podle typu klinického postizeni.

moku (22,7 pg/l), kterd vyrazné prevyso-
vala ostatni. Jednalo se o pacienta s po-
stanoxickou encefalopatii dva mésice po
inzultu. Ostatni hodnoty vykazovaly na-
hodilé rozlozeni. Jestlize bylo k hodno-
ceni hladin NSE pouzito rozdéleni do sku-
pin podle rozsahu klinického postizeni
(graf 1), byla zjisténa mirna prevaha vys-
sich hladin u skupiny tézsiho ¢i akutnéj-
siho postizeni. Vzhledem k malému poctu
vzorkl vsak nemohly byt vysledky ovéreny

statisticky. Vyhodnoceni vysledktd méfeni
S100 proteinu ukdazalo prakticky viechny
hodnoty v mozkomi3nim moku jako ab-
normalné zvysené — kromé dvou pacientu:
jednoho pacienta s periferni parézou lic-
niho nervu a druhého s loziskovym proce-
sem v parenchymu CNS. Zvysené hodnoty
v séru byly nalezeny u dvou pacientd s po-
krocilejsi Parkinsonovou nemoci a ALS.
Treti pozitivni pacient byl nemocny s paré-
zou n. VII, ktery mél hladinu S100 v moz-
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komisnim moku normdlni. Také u tohoto
stanoveni bylo provedeno rozdéleni pa-
cientd do skupin podle aktudlné klinicky
prokazatelného neurologického nalezu.
Zhodnoceni pfineslo podobné jako u NSE
jen nevyraznou kumulaci vyssich hodnot
u téz8iho klinického nalezu. Vyskyt zvyse-
nych hodnot S100 v mozkom{Snim moku
u kontrolnf skupiny pacientd nelze na za-
kladé provedenych analyz jednoznacné vy-
svetlit. Souhrnem je tedy nutno konsta-
tovat, Ze provedena vysetfeni nepfinesla
zasadni zlepSeni diagnostiky nervovych |ézi
u sledované skupiny pacientd.

Literarni zkuSenosti z poslednich let do-
kladaji stoupajici zdjem o vySetfovani mar-
kerG tkariové léze CNS v praxi, avsak kli-
nické vystupy zUstdvaji do urcité miry
nejednoznacné, podil pozitivnich zkuSe-
nosti ale stoupa. Pfevazna vétSina praci
popisuje vyuZiti stanoveni neuropeptidd
u tkanovych 1ézf traumatické a cévni etiolo-
gie (ischemie i hemoragie). Napfiklad Ber-
ger et al [4] uvadéji dobrou korelaci hladin
NSE, ST00B a MBP s traumatickym posti-
Zenim mozku, pficemz vy3etfeni prokazalo
poskozeni tkané i u pfipadd s malym kli-
nickym nalezem. Podobné Lavicka et al [5]
prokazali dobrou korelaci zvySenych hladin
S100B v séru u pacientd s traumatickym
postizenim CNS, a to jak s klinickym nale-
zem pfi propusténi, tak po Sesti mésicich.
Nejvétsi vypovédni hodnota byla nalezena
u absolutni koncentrace S100B 24 hod po
inzultu a dale v rychlosti poklesu pod re-
feren¢ni hodnotu. V jinych studiich byly
zjistény podobné pozitivni vysledky pfi za-
nétlivém, cévnim, nadorovém i degenera-
tivnim postizenim tkané [6-8].

Neuropetidy jsou prokazovény jak
v mozkomi{snim moku, tak i v séru. Pri-
kaz v likvoru je pouzivéan déle a obecné
ma vétsi klinickou senzitivitu i specifitu.
Proto neprekvapi, Ze mozkomisni mok je
vyuzivan castéji také pfi studiu patoge-
neze nervovych onemocnéni. To plati na-
priklad u roztrousené sklerézy mozkomisni
(RS) [9], demenci [10], ALS [11] a dalsich
chorob. Prakticky vyznam ma také moz-
nost priikazu neuropeptidd v séru. Pro re-
lativné niZsi senzitivitu a specificitu se krev
pouziva pro diagnostiku predevsim rozsah-
lejsich destrukci CNS traumatického ¢i vas-
kuldrniho plvodu, jak bylo vyse uvedeno.
Vyhodou tohoto stanoveni je moznost
opakovanych vysetreni.

Vysetfovani neuropeptidd v télnich teku-
tinach v klinické praxi komplikuji nékteré

problémy. K t&m méné vyznamnym patfi
metodické interference snizujici citlivost
nebo specifitu technik. Dobfe je naptiklad
prokdzano, ze falesné zvysené hodnoty
NSE v séru jsou zpUsobeny uvolnénim NSE
z erytrocytl pfi hemolyze v preanalytické
fazi vysetfeni. Tento vliv je nutno redu-
kovat odpovidajicim zpracovanim vzorku
a prevenci hemolyzy. Velmi podobna si-
tuace je také u MBP, kde falesné nega-
tivni vysledek stanoveni mize byt zpUso-
ben vysokou schopnosti adherence této
latky na stény zkumavek a dalsi latky. Po-
dobné problémy sice klinickou praci kom-
plikuji, ale Ize se s nimi vyrovnat. Bohuzel
existuji zfejmé i jiné faktory, které mohou
byt pficinou rozdilnych vysledkd nékterych
studii. Experimentdlni prace ukazuji, Ze
pokud jsou stanoveni neuropeptidd v kli-
nickych podminkdch provedena plosné
(coz byl také pFipad nasi studie), mize vy-
znam vysSetieni podstatné klesnout. Fin-
ster et al zjistili elevaci NSE v moku pouze
u 1/5 pacientd s prokazatelnou mozkovou
lézi [12] a doporucuji pouZivat vysetfeni
v dynamice. V praci Vajtra et al [13] Ize na-
|ézt jisty korelat tohoto jevu, resp. mozné
vysvétleni, nebot autofi nalezli u trauma-
tickych lézi v prvnich tfech dnech statis-
ticky vyznamné nizsi hodnoty S100 a NSE
u skupiny s lepsi progndzou oproti pacien-
tam v téZsim klinickém stavu a s horsi pro-
gndézou. Od tretiho dne jiz nebyl mezi sku-
pinami statisticky vyznamny rozdil. Jak
tedy bylo prokazano, Ize klinickou vytéz-
nost stanoveni neuropeptidd v télnich te-
kutinach zvysit opakovanym vysetfenim.
Pokud provedeme vysetfeni pouze jedno-
rédzové, bez stanoveni vlastniho limitu nor-
maélnich hodnot, mohou byt vysledky hod-
noceny pouze podle standardd udanych
vyrobcem. To mdze v nékterych pfipadech
snizit kvalitu interpretace vysetfeni. Opa-
kovana stanoveni jsou vhodnd hlavné pro
vysetfeni krve [4,14]. Vzhledem k nejasné
definované propustnosti hematoencefa-
lické bariéry za patologickych stav viak
nekoreluji nékdy hladiny v séru a mozko-
miSnim moku [15].

Pro monitorovani rozpadu nervové
tkdné bylo kromé neuropeptidd s Uspé-
chem pouzito i stanoveni tzv. volné DNA.
PFi zvySené degradaci bunék (apoptdza,
nekréza) dochazi totiz k uvoliovani DNA
do télnich tekutin, zejména do krve [16].
Podstatny vzestup koncentrace volné DNA
byl zjistén u rady patologickych stavd, jako
jsou ikty, traumata, hypoxické encefalopa-

tie, encefalitidy a dalsi [17]. Lam et al ve
své praci dokonce popisuji, ze u pacientl
s mozkovou mrtvici je volnd DNA lepsim
prognostickym markerem nez stanoveni
S100 proteinu [18]. Zda se proto, ze by se
stanoveni volné DNA mohlo v budoucnu
stat zajimavym neurologickym markerem.
Klinické zkuSenosti vSak nejsou dosud pfi-
li$ rozsahlé.

Zaver

Celd fada neuropeptidl byla s vétsim di
mensim Uspéchem pouzita pro klinické
Ucely. PrestoZe existuje do jisté miry ne-
psand shoda, Ze zejména S100 a NSE
jsou ukazatelem rozsahu nervovych [ézi,
neni stale zcela jasné, jak jsou vysledky je-
jich stanoveni ovliviovany jinymi faktory.
Déle neni dosud jasné definovano, jak uve-
dené markery integrovat do klinické praxe,
aby se optimalizoval vysledny efekt. Tyto
literdrni zkuSenosti ukazuji nejvyssi spe-
cificitu, senzitivitu i prognostickou hod-
notu, pokud jsou testy pouZity u akut-
nich stavll v pocate¢nim obdobi (traumata
a ikty) a v dynamice. Negativni prognos-
tickd hodnota byva spojena s vysokymi
hladinami neuropeptidd v prvnich hodi-
nach po inzultu, a dale pfi vzestupu kon-
centraci s latenci 24-72 hod. Prestoze se
v fadé pfipadl dafi popisovanymi stano-
venimi kvantifikovat tkanové postizeni,
je mnohdy obtizné z vysledk( vyvozovat
v porovnani s klasickymi diagnostickymi
metodami kvalitativné nové zavéry. Ne-
hledé na vySe uvedena omezeni vysledky
prace koreluji s literdrnimi zkuSenostmi
v nékterych ohledech. Na vysledky stano-
veni NSE a S100 v klinické praxi maji vliv
faktory, které nebyly dosud jednoznacné
definovany. Prace ukazuje, Ze jednotliva
stanoveni mohou mit v konkrétnim pfi-
padé spornou vypovédni hodnotu. PFi kli-
nickém hodnoceni vysledkd je vzhledem
k relativné kratkému polocasu neuropep-
tidd v télnich tekutinéch zapotrebi zohled-
nit ¢asovy faktor. Pfed klinickym pouzi-
tim Ize doporucit predbézné otestovani
metodik.
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